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Onur Sozii

Doktora tezi olarak sundugum “Bazi Cevresel Kirleticilerin Drosophila
melanogaster’de Genotoksik ve Ostrojen-iliskili Reseptor (ERR) Gen ifadesine
Etkisi” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin
hem metin icinde hem de kaynaklar boliimiinde yOntemine uygun bigcimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla do grularim.

Aygiil KILIC KARABULUT



OZET

Doktora Tezi

BAZI CEVRESEL KiRLETICILERIN DROSOPHILA MELANOGASTER’DE
GENOTOKSIK ve OSTROJEN-ILISKILI RESEPTOR (ERR) GEN IFADESINE
ETKISI

Aygiil KILIC KARABULUT

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsii
Biyoloji Anabilim Dali

104 + x sayfa
2015
Danisman: Prof. Dr. Elif YESILADA

Evsel, endiistriyel ya da zirai uygulamalar sonucu c¢evrede yiksek
konsantrasyonlarda bulunan kimyasallar, ciddi boyutlarda c¢evreyi tehdit ederek
gerek sucul, gerekse karasal canlilar iizerinde pek ¢ok olumsuz etkiye neden
olmaktadr. Bu bakimdan gevresel kimyasallarin genotoksik etkilerinin bilinmesi
biliyllk 6nem tagimaktadir. Kimyasallarin genotoksik aktivitelerini belirlemek ic¢in
¢ok c¢esitli testler bulunmaktadir, ancak bunlarin arasinda “Drosophila Kanat
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)” sagladig1 pek ¢ok avantaj
nedeniyle en ¢ok tercih edilen testlerden biridir. Ozellikle sahip oldugu enzim
sistemleri ve genetik mekanizmalar1 Drosophila melanogaster’i kimyasallarin
genotoksik aktivitelerini belirlemek i¢cin milkkemmel bir model organizma
yapmaktadir.

Bu calismada c¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilan bazi cevresel
kimyasallarin olas1 genotoksik etkilerinin in vivo bir test olan SMART ile
aragtirilmasmim yani sira, bu kimyasallarin D. melanogaster dstrojen-iliskili reseptor
(ERR) gen ifadesi lizerine etkisi arastirilmigtir. Calismanm ilk boliimiinde, gevresel
kimyasallarm (Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Dietilstilbestrol (DES), 17-B
ostradiol (E2), Tribiitiltin (TBT) ve Methidatyon (MD)), genotoksik etkileri, bu
kimyasallarm ¢esitli konsantrasyonlarma maruz birakilan larvalardan gelisen ergin
bireylerde arastirildi. Bu amagla trans—heterozigot bireylerin kanatlart mwh ve/veya
flr beneklerinin varhgi i¢in 151k mikroskobu altinda 400X biiylitmeyle tarandi Bu
benekler, mitotik rekombinasyon ya da mutasyon (delesyon, nokta mutasyon,
translokasyonun spesifik tipleri vs.) gibi farkli genotoksik olaylar nedeniyle



olusabilmektedir. Calismanm ikinci bolimiinde c¢evresel kimyasallarmn farklh
konsantrasyonlarmm, D. melanogaster’de ERR genlerinin mRNA diizeyleri {izerine
etkisi gercek zamanh PZR kullanilarak arastirildi. Gen ifadelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi yapilarak, gen ifadesi diizeyindeki goreceli farkliliklar belirlendi.

Calisma sonucunda BFA, NF, DES, TBT ve MD’nin Drosophila’da ERR gen
ifadesini etkiledigi gozlendi. SMART tan elde edilen sonuglar ise BFA, NF, DES, E2
ve MD’nin Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigmi, TBT nin
en yliksek konsantrasyonunun genotoksik etkilere neden oldugunu gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Drosophila melanogaster, SMART, Genotoksisite,
Endokrin Bozucular (EB), Cevresel Kimyasallar, Ostrojen-iliskili Reseptor Gen
(ERR).
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Chemicals that are found in high concentrations in the environment due to
domestic, industrial or agricultural applications seriously threaten the environment
and cause many negative effects on aquatic and terrestrial creatures. From this
aspect, it is very important to know the genotoxic effects of environmental
pollutants. There are various tests for determining the genotoxic activities of
chemicals however “Drosophila Wing Somatic Mutation and Recombination Test
(SMART)” is the most preferred one among the others due to many advantages it
provides. Especially its enzyme systems and genetic mechanisms make Drosophila
melanogaster a perfect model organism for determination of genotoxic activities of
chemicals.

In this study, the research regarding many prevalent environmental pollutants
(Bisphenol A (BPA), Nonylphenol (NP), Diethylstilbestrol (DES), 17-B estradiol
(E2), Tributyltin (TBT) and Methidathion (MD)), used in various fields by an in vivo
test named SMART and also regarding the effect of these chemicals on the estrogen-
related receptor (ERR) gene expression of D. melanogaster was conducted. In the
first section of the study, the genotoxic effects of environmental chemicals were
researched on mature individuals developed from larvae exposed to various
concentrations of these chemicals. In the genotoxicity and antigenotoxicity studies,
the wings of the trans—heterozygous flies were scored under 400X magnification for

1



the presence of mwh and/or flr spots. These spots can be due to different genotoxic
events such as mitotic recombination or mutation (deletion, point mutation, specific
types of translocation, etc.)

In the second section of the study, we studied by using real time PCR to evaluate the
effects of environmental chemicals on the expression of ERR gene of D.
melanogaster.

The results of this study showed that BPA, NP, DES, TBT and MD influence
the expression of ERR in D. melanogaster. The results obtained from SMART
showed that BFA, NF, DES, E2 and MD didn’t cause genotoxic effect on Drosophila
while the highest concentration of TBT caused genotoxic effects.

KEYWORDS: Drosophila melanogaster, SMART, Genotoxicity, Endocrine
disrupters (EDs), Environmental chemicals, Estrogen-related Receptor Gene (ERR).
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SIMGELER ve KISALTMALAR

SMART Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
mwh Coklu kanat kili mutasyonunu tasir
flr® Flare mutasyonunu tasir, flr3 kanat killarinin seklini etkileyen
resesif bir mutasyondur
MMC Mitomisin C

BFA Bisfenol A
NF Nonilfenol
DES Dietilstilbestrol
E2 17B-estradiol
TBT Tribiitiltin
MD Methidatyon
DMSO Dimetilsiilfoksit
ER Ostrojen Reseptorii

ERR Ostrojen-iliskili Reseptor



1. GIRIS

Organizmalar yasadigi cevrede yasamini olumsuz etkileyen birgok zararh
bilesige hava, su, toprak veya besin gibi¢esitli yollarla maruz kalmaktadr (Clotfelter
vd., 2004 ; Erhard ve Rhind, 2004). Evsel, endiistriyel ya da zirai uygulamalar sonucu
cevreye verilen bu maddeler gerek sucul, gerekse karasal canllari olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Ozellikle kimya endiistrisinin gelisimine paralel olarak
ekonominin biiylimesiyle birlikte, endiistride kullanilan kimyasallara olan talep
giderek artmaktadir. Uretimlerinde artis olan bu maddeler, ciddi boyutlarda cevreyi
tehdit ederek, insan ve hayvan saglig1 lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir
(Wang, 2012). Bu baglamda, bir¢gok maddenin endokrin sistemin normal
fonksiyonunu bozarak, endokrin bozucu ozellik gosterdigi, iliremeyi azalttig,
gelismeyi etkiledigi ve bagisiklik sistemini zayiflattigi bilinmektedir (Newman,
2013; Quignot vd., 2012).

