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BAZI BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARIN ANTIGENOTOKSIK AKTIVITESININ
DROSOPHILA KANAT SOMATIK MUTASYON VE REKOMBINASYON TEST]
(SMART) ILE ARASTIRILMASI

AYGUL KILIC

[nonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

57 + viii
2008

Danisman: Prof. Dr. Elif YESILADA

Aragtirmalar, bazi besinlerin antigenotoksik aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Bu calismada, Trametes versicolor ve Pleurotus ostreatus beyaz ¢iirtikgiil
funguslariin genotoksisite tizerinde azaltici etkisinin olup olmadigi arastirildi. Bu amagla
somatik mutasyon ve rekombinasyonu dlgen ve in vivo bir ¢alisma olan Drosophila kanat
benek testi (SMART) kullanildi. Bir mutajen olan Mitomisin C (MMC)’ye karsi beyaz
cliriik¢iil funguslarin antigenotoksik etkisi arastirildi.

Calismalar sonucunda T.versicolor ve P. ostreatus tozlarinin MMC tarafindan
olusturulan DNA hasarini baskilayabilecegi saptandi. T.versicolor ve P. ostreatus MMC
tarafindan olusturulan somatik hiicre mutasyonunu baskilayabilmektedir.

Bu sonuglar, T.versicolor ve P. ostreatus funguslarinin antirekombinojenik aktivite
ile antigenotoksik aktiviteli faktorleri icerdigini one siirmiistiir. Elde edilen verilerden
ozellikle T.versicolor’ in birtakim antigenotoksik faktor(ler) icerdigi ve olasilikla da
bunlarin polisakkaropeptit formunda oldugu diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Antigenotoksisite, Drosophila melanogaster, SMART test,
beyaz ¢iirtik¢iil fungus, mitomisin-C.
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INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF SOME OF THE WHITE ROT
FUNGI IN DROSOPHILA WING SOMATIC MUTATION AND RECOMBINATION
TEST (SMART)

AYGUL KILIC
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Supervisor: Prof. Dr. Elif YESILADA

Studies have shown that certain foods contain with antigenotoxic activities. Here,
we ask if dried powders from two white rot fungi, Trametes versicolor and Pleurotus
ostreatus, have a mitigating effect on genotoxicity. We used in vivo assay: Drosophila
wing spot test (also known as SMART) which measures somatic mutation and
recombination. A mutagen were tested with the mushroom powders: Mitomycin-C
(MMC). We found that T. versicolor and P. ostreatus powders can suppress DNA damage
induced by MMC we tested. T. versicolor and P. ostreatus powders were able to suppress
somatic cell mutation induced by MMC.

These results suggest that T.versicolor and P.ostreatus mushrooms contain factors
with antigenotoxic activity, including anti-recombinogenic activity. The data suggest that
there is a novel antigenotoxic factor(s) in T.versicolor, possibly in the form of
polysaccharopeptides.

KEYWORDS: Antigenotoxicity, Drosophila melanogaster, SMART test, white rot
fungus, mitomycin-C (MMC)
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1. GIRIS

Genetik materyalin  yapisinda meydana gelen spontan veya indiiklenebilir
degisikliklere mutasyon, mutasyon etkisi yapan kimyasal ve fiziksel faktorlere ise mutajen
denir. Mutasyonlarin hedefi, RNA virlisleri ve RNA mutasyonlart hari¢ tutuldugunda,
genellikle DNA molekiiliidiir [1]. Mutajenler, gelecek nesillerde bir takim genetik hatalarin
meydana gelmesini ve kanser olusumunu da igeren somatik hiicre hasarlarinin ortaya
cikmasini arttirdigi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bilindigi gibi herhangi bir kimyasal maddenin
organizmada olusturdugu toksik etki, genetik materyalde degisime neden oluyorsa,
meydana gelen bu etkiye genotoksik etki denir [2]. Insan hiicreleri siirekli olarak gesitli
biyotik ve abiyotik faktorler tarafindan olusan reaktif oksijen radikallerine maruz
kalmaktadir. Bunun sonucunda da nukleik asitlerin, proteinlerin, lipitlerin ve
karbonhidratlarin  oksidasyonu sonucu DNA hasartyla iliskili hastaliklar ortaya
cikabilmektedir [3]. Bu baglamda bu etki genetik toksikolojinin ana konusudur [4]. Kisaca
DNA'’da hasar olarak tanimlanan genotoksik etki, kanser baglatici bir mekanizma olarak da
kabul edilmekte ve genetik toksikolojinin ana konusunu olusturmaktadir. Gelistirilen ¢esitli
yontemler ile DNA’daki hasarin belirlenmesi ileride olusacak kanser olaylarinda riskin
belirlenmesinde yardimei olabilmektedir [2].

Besinler ile aliman bir¢ok bilesen, karsinojenlerin olusturdugu genotoksik etkiyi
azaltmakta ve antigenotoksik etki gostermektedir [5,7]. Bu baglamda son yillarda 6zellikle
funguslardan elde edilen ve biyolojik olarak aktif olan ¢esitli bilesenler antigenotoksik etki
gostermektedir [8]. Dolayisiyla cesitli mutajenlerin etkisine bagli olarak ortaya cikan
genotoksik etki, bu funguslarin antigenotoksik etkisine bagli olarak azalmaktadir.
Funguslarin bu etkisini ya direkt olarak mutajenle etkileserek ya da mutajenin etkisini yok
ederek gosterdigi belirtilmektedir [8]. Ozellikle pek cok beyaz giiriik¢iil fungus
antigenotoksik etkiye sahip olmasi bakimindan biiyiikk 6nem tagimaktadir. Ayrica bu
funguslar antioksidan o6zellige sahip olan bilesenleri de igermektedirler. Funguslarin
antigenotoksik etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan calismalar, fungusta bulunan
bilesenlerin kimyasal yapilarini ve izolasyon yontemlerini igermektedir [9].

Pek cok fungus lezzetli ve besleyici bir gida olarak degerlendirilmekte, benzersiz
tat ve kokular1 ile gidalara lezzet verici olarak eklenmektedir. Ozellikle sahip olduklari
karbonhidrat, yag, protein ve lipit gibi biyokimyasal bilesenlerinden 6tiirli yillardir besin

olarak tiiketilmektedirler [10,11]. Ayrica K, Na, Mg, Ca, Se ve P gibi elementler yaninda
1



vitamin D ve vitamin C basta olmak iizere ¢esitli vitaminler bakimindan da oldukca
zengindirler [12]. Biitliin bu 6zelliklerinin disinda funguslarin biiylik bir kismi 6zellikle
bagisiklik sistemini diizenleyici etki gdsteren c¢esitli biyopolimerleri de igerirler. Bu

baglamda bu funguslarin yapisinda bulunan;

e Steroidler,

e Triterpenler,

e Suda ¢oziinebilen ligninler,

o Siilfatli ve protein bagl polisakkaritler,

e Oksalik asit ve linoleik asit gibi bilesenler antimikrobiyal ve antiviral ajan

olarak yogun bir bicimde aragtirilmaktadir [13-14].

Ozellikle de beyaz giiriikgiil funguslardan elde edilen ve biyolojik olarak aktif olan bu
bilesenler tibbi acidan biiylik 6nem tagimaktadirlar [15].

1.1. Beyaz Ciiriikc¢iil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, Basidiomycetes simnifina dahil olup, lignoseliilozik
materyalden ligninin uzaklagtirilmasi veya cesitli ¢cevre kirleticilerinin biyoremediasyonu
icin ekstraseliiler oksidatif radikaller {iretebilen enzim sentezleme potansiyeline sahip
olduklarindan 6tiirii biyoteknolojik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar [16,17].
Bunun yam sira 6zellikle biyoteknolojik 6zelliklerine bagl olarak da; ksenobiyotiklerin
yikimi, atik sularin biyolojik olarak iyilestirilmesi [18], ¢esitli boyalarin renginin
giderilmesi, biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon) [19], cesitli enzimlerin {iretimi
(lakkaz, ligninaz gibi) [20], mikrobiyal protein iiretimi [21], antimutajenite ve
antigenotoksisite  calismalar1  gibi  [8] c¢esitli uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaktadirlar.



1.1.1. Baz1 Beyaz Ciiriikciil Funguslardan Elde Edilen Bilesenler ve Etkileri

Pek cok beyaz cliriik¢iil fungustan elde edilen ve tibbi agidan 6neme sahip olan
biyopolimerler, fungusun sivi fermantasyonu sonucu olusan miselinden elde edilebilecegi
gibi, fungusun sapkasindan da elde edilebilir [22]. Ancak laboratuvar sartlarinda fungusun
miselinden elde edilen bilesenler, saf olarak elde edilebilmesi bakimindan daha
giivenilirdir. Ayn1 zamanda kiiltiir sartlarinin kontrol edilebilir 6zellige sahip olmasindan
otiirii, bu biyopolimerlerin fungus miselinden elde edilmesi tercih edilmektedir [13].

Beyaz ciiriik¢ilil funguslar yiiksek oranda linoleik asit icerikleriyle tibbi agidan
bliyiik 6nem tasimaktadirlar. Pek ¢ok fungus, linoleik asit igerigiyle antimutajenik etkiye
sahiptir. Linoleik asit AMES testinde Salmonella’da mutajen benzoprene Kkarsi
antimutajenik aktiviteye sahip temel madde olarak tanimlanmaktadir [23]. Bilindigi gibi
yag bilesiminde linoleik asit gibi ¢coklu doymamis yag asidini kapsayan yaglar (aygigegi
yagl, misirdzii yagi ve soya yagi gibi) saglikli yaglar olarak kabul edilmektedirler.
Bilesiminde yiiksek linoleik asit yilizdesine sahip yaglarin insan sagligi agisindan cok
biiyiik 6nemleri vardir. Bu yaglar damar sertligini (arteriosklerozis) dnledikleri gibi, kanda
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) yapisina girerek mevcut olan damar sertligini
geriletir [24]. Aynm1 zamanda linoleik asit timor baskilayici olarak da rol oynamaktadir [2].
Pek cok beyaz giiriik¢iil fungus polifenol, terpen ve steroid gibi farkli sekonder
metabolitleri igermektedir [24]. Bunun yaninda sahip olduklar1 vitamin C ve ¢esitli fenolik
bilesikler sayesinde antioksidan 6zellige sahiptir [25]. Ozellikle fenolik maddeler diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunun engellenmesinde antioksidan etki
gostermektedir [25]. Tiim bunlarin yaninda Cig’den Cys’e kadar olan yag asitlerinin
analizleri en zayif DNA polimeraz inhibit6riiniin linoleik asit oldugunu gostermektedir.

Bilindigi gibi karsinojenik ve mutajenik bilesikler kuvvetli elektrofilik 6zellikler
tasirlar. Elektrofilik ara iiriinlere doniiserek metabolize olan bilesikler genellikle alkilleyici
ajanlar olarak bilinir. Reaktivitesi yiliksek olan bu bilesikler organizmada nukleofilik
ozellikli —SH, -NH, ya da —OH gruplarmi igeren proteinlerle, RNA ve DNA gibi
makromolekiillerle kovalent bag yapabilirler. Boylesine bir baglanma da mutasyona yol
acmaktadir [2]. Bu bakimdan beyaz ciiriik¢iil bir fungusta bulunan cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoic asit (EPA), DNA polimeraz enziminin —SH gruplariyla etkilesime
girerek, dolayli olarak antigenotoksik aktivite gostermesi bakimindan olduk¢a onemlidir

[14].



Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz ciliriik¢iil funguslar, sahip olduklar1
biyopolimerlerin tibbi dnemlerinden 6tiirii; kanser ve kalp hastaliklarinin dnlenmesinde
[24], kan basincinin disiiriilmesinde [9], kandaki kolesterol seviyesinin azaltilmasinda,
bagisiklik sistemininin kuvvetlendirilmesinde, hemoostazinin korunmasinda ve biyoritmin
diizenlemesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar [15,26]. Bu nedenle bu funguslar
bircok Asya iilkesinde geleneksel olarak hem besin hem de ila¢ olarak kullanilmaktadir
[9,27]. Bu baglamda Agaricus bisporus, Pleurotus spp., Lentinus edodes, Trametes
versicolor, gibi pek ¢cok fungusun ticari anlamda iiretimi yapilmaktadir [9].

Yakin zamana kadar arastirmalar Lentinula edodes, Schizophyllum commune,
Grifola frondosa ve Sclerotinia sclerotiorum ad1 verilen beyaz cliriik¢iil funguslar tizerinde
yogunlasmisti. Ozellikle de bu funguslardan elde edilen B-glukan, lentinan, schizophyllan
(SPG, sonifilan ya da sizofiran olarak da adlandirilir), grifolan ve SSG yaygin bir sekilde
calisilmigtir [28]. Ayrica funguslar igerdikleri beta ve alfa-glukan gibi polisakkaritler
sayesinde antigenotoksik aktiviteye sahiptir [29]. Ozellikle son yillarda B-glukanlarin anti-
sitotoksik, antimutajenik ve anti-tlimor etkileri iizerinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir
[30]. Bu bilesenlerin ¢ogunda bulunan B -(1-6)-dalli B-(1-3)-bagl glukanlar 6nemli Sl¢iide
antitimor aktivite gdstermektedirler [31]. (1-3)- B- D-glukanlar bagisiklik sistemini uyarici
etkiye sahip olmalarinin yani1 sira, ‘biyolojik yamit degistiriciler’ olarak da
siiflandirilmaktadirlar [28]. Aym1 zamanda ¢esitli bakteriyel, viral, fungal ve parazitik
enfeksiyonlara kars1 koyabilme giiciine de sahiptirler [2].

Maya, bakteri ve fungus gibi organizmalarin hiicre duvarlarinin temel bilesenini
olusturan B-glukanlar, hiicre duvariin i¢ kisminda bulunurlar ve hiicre duvarinin sertligini
koruyarak hiicreye sekil vermek bakimindan 6nemlidirler [10,30]. Biyolojik aktiviteleri
bakimindan B-glukanlarin molekiiler agirliklart (MA) ve dallanma dereceleri (DD) oldukga
onemlidir. Biyolojik olarak en etkili B-glukanlar 0.2<DD>0.33, 100<MA>200kDa ve triple
heliks yapida olanlardir. Bunun yaninda B-glukanlarin suda ¢oziinebilirligi dallanma
dereceleriyle iliskilidir. Ornek olarak DD>100 olan B-glukanlar tamamyla suda
¢Ozlinemezler [30].

Pek ¢ok fungus yiiksek oranlarda sterol ve vitamin D2 igermektedir. Bilindigi gibi
vitamin D insanlar i¢in gerekli bir bilesiktir [34]. Bitkisel steroller serum kolesteroliinii
diisiiriicii etkiye sahip olmasi1 bakimindan oldukca dnemlidirler. Fungal steroller de bitkisel
sterollerle benzer fonksiyonlara sahiptir. Bazi funguslarda bulunan ergosterol vitamin

D2’ye doniisebilmesi agisindan da olduk¢a 6nemlidir [32,33].