Biiyiik miktarlarda ¢cevreye verilen ve ithmal edilen kirleticilere 6rnek olarak;
bromlu alev geciktiriciler, klorlama yan {iriinleri, florlu kimyasallar, sentetik
Ostrojenler, hayvansal triinlerden gelen hormonlar, alkil fenol etoksilatlar ve
parcalanma {iriinleri, sentetik antimikrobiyal iriinler, farmasotikler, kisisel bakim
tirtinlerinin bilesenleri, agir metaller, pestisitler, organotinler ve deterjanlar verilebilir

(Goktekin and Barlas, 2008; Newman, 2013).

UNEP/WHO 2012 raporuna gore, 800’¢ yakin kimyasalin hormon sentezi,
dontisiimii ve reseptorleri ile etkilesim igerisinde bulundugu bilinmesine ragmen
bunlardan ¢ok azinin bir organizmadaki endokrin etkileri arastiriimistir. Gilintimiizde
ticari olarak kullanimda olan bu kimyasallarin biiylk ¢ogunlugu hi¢bir sekilde test
edilmemistir. Bu baglamda, caliyma kapsaminda farkli gruplardan olan cesitli
cevresel kimyasallarin olasi genotoksik etkilerinin Drosophila Kanat Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile arastirilmast yaninda, bu
kimyasallarm olas1 endokrin bozucu etkilerini belirlemek i¢in Drosophila
melanogaster ostrojenle iliskili reseptor (ERR) (estrogen-related receptor) geninin
ifadesi tizerine etkisini arastirmak amag¢lanmstir. Bu amagla sagladigi bir¢ok avantaj
nedeniyle model organizma olarak D. melanogaster secilmistir. Ozellikle son
yillarda yapilan bircok ¢aligma, insan hastaliklarinda D. melanogaster’in model
organizma olarak kullanilmasmi desteklemektedir (Morris vd., 2012; Mhatre vd.,
2014; Demir vd., 2015). Bu organizmanin proteinlerinin yaris1t memeli proteinleri ile
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dizilim benzerligi gostermektedir. Drosophila genom dizi analizi, insan
hastaliklarinda belirlenen genlerin % 60’indan fazlasinin Drosophila ortologu
oldugunu gostermistir. Boylelikle; insan hastaliklarinda mutasyon, amplifikasyon
veya delesyon ile degisime ugrayan 287 civarinda gen Drosophila ortologudur.
Imajinal diskler ergin sineklerde birgok yapiyr olusturan &zellesmis epitel hiicre
keseleridir. Bu diskler tek hiicre tabaka yapisindadw. Larval evrede ¢ogalarak
karakteristk morfolojiye sahip olgun diskleri firetirler ve ergin bireylerde
farklilagirlar. Cogalmaya ve farklilasmaya giden 6zellesmis epitel hiicreleri diploittir
ve memeli hiicrelerindekine benzer hiicre dongiisiine sahiptirler (G1, S, G2 ve M
sathalarim icerirler). Gelisimsel siklinler (A-, B- ve E- tip) ve onlarm siklin bagimh
kinazlar1 sinek ve insan arasinda olduk¢a korunmustur (Potter vd., 2000). Bu
baglamda pek ¢ok maddenin toksik, genotoksik ve molekiiler diizeyde gen ifadesi
tizerine etkilerinin belirlenebilmesi agisindan D. melanogaster miikkemmel bir model

organizmadrr.

Yapilan genis literatlir taramasma gore, ¢alismamiz D. melanogaster’de test
edilen ¢evresel Kirleticiler ile ilgili olan riskleri, 6zellikle de bu kimyasallarin D.
melanogaster ERR geninin ifadesi iizerine etkilerini ilk kez ortaya koymasi

bakimindan orijinal 6zellik tagimaktadir.
1.1. Endokrin Bozucu Kimyasallar

“Endokrin bozucu (EB)” terimi ilk olarak 1962’de Biyolog Rachel Carson’un
“Silent Spring” isimli kitabinda kimyasal maddelerin kuslar tizerindeki zararli
etkileriyle ilgili incelemelerini yaymnlamasiyla giindeme gelmistir. Daha sonra
1970’lerde Sullivan ve Barlow, ¢evredeki kimyasal maddelerin fétus ve insan saghgi

tizerindeki zararl etkilerini bildirmislerdir (Cetinkaya, 2009).

Endokrin bozucular olarak adlandrilan ksenobiyotikler; alkilfenoller, fitalatlar,
polikarbonat-tiirevi tiriinler, pestisitler, poliklorlu bifeniller, dioksinler, organotinler,
dogal ve sentetik Ostrojenler gibi farkli kimyasal gruplardan olusmaktadir
(Giingdrdii, 2007). Giinlimiizde EB’ler i¢in pek ¢ok farkli tanimlama yapilsa da, en
basit anlamda, organizmaya disaridan alman, dogal ya da insan kaynakli olan ve
bireyler tlizerinde bir takim olumsuz etkiler birakan maddeler EB olarak
tanimlanabilir. Daha genis kapsamli bir tanim olan, ABD Cevre Koruma Ajans1 (US

EPA) tanimina gore ise; EB kimyasallar, viicutta gelisimsel siirecin diizenlenmesi ve
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homeostazinin korunmasi i¢in gerekli olan dogal hormonlarn iiretimine, salinimina,
tasinimina, baglanmasma ve atidlimma miidahale eden ekzojen ajanlardwr (EPA,
2000). Bu baglamda, ¢evresel dstrojen kavramini da i¢ine alan “Endokrin bozucu”
terimi, hormon bozucu ile sinonim olarak kullanilmaktir (Giingérdi, 2007; Hu vd.,
2015).

Son yillarda yapilan pek ¢ok calismayla EB’ler, ¢evre ve insan saghgi iizerindeki
olumsuz etkilerinin gézlemlenmesi nedeniyle, ciddi birer tehlike unsuru olarak
degerlendirilerek, bilimsel tartigmalarin odag: haline gelmistir (Clotfelter vd., 2004;
Goktekin ve Barlas, 2008; Hirsch-Ernst, 2011). ABD Cevre Koruma Ajansi
bilinyesinde endokrin bozucu tarama ve test etme programlarmi gelistirmek i¢in
“Endokrin Bozucu Tarama ve Test Danisma Kurulu (EDSTAC)” olusturulmustur
(EPA, 2000).

EB’ler atik sulara karisarak gol ve deniz gibi dogal sularda, i¢me suyu
kaynaklarinda ve besin zincirinde birikim gdsterebilirler. Lipofilik karaktere sahip
olan bu kimyasallar, viicut dokularinda birikim gosterme egiliminde olmalarinm yan1
sra, oldukca kararli bir yapi sergileyerek, ¢evrede uzun yillar bozulmadan
kalabilirler. Ornegin, EB olarak degerlendirilen ve gevrede bulunan agr metaller
bozulmaz ya da yok olmazlar. Ozellikle dikloro difenil trikloroethan (DDT) ve
organoklorlu pestisitler lipofilik karakterlerinden 6tiirli, memelilerde yag ve meme
dokusunda birikim gosterme egilimindedirler. Dolayisiyla bu kimyasallar, ¢cok diisiik
dozlarda bile saghigi tehdit edebilecek pek ¢ok dnemli etkiye sahiptir (Clotfelter vd.,
2004).

Giinlimiizde pek ¢ok kimyasalin endokrin bozucu etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Pesticide Action Network’e gore diger kimyasal gruplarla
karsilastirildiginda, endokrin bozucu pestisitlerin EB’lerin en biiyillk grubunu

olusturdugu rapor edilmistir (Yu vd., 2013).

1.2. Endokrin Bozucu Kimyasallanin Etki Mekanizmasi

Son yillarda EB’lerin etkileriyle ilgili pek ¢ok farkli mekanizma ortaya ¢ikarilmig
olsa da, bu mekanizmalardan en Onemlileri hormonlar iizerinden olusturdugu
etkilerdir (Knez, 2013).