Biitiin aerobik mekanizmalarda normal metabolizma boyunca makromolekiillere
zararli olan serbest radikaller siirekli olarak tretilmektedir. Antioksidan enzimler, serbest
radikal tiirevlerini temizleyici 6zellige sahiptir. Bu enzimler giinliik yagamdaki serbest
radikallere karst koymak icin yeterlidir. Cesitli faktorlerle antioksidatif savunma
mekanizmasinin  bozulmasi, organizmada pek ¢ok hastaligin meydana gelmesiyle
sonuclanacaktir. Bu baglamda pek c¢ok beyaz ciirlik¢lil fungustan elde edilen
polisakkaritler, kanseri onlemede glutatyon (GSH) seviyesini arttirip, glutatyon S-
transferaz (GST) aktivitesine neden olmaktadirlar [26]. Ozellikle Faz II detoksifikasyon
enzimlerini iceren c¢alismalar, bu enzimlerin kanseri Onlediklerini, ayn1 zamanda
memelilerde  ksenobiyotiklerin  metabolik  detoksifikasyonunu  kolaylastirdiklarini
gostermistir [28]. Bu bakimdan pek ¢ok beyaz ciiriik¢iil fungus antioksidan 6zellige sahip
olan bilesenleri icermesiyle oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir [9, 26, 34, 35].

Antitimor etkiye sahip olan polisakkaritler; glukoz, galaktoz, mannoz, ksiloz,
arabinoz, fukoz ve riboz gibi monosakkaritleri igerirler. Bu polisakkaritlerin yapisi;
monosakkaritlerin kompozisyonu, glikozidik baglarin konfiglirasyonu ve pozisyonu gibi
faktorlerle  etkilenir. Ogzellikle de helikal konformasyon antitimdr  fungus
polisakkaritlerinde bulunan en 6nemli yapidir. Tibbi 6neme sahip olan funguslardan elde
edilen polisakkaritler oral kullanim sonucu kanser Onleyici aktivite, tiimorlere karsi
bagisiklik sistemini giiclendirerek bagisiklik sistemini giiglendirici aktivite ve tiimor
hiicrelerini apoptozise tesvik ederek, dogrudan tiimor inhibisyon aktivitesine sahiptir [22].
Bagisiklik sistemini giiglendirici polisakkaritler [36] ve radikal siipiiriicii etkiye sahip indol

tiirevleri [37] gibi biyolojik olarak aktif maddeler de yine baz1 funguslarda bulunmaktadir.

1.1.2. Tibbi Onemi Olan Baz1 Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar

En az 651 tiirle temsil edilen hetero yada homobasidiomycetes funguslarinin 182
genusu antitimor ya da bagisiklik sistemini uyarict polisakkaritleri icermektedir [31].
Basidiomycetes sinifina dahil, beyaz ciiriik¢iil bir fungus olan 7. versicolor (Coriolus
versicolor) tarafindan birka¢ tip protein bagli polisakkarit iiretilmektedir. Protein bagh
polisakkaritler yada polisakkaropeptidler olarak adlandirilan bu bilesenler, olduk¢a etkili
bagisiklik sistemi diizenleyicilerdir. Bunlar yapisal olarak farkli polimerler olmalarina
ragmen, fizyolojik agidan aktiviteleri benzerdir. 7. versicolor’in en iyi bilinen ticari

polisakkaropeptid preparasyonlari; polisakkaropeptid Krestin (PSK) ve polisakkaropeptid
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(PSP)’dir. Her iki iirlinde 7. versicolor miselinin ekstraksiyonundan elde edilir. PSK
polisakkaropeptidlerinin elemental analizi yaklagik olarak su sekildedir; %47.5 O, %40.5 C
ve %5.2 hidrojen. Tipik tozlagtirilmig ekstrakt %34-35 ¢oziilebilir karbonhidrat (%91-93 B
glukan), %28-35 protein, %7 nem, %6-7 kiil, geri kalan1 ise serbest seker ve
aminoasitlerdir. Yapilarinda bulunan 18 ¢esit amino asitin %70’1 16sin, valin, alanin, glisin,
glutamik asit, serin, tironin, aspartik asit ve ndtral aminoasitlerdir [38]. Dogada sapka
formunda bulunan 7. versicolor fungusu, biyoreaktorlerde derin kiiltiirde miselli biyokiitle
olarak gelisebilir. Derin kiiltiirde tipik olarak 25-27°C’de, 4-6 giinde gelisir [38, 39]. T.
versicolor fungusundan elde edilen PSP, interlokin ve interferon liretimini arttirmakta ve T
hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarmaktadir. Ayrica PSP akciger ve 6zafagus kanseri gibi
hastaliklarda, radyoterapi ve kemoterapinin neden oldugu istenmeyen birtakim yan etkileri
hafifletmektedir [31].

Pleurotus genusu, Basidiomycetes sinifina dahil olan funguslar igerisinde, sahip
oldugu lezzeti ve besinsel degerinin yani sira, tibbi 6zelliklerinden 6tiirii de ticari anlamda
onemli bir yere sahiptir. Uretilmesi oldukga kolay olan Pleurotus ostreatus fungusunun,
ekstraseliiler enzimleri, 3-galaktosidazlari, antimikrobiyal 6zellige sahip olan bilesenleri ve
vitaminleri yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Bu ¢alismalarin temelini hiicre i¢i ve dist
polisakkaritlerin elde edilmesi olusturmaktadir. P.ostreatus fungusundan elde edilen ve
saflastirilan proteoglikan fraksiyonlar1 bagisiklik  sistemini diizenleyici etkiye sahip
olmalarmnin yam sira, antikanser aktivite de gdstermektedir. Ozellikle fungustan elde edilen
B -1,3 glukanlar, bagisiklik sistemini uyarici etkiye sahiptirler. Ayrica metastazisi
engellemek suretiyle antitiimor aktivite de gostermektedirler [40]. Bunun disinda yapilan
pek cok calisma bu fungusun hidroksil radikalini siipiiriicii etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica P.ostreatus fungusu lipit peroksidasyonunu engelleyici aktivite de
gostermektedir [27].

Basidiomycetes sinifina dahil, beyaz ciiriik¢iil bir fungus olan Lentinula edodes
tibbi amacglh kullanilan funguslar igerisinde en iyi tanimlanmis ve en ¢ok calisiimis
funguslardan biridir. Bu fungus antiviral, antimikrobiyal ve antitumoral aktiviteye sahip
olan biyolojik agidan Onemli aktif bilesenleri igerdigi igin ylizyillardir {iretimi
yapilmaktadir [31]. Yine bu fungustan LEM, lentinan ve KS-2 adi verilen ve farmokolojik
etkiye sahip olan torapotik polisakkaritler elde edilir. LEM, L.edodes fungusunun
miselinden elde edilir. %24.6 protein, %44 seker (galaktoz, mannoz, fruktoz) icerir. Ayrica

niikleik asit tiirevleri, B vitaminleri, ergosterol ve suda ¢oziinebilen ligninleri igerir [13].



Ayni zamanda bu fungus diger pek ¢ok beyaz ciiriik¢iil fungus gibi antitrombotik ve
antikolesterol etkilere de sahiptir [29].

Basidiomycetes sinifina mensup olan Agaricus blazei fungusu tibbi 6neminden
otiirli diinyanin farkli bolgelerinde besin ya da ¢ay olarak tiiketilmektedir. Ozellikle bu
fungus fiziksel ve duygusal stresle savasmada, bagisiklik sisteminin uyarilmasinda, diyabet
hastalarinin yasam kalitesini arttirmada ve kandaki kolesterol seviyesini diislirmede
oldukca etkilidir. Sahip oldugu tim bu 0Ozelliklerden dolayr da antioksidan ve
antikarsinojen olarak da kullanilmaktadirlar [23]. Farmokolojik olarak aktif fungus
bilesenleri olan polisakkaritler ya da peptideglikanlar, in vivo ya da in vitro ¢aligmalarda
pek cok arastirmanin temel konusunu olusturmaktadir. 4.blazei fungusu sahip oldugu B-1,6
glukan ile antitiimor aktivite gostermektedir. Ayrica bu fungustan izole edilen
glukomannan tiimér olusumunu inhibe etmektedir [31]. Aymi zamanda bu fungus
antitimor, antimutajenik ve antiklastojenik 6zelliklere de sahiptir [10].

Basidiomycetes sinifina mensup beyaz cliriik¢iil bir fungus olan Ganoderma
lucidum Ozellikle Cin, Japonya ve Kore gibi iilkelerde tibbi amagli olarak yogun bir
sekilde kullanilmaktadirlar. Bu fungus sahip oldugu triterpen ve polisakkarit gibi biyoaktif
bilesenlerinden otiirii 6zellikle de hipertansiyon, diyabet, hepatit, kanser ve AIDS gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu fungusun daha ¢ok polisakkaritleri ve
triterpenleri calisilmis olmakla birlikte, sterolleri, lektinleri ve proteinleri iizerinde yapilan
calismalarda bulunmaktadir [41]. Dolayisiyla 6zellikle tibbi acidan 6neme sahip olan
beyaz ciirlik¢ilil funguslardan elde edilen biyolojik olarak aktif olan bilesenler, genotoksik

etkiyi azaltmakta ve antigenotoksik aktivite gostermektedir [8].

1.2. Calismanin Amaci

Son yillarda kimyasallarin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin arastirilmasinda
cesitli prokaryotik ve oOkaryotik sistemler kullanilmaktadir. Prokaryotik ve Okaryotik
canlilarda genel hiicre metabolizmas1 birbirinden bazi farkliliklar gdstermektedir. Bu
nedenle kimyasallarin prokaryotik bakteri sistemleri ile test sonuglar1 6karyotik canlilarda
aym kimyasallarin olasi etkileri konusunda giivenilir bilgiler veremez. Okaryotik bir
organizma olan sirke sinegi Drosophila melanogaster kisa jenerasyon zamanl, kiiltiir
ortaminda ¢ok sayida iiretilmesinin kolay ve ekonomik olmasi, genetik olarak kontrol

edilebilen ¢ok ¢esitli morfolojik karakterlere sahip olmasi ve genetik olarak karakterize
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edilebilen soylara sahip olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle birgok bilesigin mutajenik,
genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bilindigi gibi
Okaryotik canlilarda genel hiicre mekanizmasi benzerdir. Ayrica insan ve Drosophila’nin
genetik olarak benzerliklere sahip olmast onu bu tip c¢alismalar i¢in ¢ok avantajli
yapmaktadir [42,43].

Bu ¢alismada, Mitomisin-C ile indiiklenmis genotoksik etkiye karsi beyaz ciirtikgiil
funguslardan olan Coriolus versicolor ve Pleurotus ostreatus’un antigenotoksik
aktivitesinin Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile

arastirilmasi amaclanmustir.

1.3. Calismada Kullanilan Organizmalar ile lgili Genel Bilgiler

1.3.1. Trametes versicolor ve Pleurotus ostreatus

T. versicolor ve P.ostreatus beyaz cliriik¢iil funguslar olup, Basidiomycetes sinifina
dahil, zorunlu aerob mikroorganizmalardir. Genellikle Kuzey Amerika, Asya ve
Avrupa’nin 1liml boélgelerindeki agaglarin govdelerinde, dallarinda ve ol kiitiikler
tizerinde bulunurlar. Literatiirde T.versicolor igin pek ¢ok farkli isim kullanilmaktadir.
Coriolus versicolor, Boletus versicolor ve Polystistus versicolor, en yaygin kullanilan
isimlerdir. Dogada sapka formunda bulunurlar. T.versicolor’1n kenar kism1 dalgali, yelpaze
seklindedir. Ust bolgesi kadifemsi bir yapiya sahiptir ve ¢esitli renkler konsantrik bir zon
olusturmustur. Ust kisim genellikle kahverengi, beyaz, gri yada mavimsi bir renge sahiptir.
Beyaz renkli, dikdérgenimsi ve silindirik bir yapiya sahip olan sporlar1 vardir. Hem
T.versicolor’in hem de P.ostreatus’un sivi fermentasyonu sonucunda meyve ve spor formu
olugmaz ve funguslar pelet seklinde tirer. T.versicolor ve P.ostreatus derin kiiltiirde tipik

olarak 25-27°C’de, 4-6 giinde tirer [38, 39].



Sekil 1.1. Trametes versicolor (Sapka formu) Sekil 1.2. Pleurotus ostreatus (Sapka formu)

Sekil 1.3. T.versicolor’in sivi besiyerinde ¢alkalamali inkiibasyon sonucunda
olusan pelet formu.



1.3.2. Drosophila melanogaster

Bu ¢alismada Drosophila melanogaster’in farkli mutant soylar1 kullanilmgtir. Ilk kez

1911 yilinda Thomas Morgan tarafindan deneysel calismalarda kullanilmis olan

Drosophila melanogaster, kullanim agisindan pek ¢ok avantaja sahiptir [25,42,44-48].

Bunlar:

Kisa generasyon zamanli Okaryotik bir organizmadir. (Yaklasik 25°C’de
%40- 60 bagil nemde 10 giindiir.)

Kiiciik organizmalar olduklarindan laboratuarda kiiltiir ortaminda c¢ok
sayida tiretilmeleri oldukca kolay ve ekonomiktir.

Holometabol canlilardir. Yani gelisimleri tam metamorfozludur.

Genetik olarak kontrol edilebilen ¢ok cesitli morfolojik karakterlere ve
mutant soylara sahiptir.

Larvalarinin tiikriik bezi hiicrelerinde kolayca taninabilen dev kromozomlar
bulunur. Bunlar sitogenetik ¢alismalar i¢in ideal yapilardir. Kromozom
haritalar1 ve kromozom fonksiyonu analizlerinin yapilmasina imkan
saglamaktadir.

Insanlar icin kanserojenik olan pek ¢ok madde Drosophila testlerinde de
pozitif sonuglar vermektedir. Ayrica promutajen ve prokarsinojenleri test

etmek i¢in ayrica metabolik aktivasyona gerek yoktur.

Bilindigi gibi bir¢ok bilesik dogrudan mutajenik ya da karsinojenik sahip degildir. Bu

bilesikler memeli metabolizmasinda karsinojenlere ya da mutajenlere cevrilebilir. Bu tiir

bilesiklere, promutajen ya da prokarsinojen denir [49].

1.3.2.1. Drosophila melanogaster’in Sistematikteki Yeri

D.melanogaster, hayvanlar aleminin (Regnum: Animalia), /nsecta smifina dahil olan

Diptera takiminin Drosophilidae familyas1 (sirke sinekleri) i¢inde yer alir. Larvalar

eksiyen meyveler iizerinde gelistigi i¢in meyve sinekleri de denilen bu familya, genetikte

deney hayvani olarak kullanilan pek ¢ok tiirii kapsar [43].

10



Alem : Animalia

Sube : Arthropoda

Altsube : Mandibulata-Antennata
Sif : Insecta- Hexapoda

Alt siif : Pterygota

Ust takim  : Mecopteroidea

Takim : Diptera

Alt takim : Brachycera

Aile : Drosophilidae

Cins : Drosophila

Tir : Drosophila melanogaster

1.3.2.2. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Ergin Drosophila’nin dollenmis yumurtadan tiremesi iyi diizenlenmis ve gelisimsel
bakimdan programli olaylarin siki bir genetik denetim altinda oldugunu gosterir [50].
Drosophila hayat dongiisiinde dort farkli evreye sahip holometabol bir bdcektir. Bu
evrelerin tipik sirasi: yumurta (embriyonik), larva, pupa ve ergin seklindedir [25].
Doéllenme ve zigot olusumunu takiben ergine gelismesi siire bakimindan ortam sicakligina
bagimlilik gosterir [51]. Yumurtadan ergine gegis, 25°C’de yaklagik 10 giin alir [50]. Bir
ergin disi tiim yagsami boyunca 300’e kadar varan sayida yumurta birakabilir. Genelde
bunlarin %95°1 olgunlasip acilabilir. Optimum sartlarda bir genetik¢i yilda maksimum 30
generasyon elde edebilir. Diger boceklerde oldugu gibi Drosophila’da da gelisme iki
asamada olur. Birincisi embriyonik déonemdir. Bu dénem yumurtanin déllenmesiyle baslar
ve geng larvalarin yumurtadan ¢ikmasma kadar devam eder. Ikinci donem ise post-
embriyonik donemdir ve geng¢ larvanin yumurtadan ¢iktigi andan itibaren baglayarak,
larvanin ergin hale gelinceye kadar gecirdigi biitiin degisiklikleri igerir [43]. Ayrica
Drosophila melanogaster’in yasam dongilisii ve Omiir uzunlugu; sicaklik, beslenme,
populasyon yogunlugu, ciftlesme, radyasyon ve nem gibi ¢esitli faktorler tarafindan farkl
sekillerde etkilenmektedir [52]. Drosophila’nin  yasam dongiisii  Sekil 1.4.°de

gosterilmektedir.
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Sekil 1.4. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii [53]

1.3.2.3. Yumurta

Drosophila melanogaster disileri pupadan ¢iktiktan 2-3 giin sonra yumurtlamaya
baglarlar. Gelisimini tamamlamis bir yumurta dorsalde oval goriiniisliidiir ve boyu cesitli
tirlerde farklilik gostermektedir. D.melanogaster yumurtasinin boyu ortalama 0,5mm

kadardir. Disinin yasami boyunca yumurta {iretimi sabit degildir, tiirlere gore 6. ile 10.
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glinler arasinda en yliksek seviyeye cikar ve geometrik olarak hizla diiser. Zigotun
embriyonel degisimi yumurtadan larva ¢ikana kadar siirer ve bu siire 22 saattir. Yumurta
folikiil epiteli tarafindan salgilanan ve yumurtay1 koruyan korion ile ¢evrilidir. Mat beyaz
renkte olan korion, on dorsal ugta sayisi tlirlere gore farkli olabilen filament tagir.
D.melanogaster yumurtasinin iki filamenti vardir. Anterior ucunda dorsalden uzanan bu bir
cift filament yumurtanin birakildigi yumusak besi ortamina batmamasini saglar [43].
Yumurtan1 6n kutbunda korionun kabarmasi veya uzamasi seklinde gézlenen mikropil

denilen bir ¢ikint1 vardir.

1.3.2.4. Larva

Dollenmeden yaklagik 24 saat sonra, bir Drosophila yumurtast larvaya doniisiir
[51]. Geng larva, korionu genellikle yumurtanin 6n kutbundan i¢ basincin yiikselmesi ve
kaslarin kontraksiyonu ile patlatarak ¢ikar [54]. Beyaz renkli ve saydam olan larvalar
stirekli olarak beslenirler ve birkac giin icerisinde besi ortamini delik desik ederek, izler
olustururlar. Bu izler kiiltlirlin basarili oldugunu yani besinin kullanildigin1 gosteren
kamttir. Yumurtadan cikan larva gelismesini gémlek degistirme ile siirdiiriir. Tki gomlek
degistirme arasindaki peryota ‘instar’ denir. Larval faz iki defa gomlek degistirme ile {i¢
instara ayrilir. Yumurtadan ¢ikma ile ilk deri degistirme L.instar olarak adlandirilir ve
siiresi bir giindiir. {lk deri degistirme ile ikinci deri degistirme arasi ise ILinstar olarak
adlandirilir ve siiresi yine bir giindiir. Ikinci deri degistirmeden sonra pupalasmaya kadar

II.instar olarak adlandirilir ve siiresi yaklasik olarak 2-3 giindiir [50].

1.3.2.5. Pupa

Prepupal donemin baglangicinda yani larva IIl. instarin sonunda iken bulundugu
kabin duvarinda kuru bir bolgeye kadar tirmanir ve burada sari-kahve renkte sabitleserek
pupalasir. Pupa asamasinda bir erginin organlart ve viicut formuna sahip bir bireyin
gelismesi i¢in gerekli olan doniisiimler gergeklesir [46] Pupa, ergin bir sinege baskalasarak
(metamorfozla) doniisiir [50]. Pupanin rengi ergin sinegin ¢ikmasina yakin koyulasarak
kahverengiye doniisiir. Pupadan ¢ikmadan yaklasik bir giin 6nce, kivrilmis durumda olan
kanatlar iki koyu eliptik yap1 olarak agik¢a goriilebilir. Goz pigmentleri ise pupada bile
fark edilecek dlgiide belirgindir [4].
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1.3.2.6. Ergin

Yeni ¢ikan ergin bireyler ilk once acik renkli ve uzun viicutludur. Fakat birkac saat
icinde koyulasirlar ve baslangigta kirisik olan kanatlar agilarak normal ergin goriiniimiine
biiriiniirler. Erkek ve disiler birka¢ saat icinde ciftlesebilecek duruma gelirler. Geng
bireyler kur yapma davranislarina eslesmeye baslarlar. Disiler virgin olmasina veya
ciftlesmesine bagli olmaksizin yumurta birakirlar ancak dollenmemis yumurtalar agilmaz.
Disiler pupadan ¢iktiktan sonra 2. veya 3. giinde yumurtlamaya baglarlar [43].

Drosophila ergin yapilarinin bir ¢ogu imaginal disklerden gelisir; bunlar erken
larva gelisimi sirasinda saptanir. imaginal diskler ergin sinekte spesifik bir organ olarak
farklilasir. Bu ergin yapilar; agiz pargalari, antenler, gézler, kanatlar, halterler, bacaklar ve
dis genital organlari icerir. Imaginal disk hiicreleri ¢evresindeki larva hiicreleri farklilassa
da larval gelisim siiresince embriyonik bir durumda kalir. Diger yapilardan olan sinir
sistemi, barsak ve kiitikiil imaginal disklerden gelismez. Her imaginal disk, birinci larva
doneminde gelisir ve 20-50 hiicreden olusmus duruma gelince, kendisine verilen géreve
gore ergin yapiy1 belirtmek lizere zaten programlanmis durumdadir. Bu andan sonra, her
diskteki hiicrelerin sayisi larva doneminin sonuna kadar mitotik boliinme ile artar ve
boylece disk basina birkag bin hiicreye ulasilir [50].

Ergin sinekler bazi o6zelliklerine bakilarak kolaylikla ayirt edilebilirler. Disinin
abdomeni (karin bolgesi) 7 segmentli olup uzundur ve ucu sivridir. Erkegin abdomeni ise 5
segmentli olup, kismen kisa ve ucu Kkiittiir. Disinin yaslanmasi ve devamli yumurta
gelisiminden dolay1r abdomen genislerken, erkegin abdomeni diseye gore daha dardir.
Ayrica erkeklerin abdomen arkasi siyahtir. Digide ise agik ve koyu bantlar u¢ kisma kadar
uzanir. Ayrica erkek sineklerin birinci ¢ift bacaklarinda, Tarsus ekleminin bazal tarafinda
siyah ve kalin bir seri kildan olusan esey taragi bulunmaktadir. Disilerde ise boyle bir yap1

yoktur [46].

1.4. Genetik Toksikolojide Kullanilan Testler

Giinlimiizde genetik ¢aligmalarin biiyiik bir boliimii genetik toksikoloji alanindadir [1].
Genetik toksikoloji hiicre ve organizmada kalittmin mekanizmasi ve genetik materyal
tizerinde ¢esitli kimyasallarin ve radyasyonun etkilerini ortaya ¢ikarmaya calisir [55].

Ozellikle son yillarda yeni genetik analizler gelistirilmektedir. Bu baglamda gen
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mutasyonlari ile kromozomlarin sayisinda ve yapisinda meydana gelen degisimler, genetik
toksikolojinin baslica ilgi odagini olusturmaktadir. Bu mutasyonlarin herhangi birini
belirlemek amaciyla ¢ok ¢esitli in vivo ve in vitro test sistemleri gelistirilmistir. Siklikla
kullanilan genotoksisite testleri arasinda; Allium testi [56], mikronukleus testi [57],
Salmonella testi [58], kardes kromatid degisimi testi (SCE) [59], tek hiicre jel elektroforezi
ile (SCGE) ve Drosophila testlerini [60] sayabiliriz.

Model organizma olarak Drosophila kullanilarak c¢esitli kimyasal maddelerin
genotoksik ve antigenotoksik etkileri tespit edilebilir. Bu amagla Drosophila testleri
kullanilarak cesitli maddelerin genotoksik veya antigenotoksik etkileri arastirilmaktadir

[45,61].

1.4.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Model organizma olarak Drosophila’yr kullanan testler arasinda son yillarda
oldukca popiiler olan testlerden biri de, mitotik rekombinasyon ve gen konversiyonu gibi
kromozom hatalarinin kesin tiplerini, delesyonlar1 ve nokta mutasyonlar1 gibi genetik
konularin genis bir alanda tanmmasma olanak saglayan Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART)’dir [62,63]. SMART diger testlerle karsilastirildiginda,
daha hizli, giivenilir ve ekonomik olmasi nedeniyle oldukca avantajlidir[45,62].

SMART, kimyasal maddelerin somatik hiicrelerde olusturdugu mutasyonun genetik
Olclimiiniin daha dogru sonuglar vermesi bakimindan oldukca {istiin bir yontemdir [64].
Bu amagla iki farkli test sistemi gelistirilmistir. Bunlar; kanat benek testi ve géz benek
testidir. Giinlimiizde 400’den daha fazla bilesen Drosophila melanogaster’de SMART
yontemi kullanilarak test edilmektedir. Hem kanat benek testi, hem de goz benek testi
hiicre gruplarinin diizenlendigi ilk embriyonik gelisim donemini temel almaktadir. Somatik
analizler, larvanin imaginal disklerinde mitotik olarak ¢ogalan hiicre toplulugunun maruz
kalma ihtimallerinden yararlanirlar. Eger bir genetik degisim bu imajinal disk hiicrelerinin
birinde olursa bu degisim biitiin torun hiicrelerde goriilecek ve mutant hiicrelerin bir
kolonisi olusacaktir. Eger farklilasma fenotipte goriilebilir bir degisime neden olursa,
mutant hiicre kolonisi erigkin sineklerin viicut yiizeyinde bir benek olarak taninabilir.

SMART analizler fenotipik olarak tanimabilen sineklerin gozlerinde veya kanatlarinda
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ortaya ¢ikan uygun gen isaretlerinin heterozigotlugunun kaybinin taninmasi ile

gelistirilmektedir [61,62,65].

1.4.1.1. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in fenotipte gdzlemlenebilen
uygun isaret genleri iki tanedir. Bu genlerden ilki ¢oklu kanat kili (mwh) genidir. Bu
mutant gen resesif bir gen olup, {igiincli kromozomun sol kolunun uca yakin boliimiinde
lokalize olmustur (3-0.3). Homozigot olarak bulundugu zaman hiicre basina bir kanat kil
yerine ¢oklu kanat killarmin olusumuna neden olur. Diger isaret geni flare (fr’) ise kanat
killarinin seklini etkileyen resesif mutant bir gendir. Bu gen de yine {i¢iincii kromozomun
sol kolunda fakat sentromere daha yakin (3-38.8) olarak yer alir. /I’ geninin {i¢ mutant
aleli bilinmektedir ve hepside homozigot letaldir (fIr i¢in homozigot olan zigotlar ergine
gelisemez). Fakat kanat imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve mutant
kanat hiicrelerine gelisir [8,42]. Homozigot letalite nedeniyle fIr allelleri bircok
inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant isaret gen tasiyan dengeleyici bir
kromozomla birlikte fI"/TM3, Bd" stok olarak tutulur. Bu stokta kanat kenarlari testere disi
seklindedir [4,43].

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in iki ayr1 caprazlama
kullanilmaktadir. Bunlardan biri standart ¢apraz (ST), digeri de yiiksek biyoaktivasyon
caprazi (YB) dir. Standart ¢apraz icin fI'/TM3, Bd® soyundan toplanan bakire disiler mwh
erkekleri ile caprazlanir. Yiiksek biyoaktivasyon caprazinda ise ORR/ORR;flr3/TM3,Bds
soyunun bakire disileri, mwh erkekleri ile ¢aprazlanir. Yiiksek biyoaktivasyon ¢aprazinda
kullanilan bu soylar Drosophila melanogaster’in DDT’ye direngli Oregon-R soyundan
gelistirilmistir ve yiiksek sitokrom P450 seviyesine sahiptir [66].

Her iki capraz sonucunda heterozigot larvalara olast mutajen uygulanir. Bu
larvalardan gelisen ergin bireyler fenotipik olarak ayirt edilebilen iki farkli fenotipe
sahiptir. (a) Trans-heterozigot sinekler (mwh fIr'/mwh™ flr fenotipik olarak yabaml tip
kanatlara sahiptir). (b) Dengeleyici-heterozigot sinekler (mwh flr'/ TM3,Bd® fenotipik
olarak kanat kenarlar testere dislidir). Dengeleyici-heterozigot sineklerde ¢ok sayidaki
inversiyonlar nedeniyle rekombinasyonlar engellenmistir ve mutasyonlar nedeniyle sadece
mwh tekli benekleri ortaya ¢ikar [67].