Endokrin bozucularin hormonlar lizerindeki etkileri asagidaki gibi siralanabilir

(Cetinkaya, 2009; Yigit, 2009).



e Endojen hormonlart taklit ederek hormon sentezini ve fonksiyonunu
engelleme,
e Depolonan  hormonlar1t  serbest birakma, salgilama ve tagmmm

mekanizmalarini engelleme ve baglanma,

Endojen hormonlari1devre dig1 birakma,

e Hormon reseptorlerini antagonize ya da agonize etme.

Endokrin sistemde meydana gelecek herhangi bir degisikligin, 6zellikle meme
kanserini de iceren pek c¢ok hastaliga neden olabilecegi bir ¢ok calisma ile

gosterilmistir (Quignot vd., 2012).

Ostrojen gibi davranarak dogal dstrojenlere benzer etki gdsteren ksenobiyotik
Ostrojenler ya da ksenodstrojenler olarak tanimlanan EB’ler, dogal hormonlarin
sentez ve metabolizmasmi etkileyerek ya da hormon reseptdr seviyelerinde
degisiklige neden olarak endokrin ve reprodiiktif etkiler olusturmaktadir (Shyu vd.,
2011; Newman, 2013; Yesilkaya, 2008).

EB’lerin organizmadaki Ostrojenik etkisini daha iyi anlayabimek ig¢in,

oncelikli olarak dstrojen hormonunun etki mekanizmasmi incelemek gerekmektedir.
1.3. Ostrojen Hormonunun Etki Mekanizmasi ve Ostrojen Reseptorleri

Ostrojen, basta ovaryum olmak iizere plasenta ve testis gibi pek ¢ok dokudan
salinan ve diger hormonlarla birlikte disilerde genital siklusu olusturan steroid yapida
bir hormondur (Baran ve Kocabagh, 2000; Giguére, 2002). 1970°li yillarmn
baglarinda 6strojenin etkisinin sadece lireme organlariyla smirh olduguna ve tek bir
Ostrojen reseptoriiniin buna aracilik ettigine inanilsa da, son yillarda yapilan pek ¢ok
arastirmayla, Ostrojenin tireme organlar1 disinda, pek ¢ok organda da gesitli etkilere
neden oldugu bildirilmistir (Esener, 2007; Giguére, 2002). Ostrojenin protein ve
RNA sentezini uyararak, ovaryum, bobrek, kalp, karaciger ve beyin gibi organlarmn
gelisiminde ve fonksiyon gormesinde Onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir
(Baran ve Kocabagh, 2000; Yigit, 2009; Ortona vd., 2014). Bununla birlikte, 6strojen
ifadesindeki yanlis diizenlemenin anormal hiicre ¢ogalmasina neden olarak, meme,

prostat ve endometrium kanseri gibi ¢esitli kanserlerin olusmasinda rol oynadigi

rapor edilmistir (Rao vd., 2011; Giguere, 2002).



Ostrojenin biyolojik etkileri ligand ile aktive edilen ve niikleer reseptdrlerin bir
grubu olan ostrojen reseptorleri (ER) araciligiyla gergeklestirilir (Rao vd., 2011;
Bannister vd., 2013; Micco vd., 2014).

ER’ler, hedef dokularda 6strojen reseptor alfa (ERa) ve Ostrojen reseptor beta
(ERP) olmak iizere iki farkli formda bulunur (Chigziola ve Meroni, 2012; Liu vd.,
2014; Paterni vd., 2014). Bu reseptorler farkli doku veya organlarda farkl sikliklarda
bulunabilirler. Ornegin, uterus ve meme bezlerinde ERo yogunlugu fazla iken,
merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, kemik, bobrek ve akcigerlerde
ERp’nin baskn olarak bulundugu rapor edilmistir (Altunkaynak vd., 2012).

Lipofilik karaktere sahip olan dstrojenler, hiicre i¢ine pasif difiizyonla girerek
ER’ler tarafindan baglanip, ER proteininde konformasyonel bir degisiklige neden
olurlar. Normalde inaktif halde bulunan reseptorler, hormonun baglanmasiyla birlikte

degisiklige ugrayarak DNA’ya baglanma yetenegi kazanir (Bannister vd., 2013).

1.4. Endokrin Bozucularm Ostrojenik Etkisi ve Ostrojenle Iliskili Reseptorler

Endokrin bozucu kimyasallarin baslica hedeflerinden biri olan niikleer reseptor
(NR)’ler, hormonal sistemin fonksiyon gormesinde biiyikk 6neme sahiptirler (Park ve
Kwak, 2010). Transkripsiyon faktorleri olan nikkleer reseptorler, organizmada pek
¢ok 6nemli gelisimsel ve fizyolojik siirecin kontroliinden sorumludur (Liu vd., 2014).
NR’leri diger transkripsiyon faktdrlerinden ayiran bashca 6zelligi ise, steroid, tiroid
hormonu, retinoik asit ve vitamin D gibi kii¢lik lipofilik molekiillerin baglanmastyla

aktive olmasidir (Necakov, 2011).

Cesitli terapotik maddeler tarafindan bu reseptorlerde meydana gelecek
degisiklikler, kanser, obezite, metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklar,
ndrodejenerasyon, inflamasyon ve osteoporoz gibi pek cok patolojik durumun

onlenmesinde Ve tedavisinde kabul gérmektedir (Paterni vd., 2014; Necakov, 2011).

Ostrojenle iliski reseptor (ERR)’ler, nikleer reseptorler siiper ailesi bashigi
altinda yer alan orphan reseptorlerdir. Bilindigi gibi nikkleer reseptorler, lipofilik
hormonlarin etkisini transkripsiyonel yanitlara doniistiiren ve omurgali gelisiminde
onemli rollere sahip olan yapilardir. Orphan reseptorler ise kendileri i¢in tanimlanmis

dogal ya da endojen bir ligandin s6z konusu olmadig1 reseptorlerdir.



ERR reseptorleri birbiri ile yakm iliskili 6strojen reseptorii ile iligkili reseptor
alfa (ERRa), 6strojen reseptorii ile iliskili reseptor beta (ERRpB) ve Gstrojen reseptorii
ile iligkili reseptor gama (ERRY) olmak iizere 3 iiyeye sahiptir (Um vd., 2012).
ERRB’nin ve ERRy’ni, ERRa ile karsilastirildiginda ifadelerinin daha smirli oldugu
ve daha digiik seviyelerde bulundugu bildirilmistir (Duellman vd., 2010). ERRa,
olduk¢a genis bir doku dagilimina sahip olmasma ragmen, enerji kaynagi olarak
tercihen yag asitlerini kullanan bobrek, kalp, beyincik, bagirsak ve iskelet kas1 gibi
dokularda yiiksek oranda ifade edilir (Schreiber vd., 2004). Yapilan arastirmalar
sonucunda ERRa’nin hedef genler, ko-regiilatér proteinler ven DNA baglanma
bolgesi kapsammda ERo ile benzer 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir

(Tennessen vd., 2011).

NR’ler; amino terminal bdlgesi (NTB), merkezi br DNA baglanma bdlgesi
(DBB) ve ligand baglanma bdlgelerine (LBB) sahiptirler. Bu bolgeler icerisinde
farkli tiyeler arasmda en fazla degiskenlik gosteren bolge NTB’dir. Bu bdlgenin en
onemli O0zelligi, giiclii bir transkripsiyon i¢in aktivasyon bdlgesi icermesidir. Bu
bolgede meydana gelecek herhangi bir post translasyonel modifikasyon ERR’nin
transkripsiyonel aktivitesini etkilemektedir. Dolayisiyla bu bolge ERR’nin
transkripsiyonel aktivitesi bakimmdan biiyik 6nem tasimaktadir (Hirvonen wvd.,
2011). NR’ler hedef genlerinin promotor bdlgesinde bulunan, kendilerine 6zgii olan
DNA dizilerini tanirlar ve baglanirlar. Bubaglanmadan sorumlu olan bélge DBB’dir.
LBB ise, agonist yada antagonist 6zellikteki ligandlar1 baglama yetenegine sahip
olan bolgedir (Giguere, 2008).