Kanat killarinda beklenen somatik mutasyonlar1 belirlemek amaciyla, ergin

sineklerin kanatlar1 kesilerek mikroskop altinda taranir. Boylece mutasyon ya da mitotik
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rekombinasyon sonucu heterozigotlugun kaybedilmesiyle ortaya cikan mutant hiicre
klonlar1 arastirilir [66]. Mutant hiicre klonlar farkli benek gruplarina ayrilarak kaydedilir.
Tekli benekler mwh yada flr fenotipinde iken, ikili benekler mwh ve fIr fenotiplerini
birlikte tasimaktadir [65]. Istatistiksel analiz i¢in benekler; kiigiik tekli benek, biiyiik tekli
benek ve ikili benek olarak smiflandirilir. Tekli benekler mwh veya flr fenotipindeki
hiicrelerden olusur. Tekli benekler arasinda 1-2 hiicreli olanlar kiiciik tekli benekler olarak
isimlendirilirken, 3 ve daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusan beneklere ise biiyiik
tekli benekler denir. Ikili benekler ise mwh ve flr fenotipinin her ikisinin yan yana hiicre
gruplarinda birlikte bulundugu beneklerdir [45]. Beneklerin farkli tipleri farkli genetik
mekanizmalar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Tekli benekler nokta mutasyon, delesyon ve
iki isaret gen (mwh ve flr) arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusurken, ikili
benekler 3. kromozomun sentromeri ve fIr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu

olusmaktadir [45,60,68].
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Sekil 1.5. Tekli ve ikili beneklerin olusumuna neden olan farkli genotoksik olaylari
gosteren genetik mekanizmalar [69].A: Normal kanat killarinin olusumu, B: Delesyon
sonucu tekli benek olusumu, C: Mitotik rekombinasyon sonucu ikili benek olugumu, D:

Mitotik rekombinasyon sonucu tekli benek olusumu
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Antigenotoksik Etkileri ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Shon vd. [28] Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz g¢iiriik¢iil funguslardan,
Phellinus linteus, Phellinus igniarius ve Agrocybe cylindracea funguslarinin direkt etkili
ve direkt etkili olmayan mutajenlere kars1 antigenotoksik etkisini, Salmonella typhimurium
kullanarak test etmislerdir. Calismada 4-nitro-o-fenilendiamin (NDP) ve sodyum azide
(NaN3) adi verilen direkt etkili mutajenler kullanilmisken, direkt etkili olmayan mutajen
olarak da 2-aminofluorene (2-AF) ve benzo[a] piren (B[a]P) kullanilmistir. Calisma
sonucunda P. linteus, P. igniarius ve A. cylindracea funguslarmin glutatyon (GSH)
seviyesini arttirmak suretiyle, glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesinin neden oldugu
kanseri onlemede rol alabilecekleri ve antimutajenik aktiviteye sahip olduklar1 rapor
edilmistir.

Lee vd. [71] yapmus olduklart bir caligmada geleneksel kanser tedavisinde
kullanilan ve antioksidant aktiviteye sahip oldugu bilinen, beyaz ciiriik¢iil bir fungus olan
Inonotus obliquus fungusundan izole edilen bilesenlerin, ABTS (2,2’-azino-bis-[3-etil-
benzthiazoline-6-siilfonik asit]) katyon radikaline karst 6dnemli Olg¢lide radikal siipiiriicii
etkiye sahip olduklarin1 gostermiglerdir. Ayrica yapilan ¢alisma sonucunda bu bilesenlerin
stiperoksit radikal anyonlarina karsi daha az etkili olduklar1 gosterilmistir.

Luiz vd. [14] Agaricus blazei fungusunun AB97/11 soyundan elde edilen organik
ekstraktlarin, klastogenik ve antiklastogenik potansiyelini chinese hamster yabanil tip ve
DNA tamir eksikligi olan hiicre soylari tizerinde ¢alismiglardir. Calismada kardes kromatid
degisim testi (SCE) yapilmis ve ayrica kromozom aberasyonlari arastirilmistir. Fungustan
elde edilen organik ekstraktlar saf etanol (EtOH) ve kloroform/metanol’dan elde edilmistir.
Calisma sonucunda Agaricus blazei fungusunun AB97/11 soyundan izole edilen organik
ekstraktlarin antimutajenik aktivite gosterdikleri rapor edilmistir.

Rosalia vd. [72] yapmis olduklar1 ¢alismada Ganoderma lucidum fungusunun
farelerde sarkoma 180’e karsi koruyucu etkisini gostermislerdir. Calismada kati ortam
fermantasyonundan elde edilen fungus miselinin antitiimor aktivitesi arastirilmistir.

Yapilan calisma sonucunda Ganoderma Ilucidum miselinin tiiketimine bagli olarak,
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farelerde Sarkoma 180°e¢ karsi direncin arttifi saptanmustir. Calismayla birlikte bu
fungusun bagisiklik sistemini diizenleyici etkiye sahip oldugu da rapor edilmistir.

Elmastas vd. [9] yapmis olduklart bir ¢alismada yenilebilir 6zellige sahip olan
Agaricus bisporus, Polyporus squamosus, Pleurotus ostreatus, Lepista nuda, Russula
delica, Boletus badius ve Verpa conica funguslarinin kurutulmus metanolik ekstraktlarinin
serbest radikallerin uzaklastirilmasi, sliper oksit anyon radikallerinin uzaklastirilmasi,
toplam antioksidan aktivite ve metal selatlama aktivitelerini kapsayan farkli sistemlerde ki
antioksidan aktivitesini test etmiglerdir. Yapilan c¢aligma fungus tiirlerinin metanolik
ekstraktlarinin, gesitli in vitro antioksidan sistemlerde énemli 6l¢lide antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu agik bir sekilde gostermistir.

Menoli vd. [23] yapmis olduklar1 ¢calismada Agaricus blazei fungusunun AB96/07,
AB96/09 ve AB97/11 soylarindan hazirlanan ¢aylariin mutajenik ve antimutajenik
aktivitesini, Chinese hamster V79 hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforezi (SCEG) ve
mikronukleus testlerini kullanarak degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda fungus
caylarimin tek basmma herhangi bir mutajenik etkiye sahip olmadigi ancak metil
metanosiilfonat (MMS)’in genotoksik potansiyelini baskilayarak antimutajenik etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir.

Jayakumar vd. [27] erkek sicanlarda karaciger hasarina neden olan karbon tetra
klorid (CCly) lizerine Pleurotus ostreatus fungusunun varsayilan antioksidan aktivitesini
aragtirmislardir. Sicanlara karin igerisine 4 giinlik CCls; uygulamasi, kontrol grubuyla
karsilastirildigi zaman glutamik oksaloasetik transaminaz (SGOT), glutamik piriivat
transaminaz (SGPT) ve alkalin fosfataz (SALP) serum seviyelerini 6nemli Olgiide
yiikseltmigtir. CCly uygulamasii takiben karacigerde onemli Olclide glutatyon (GSH)
seviyesinin diistiigli, malondialdehit (MDA) seviyesinin ise yiikseldigi rapor edilmistir. P.
ostreatus ekstraktlarinin uygulanmasinin ise, serumdaki SGOT, SGPT ve SALP
seviyelerini tekrar eski normal durumuna getirdigi gozlenmistir. Yapilan calisma
sonucunda P. ostreatus ekstraktlarmin siganlarda CCly’lin neden oldugu hepatotoksisiteyi
onemli 6l¢iide hafiflettigi saptanmistir.

Miyaji vd. [73] beyaz ciiriik¢iil bir fungus olan Lentinula edodes’in sucul
ekstraktlarmin genotoksik ve antigenotoksik aktivitesini in vitro sartlarda Hep-2
hiicrelerinde, Comet assay kullanarak degerlendirmislerdir. Calismada fungusun ti¢ farkl
sicaklikta (4, 22 ve 60 °C), ii¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 1.0, 1.5 mg/mL) sucul
ekstraktlar1 hazirlanmis ve pozitif kontrol olarak metil metanosiilfonat (MMS)

kullanilmigtir. Calismada MMS’in neden oldugu genotoksisite iizerindeki koruyucu
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etkisini test etmek amaciyla, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan fungus ekstraktlar
MMS uygulamasindan 6nce, MMS ile es zamanli olarak ve MMS uygulamasindan sonra
olmak tizere li¢ sekilde uygulanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 22 +/- 2 °C’de, 1.0
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ve MMS ile es zamanli olarak uygulanan sucul
ekstraktlarin antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu saptanmustir. Aymi sekilde 4 °C’de, 0.5
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ve  MMS uygulamasindan sonra uygulanan sucul

ekstraktlarin da antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.

2.2. Drosophila melanogaster Ile Yapilan Antigenotoksisite Cahismalari

Graf vd. [62] Drosophila kanat benek testi kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada iiretanin
genotoksik etkisini kahve ile metil lirenin ve sodyum nitrat karisiminin genotoksik
etkisinin askorbik asit ve katesin ile inhibisyonlarini1 aragtirmislardir. Yapilan ¢alismanin
sonucunda, kahvenin iirethanin genotoksik etkisini, askorbik asit ve katesininde metil
irenin ve sodyum nitratin genotoksik etkilerini 6nemli diizeyde azalttigin1 saptamislardir.

Idaomar vd. [74] yaptiklari bir calismada, Helichrysum italicum, Ledum
groenlandicum ve Ravensara aromatica isimli li¢ tibbi bitkiden izole edilen temel yaglarin
karistminin promutajen etkisi bilinen bir madde olan Tlretana karsi genotoksik ve
antigenotoksik etkileri Drosophila kanat benek testi ile arastirmislardir. Caligmalar
sonucunda test edilen yaglarin tek basina uygulanmasi sonucunda 6nemli bir genotoksik
etki gozlenmezken, iiretanla beraber uygulandiklarinda, {retanin neden oldugu
mutasyonlar1 azalttig1 gozlenmistir. Ayrica bu ii¢ yagdan esit oranlarda olusturulan bir
karisimin antigenotoksik etkisinin en yiiksek degerde oldugu da tespit edilmistir.
Caligmalarin sonucunda kullanilan yaglarin antimutajenik etkilerinin sitokrom P-450
aktivasyon sistemleriyle, yaglarda bulunan bilesenlerin etkilesimleriyle agiklanmustir.

Yesilada [75] yapmis oldugu bir calismada, Drosophila melanogaster’de somatik
mutasyon ve rekombinasyon testini kullanarak etil methanosiilfonat (EMS) ile indiiklenmis
olan mutant kanat benekleri {izerine kinetin, giberellik asit (GA3) ve indol asetik asit (IAA)
adi verilen bitki bliyiime hormonlarinin etkisini arastirmistir. Calismada GA;
uygulamasinin, EMS ile indiiklenen biitiin kanat beneklerini azalttigit gozlenmistir.
Kinetinin 10°M konsantrasyonunun EMS ile indiiklenen ikili beneklerin sayisim azalttig,
10*M konsantrasyonunun ise beneklerin biitiin tiplerinin sayisini arttirdigi gozlenmistir.
Ayni konsantrasyonlarda ki IAA ise degisken sonuglar vermistir. Calisma sonucunda bitki

bliylime hormonlarinin ( 6zellikle GAj3’iin) bio-antimutajen olabilecegi rapor edilmistir.
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Kaya vd [76] yaptiklar1 bir ¢alismada, antioksidan 6zellige sahip olan askorbik
asitin (vitamin C) mutajenlerin genotoksiksisitesi iizerindeki hafifletici etkisini
arastirmiglardir. Calismada mwh ve ﬂrjgapram sonucu olusan transheterozigot 3 giinliik
larvalar, kobalt klorid (CoCl,), 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO) ve potasyum di kromat
(K2Cr,07) referans mutajen bilesenleriyle muamele edilmistir. Larvalara uygulanan
askorbik asidin ii¢ farkli dozunun ( 25, 75 ve 250 mM) mutant kolonilerin frekansinda
Oonemli bir artiga neden olmadig1 gézlenmistir. Mutajen bilesenlerle askorbik asitin beraber
uygulanmasinda ise farkli sonuglar elde edilmistir. Askorbik asit K,Cr,O7 nin genotoksik
etkisini azaltict 6zellik gosterirken, 4-NQO mutajenik bileseninin genotoksisitesi lizerinde
hicbir antigenotoksik etki gostermemistir. Askorbik asidin, CoCl, ile birlikte
uygulanmasinda ise, CoCly’nin tek basmma uygulanmasi sonucu gozlenen mutant
kolonilerin frekansindan daha yiiksek degerde mutant koloni frekansi gozlenmistir.
Arastiricilar bunu antioksidan 6zellige sahip olan vitamin C’nin, aktif oksijenin etkisini
azaltmasina ragmen, Cu™, Mn™% Fe'™, Fe™ gibi metalerin askorbik asit varliginda daha
tehlikeli hale gelmeleriyle agiklamislardir. Yapilan ¢alisma sonucunda arastiricilar, in vivo
modellerde askorbik asitin genotoksik goriinmemesine ragmen, bazi sartlar altinda
genotoksik etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Takahashi vd. [77] yapmus olduklar1 bir ¢alismada, ¢ogunlugu bitki kokenli olan
pigmentlerin  antigenotoksik etkisini, Drosophila DNA tamir testi kullanarak
aragtirmiglardir. Caligmada flavonoid, karatenoid, antosiyanin, anthraquinone ve [3-
diketone tiirevlerini iceren toplam 20 pigment test edilmistir. Bu pigmentler MelQy (2-
amino-3,8-dimetilimidazo[4,5f]quinoxaline), AFB,; (aflatoksin Bl), NDMA (N-
nitrosodimetilamin), 2-AAF (2-asetilaminofluoren), DMBA (7,12-
dimetilbenzo[a]antrasen), 4NQO (4-nitroquinolin N-oxide) ve MNU (N-metil-N-
nitrosourea) karsinojenlerinin genotoksisitesine karsi kullanilmistir. Ucgiincii  instar
donemindeki Drosophila larvalari pigmentli veya pigmentsiz mutajenlerle muamele
edilmiglerdir. Caligma sonucunda bazi pigmentelerin 6nemli antigenotoksik aktivite
gosterdigi gozlenmistir.

Niikawa vd. [78] aspirinin antigenotoksik etki mekanizmasini agiklamak amaciyla,
Drosophila melanogaster’de  DNA tamir tesitini kullanarak aspirinin mitomisin-C
(MMC)’nin genotoksisitesi iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada aspirin,
MMC ile birlikte, MMC uygulamasindan 6nce ve MMC uygulamasindan sonra olmak
tizere 3 farkli sekilde uygulanmistir. Calismalar sonucunda aragtiricilar, aspirinin MMC ile

birlikte uygulanmasimnin, MMC’nin genotoksisitesini etkili bir sekilde baskiladigini, MMC
22



uygulamasindan sonra ve Once uygulanmasinin ise, MMC’nin genotoksisitesi {izerinde
herhangi bir etki gostermedigini saptamislardir.

Laohavechvanich vd. [79] 4 farkli yoresal biberin {iretana karsi antimutajenik
etkisini arastirmiglardir. Calismada her bir biberi su, yag ve sirkede olmak tizere farkl
sekilde hazirlanmistir.  Calisma sonucunda biberin pek ¢ok antimutajen kompleks
karisimlar icerdigi belirtilmistir.