Ostrojenik kimyasallara 6rnek olarak DDT, DDE, dioksin, PCB, alkil fenoller
ve kanalizasyon atiginda ortaya ¢ikan farmasotikler verilebilir (Newman, 2013).
Bunun disinda pestisitlerde, endiistriyel kimyasallarda, deterjanlarda, gidalarin
paketlenmesinde kullanillan malzemelerde, plastiklerde ve atk su isletmelerinde
kullanilan pek ¢ok sentetik kimyasal 6strojen benzeri etkiler gostermektedir (Esener,
2007). Bu bakimdan ¢evresel Ostrojenler olarak da adlandirilan bu kimyasallar,
insanlar ve sucul canlilarda endokrin sistemin fonksiyonlarini bozarak, tireme saghgi
tizerinde pek cok olumsuz etkiye sahiptir. Buna bagl olarak bilim ¢evrelerince bu

kimyasallara kars1 duyulan ilgi gittikge artmaktadir (Nie vd., 2014; Shyu vd., 2011).

Organizmanin yasma ve saglik durumuna bagl olarak degisen oranlarda

viicuttan atilan Ostrojenin miktar1 6nemsiz olarak goriinmesine karsm, ozellikle
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endiistriyel aktiviteler sonucu cevreye salman cevresel Ostrojenlerin sularda ve
sedimentte birikim gostererek Onemli konsantrasyonlara ulastigir bildirilmistir
(Yildiz, 2009).

Atk su aritim tesislerinin yani sira, hayvancilik ve su trilinleri yetistiriciligi
atiklarmin bosaltimi ¢evresel Ostrojenlerin en yaygin ve en 6nemli kaynaklaridir.
Dolayisiyla, ¢evresel Ostrojenlerin olusumunun ve dagilimmimn yaygin olarak yiizey
sular1, yeralt1 sulari, toprak ve sediment aracilifiyla oldugu bildirilmistir (Nie vd.,
2014). Ureme sisteminin fonksiyonlarmni bozan bu kimyasallarm pek c¢ok canli
tiiriinde, cinsiyet bozukluklari, sperm sayisinda azalma, erkek organizmalarda disilik
ve disi organizmalarda da erkeklik 6zelliklerini arttirdigi rapor edilmistir (Yigit,
2009).

1.5. Drosophila melanogaster Niikleer Reseptorleri

Omurgasizlarin endokrin sistemi ve hormonlari, omurgalilar ile dogrudan
benzer degildirr. Omurgahlarin  endokrin  sistemiyle  karsilastirildiginda,
omurgasizlarin daha yiiksek oranda cesitlilige sahip oldugu gdze carpmaktadir. Buna
ek olarak, hormonlar boceklerin karmasik yasam dongiileri boyunca 6nemli bir role
sahiptir. Ugus i¢in enerjinin saglanmasi, metamorfoz ve gomlek degisimi gibi

fonksiyonlar hormonlarin kontrolii altindadir (Park ve Kwak, 2010).

Bilindigi gibi ashnda transkripsiyon faktorleri olan NR’ler, kanser,
inflamasyon ve diyabeti de iceren pek ¢ok metabolik, homeostatik ve gelisimsel
yolun kontroliinden sorumludur. Dogrudan kii¢tik lipofilik ligandlarm baglanmastyla
birlikte konformasyonel degisiklige ugrayan NR’ler, gen transkripsiyonunu aktive
etme ya da baskilama suretiyle hedef genin ifadesini diizenlemis olur (Necakov,
2011).

Niikleer bir reseptor olan ERR, insan sagligina dogrudan yarar saglayacak ayni
kokenli ligandlarmm belirlenmesinde Ornek olarak verilebilecek bir reseptordiir.
Insanlarda ERR meme kanserinde ve enerji homeostazisinde olduk¢a énemli bir role
sahiptir. ERR fonksiyonunu degistirebilen agonist ya da antogonistlerin belirlenmesi,
diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi enerji homeostazisindeki
dengesizliklerden kaynaklanan hastaliklar ve 6zellikle meme kanserinin tedavisinde
potansiyel yeni araglar saglamaktadr (Necakov, 2011). ERR’lerin omurgasizlardan

Drosophila ~ melanogaster ~ ve  Anopheles  gambiae, ekhinodermlerden
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Strongylocentrotus purpuratus ve kordalilardan Branchiostoma floridae, Ciona

intestinalis ve Herdmania curvata’da bulundugu belirlenmistir (Park vd., 2009).

Sayilar1 organizmadan organizmaya degisiklik gosteren niikleer reseptor
genlerinin insandaki sayis1 48 iken, D. melanogaster’de omurgalilar ile yiksek
derecede homoloji gosteren 18 niikleer reseptér geni bulunmaktadr. Bu 18 reseptor,
6 biiylk insan reseptdr alt ailesinin herbirine ait temsilci iiyelere sahiptir. Sahip
oldugu bu 6zellik, Drosophila’y: transkripsiyonel diizenleyicilerin bu farkl aileler
icinde molekiiler ve genetik ¢aligmalar yapmak i¢in mikemmel bir model organizma
yapmaktadir (Necakov, 2011). Ayrica Drosophila, pek ¢ok potansiyel kimyasal
kirleticinin organizmada {ireme, Omiir uzunlugu, genotoksisite ve hormonal

degisiklikler tizerindeki etkilerini test etmek amaciyla da model organizma olarak
kullanilmaktadr.

Drosophila’da ERR geni, ligand baglayici bolgenin (LBB) baslangicinda ekzon
varligina ya da yokluguna gore iki izoform olarak ifade edilir (lERR A ve dERR B).
Drosophila’da ERR geninin ifadesi en erken yumurtlamadan hemen sonra
saptanabilir (Tennessen vd., 2011). Yapilan ¢aligmalar ERR mutanti olan
Drosophila’larin, disik ATP seviyesi ve dolasimdaki yikselmis seker seviyesine
bagh olarak, larval fazin ikinci instar evresinde 6ldiigiine dikkat ¢ekmektedir. Bu
calismalar Drosophila’da ERR geninin karbonhidrat metabolizmasinda merkezi bir
role sahip oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla ERR genleri glikolizde islev yapan
pek cok genleri iceren birgok metabolik yoldaki anahtar genlerin ifadesini diizenler

(Tennessen vd., 2011).

Yapilan pek ¢ok ¢alisma, ¢cevresel dstrojenlere maruz kalma ile kanser olusumu
ve genotoksik etkilerin ortaya ¢ikmasi arasinda pozitif bir iliski oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Dolayisiyla biitiin bu 6zelliklerinden otiirii, ¢evremizde bulunan bu
kimyasallarm, toksik ve genotoksik potansiyelleri yonilinden test edilmeleri ve
molekiiler diizeyde etki mekanizmalarini anlayabilmek i¢in ERR geninin ifadesi
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi zorunlu hale gelmektedir. Bu bakimdan
caliymamizda kullanilan Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Dietilstilbestrol (DES),
17B-estradiol (E2), Tribiitiltin (TBT) ve Methidatyon (MD)’un farkli alanlarda
yaygin olarak kullanilmalar1 ve insan sagligi agisindan olasi riskleri yiiziinden ¢esitli

calismalarin odagi haline gelmistir. Tez calismamiz kapsaminda ele alman ¢evresel



Kirleticilerin yapilari, kullanim alanlari, ¢evresel durumlari ve etkileri asagida kisaca

a¢iklanmaktadir.