Abraham [80] yapmis oldugu bir ¢alismada Drosophila melanogaster’de somatik
mutasyon ve rekombinasyon testini (SMART) kullanarak kahvenin ¢esitli
mutajenik/karsinojenik kimyasal maddelerin siklofosfamid (CPH), dietilnitrozamin (DEN),
mitomisin C (MMC), prokarbazin (PRO), iiretan (URE)) genotoksisitesi lizerindeki etkisini
arastirmistir. Calisma sonucunda kahvenin birlikte uygulandigt CPH, DEN, MMC ve URE
nedeni ile olusan mutasyonlarda 6nemli bir azalmaya neden oldugu saptanmustir.

Costa ve Nepomuceno [81] yaptiklart bir ¢alismada, vitamin (vitamin C, E ve B-
karoten) ve mineral (bakir, selenyum ve ¢inko) karigimlarinin, serbest radikallerin olusuma
neden olan kanserojen 6zellikte ki doksorubisin (DXR)’e kars1 olan antigenotoksik etkisini
arastirmislardir. Bu calismada Drosophila melanogaster’in kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testini kullanmiglardir. Caligmada hem standart hem de yiiksek
biyoaktivasyon c¢aprazi kurulmustur. Her iki c¢apraz sonucu olusan larvalar,
vitamin/mineral karigimlarinin  ¢esitli dozlariyla beslenmislerdir. Bunun sonucunda
karigtmlarin - herhangi  bir  genotoksik  etkiye sahip olmadigi saptanmistir.
Multivitamin/mineral (MV) karisiminin 0.125 mg/ml DXR ile beraber yada 6n uygulama
ile verildiginde ise DXR’nin genotoksisitesinde onemli bir azalma gézlenmistir. Yapilan
calisma sonucunda MV karisiminin herhangi bir genotoksik etkiye sahip olmadigi ancak
DXR’nin genotoksik etkisine kars1 antigenotoksik etkili oldugu rapor edilmistir.

Stamenkovic-Radak vd. [82] Drosophila melanogaster’de ari siitliniin antitoksik ve
antimutajenik etkisini aragtirmislardir. Kuvvetli mutajen olan metilmetan siilfonatin
(MMS) tek basina veya ar siitii ile birlikte kombinlenerek organizmaya verilmistir. MMS
uygulamasindan sonra eseye bagl resesif letal mutasyonlar ve kisir erkeklerin frekansinda
onemli bir artis gdzlenmisken, MMS’nin ar1 siitii ile birlikte uygulanmasiyla bu
frekanslarda azalma saptanmistir. Bu ¢alisma sonucunda ar1 siitiiniin antimutajenik etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir.

Furlanetto vd. [83] yaptiklar1 bir ¢alismada sentetik vanilyanin (VA), N-etil-N-
nitro-sourea (ENU), etilmethan sulfonat (EMS) ve mitomisin C (MMC) genotoksinleri

tarafindan meydana gelen letal hasarin tamiri {izerindeki etkisini Drosophila
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melanogaster’de DNA tamir testini kullanarak test etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda
VA’nin kimyasal ajanlarin toksisitesini hafifletebilen, kromozomlarda ve genlerde
meydana gelen hasari engelleyebilen 6zelliginin oldugu gosterilmistir.

Rizki vd. [84] Drosophila melanogaster’de kanat benek testini kullanarak, ti¢ farkl
selenyum bileseninin (sodyum selenit, sodyum selenat ve selenik asit) genotosik
aktivitesini ve potasyum di kromat bileseninin genotoksisitesi iizerindeki etkisini
calismislardir. Yapilan calisma sonucunda selenyum bilesenlerinin  kiiciik tekli, biiyiik
tekli ve ikili beneklerin hi¢ birinin frekansinda herhangi bir artisa neden olmadig: tespit
edilmistir. Ayrica sodyum selenitin, potasyum di kromatin neden oldugu klonlarin timiinii
yok ederek antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu agikca gdsterilmistir.

Lehmann vd. [85] Drosophila melanogaster’de kanat benek testini kullanarak
tannik asitin (TA), cesitli mutajenlerin mitomisin C (MMC), nitrojen mustard (HN2) ve
metilmetan siilfonatin (MMS) neden oldugu somatik mutasyon ve rekombinasyon {izerinde
ki hafifletici etkisini arastirmiglardir. Tannik asitin tek basina uygulanmasi kendiliginden
olusan tekli ve ikili beneklerin frekansinda herhangi bir degisiklige neden olmamistir.
Tannik asitin mutajenler ile beraber uygulanmasinda ise genotoksinlerin tek bagsina
uygulanmasi sonucu gozlenen kanat beneklerinin frekasinda azalma oldugu saptanmustir.

Negishi vd. [86] dogal klorofillerin Drosophila melanogaster’de antimutajenik ve
antikarsinojenik etkisini test etmislerdir. Calismada 1spanak ve klorelladan elde edilen
klorofilin ~ 4-nitroquinolin  1-oksit (4NQO)’in  genotoksisitesi iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Calisma sonucunda klorofilin 4NQO ile olusan mutasyonu baskiladigi
saptanmistir.

Karekar vd. [87] vitamin E, kafeik asit ve glutatyonun antimutajenik etkilerini
Drosophila melanogaster’de kanat benek testini kullanarak test etmislerdir. Calismada
mutajen olarak aflatoksin B; kullanilmistir. Calisma sonucunda E vitamininin herhangi bir
antimutajenik etkisi goriilmezken, kafeik asit ve glutatyonun aflatoksin B; tarafindan
indiiklenen mutasyonlara antimutajenik etki gosterdikleri belirlenmistir.

Lashmarr vd. [88] tarafindan yapilan bir ¢alismada Apis mellifara’ nin
tomurcuklarindan elde edilen ve halk arasinda iltihap iyilestirici olarak kullanilan regineli
bir madde olan propolis’in antigenotoksik aktivitesini arastirmislardir. Calismada hem
standart hem de yiiksek biyoaktivasyon c¢aprazi kurulmus ve her ikisinde de benzer
sonuclar elde edilmistir. Calisma sonucunda bu maddenin anti-rekombinojenik etkiye sahip
oldugu saptanmistir. Ayrica yine kullanilan dozlarin artisina bagli olarak bu anti-

rekombinojenik etkinin arttig1 da rapor edilmistir.
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Fragiorge vd. [89] Drosophila melanogaster iizerinde yapmis olduklari bir
calismada, antioksidan o0zellige sahip olan askorbik asidin, antitimor etki gosteren
doksorubisin (DXR)’in genotoksisitesi {izerindeki hafifletici etkisini arastirmislardir.
Calismada hem standart hem de yiiksek biyoaktivasyon g¢aprazi kurulmustur. 50 ve
100mM’lik 2 farkli konsantrasyonda uygulanan askorbik asidin tek basina benek frekansi
tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi saptanmistir. Calisma sonucunda askorbik
asidin DXR tarafindan olusturulan serbest radikalleri ve muhtemel diger reaktif
metabolitleri engelledigi belirtilmistir. Askorbik asidin Drosophila melanogaster’in
somatik hiicreleri iizerindeki DXR’ye karst olan bu koruyucu etkinin direkt olarak

sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesiyle iliskili oldugu rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilan Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar

Calismada Basidiomycetes smifina dahil olan beyaz ciirlik¢iil funguslardan Trametes
versicolor ATCC 2008001 ve Pleurotus ostreatus funguslar1 kullanilmistir. Bu funguslar
Inénii Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji/Biyoteknoloji laboratuarinda saf kiiltiir

olarak muhafaza edilmektedir.

3.2. Cahsmada Kullanilan Beyaz Ciiriikciil Funguslarin Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan funguslarin  devamliligmi  saglamak amaciyla, funguslar
Sabouraud dekstroz agar (SDA) plaklarinda 30°C’de, 4-6 giin inkiibe edildi ve 3-4 haftada

bir taze besiyerine pasajlama yapildi. Fungus kiiltiirleri +4 °C’de buzdolabinda saklandh.

3.3. Calismada Kullanilacak Stok Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

SDA ortaminda iiretilen fungus kiiltiirlerinden fungus pargalar1 alinarak yatik agara
pasajlama yapildi ve 30°C’de 4-6 giin inkiibe edildi. Yatik agarda tretilen fungus
kiiltiirlerine 10mL steril distile su eklenerek misel siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan
misel silispansiyonlart SmL olacak sekilde steril kosullar altinda, 100mL sabouraud
dekstroz sivi besiyeri iceren 250mL’lik erlenlere eklendi ve 30°C’de 150 rpm’de

calkalamali etiivde 5 giin inkiibe edildi.

3.4. Fungus Peletlerinin Uretimi

Hazirlanan fungus kiiltiirleri homojenizator kullanilarak steril kosullar altinda diisiik
devirde homojenize edildi. 600 mL sabouraud dekstroz sivi besiyeri/1000 mL’lik erlenlere
6-8 mL homojenize edilmis fungus kiiltiirii ekildi ve calkalamali etiivde 30°C’de 150
rpm’de 5-6 giin inkiibasyona birakildi. Fungus kiiltiirleri calkalamali kosullarda pelet

haline geldikten sonra peletler ortamdan stiziilerek alindi.
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3.5. Fungus Peletlerinin Kurutulmasi

Calkalamali kosullar altinda olusan peletler ortamdan siiziilerek alindiktan sonra,
30°C’ye ayarlanmis olan etiivde 4-5 giin siireyle kurumaya birakildi ve kuruyan fungus

peletleri toz haline getirildi.

3.6. Cahismada Kullanilan Drosophila melanogaster soylari

Bu calismada Drosophila melanogaster tiiriine ait farkli mutant soylar kullanilmastir.
Bu stoklar ve 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

e fIr/In (BLR) TM3, ri p® sep 1(3)89Aa bx*** e° Bd®: Bu mutant soy flare
(/1) mutasyonunu tagimaktadir. fI’kanat killarimin seklini etkileyen resesif bir
mutasyondur. Uciincii kromozomun sol kolunda, sentromere daha yakin olarak yer
alir (3-38.8). fI"’iin {i¢ mutant aleli bilinmektedir ve hepside homozigot letaldir.
Ancak kanat imaginal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve mutant kanat
hiicrelerine gelisir. Homozigot letalite ile kanat kenarlarinin testere disi seklinde
olmasma neden olan dominant bir mutasyon olan Bd® heterozigot olarak tutulur
[42].

e mwh/mwh: Bu mutant stok mwh (goklu kanat kil1) mutasyonunu tasimaktadir. mwh
mutasyonu ii¢lincli kromozomun sol kolun uca yakin boliimiinde lokalize olmustur
(3-0.3). Homozigot mwh soyu olarak yasatilabilir ve bu durumda kanat
hiicrelerinde hiicre basina bir kanat kil1 (trikom) olmasi gerekirken ¢ok sayida kanat

kil1 olusur [42].
3.7. Cahsmada Kullanilan Capraz

Calismada standart ¢apraz (ST) kuruldu. Standart ¢aprazi kurmak i¢in mwh erkekleri
ile f1r’/TM3, Bd ® soyunun bakire disileri kullanild1 [42].
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3.8. Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Agar agar, dietil eter, propionik asit, gliserol, kloral hidrat Merck’ten; arap zamki
(gum arabic) Sigma’dan, Drosophila besiyeri Carolina Biological Supply Company’den

temin edildi. Calismada kullanilan Mitomisin C ise Serva’dan temin edildi.

3.9. Deney Kosullar

Deneyde kullanilan stok Drosophila kiiltirleri ve kurulan deney sistemleri 25+-1 °C
sicaklik %40-60 bagil nem ve siirekli karanlik kosullarda bulunan Biyoloji Boliimii'ndeki
insektoryumda tutuldu. Calismalar sirasinda sinekler sadece eslestirme, aktarma, virjin

toplama, larva toplama ve preparat hazirlama islemleri i¢in aydinlik ortama alindilar.

3.9.1. Besiyerinin Hazirlanmasi

Laboratuarimizda stok kiiltiirler standart Drosophila besiyerinde yasatilmaktadir.
Calismada Bozcuk tarafindan gelistirilen standart besiyeri kullanildi [4]. Standart
Drosophila besiyeri toz seker, misir unu, bira mayasi, agar, asit karisimi ve distile su
kullanilarak hazirlanir. Propionik asit, orto fosforik asit ve distile sudan olusan asit karigimi
anti-fungal amacli olarak kullanilmaktadir.

Besiyeri hazirlanirken, asit karisimi disindaki tiim maddeler belirtilen Olciilerde
karistirilarak, kaynatilir ve 5-10 dk pisirilir. Daha sonra bu karisim atesten indirilip
belirtilen miktarlarda asit karigimi ilave edilerek iyice karistirilir. Besiyeri heniiz sicakken
stok yapmak i¢in kullanilan, 6nceden steril edilmis 250ml’lik siseler 1,5-2cm kalinliginda
dokiiliir. Daha sonra bu siselerin iizerileri temiz kurutma kagidi ile kapatilir ve besiyeri
kurumaya birakilir. Besiyeri yeteri kadar katilastiginda siselerin agizlar1 hidrofob pamuk
ve gazli bezden yapilmis ve steril hale getirilmis olan tamponlar ile kapatilir. Hazirlanmis
olan besiyeri 2 giin icerisinde kullanilmalidir, aksi takdirde besiyeri bozulur. Bu nedenle
yapilan deneyler i¢in, her defasinda taze besiyerleri hazirlandi. Larva toplama asamasinda

ise hazir besiyeri kullanildi. 2.5 x 7.5 boyutlarinda, diiz tabanli ve steril hale getirilmis olan
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tiiplere 0.5’er gram hazir besiyeri konuldu. Bu besiyeri daha sonra distile su yada farklh

dozlarda hazirlanan kimyasal madde eklenerek kullanildi.

Cizelge 3.1. Drosophila besiyerinin icerigi (Bozcuk, 1976)

Kullanilan Madde Miktar
Misir unu 104gr
Toz seker 94¢gr
Bira mayasi 19gr
Agar agar ogr
Distile su 1020mL
Asit karigimi 6mL*

* Asit karisiminin icerigi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Drosophila besiyerinden kullanilan asit karisimi (Bozcuk, 1976)

Kullanilan Madde Miktar (mL)
Ortophosphorik asit 83
Propiyonik asit 836
Distile Su 1081

3.9.2. Bayilltma Yontemi

Deneyler sirasinda erginlerin ugmasini engellemek ve daha kolay ¢alisabilmek igin

bayiltildi. Bayiltma isleminde, kolay uygulanabilir ve ucuz olmasi nedeniyle eterizasyon
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yontemi kullanildi. Bayiltma islemini yapmak i¢in, bos bir stok sisesi alinarak bayiltici
olarak kullanilir. Pamuk tamponu ¢ikartilan kiiltiir sisesi ani bir hareketle bayilticinin
agzina ters cevrilerek kapatilir ve hafifce wvurularak igerisindeki sineklerin alttaki
bayilticiya gegmesi saglanir. Daha sonra bayilticinin agzi birkag damla eter damlatilmig
pamuk tampon ile kapatilir. Kisa siirede eter buhari ile bayiltilan sinekler temiz bir fayans

lizerine alinarak gerekli caligmalar yapilir.