1.6. Bisfenol A (BFA)’mn Yapisi

Bisfenol A (BFA), 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan yapisinda olan, iki fenol ve
polikarbonat molekiillerinin birlesmesiyle elde edilen bir bilesiktir (Sekil 1.1). Iki
mol fenoliin bir mol aseton ile diisiik pH’da ve yiiksek sicaklikta konde nsasyonu ile
elde edilmektedir. Bu yolla iiretilen BF A genellikle % 99 saflikta olmaktadir (Prokop
vd., 2004). Ik olarak 1891 yilinda Rus kimyager Dianin tarafindan sentezlenen BFA,
oda sicakhigmda kati halde bulunusu, diisiik buhar basinci, orta derecede suda
¢ozlinlirligi ve disiik uguculugu ile dikkat cekmektedir (Asimakopoulos vd., 2012;
Huang vd., 2012).

Sudaki ¢oziiniirligii 25 °C’de 120 mg/L’dir (Ergiin, 2013). BFA’nin molekiiler
yapis1 Sekil 1.1. de, kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 1.1. de verilmistir.

CH,

Sekil 1.1. Bisfenol A’nin molekiiler yapis1 (Asimakopoulos vd., 2012).

Cizelge 1.1. BFA’nin bazi kimyasal 6zellikleri

Kimyasal Formiilii (CH3),C(CsH40OH);
Molekiil Agirhig 228,29 g/mol
Yogunlugu 1,20 g/lcm®

Sudaki Coziiniirliigii 25°C 120 mg/L
Kaynama Sicakhgi 220 °C

1.6.1. BFA’min Kullamm ve Cevresel Durumu

BFA, epoksi, polisiilfon, poliakrilat, polieterimid ve doymamis poliester gibi
polimer ve regine iiretiminde 6nemli bir ara {iriin olarak endiistride oldukca yiiksek

miktarlarda kullanilmaktadir. Polikarbonat siseler (su sisesi ve bebek biberonu),



kaplamalar, dis dolgu malzemeleri, gida paketleri, yapistiricilar, kozmetik {irtinleri,
elektronik malzemeler, otomobil parcalari, vernik ve boya malzemeleri gibi ¢ok
cesitli materyal ve {riinde bulunan BFA, giinliik hayatta kolaylikla
karsilagabilecegimiz bir maddedir (Asimakopoulos vd., 2012; Gyllenhammar vd.,
2012; Huang vd., 2012). Bubaglamda giin gectikte giderek artan oranlarda tiretilen
BFA’nm; 1980’lerde tiim diinyada yillik iiretim kapasitesi 1 milyon ton iken, 2009
yilinda 2.2 milyon tonu agmustir (Erkekoglu ve Giray, 2012). 2010 yilinda Amerika
Gua ve Ila¢ Dairesi tarafindan yanmnlanan rapora gdre, BFA’nin 6zellikle anne
karninda ve ¢ocukluk ¢agmda zararh etkileri olabilecegi rapor edilmistir. Ilerleyen
donemlerde ise pek ¢ok iilkke biberonlarda BF A kullanimini yasaklamistir. 2011 yih
Haziran ayinda iilkemizde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlhigi'nin ‘Tiirk Gida
Kodeksi Gida Maddeleri ile Temasta Bulunan Plastkk Madde ve Malzemeler’
Tebligi'nde yaptig1 degisiklik yiiriirliige girmistir. Teblig uyarinca, referans numarasi
"13480" olan "2,2-Bis(4-hidroksifenil) propan", Tirk Gida Kodeksi (TGK)-Bebek
Formiilleri ve TGK-Devam Formiilleri Tebliglerinde bebek olarak tanimlanan
tiketici grubu i¢in kullanilan, polikarbonat madde ve malzemelerin iiretiminde
kullanilmamasi belirtilmistir (Durmaz ve Giray, 2013). Ancak iilkemize ithalat ile
gelen ucuz plastiklerin yapisinda hala BFA bulunabilecegi dikkate alinacak olursa,
ozellikle bebeklerin ve cocuklarin bu bilesik ile etkilesim icerisinde olduklari
sOylenebilir (Erkekoglu ve Giray, 2012).

BFA oral emilimi takiben, karacigerde hizli bir sekilde ¢ogunlukla CYP2C18
ve daha az olarak CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile ana metaboliti olan bisfenol
A-glukuronide metabolize edilir ve hizli bir sekilde idrarla atilir (Zemheri, 2011).
Viicutta idrardan baska, kan, yag dokusu, anne siitii, semen, tiikiirik, folikiiler sivi,
plasenta ve gobek kordonu kaninda bulundugu bildirilmistir (Kovacic, 2010).

Bir maddenin tolere edilebilir giinlik alim miktari, viicut agirhig dikkate
almarak ifade edilen ve tiim yasami boyunca herhangi bir risk olusturmadan her giin
tiiketilebilir olan miktaridr (Durmaz ve Giray, 2013). Diinya Saglk Orgiitii
(WHO) ne gore yetiskinler icin BFA gilinlik alim miktar1 ortalama olarak viicut

agirhgmin 0.4- 1.4 pg/kg, en kotii senaryo ile 4.2 pg/kg oldugu tahmin edilmektedir
(FAO/WHO,2011) (Gyllenhammar vd., 2012).

Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan pek g¢ok ¢alismada BFA’nin ¢ok

diistik dozlarda bile saglik lizerinde birtakim olumsuz etkilere neden olduguna dikkat
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cekilmektedir. Bu baglamda, BFA’ya maruz kalan hamile kadinlar ve fetiislarmdaki
BFA diizeyleri degerlendirildiginde, anasal ve fetal BFA konsantrasyonu arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Lee vd., 2008). Yapilan bagka bir
calismayla yavruda BFA konsantrasyonun anneye gore daha az oldugu ancak,
BFA’nm birikim gosterme egiliminden olmasindan 6tiirdi, fetiistin risk altinda oldugu
gosterilmistir (Giilnaz, 2006). Ayrica yapilan pek ¢ok calismayla, dogum 6ncesi
ewrede ve yenidogan gibi gelisimin erken donemlerinde BFA’ya maruz kalan
kemirgenlerin, yetiskin evrede maruz kalanlara oranla daha ciddi sorunlarla kars1
karsiya kaldiklari rapor edilmistir (Izumi, 2008). Bunun disinda ABD’deki yetiskin
popiilasyonda obezite ile idrardaki yikksek BFA seviyesi arasinda pozitif bir iliski
oldugu bildirilmistir (Carwile vd., 2011).

1.6.2. BFA’nin Endokrin Bozucu Etkisi

BFA 1930’1lu yillarda 6strojenik etkiye sahip oldugunun saptanmasiyla birlikte
pek ¢ok arastiricinin ilgi odagi haline gelmistir. Yapilan bir¢cok calisma ile BFA’nin
Ostrojen reseptorlerine (ER) baglanarak, dstrojene yanit olarak olusan gen ifadesini
indiikledigi ve Ostrojenik aktivite gdsterdigi rapor edilmistir (Erkekoglu ve Giray,
2012; Durmaz ve Giray, 2013).

BFA’nin ERa ve ERP reseptor bolgelere baglanabilme 6zelligi DES’e gore
yaklasik 20.000 kat, 17p-estradiol’e gore ise yaklask 10.000 kat daha zayiftir
(Giilnaz, 2006; Durmaz ve Giray, 2013). BFA’nin &strojenik aktivitesi dokunun
icerdigi ER tipine bagh olarak degiskenlik gdstermektedir. In vitro olarak yapilan
calbgymalarda BFA’nin ERB’ya baglanma ilgisinin ERa’ya gore 10 kat daha fazla
oldugu gosterilmistir (Yigit, 2009).