3.9.3. Mitomisin C (MMC)’nin Hazirlanmasi ve Besiyerine Eklenmesi

Calismamizda Mitomisin C’nin genotoksik etkisini kanat benek testiyle belirlemek
amactyla, 0.025mM, 0.05mM ve 0.lmM olmak iizere iic farkli dozu kullanilmistir.
Onceden steril edilmis 2.5%7.5 cm boyutlarinda olan yeterli sayidaki deney tiiplerine 0.5 gr
hazir besiyeri konuldu. Daha sonra farkli deney gruplar1 olusturmak amaciyla her tiipe 2.5
mL olmak {izere gruplara 6zgii test ¢ozeltilerinden eklendi. Bu amacla negatif kontrol
grubunda sadece distile su kullanilirken, diger gruplarda farkli konsantrasyonlarda

hazirlanmis olan Mitomisin C kullanild.

3.9.4. Kurutularak Toz Haline Getirilmis Fungus Peletlerinin Besiyerine Eklenmesi

Calismamizda kurutarak toz haline getirdigimiz beyaz ¢iirlik¢iil funguslardan
T.versicolor ve P.ostreatus’un 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak iizere ii¢ farkli dozu
kullanilmistir.  Fungus tozlarmin Mitomisin C {iizerindeki antigenotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla, Mitomisin C’nin 0.05 mM’lik dozuna karsilik, fungus tozlarinin ii¢
farkl1 dozu test edilmistir. Bunun i¢in Onceden steril edilmis yeterli sayidaki deney
tiiplerine, toplam 0.5gr hazir besiyeri igerisinde 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olacak sekilde

fungus tozlar1 eklenmistir.

3.10. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin Uygulanmasi

Mitomisin C’nin genotoksik etkisini saptamak ve kurutularak toz haline getirilmis
fungus peletlerinin antigenotoksik etkisini SMART ile arastirmak i¢in, standart (ST)

capraz kuruldu. Caprazin atasal soylar1 sekiz saat siireyle taze besiyerine alinarak
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yumurtlamalar1 saglandi. Sekiz saatin sonunda atasoylar besiyerinden uzaklastirildi ve bu
yumurtalardan ¢ikan 72+4 saatlik larvalar toplanarak, 6nceden gruplara gore hazirlanmis
olan, besiyeri igeren tiiplere sayilarak transfer edildi. Bdylece negatif kontrol, pozitif
kontrol olarak Mitomisin C ve Mitomisin C + fungus gruplari olusturuldu.

Hazirlanan test tiiplerindeki larvalardan ergine gelisen bireylerden normal kanath olan
trans-heterozigot (mwh flIr" /mwh" fl*) bireyler kanat benek testi igin kullanildi. Bu
sineklerin kanatlar kesilerek Faure soliisyonunun (30 gr arap zamki, 20 ml gliserol, 50 gr
kloralhidrat ve 50 mL distile su) damlatildig1 lamlar {izerine yerlestirildi [42]. Kanatlarin
dorsal ve ventral yiizeyleri tekli beneklerin ve ikili beneklerin varligini1 saptamak igin 11k
mikroskobunda 400X biiyiitme ile tarandi.

Mikroskop incelemesinde gozlenen tekli benekler mwh ya da fIr fenotipine sahip
hiicrelerden olusurken, ikili beneklerde her iki isaret genin fenotipleri yan yana olan
hiicrelerde bulunur [42]. Mikroskobik incelemeler sirasinda 1-2 hiicreli tekli benekler
kiiciik tekli benek olarak kaydedilirken, ikiden daha fazla hiicreli benekler biiyiik tekli
benekler olarak kaydedildi.

3.11. SMART Testi Sonuclarinin Istatiksel Analizi

Mikroskobik tarama sonucu gozlemlenmis olan kanat benekleri; kiiciik tekli
benekler, biiyiikk tekli benekler ve ikili benekler olmak iizere siniflandirildi. Olast
genotoksik ve antigenotoksik etkilerin degerlendirilebilmesi i¢in deney gruplarinin kanat
basina diisen benek sayilari, kontrol gruplarinin degerleri ile karsilastirildi. Elde edilen
sonucun pozitif, kismen pozitif, yetersiz veya negatif olup olmadigina karar vermek i¢in
ise, bir ¢oklu karar verme prosediirii izlendi. Bu amacgla MICROSTA paket programi
kullanilarak tek yonlii Kastenbaum-Bowman testi yapildi. Antigenotoksik aktivitesi
belirlenen funguslarin MMC tarafindan indiiklenen kanat benek sikligini inhibe etme

ylizdesi agagidaki formiile gore hesaplandi [74].

100(a-b)

a

Yukaridaki formiilde a MMC ile indiiklenen benek sikligini, b ise fungus tozlarinin

varliginda MMC ile indiiklenen benek sikligini gostermektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada beyaz ciiriik¢iil funguslardan olan Trametes versicolor ve Pleurotus
ostreatus’un sivi fermentasyonu sonucu olusan ve kurutularak toz haline getirilmis olan
pelletlerinin, Mitomisin C ile olusturulan mutasyona karsit antigenotoksik aktivitesi
arastirilmistir. Bu amagla ¢alismada Bolim 3’te anlatilan deney sistemleri kurulmustur.
Tim gruplarda 72+4 saatlik larvalardan ergine gelisen trans-heterozigot bireylerin
kanatlar1, beneklerin varligini tespit etmek i¢in 151k mikroskobunda 400X biiyiitme ile
incelenmistir. Caligmalar sirasinda kanat benekleri, istatistik analizlerde kullanabilmek i¢in
siiflandirilarak kaydedilmistir. Buna gore benekler, tekli benekler (mwh veya fIr
fenotipinde) ve ikili benekler (mwh ve flr fenotipinde) olmak iizere smiflandirilmistir.
Ayrica tekli beneklerde kendi igerisinde kiigiik tekli benek (1-2 hiicreli) ve biiyiik tekli

benek (3 ve daha fazla hiicreli) olmak {izere siniflandirilmistir.

4.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Benek Testinden Elde
Edilen Bulgular

4.1.1. Mitomisin C’nin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan 0.025 mM, 0.05 mM ve 0.1 mM Mitomisin
C (MMC) gruplarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.1’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. MMC gruplarinda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Uygulama Kanat Benek/Kanat* [statistiksel Bulgular**
gruplari sayisi .
Kiigiik tekli Biiyiik tekli  Tkili Toplam benek
benekler benekler benekler sayist
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2)
(m=2) (m=5)
Kontrol
0 90 0.18 (17) 0.03 (3) 0.01 (1) 0.22 (21)
MMC (mM)
0.025 38 0.63 (24) + 1.55(59) + 0.47 (18)+  2.65(101)+
0.05 35 1.26 (44)+ 1.86 (65)+ 0.69 (24)+  3.81(133)+
0.1 35 1.89 (66) + 2.23 (78) + 1.03(36)+ 5.15(180) +

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonli Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: a==0.05

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, kontrol grubuyla (0.5gr besiyeri+2.5
mL distile su) karsilagtirlldiginda MMC’nin kullanilan tim dozlarinda (0.025 mM, 0.05
mM ve 0.1 mM) kiigiik tekli benekler, biiytik tekli benekler, ikili benekler ve toplam benek

sayilar1 bakimindan pozitif sonuglar elde edilmistir.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, MMC’nin doz
artisina bagl olarak kanat basina diisen kii¢iik tekli benek, biiyiik tekli benek, ikili benek
ve toplam benek sayilar artis gostermektedir. Dolayisiyla MMC’nin kullanilmis olan {i¢

dozu da Drosophila melanogaster’de genotoksik etki gostermektedir
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Sekil 4.1. Farkli dozlarda MMC uygulanan (mwh fIr'/mwh” flr3) larvalarda gesitli benek tiplerinin
doza bagli olarak indiiksiyonu, KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek,
TB; toplam benek.

4.1.2. Funguslarin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismada MMC’nin genotoksik etkisine karsi funguslarin antigenotoksik aktiviteye
sahip olup olmadigini belirlemeden 6nce, kullanilan fungus dozlarinin herhangi bir
genotoksik etkiye sahip olup olmadig: arastirildi. Bu baglamda kullanilan her iki fungusun
7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak iizere toplam 3 farkli dozu kullanildi. Bu dozlar

D.melanogaster’de farkl funguslarla yapilan ¢calismalar dikkate alinarak secilmistir [8].

4.1.2.1. Trametes versicolor’in genotoksik etkisinin arastirilmasi
T.versicolor’in 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak {izere ii¢ farkli dozu hazir besiyerine

toplam besiyeri 0.5 gr olmak iizere eklenerek kullamilmistir. T.versicolor’in kullanilan

dozlarindan elde edilen veriler Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 T.versicolor gruplarinda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Uygulama Kanat Benek/Kanat* [statistiksel Bulgular**

gruplari sayisi .
Kiigiik tekli Biiyiik tekli  Tkili Toplam benek
benekler benekler benekler sayist
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2)
(m=2) (m=5)
Kontrol
0 90 0.18 (17) 0.03 (3) 0.01 (1) 0.22 (21)
T.versicolor (mg)
7.5 75 0.20 (15)1 0.04(3)1 0.00 (0) 1 0.24 (18) -
15 70 0.19 (13) - 0.03(2)1 0.00 (0) - 0.22 (15) -
30 80 0.18 (14) - 00431 0.00 (0) - 0.22 (17) -

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonli Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: a==0.05

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda fungusun kullanilan tiim dozlarinda,
biiyiilk tekli benekler i¢in sonu¢ kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik elde
edilmemistir. T.versicolor'm 15 ve 30 mg’lik dozunda da kiigiik tekli benek ve ikili
benekler bakimindan kontrol grubuna kiyasla azalma gdzlenmistir. Yine toplam benek

say1s1 bakimindan tiim 7.versicolor dozlarinda kontrole kiyasla azalma gézlenmistir.

Ayrica Sekil 4.2°de goriildiigii gibi kontrol grubunda kanat basina diigen ikili benek
sayist 0.01 olarak gozlenmisken, T.versicolor fungusunun kullanilan her {i¢ dozunda da
ikili benege rastlanmamistir. Yapilan ¢alismada elde edilen bulgular dogrultusunda T.
versicolor fungusunun kullanilan dozlarinin Drosophila melanogaster’de herhangi bir

genotoksik etkiye sahip olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.2. Farkli miktarlarda T.versicolor tozu igeren gruplarda gruplarda kanat basina diisen benek
sayilarinin karsilastiriimasi. KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TB;
toplam benek.

4.1.2.2. Pleurotus ostreatus’un genotoksik etkisinin arastirilmasi

P.ostreatus’un 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak iizere {i¢ farkli dozu, toplam besiyeri
0.5 gr olmak iizere eklenerek kullanilmistir. P.ostreatus gruplarinda elde edilen veriler

Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3 P.ostreatus gruplarinda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Uygulama Kanat Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**
gruplari sayisl
Kiigtk tekli Biiyiik tekli  Ikili Toplam benek
benekler benekler benekler sayi1sl
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2)
(m=2) (m=5)
Kontrol
0 90 0.18 (17) 0.03 (3) 0.01 (1) 0.22 (21)
P.ostreatus (mg)
7.5 80 0.18 (14) - 0.04(3)1 0.00 (0) - 0.22 (17) -
15 75 0.20 (15)1 0.04(3) 1 0.00 (0) - 0.24 (18) -
30 80 0.19 (15) - 0.05#4)i 0.00 (0) - 0.24 (19) -

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez icinde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: a=$=0.05
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Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda Cizelge 4.3’de goriildigi gibi
fungusun kullanilan tiim dozlarinda biiyiik tekli benekler i¢in kontrol grubuna kiyasla
farklilik gdzlenmemistir. ikili benekler bakimindan tiim gruplarda kotrol grubuna kiyasla
negatif sonuglar elde edilirken, kiiciik tekli benekler bakimindan 7.5 mg ve 30 mg fungus

eklenen gruplarda negatif sonuglar elde edilmistir.

Sekil 4.3’de goriildiigii gibi tiim benek tiplerinde kanat basina diisen benek
sayisinin, P.ostreatus’un dozlarina bagli olmaksizin degisen sonuglar elde edilmistir.
Kontrol grubunda ikili beneklerin kanat basina diisen sayist 0.01 olarak gozlenmisken,
P.ostreatus fungusunun kullanilan her ii¢ dozunda da ikili benege rastlanmamistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda Pleurotus ostreatus fungusunun kullanilan dozlarinin

Drosophila melanogaster’de herhangi bir genotoksik etkiye sahip olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.3. Farkli miktarlarda P.ostreatus igeren gruplarda kanat basina diisen benek sayilarinin
karsilagtirilmasi. KTB; kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TB; toplam benek.

4.1.3. Trametes versicolor’in MMC’ye karsi antigenotoksik aktivitesinin arastirilmasi

Calismada T.versicolor’in MMC’ye karsi antigenotoksik etkisini belirlemek
amaciyla 0.05 mM MMC ile fungusun ii¢ farkli dozu birlikte uygulanmistir. Elde edilen
bulgular Cizelge 4.4’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.4 MMC+T.versicolor gruplarinda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve
istatistik degerlendirmeler

Uygulama Kanat Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**
gruplari say1s1 i i
Kiigiik tekli Biiytik tekli  Tkili Toplam Inh.%
benekler benekler benekler benek sayist
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2)
(m=2) (m=5)
MMC
0.05mM 35 1.26 (44) 1.86 (65) 0.69 (24) 3.81 (133)
MMC + T. versicolor(mg)
7.5 30 0.40 (12) - 1.17 (35) - 0.43(13)-  2.00(60)- 4751
15 35 0.43 (15) - 1.20 (42)- 040 (14)- 2.03(71)- 46.70
30 40 0.40 (16) - 085(34)-  038(15)- 1.63(65)- 735

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢cok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: a==0.05

Genotoksik etkisi saptanan MMC’ye karst Trametes versicolor fungusunun
antigenotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla bu bdliimdeki calismalar diizenlenmistir.
Bu amagla T.versicolor’in 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak iizere ii¢ farklt dozu, 0.05 mM
MMC igeren besiyerine eklenmistir. Tim gruplarda 30-40 kanat, beneklerin varligim
arastirmak amaciyla taranmistir. Benek sayilarina bakildiginda MMC grubuna kiyasla tim
MMC+ T.versicolor gruplarinda tiim benek sayilarinin azaldigir gézlenmis ve bu azalma
istatistiksel olarak negatif etki olarak yorumlanmistir. Ayrica T.versicolor’in farkl
dozlartyla (7.5 mg, 15 mg ve 30 mg) 0.05 mM MMC’nin birlikte uygulanmasi sonucu
MMC tarafindan indiiklenen benek sayilarini inhibisyon ylizdeleri karsilagtirildiginda,
T.versicolor’in 30 mg’lik dozunun uygulanmasi sonucu kullanilan diger dozlardan (7.5 mg
ve 15 mg) daha yiiksek oranda inhibisyon yiizdesi gozlenmistir. 7.versicolor’in 7.5 mg, 15
mg ve 30 mg’lik dozlarinin uygulanmasi sonucunda, MMC tarafindan olusturulan toplam
benek sayilarinin sirasiyla %47.51, %46.70 ve %57.35 oraninda inhibe edildigi
gozlenmistir(Cizelge 4.4 ve Sekil4.4).
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Sekil 4.4. MMC (0.05 mM) ile birlikte uygulanan T.versicolor’in farkli dozlarinin (7.5mg, 15mg ve 30mg)
varliginda gozlenen cesitli benek tiplerinin karsilastirilmasi. KTB; kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli
benek, IB; ikili benek, TB; toplam benek.