BFA’nin insanlar iizerindeki etkilerini konu alan ¢alismalar gozden gegirilecek
olursa, ilk veriler 2002 yilinda Takeuchi ve Tsutsumi tarafindan yaymlanmistir
(Takeuchi ve Tsutsumi, 2002). Buna gore ilging bir sekilde kadin ve erkeklerde BFA
ile toplam ve serbest testosteron seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
rapor edilmistir. Ayrica mesleki olarak BFA’ya maruz kalan erkeklerin idrarlarmda
kontrol grubuna gore daha yiiksek konsantrasyonlarda BF A seviyesine rastlanmustir.
Ayrica BFA’ya bagh olarak FSH seviyesinde azalma gdzlenmektedir (Knez, 2013).
BFA’nm antitiroid hormon aktivitesi ve bagisiklik sistemi ile sinir sistemi iizerindeki

bir takim olumsuz etkilerinin rapor edildigi sayisiz galigmadan sonra, standart bir test

11



sistemi i¢in BFA’nin endokrin bozucu etkilerinin izlenmesi gerektigi rapor edilmistir

(Izumi vd., 2008).
1.7. Nonilfenol (NF)’iin Yapis1

Cevrede bulunan zararli kimyasallarin 6nemli bir grubunu alkilfenol etoksilat
bilesikleri (AFE) olusturmaktadir. Bir AFE molekiilii, alkilfenol ve etoksilat olmak
tizere ki kisimdan olugsmaktadir. Bu yapi, alkilfenol etoksilatlar: suda ¢6ziiniir hale
getirerek kirli yiizeylerden kirin uzaklastrilmasma yardim etmektedir (Ath, 2010).
AFE bilesiklerinin en Onemli iyeleri, nonilfenol etoksilat ve oktilfenol
etoksilatlardir. Bu bilesikler etilen oksit yan zincirlerini kaybederek, alkilfenollere
doniisiirler. (4-n-oktilfenol ve 4-n-nonilfenol) (Knez, 2013). Alkilfenoller, ¢evrede
cesitli endiistriyel aktiviteler sonucu ortaya c¢ikan, plastiklerde, pestisitlerde
destekleyici olarak, temizlik maddelerinde ve deterjanlarda aktif madde olarak
kullanilan kimyasallardir. (Newman, 2013). En onemli alkilfenollerden biri olan
Nonilfenol (NF), AFE bilesiklerinin yaklasik %82’sini olusturur ve biyolojik olarak
bozunmaya en dayanikli olan, olduk¢a toksik, organizmalarda biyolojik olarak
birkkim gosteren bir kimyasaldr (Li vd., 2010; Richardson vd., 1999). NF’nin

molekiiler yapis1 Sekil 1.2°de, bazi kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 1.2°de verilmistir.

OH

CH,(CH.),CH,
Sekil 1.2. Nonilfenol’in molekiiler yapis1 (Asimakopoulos vd., 2012).

Cizelge 1.2. Nonilfeno!l’iin bazi kimyasal 6zellikleri

Kimyasal Formiilii Ci5 H4O
Molekiil Agirhig 220,25 g/mol
Yogunlugu 0,94 g/cm®
Sudaki Coziiniirligii 6 mg/L (pH 7)
Kaynama Sicaklig 180-181 °C
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1.7.1. NF’nin Kullanimu ve Cevresel Durumu

NF, yiiksek performansi ve maliyetinin diisiik olmas1 nedeniyle endiistride en
cok tercih edilen kimyasallardan biridir (Naylor, 1995). Kozmetik {iriinlerinde,
plastik boyalarda, yiyecek ve icecek ambalajlarinda, ev ve sanayi deterjanlarinda,
kagit, deri, tekstil ve petrol endiistrisinde, pestisitlerde, sterilizasyon malzemelerinde,
hali ve kilim fabrikalarinda, lateks tiretiminde, spermisit olarak kondomlarda, bebek
biberonu ve oyuncaklar gibi ¢ok genis bir yelpazede yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Ath, 2010; Capaldo vd., 2012; Gyllenhammar vd., 2012; Naylor,
1995; Sayed vd., 2012; Espinosa vd., 2009; Asimakopaulos vd, 2012). Danimarka
Cevre Ajansma gore tolere edilebilir giinlik NF alimi viicut agirhiginin Spgkg

olarak kabul edilmektedir (Espinosa vd., 2009).

Cevrede oldukca kararli ve kalict olan NF, 1940 yilinda kesfedilmesinden bu
yana, endistrinin gelismesiyle birlikte, yiikksek miktarlarda sentezlenmekte ve
ozellikle su igerisine bosaltilmaktadwr. Bu nedenle siklikla atik sularda ve gidalarda
bulunur. (Knez, 2013; Balakrishnan vd., 2011). Bu baglamda NF ile yapilan
calismalar 6zellikle sucul ¢evre iizerine odaklanmustir. Yapilan bir ¢alisma NF’nin
bagkalasim  srasinda, Rana  nigromaculata iribaglarmm  kuyruklarida

malformasyonlara neden olduguna dikkat cekmektedir (Capoldo vd., 2012).

NF, ozellikle iireme sisteminde biiylik hasarlara neden olarak, sperm sayisinda
azalmaya neden olmaktadir. Yapilan sayisiz caligmayla birlikte NF’nin insanda
reaktif oksijen tiirlerinin iretimini arttrarak, oksidatif strese neden oldugu
gosterilmistir (Aly vd., 2012). Bir ¢aligmada, gida maddelerindeki NF miktarlarmi
belirlemek amaciyla, Almanya’da yeni dogan ve yiiriimeye basglayan ¢ocuklarm
tikettikleri gida maddelerindeki NF miktarlar1 Olgiilmiistir. Calismada, gida
maddelerinde bol miktarda NF bulundugu ve bu durumun 6zellikle yeni dogan

bebekler i¢in yiiksek risk olusturdugu bildirilmistir (Raecker vd., 2011).

Alkilfenollerin insan saghgi iizerindeki olumsuz etkilerine dair endiselerin
giderek artmasi lizerine, 2002 yilinda Avrupa Komisyonu Ortak Arastirma Merkezi
tiim deterjanlardaki alkilfenolleri yasaklamistir. Ancak giliniimiizde hala pestisitlerde

ve plastiklerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Espinosa vd., 2009).

Alkilfenollerin kemirgenler ve sucul canlilar {izerindeki etkisine dair ¢ok

sayilda ¢aligma olmasma ragmen, insanlar lizerine yapilan g¢alismalar oldukga
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yetersizdir. Yapilan ¢aliymalar 6zellikle anne siitli aracilifiyla alkilfenollerin 6nemli
bir diizeyde bebege gectigini gdstermistir. Ancak literatiir taramas1 yapilirken, saglk
lizerine olas1 etkilerini degerlendirmek amaciyla, alkilfenol maruziyetiyle baglantil

insan epidemiyolojik ¢calismalar1 bulunamamistr (Knez, 2013).
1.7.2. NF’nin Endokrin Bozucu Etkisi

NF’nin ¢esitli balik tiirleri, kuslar ve memeliler iizerinde Ostrojenik, toksik ve
karsinojenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Sayed vd., 2012). Steroid olmayan
fenolik bir bilesik olan 4-Nonilfenol (4-NF)’iin, 17p-6stradiol ve DES ile olan
yapisal benzerligi ile dikkat ¢ekmektedir (Balakrishnan vd., 2011). Bu baglamda
ksenodstrojen olarak tanimlanan NF, disi cinsiyet hormonlarmi taklit etmesi
nedeniyle pek ¢ok arastirmanin odagi haline gelmistir. Ostrojen reseptdr yolunu
etkileyebilen NF, sahip oldugu lipolitik etkiye bagl olarak insanlar ve hayvanlar
tizerinde olduk¢a toksik etkilere sahiptir. Birgok in vitro ve in vivo ¢alisma NF’nin
hayvanlarda ve insanlarda iireme fonksiyonlarmi degistirerek, endokrin sistemi
etkiledigini gostermektedir (Espinosa, 2009). Bu acidan, Ostrojen reseptoriine zayif
baglanma potansiyeline sahip olan NF’nin, ERa’y1 aktive ederek, Ostrojen bagimh
gen ekspresyonuna sebep oldugu bildirilmistir (Vivacqua vd., 2003; Knez, 2013;
Raecker vd., 2011; Villeneuve vd., 2002).