0.05 mM MMC uygulamasi sonucu kanat bagina diisen toplam benek sayisi 3.81
iken, 7.5 mg T.versicolor ile 0.05 mM MMC’nin birlikte uygulanmasi sonucu gézlenen,
kanat bagina diisen toplam benek sayis1 2.00°dir. Ayni sekilde 0.05 mM MMC ile birlikte
T.versicolor’in 15 mg’min uygulanmasi sonucunda gozlenen, kanat basia toplam benek
sayist 2.03 iken, fungusun 30 mg’lik dozuyla birlikte uygulanmasi sonucu goézlenen kanat
basina diisen toplam benek sayis1 1.63 olarak belirlenmistir. Buna bagl olarak uygulanan
fungus dozlarina bagli olmaksizin, her ii¢ dozda da tiim benek tiplerinin sayisinda kontrol
grubuyla karsilagtirlldiginda belirgin bir azalma gdzlenmistir. Dolayisiyla Trametes
versicolor fungusunun MMC ile indiiklenen benek sikligini belirgin dl¢lide azalttigi ve
MMC’nin genotoksik etkisini ortadan kaldirarak, antigenotoksik aktivite gosterdigi

gozlenmistir.

4.1.4. Pleurotus ostreatus’un MMC’ye kars1 antigenotoksik aktivitesinin arastirilmasi
Calismada P.ostreatus’un MMC’ye kars1 antigenotoksik etkisini belirlemek amaciyla

0.05 mM MMC ile fungusun ii¢ farkli dozu (7.5 mg, 15 mg ve 30 mg) birlikte
uygulanmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.5’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.5 MMC+P.ostreatus gruplarinda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve
istatistik degerlendirmeler

Uygulama Kanat Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**
gruplari sayist
Kiiciik tekli ~ Biiyiik tekli  ikili Toplam inh.%
benekler benekler benekler benek sayisi
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2)
(m=2) (m=5)
MMC
0.05mM 35 1.26 (44) 1.86 (65) 0.69 (24)  3.81(133)
MMC + P. ostreatus(mg)
7.5 30 0.33 (10) - 1.93(58)-  0.33(10)-  2.60(78)- 32
15 30 0.40 (12) - 1.90 (57) - 0.34(10)- 2.63(79)- 3!l
30 49 0.35(17) - 1.61(79)-  035(17)-  231(113)- 3937

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez icinde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz,
m: ¢ok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: a==0.05

Genotoksik etkisi saptanan MMC’ye kars1 Pleurotus ostreatus fungusunun
antigenotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla bu boliimdeki calismalar diizenlenmistir.
Bu amagla P.ostreatus’'un 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak iizere {i¢ farkli dozu, 0.05 mM
MMC igeren besiyerine eklenmistir. Tim gruplarda 30-50 kanat, beneklerin varliginm
arastirmak amaciyla taranmistir. Benek sayilarina bakildiginda MMC grubuna kiyasla tim
MMC+ T.versicolor gruplarinda kanat basima diisen toplam benek sayilarimin azaldig
gozlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak negatif etki olarak yorumlanmistir. Ayrica
P.ostreatus’un farkli dozlartyla (7.5 mg, 15 mg ve 30 mg) 0.05 mM MMC’nin birlikte
uygulanmasi sonucu MMC tarafindan indiiklenen benek sayilarini inhibisyon yiizdeleri
karsilastinildiginda, P.ostreatusun 30 mg’lik dozunun uygulanmasi sonucu kullanilan
diger dozlardan (7.5 mg ve 15 mg) daha yliksek oranda inhibisyon yiizdesi gozlenmistir.
P.ostreatus’un 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg’lik dozlarinin uygulanmasi sonucunda, MMC
tarafindan olusturulan toplam benek sayilarinin sirasiyla %32, %31 ve %39.37 oraninda

inhibe edildigi gozlenmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil4.5).
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Sekil 4.5. MMC (0.05 mM) ile birlikte uygulanan P.ostreatus’un farkli dozlarinin varliginda
(7.5mg, 15mg ve 30mg) gozlenen cesitli benek tiplerinin karsilagtirllmasi. KTB; kiiciik tekli
benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TB; toplam benek.

0.05 mM MMC ile farkli dozlarda P.ostreatus fungus tozlarimin beraber
uygulanmasi sonucunda, 0.05 mM MMC kontrol grubunda gozlenen toplam benek
sayilarindan daha az sayida benek olusumu goézlenmistir. 0.05 mM MMC uygulamasi
sonucu kanat basina diisen toplam benek sayisi 3.81 iken, 7.5 mg P.ostreatus ile 0.05 mM

MMC’nin birlikte uygulanmasi sonucu gozlenen, kanat bagina diisen toplam benek
sayist 2.06’dir. Ayni sekilde P.ostreatus un 15 mg’lik dozunun 0.05 mM MMC ile birlikte
uygulanmasi sonucunda gdzlenen, kanat basma diisen toplam benek sayist 2.63 iken,
fungusun 30 mg’lik dozuyla 0.05 mM MMC’nin birlikte uygulanmasi sonucu gézlenen

kanat basina diisen toplam benek sayis1 2.31 olarak belirlenmistir.

Ayrica Sekil 4.6’de goriildiigi gibi MMC ile T.versicolor’in farkli dozlarinin
birlikte uygulanmasi sonucu gozlenen kanat basina diisen toplam benek sayisi,
P.ostreatus’un ayni dozlarinin MMC ile birlikte uygulanmasi sonucu gozlenen kanat

basina diisen toplam benek sayisindan daha azdir.
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Sekil 4.6. 0.05 mM MMC ile birlikte, T.versicolor ve P.ostreatus’un farkli dozlarmin (7.5 mg,
15mg ve 30mg) uygulanmasi sonucu goézlenen toplam benek sayilarinin karsilastirilmasi.
MMCH+T.versicolor; 0.05mM MMC ve T. versicolor’in birlikte uygulanmasi sonucu gozlenen
toplam benek sayisi, MMC+P.ostretus; 0.05SmM MMC ve P.ostreatus’un birlikte uygulanmasi
sonucu gozlenen toplam benek sayisi.

Sekil 4.7°de T.versicolor ve P.ostreatus funguslarinin MMC tarafindan indiiklenen

toplam benek sayisini inhibe etme yiizdeleri goriilmektedir.
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Sekil 4.7. T.versicolor ve P.ostretus’un farkli dozlarmin (7.5mg, 15mg ve 30mg) uygulanmasi
sonucu gozlenen MMC tarafindan indiiklenen kanat basina diisen toplam benek sayilarii inhibe
etme yilizdelerinin karsilagtirilmasi. T.versicolor; T.versicolor’in MMC tarafindan indiiklenen
toplam benek sayisim1 inhibe etme yiizdesi, P.ostreatus; P.ostreatus’un MMC tarafindan
indiiklenen toplam benek sayisini inhibe etme yiizdesi.
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Elde edilen sonuglara gore 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg T.versicolor uygulamasinin
MMC tarafindan indiiklenen toplam benek sayilarimi inhibe etme yiizdeleri sirasiyla
%47.51, %46.70 ve %57.35 olarak bulunmustur. Ayni dozlarda uygulanan P.ostreatus’un
MMC tarafindan indiiklenen toplam benek sayilarini inhibe etme yiizdeleri ise sirasiyla
%32, %31 ve %39.37 olarak gozlenmistir. Dolayisiyla T.versicolor’in kullanilan tiim
dozlarimin MMC tarafindan indiiklenen toplam benek sayisini, ayni dozlarda uygulanan

P.ostreatus’a gore daha yliksek oranda inhibe ettigi gdzlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Besinler ile alinan bir ¢ok bilesen, karsinojenlerin olusturdugu genotoksik etkiyi
azaltmakta ve antigenotoksik aktivite gostermektedir [5,6,7]. Bu baglamda o&zellikle
funguslardan elde edilen ve biyolojik olarak aktif olan gesitli bilesenler, antigenotoksik
aktivite gostermektedir. Dolayisiyla ¢esitli mutajenlerle olusan genotoksik etki, bu
funguslarin antigenotoksik aktivitesine bagli olarak azalmaktadir [8].

Bu c¢aligmada, Mitomisin-C ile indiiklenmis genotoksik etkiye kars1 beyaz ¢iiriikgiil
funguslardan olan Trametes versicolor ve Pleurotus ostreatus un antigenotoksik aktivitesi
Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile
arastirilmistir. Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullandigimiz MMC’nin 0.025
mM, 0.05 mM ve 0.1 mM olmak tizere li¢ farkli dozu kullanilmistir. Ayrica T.versicolor ve
P.ostreatus funguslarinin da 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg’lik dozlar1 kullanilmistir.

Mitomisin-C (MMC) Streptomyces caespitosus’tan elde edilen, karsinojenik ‘kiron’
ve ‘oktan’ gruplar ve ‘azoiirlidin’ halkasi tastyan sitotoksik bir antibiyotiktir. Mitomisin-C
Onceleri antibakteriyel olarak kullanilmasina karsin, son yillarda gastrointestinal sistem;
akciger, meme ve mesane kanserlerinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. MMC’nin
metabolizasyonu sonucu olusan metabolitleri genotoksik etkilere neden olmaktadir.
Mitomisin-C radikaller iireterek ve DNA alkilasyonuyla DNA iplik¢iklerinde kirilmalara
yol acarak replikasyonu engellemekte ve nokta mutasyonlarina neden olmaktadir. Ayrica
hiicre dongiisiiniin G1 ve S fazlarinda DNA’y1 etkileyerek boliinmeyi bloke etmek gibi
genotoksik etkiler de géstermektedir [90,91,92].

Calismamizin daha Once yiiriitillen ¢aligmalardan en 6nemli farki, kullandigimiz
funguslarin antigenotoksik etkisini belirleyebilmek amaciyla model organizma olarak
Drosophila melanogaster’in kullanilmasidir. Zira funguslarin antigenotoksik aktivitesine
yonelik ¢esitli caligmalar bulunmasina karsin, literatiirde bu baglamda SMART testinin
kullanildig1 ¢alisma sayisi oldukga azdir. Ayrica ilk kez bu calismayla Trametes versicolor
fungusunun antigenotoksik aktivitesi SMART ile arastirilmistir. Bu c¢alismada MMC,
bilinen genotoksik etkileri nedeniyle kendi kosullarimizda D.melanogaster SMART
testinin ¢alistigin1 gostermek amaciyla pozitif kontrol grubu olarak se¢ilmistir. MMC’nin
pozitif kontrol grubu olarak kullanildig1 bir ¢ok ¢aligma rapor edilmistir [93].

Calismada kullanilan SMART testi yiiksek oOkaryotik organizmalarin somatik

hiicrelerinde heterozigotlugun kaybedilmesi ilkesine dayanan hizli, ekonomik, somatik
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mutasyon ve rekombinasyonlara duyarli in vivo bir testtir [94]. Bu test sistemi c¢esitli
avantajlar1 nedeniyle tercih edilen standart bir yontemdir [95]. Bu test olasi mutajenlerin
neden olacag genotoksik etkileri mutant hiicre klonlar1 olarak tespit etmeye olanak saglar.
Mutant hiicre klonlari, ergin sinegin kanatlarinda delesyonlar, nokta mutasyonlar ve
mitotik rekombinasyon sonucu ortaya c¢ikar ve tekli benek ve ikili benek olarak
smiflandirilir. Tekli benekler mwh veya fIr fenotipindeki hiicrelerden olusur. Tekli
benekler arasinda 1-2 hiicreli olanlar kiiciik tekli benekler olarak isimlendirilirken, 3 ve
daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusan beneklere ise biiyiik tekli benekler denir. kili
benekler ise mwh ve flr fenotipinin her ikisinin yan yana hiicre gruplarinda birlikte
bulundugu beneklerdir [45]. Beneklerin farkli tipleri farkli genetik mekanizmalar nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Tekli benekler nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret gen (mwh ve fIr)
arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusurken, ikili benekler 3. kromozomun
sentromeri ve fIr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olugsmaktadir [45,61,68].

Calismada standart capraz kurulmustur. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi MMC’nin kullanilan tiim dozlarinda tiim benek
tipleri ve toplam benek sayilar1 bakimindan pozitif sonuglar elde edilmistir. Elde ettigimiz
bulgulara gore MMC, kullandigimiz tiim dozlarda (0.025 mM, 0.05 mM ve 0.1 mM) ve
tiim benek c¢esitlerinde kanat basina diisen benek sayisini kontrole goére onemli Ol¢iide
arttirmistir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi bu artis doz artigina paralel olarak bulunmustur.
Kanat bagina diisen toplam benek sayisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kontrol
grubunda kanat basina diisen toplam benek sayisi 0.22 iken, 0.025mM, 0.05mM ve 0.1mM
MMC uygulanmasi sonucu kanat bagina diisen toplam benek sayisi sirasiyla 2.65, 3.81 ve
5.15 olarak bulunmustur.

Calismada kullandigimiz beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin antigenotoksik aktivitelerini
saptamadan Once herhangi bir genotoksik etkiye sahip olup olmadiklarimi belirlemek
amaciyla, funguslarin 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg olmak {iizere ii¢ farkli dozu kullanilmustir.
Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’ de goriildiigii gibi yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda
toplam benek sayilar1 bakimindan her iki fungus iginde toplam benek sayilari bakimindan
sonuclar negatif olarak yorumlanmis ve kontrol grubuyla benzer sonuglar elde edilmistir.
Kontrol grubunda kanat basina diisen toplam benek sayist 0.22 olarak gézlenmisken,
T.versicolor’in 7.5mg, 15mg ve 30mg’lik dozlarinin uygulanmasi sonucu kanat basina
diisen toplam benek sayilari sirasiyla 0.24, 0.22 ve 0.22 olarak gozlenmistir. Ayni sekilde
P.ostreatus’un ayn1 dozlariin uygulanmasi sonucu kanat basina diisen toplam benek sayis1

sirastyla 0.22, 0.24 ve 0.24 olarak gozlenmistir. Sonug olarak kullanilan funguslarin hi¢bir

45



dozunun Drosophila melanogaster’de herhangi bir genotoksik etkiye sahip olmadigi
saptanmistir. Benzer sonuglar bagka arastiricilar tarafindan da rapor edilmistir [8].