Yapilan pek ¢ok calisma ile Ozellikle 4-NF’nin insanda teratojenik ve
kanserojenik etkilere sahip oldugu gdzlenmistir. 4-NF’nin Ostrojen reseptorleriyle
dogrudan etkilesimi sonucu, iireme fonksiyonlarmin olumsuz yonde etkilendigi ve
membrana bagl dstrojen reseptorlerini taklit ederek, 17B-0stradiol’e benzer aktivite
gosterdigi bilinmektedir. 4-NF’nin, ERa ve ERP reseptorleri, ERR a, B ve y
(6strojenle iliskili reseptorler), biiyiime hormonu, p53 ve 11- B-Hidroksisteroid
dehidrogenazin ekspresyonlarini diizenledigi gosterilmistir. Tiim bu veriler 15181nda,
4-NF’nin potansiyel bir endokrin bozucu oldugu ve 6zellikle fetal donemdeki maruz
kalmaya bagh olarak insanlarda gelisimsel anormalliklere neden olabilecegi one
strtilmiistiir. (Balakrishnan vd., 2011). Bu agidan 2003 yilindan bu yana Avrupa
Birligi tarafindan NF’nin kullaniminda kisitlamalar getirilmistir (Sayed vd., 2012).

Alilfenollerin Ostrojenik etkisi yaygin olarak laboratuvar kemirgenleri
tizerinde calisiimaktadir (Knez, 2013). Yapilan arastrmalar sonucu NF’nin Gstrojen

reseptorlerine baglanarak, MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardigt ve sican
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uterusunda mitotik aktiviteyi indikledigi bildirilmistir. Ozellikle erkek {ireme
sistemini etkileyen NF, epididimal agirlikta ve sperm sayisinda azalmaya neden
olmaktadr (Ferguson vd., 2000; Knez, 2013).

Baliklar {izerinde yapilan c¢aligmalarda, NF’nin baliklarda cinsiyet
hormonlarmin konsantrasyonlarin1 degistirdigi ve Spermatogenezi inhibe ederek,
gonadosomatik degerleri degistirip, erkeklerde ovotestis gelisimini indikledigi
saptanmistir. Boylece juvenil ¢agda disilesmeye neden oldugu rapor edilmistir
(Lahnsteiner vd., 2005; Michelangeli vd., 2008).

1.8.  Tribiitiltin (TBT)’in Yapisi

Tribiitiltin (TBT), (CsHg)3Sn*-X kismu iceren bilesikler grubudur. Burada X,
anyon veya kendisine bagh bir grubu gostermektedir. X’in yapisi, TBT nin su ve
polar olmayan c¢oziciilerdeki ¢oziniirligi ve buhar basinci gibi fizikokimyasal
Ozelliklerini etkilemektedir. Klorlama (TBTCI) bu bilesiklere yiiksek oranda lipofilik
karakter kazandwrarak, cevrede oldukca kararli hale getirir. Boylece cevrede
kolaylikla birikim gdstererek besin zinciri araciligryla insana kadar ulasan pek ¢ok
organizmay1 etkileyebilmektedir (Sharan, 2013). Bu gergekler g6z dniine alindiginda
TBTCI’'nin 6zellikle sucul yasam i¢cin en gii¢lii toksik kimyasallardan biri oldugu
sOylenebilir (Sharan vd., 2013).

TBTCI’nin molekiiler yapis1 Sekil 1.3°de, baz1 kimyasal 6zellikleri ise Cizelge
1.3’de verilmektedir.

H3C/\/\ /\/\CHg
\/\/CH3

Sekil 1.3. Tribiitiltin klorid (TBTC1)’in molekiiler yapis1 (Ferreira vd., 2012).
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Cizelge 1.3. TBTCI'nin bazi kimyasal 6 zellikleri

Kimyasal Formiilii [CH3(CH>)3]3SnCl
Molekiil Agirhig 325,51g/mol

Yogunlugu 1,2 g/mL at 25 °C(lit.)
Kaynama Sicakhgi 171-173 °C/25 mmHg (lit.)

1.8.1. TBT’nin Kullanimi ve Cevresel Durumu
1960’11 yillarda ozellikle kimya endistrisinin gelismesiyle birlikte, Tribiitiltin
(TBT) ve Trifenilkkalay (TPT) gibi organik kalay bilesikleri, etkili biyosidal
ozellikleri nedeniyle, dezenfektan ve biyosit olarak yaygmn bir sekilde kullanilmaya
baglanmustir (Okay, 2004; Newman, 2013; Yu vd., 2013; Liu vd., 2012, Zheng vd.,
2005). Oldukca etkili bir biyosit olan TBT, midye gibi deniz canlilarmin gemi
ylizeyinde cogalmalarini dnlemek amaciyla, geminin su ¢izgisinin altma siiriilen
boyalarda yosunlagsmay1 6nleyici olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadr (Yu, vd.,
2013; Vardar ve Harjono, 2002). Yiksek derecede etkili olmasi ve nispeten diisik
maliyeti nedeniyle, 1970’lerden beri ylizey koruyucu ajan olarak TBT nin liretimi ve
kullanimi 6nemli 6lglide artmistir (Newman, 2013). Bunun disinda, ahgap iiriinlerin
korunmasinda, sogutma suyu sistemlerinde, odun hamuru ve kagit fabrikasi
sistemlerinde, bira fabrikasinda, tekstil ve endiistriyel su sistemlerinde yosunlagmay1
Onleyici ajan olarak yogun olarak kullanilmaktadir (Park ve Kwak, 2010).
Alternatiflerine gore tercih edilmesinin en dnemli nedenlerinden biri oldukca
etkili ve dayanklh olmasidir (60 ay; alternatifleri 30- 36 ay). 1980’li yillarda
TBT’nin yarilanma Omriiniin olduk¢a uzun oldugunun (>6 ay) belirlenmesiyle
birlikte, sedimentte ve organizmada kolaylikla birikim yapabileceginin farkina
varilmistir (Okay, 2004). Ozellikle anaerobik sartlar altinda, deniz sedimentlerinde
TBT ve bozunma firiinlerinin tahmini olarak onlarca yil bozulmadan kalabilecegi

tahmin edilmektedir (Zhang vd., 2013).

1970’ lerin sonlarindan baslayarak, bir¢ok bilim adami TBT bilesiklerinin ¢cok
diistk konsantrasyonlarda bile sucul organizmalar iizerinde toksik etkilere sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu baglamda, toksik, kalici, biyobirikimli ve endokrin
bozucu Ozellige sahip olmasi nedeniyle, Avrupa Birliginin oncelikli kirleticiler
listesine dahil edilmistir (Morales vd., 2013; Ferreira vd., 2013). Sucul sistemler igin

oldukca toksik olan TBT, genotoksik, norotoksik, hepatotoksik, teratojenik,
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bagisiklik baskilayict ve endokrin bozucu etkileri ile balik, deniz yildiz1 ve deniz
solucant gibi sucul organizmalar i¢in 6nemli bir tehlike olusturmaktadir (Park vd.,
2013). TBT’ye maruz kalma sonucu ordek, fok ve baliklarda biyolojik birikimin
oldugu ve balklarda bagisiklhigin zayifladigi pek ¢ok caligmayla rapor edilmistir.
Bagka bir calismada yosunlagsmayi 6nleyici boyalardan siiziilen TBT nin bir istiridye
tirii olan Carassostrea gigas’ta kabuk deformasyonu, biiyiime azalmasi ve iireme

basarisizligi gibi etkilere neden oldugu saptanmistir (Newman, 2013).