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin antigenotoksik aktivitesini belirlemeye yonelik ¢esitli
calismalar vardir [8,71,96]. Ancak SMART testinin kullanildigi ¢alisma sayisi oldukga
azdir. Bu calismalardan biri Taira vd. [8] tarafindan rapor edilmistir Yapilan ¢alismada
arastiricilar, yenilebilir 6zellikteki beyaz cliriik¢iil funguslardan Agrocybe cylindracea,
Lentinula edodes ve Pleurotus ostreatus funguslarinin cesitli mutajenlerin genotoksisitesi
tizerindeki hafifletici etkisini, SMART ve Drosophila DNA tamir testini  kullanarak
ortaya koymuglardir. DNA tamir testi i¢in Drosophila larvalari, 100mg kurutulmus fungus
tozu yada buna esdeger miktardaki suda ¢dziinebilen fungusun ekstrakti varliginda, 2.5 ml
distile su ve 0.75 gr besiyeri ile hazirlanan besiyeriyle beslenmislerdir. SMART testinde
ise Ugciincii instar donemindeki larvalar, toplam 6.5 gr besiyerinde 200 mg kurutulmus
fungus tozu ya da buna esdeger miktardaki suda ¢oziinebilen fungus ekstraktinin varliginda
yada yoklugunda, mutajenlerin ¢esitli miktarlariyla beslenmislerdir. Yapilan ¢alismada
fungus tozlariyla birlikte, 2-AAF (2-asetilaminofluoren), aflotoksin B1, DMBA (7,12-
dimetilbenzo[a]antrasen), MelQx (2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5f]quinoxaline), MNU
(N-metil-N-nitrosourea), NDMA (N-nitrosodimetilamin) ve 4NQO (4-nitroquinolin N-
oxide) mutajenleri de test edilmistir [8]. Bu calisma bizim ¢alismamizla benzer olmakla
birlikte, bu ¢alismadan farkli olarak P.ostreatus ve T.versicolor funguslari1 kullanilmistir.
Ayrica ¢aligmada funguslarin toplam 6.5 gr besiyerinde 200 mg olacak sekilde tek bir dozu
uygulanmigken, bizim ¢alismamizda bu c¢alismada kullanilan dozun yani sira, bu dozun
yaris1 ve iki katina karsilik gelen dozlar1 da {igiincli instar donemindeki larvalara
uygulanmistir. Ayrica calismamizda bu c¢alismada kullanilmayan ve oldukca yiiksek
genotoksik etkiye sahip olan Mitomisin C kullanilmastir.

Taira vd. [8] tarafindan yapilan bu calismada 4. cylindracea ve P. ostreatus
funguslariin kurutulmasiyla elde edilen tozlar, test edilen her bir mutajen tarafindan
olusturulan DNA hasarini baskilayici 6zellik gosterirken, L. ededos’in yalnizca aflatoksin
B1, NDMA, MNU ve 4NQO mutajenlerinin olusturdugu DNA hasar1 iizerine inhibitor
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Yapilan calismanin sonucunda Agrocybe genusuna
dahil olan funguslarin antirekombinojenik aktivite i¢eren, antigenotoksik etkiye sahip olan
bilesenleri igerdigi belirtilmistir. A.cylindracea fungusunda bulunan antigenotoksik
faktorlerin muhtemel olarak peptidler yada proteinler oldugu ileri siiriilmiigtiir. Ayrica
Drosophila melanogaster disinda farklt organizmalar {izerinde de, beyaz ciiriikgiil

funguslarin antigenotoksik aktivitesini belirlemeye yonelik ¢esitli arastirmalar yapilmistir.
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Buna bagl olarak pek ¢ok beyaz cliriik¢iil fungusun igerdigi c¢esitli bilesenlerden otiirti
antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [8,31,71].

Calismamizda kullanilan beyaz c¢iirlik¢lil funguslarin antigenotoksik aktivitesini
belirlemek amaciyla, genotoksik etkisi saptanan MMC’nin 0.05 mM’lik dozuna karsilik
T.versicolor ve P.ostreatus funguslarinin ii¢ farkli dozu (7.5 mg, 15 mg ve 30 mg)
kullanilmigtir. Cizelge 4.4’de goriildiigi gibi T.versicolor dozlarinin ayr1 ayr1 0.05mM
MMC ile birlikte uygulanmasi sonucunda kanat basina diisen kiiglik tekli benek, biiyiik
tekli benek, ikili benek ve toplam benek sayis1 bakimindan 0.05 mM MMC’nin
uygulandigi kontrol grubundan daha az sayida benek olusumu gozlenmistir. 0.05 mM
MMC uygulanmasi1 sonucu kanat basma diisen toplam benek sayis1 3.81 olarak
gozlenmisken, fungusun 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg’lik dozlarimin 0.05 mM MMC ile birlikte
uygulanmas1 sonucu kanat basma diisen toplam benek sayilar sirasiyla 2.00, 2.03, 1.63
olarak gozlenmistir. Buna bagli olarak uygulanan fungus dozlarina bagli olmaksizin, her ii¢
dozda da tiim benek tiplerinin sayisinda 0.05 mM MMC grubuyla karsilastirildiginda
belirgin bir azalma goézlenmistir. Ayrica yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda
MMC ile beraber uygulanan tiim fungus dozlarinda, Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi tim
benek tipleri i¢in sonuglar negatif olarak yorumlanmistir. Dolayisiyla Trametes versicolor
fungusunun MMC ile indiiklenen benek sikligini1 belirgin 6lgiide azalttigi ve MMC’nin
genotoksik etkisini ortadan kaldirarak, antigenotoksik aktivite gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.4’de antigenotoksik etkisi belirlenen 7.versicolor fungusunun kullanilan
dozlarinin MMC tarafindan indiiklenen benekleri inhibe ettigi goriilmektedir. En yliksek
inhibisyon yiizdesi, fungusun 30 mg’lik dozunun kullanilmasiyla gozlenmistir. Bu
baglamda 0.05mM MMC ile birlikte 30mg’lik fungus dozunun uygulanmasi sonucu, MMC
tarafindan olusturulan kanat basina diisen toplam benek sayisinin %57.35 oraninda inhibe
edildigi gozlenmistir. Buna karsilik 0.05SmM MMC ile birlikte fungusun 7.5 mg ve 30
mg’lik dozlarimin beraber uygulanmasi, MMC tarafindan olusturulan kanat basina diisen
toplam benek sayilarini sirasiyla %47.51 ve %46.7 oraninda inhibe etmektedir. Dolayisiyla
fungusun 7.5 mg ve 15mg’lik dozlarinin MMC tarafindan indiiklenen benekleri inhibe
etme ylizdeleri birbirine olduk¢a yakinken, en yiiksek inhibisyon yiizdesi 30mg’lik dozun
kullanilmas1 sonucu goézlenmistir. Sonug¢ olarak 0.05 mM MMC ile indiiklenen toplam
benek sayisini en yliksek oranda inhibe eden T.versicolor dozu 30 mg olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4.5’de goriildiigli gibi P.ostreatus dozlarinin ayri ayr1 0.05 mM MMC ile

birlikte uygulanmasi sonucunda kanat basina diisen toplam benek sayisi bakimindan 0.05
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mM MMC’nin uygulandigi kontrol grubundan daha az sayida benek olusumu gozlenmistir.
0.05 mM MMC uygulanmasi sonucu kanat basina diisen toplam benek sayis1 3.81 olarak
gbzlenmigken, fungusun 7.5 mg, 15 mg ve 30 mg’lik dozlarinin 0.05 mM MMC ile birlikte
uygulanmasi sonucu kanat basina diisen toplam benek sayilari sirasiyla 2.00, 2.03, 1.63
olarak gozlenmistir. Ayrica 0.05 mM MMC uygulanmasi sonucu kanat basina diisen biiyiik
tekli benek sayis1 1.86 olarak gozlenmisken, P.ostreatus’un 7.5 mg ve 15 mg’lik dozlariyla
0.05 mM MMC’nin birlikte uygulanmasi sonucu kanat basina diisen biiyiik tekli benek
sayilar sirastyla 1.93 ve 1.90 olarak gozlenmistir. Bu degerler 0.05mM MMC grubunda
gozlenen biiylik tekli benek sayisindan daha fazla olmasina ragmen, yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda biyiikk tekli benekler i¢in sonuglar negatif olarak
yorumlanmustir. Dolayistyla Pleurotus ostreatus fungusunun MMC’nin genotoksik etkisini
ortadan kaldirarak, antigenotoksik aktivite gosterdigi gézlenmistir.

T.versicolor ve P.ostreatus funguslarmin farkli dozlariyla 0.05 mM MMC’nin
birlikte uygulanmasi sonucu MMC tarafindan indiiklenen benek sayilarin1 inhibisyon
ylizdeleri karsilastirildiginda, Sekil 4.8’de goriildiigii gibi T.versicolor’in kullanilan tim
dozlarinin MMC tarafindan olusturulan kanat basina diisen toplam benek sayisini ayni
dozlarda uygulanan P.ostreatus’a gore daha yiliksek oranda inhibe ettigi gozlenmistir.
Ayrica Sekil 4.6’da goriildigi gibi MMC ile T.versicolor’in farkli dozlarinin birlikte
uygulanmasi sonucu gozlenen kanat basina diisen toplam benek sayisi, P.ostreatus’un aynt
dozlarimin MMC ile birlikte uygulanmasi sonucu goézlenen kanat basina diisen toplam
benek sayisindan daha azdir. Buna bagl olarak T.versicolor fungusunun, P.ostreatus’a
gore MMC’nin neden oldugu genotoksik etkiye karsi, daha yiiksek oranda antigenotoksik
aktivite gosterdigini soyleyebiliriz.

Mitomisin-C ve metabolik aktivasyon sonucu genotoksik olabilen promutajenlerin
olumsuz etkilerinin, sentetik yada dogal c¢esitli molekiillerle engellenebildigi, farkli test
sistemlerinde  gosterilmistir. Bu  etkilerin, tamir mekanizmalarin indiiklenmesi,
genotoksinlere baglanip, DNA’ya baglanmalarin1 engelleme veya enzim aktivitelerini
inhibe ederek metabolizmalarin1 bloke etme gibi ¢esitli sekillerde engellemesi
antigenotoksisite ve bu aktiviteleri gosteren molekiiller ise antigenotoksik ajan veya
antimutajen olarak olarak degerlendirilir [79,90]. Bu baglamda tibbi agidan 6nemli olan
cesitli biyopolimerleri igeren funguslarin, MMC gibi ¢esitli mutajenlerin etkisine bagh
olarak ortaya ¢ikan DNA iplik¢iklerindeki kirilmalar1 engelledikleri ve buna paralel olarak

gelisen nokta mutasyonlarini da dnleyebildiklerini sdyleyebiliriz.
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Bilindigi gibi DNA polimeraz B, tamir mekanizmasinda gorev alan ve kesip-
¢ikarma tamiri sonucu DNA zincirinde meydana gelen bosluklart doldurabilme yetenegine
sahip olan 0nemli bir enzimdir. Linoleik asit in vitro kosullarda DNA polimeraz B ile
etkilesime girebilme yetenegine sahip olmasi bakimindan biiyiilk 6nem tasimaktadir.
Linoleik asit enzim aktivitesi iizerinde uyarici bir etkiye sahiptir ve bu etkiye bagli olarak
da DNA’da meydana gelen hasarlar1 azaltmaktadir. Dolayisiyla yapilan calismalarla pek
cok beyaz ciiriik¢iil fungusun linoleik asit icerigiyle antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu
rapor edilmistir [14].

T.versicolor miselinin ekstraksiyonundan elde edilen PSK ve PSP ile yapilan pek
cok calisma bulunmaktadir. Ozellikle Asya iilkelerinde mide, akciger ve 6zafagus gibi
cesitli kanser tiplerinin tedavisinde radyoterapi ve kemoterapiye ek olarak hem PSP hem
de PSK yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica yapilan c¢alismalar PSK ve PSP’nin
herhangi bir mutajenik aktiviteye sahip olmadigini géstermektedir [97].

T.versicolor’in timor hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemeye yonelik
cesitli caligmalarda yapilmistir. Bu baglamda Harhaji vd. [70] yapmus olduklar1 bir
calismada, beyaz ¢iiriikciil 6zellige sahip olan Trametes versicolor fungusunun polifenol
ve terpenoid igerikli metanol ekstraktinin, hem in vivo, hem de in vitro sartlarda B16 fare
melanoma hiicreleri iizerinde ki antitimor etkisini arastirmislardir. Calisma sonucunda
metanol ekstraktin direkt olarak hem tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi hem de
tiimor hiicreleri lizerinde sitotoksik bir etkiye sahip oldugu saptanirken, indirekt olarak da
makrofajlart uyarmak suretiyle antitiimdr aktivite gosterdigi saptanmustir.

Calismamizda beyaz cliriik¢iil funguslardan T.versicolor ve P.ostreatus un
antigenotoksik aktiviteleri Drosophila melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile arastirilmistir. Buna bagli olarak her iki fungusun da
MMC tarafindan indiiklenen benek sikligini belirgin dlgiide azalttifi ve antigenotoksik
aktiviteye sahip oldugu godzlenmistir. Ozellikle biyoteknolojik acidan da biiyiik dnem
tastyan T.versicolor’in, P.ostreatus’tan daha yiiksek oranda antigenotoksik aktivite
gosterdigi gozlenmistir. Dolayisiyla bu calisma pek ¢ok fungusun, besinsel degerlerinin
yani sira tibbi agidan da biiyiik 6nem tasidigini gostermektedir.

Sonug olarak 6zellikle beyaz cliriik¢iil funguslardan elde edilen ve antigenotoksik
etkiye sahip olan polimerlerin, degerlendirilmesi ve karakterizasyonu iizerindeki etkili
aragtirmalar Onciiliiglinde, insan sagliginda bu polimerlerin uygulanmasini miimkiin
kilmaktadir. Sahip oldugu enzim sistemleri ve genetik mekanizmalar1 nedeniyle en ¢ok

tercih edilen model organizmalardan biri olan D. melanogaster ile yapilan bu ¢alismanin
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insan saglig1 acisindan goz Oniline alinmasi gerektigi kanaatine ulasilmis olup, konunun

daha iyi aydinlatilmasi bakimindan ileri diizeyde ¢alismalar yapilmasi 6nerilebilir.
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