TBT’nin canli organizmalar iizerindeki olumsuz etkilerinin gdzlenmesinden
sonra, Ekim 2001°de diizenlenen Uluslararast Denizcilik Orgiitii (IMO)
toplantisinda, zehirli organotinler iceren gemi boyalarmin, Ocak 2003’ten itibaren
kullanimdan kaldirilmasma ve 2008’de organotinli boyalarin tiim gemilerden
uzaklastirilmasma  veya  giivenli bicimde muhafaza edilmesine  karar
verilmistir.(Gemilerdeki Zararli Ciirlime-6nleyici Sistemlerin Kontroliine iligkin
Uluslararas1 Konvansiyon, 2001) (Vardar ve Harjono, 2002). TBT kullanimi, bu
sozlesmeye dahil olan pek ¢ok iilkede yasak olmasina karsin, diger iilkelerde
tiretimine devam edildigi ve biyosit olarak kullanildig1 distiniilmektedir (Ferreira
vd., 2013).

1.8.2. TBT’nin Endokrin Bozucu Etkisi

Memeliler, 6zellikle de insanlar, deniz {iriinleri, gida maddeleri ve igme suyu
gibi ¢ok ¢esitli yollarla kagmilmaz bir sekilde TBT’ye maruz kalmaktadir (Chen vd.,
2008; Ferreira vd., 2013). Ozellikle gelisimin erken donemlerinde bu maruziyet
sonucu ireme organlar1 ve cinsel olgunlagma {izerinde bir takim olumsuz etkiler
gozlenmektedir. Kapsamli bir sekilde literatiir taramasi yapildiginda, TBT’nin
cogunlukla yumusakgalar ve baliklar {izerindeki endokrin bozucu etkilerine
rastlanmakla birlikte memeliler {izerine sadece birkag makale gdze c¢arpmaktadir
(Chen vd., 2008; Zhang vd., 2013). Yapilan bir ¢alismada TBT maruziyeti sonucu,
zebra balklarinda cinsiyet oraninin erkekler yoniinde degistigi rapor edilmistir. Bir
diger c¢alismada ise, disi yumusakcalarda erkek {ireme organlarmmn gelistigi
bildirilmistir (Chen vd., 2008; Zhang vd., 2013; Yu vd., 2013). Disilerdeki boylesine
anormal bir gelisim, erkek Ozelliklerin diside gelismesi yani imposeks olarak
tanimlanmaktadir. Pek c¢ok tirde imposekse bagh olarak disilerin 6ldigi
gozlenmistir. Boylesi bir letal sonug dogal popiilasyonlarda cinsel agidan olgun disi

sayisin1 Onemli 6l¢lide azaltabilir ve lokal olarak neslin tiikkenmesi gibi oldukga ciddi
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sonuglara yol acgabilir. Neslin tikenmesi ¢evresel TBT konsantrasyonunun yiiksek
oldugu marina, liman, iskele ve ana gemi seferi kanallarina yakn alanlarda yaygmn
olarak gozlenmektedir (Newman, 2013). Ema ve Harazono (1995, 1996) yaptiklar1
calismalarda, sigcanlarda gebeligin ¢ok erken donemlerinde TBT maruziyeti sonucu,
doza bagl olarak dogurganlikta 6nemli dlgiide azalma, implantasyonun engellenmesi

ve implantasyon sonrasinda embriyo 6liimii ve teratojenik etkiler gézlenmistir (Chen

vd., 2008).

Endokrin bozucu olarak tanimlanan TBT, son zamanlarda metabolik bozucu
olarak da ifade edilmektedir. Ayn1 zamanda insan kemik iligi hiicrelerinde lipit
birkimi ve yag hiicresi farkhilagmasmi indikledigi ve yumurtalk gelisimini
engelledigine dair calismalar bulunmaktadir. Ayrica bir ¢ok caligmayla yetiskin
baliklarda testis gelisimini engelledigi bildirilmistir (Zhang vd., 2013).

Bilindigi gibi aromatazlar, dstrojen biyosentezinin son basamaginda gorev alan
bir enzim kompleksidir. Meme, yumurtalik, testis, plasenta, beyin ve adipoz doku
gibi pek ¢ok dokuda androjenlerin dstrojenlere doniistimiinii saglayarak total 6strojen
diizeyini arttirirlar (Karahan ve Kelicen, 2011). Siganlar ile yapilan bir ¢alismada
kronik olarak TBTCl'ye maruz kalan siganlarm beyinlerinde bu bilesigin birikim
yaptig1 bildirilmistir (Omura vd., 2004). TBT nin beyinde aromatazlarin ifadesini
inhibe ederek, maskiilinizasyon etkisi yarattig1 da rapor edilmistir (Zhang vd., 2013).
Fare ve sigcanlarda TBT’nin yiikksek oranda birikim gosterdigi baslica dokular
arasinda karaciger, bobrek, dalak, yag ve testisler gelmektedir (Ferreira vd., 2013).

Kaya baliklarinda diisik TBT konsantrasyonlarinda beyin ERa and ERf
ifadesinde artiy oldugu bildirilmistir. Bilindigi gibi beyin en dnemli endokrinal
organlardan biridir ve baliklarin liremesinde 6nemli bir role sahiptir. Yapilan bir
cabymada TBT’nin kompleks endokrin bozucu etki gostererek, kayabaliklarinda
Cypl9b ve ER ifadesini etkiledigi bildirilmistir (Zhang vd., 2013). Ayrica son
yillarda yapilan pek ¢ok doz bagimli in vivo ve in vitro ¢alisma ile birlikte, TBT nin

yag hiicrelerinde ERa and ERfB’y1 aktive ettigi rapor edilmistir (Sharan vd., 2013).
1.9. Methidatyon (MD)’un Yapisi

Methidatyon (MD) (S-[(2,3- dihydro-5- meth- oxy-2-oxo 1,2,3-thiadiazol-
3(2H)- yl] 0,0- dimethyl phosphorodithioate), olduk¢a genis spekturumlu
organofosfatl (OF) bir insektisittir (Takayasu vd., 2012). Olduk¢a toksik olan MD,

1991 yilinda ABD EPA tarafindan, simif 1 toksik bir kimyasal olarak, son derece
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toksik bir bilesik olarak listeye dahil edilmistir (Stavropoulos vd., 2000). MD’nin
dahil oldugu OF bilesikleri, fosfor igeren asitlerin ester, tiol ester veya anhidrit
tirevleridir. Bu bilesikler asi1l etkilerini sinir sistemi iizerinde gdsteren kimyasallardir

(Demirdégen, 2010).
1.9.1. MD’nin Kullanimi ve Cevresel Durumu

1966°dan beri ticari olarak seralarda ya da a¢ik alanlarda yetistirilen meyve
agaclari, liziim asmalar1 ve sebzelerin yetistirilmesinde, g¢esitli bocek ve akarlara
kars1 miicadelede yaygm bir sekilde kullanilan ancak giiniimiizde yasaklanan MD,
asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini inhibe ederek, hedef canlinin sinir sistemini
zayiflatict etki gostermektedir (Stavropoulos vd., 2000; Giingérdii, 2013; Giiney vd.,
2007; Takayasu wvd., 2012). MD’nin de dahil oldugu organofosfatlar
asetilkolinesteraz enzimini, aktif bélgesindeki serin aminoasitinin hidroksil grubunu
fosforlayarak inaktif hale getirirler. Asetilkolinesteraz enziminin baskilanmasiyla,
sinir sisteminde asetilkolin birikimi baglayarak, muskarinik ve nikotinik reseptorler
asir1 oranda uyaridmis olur. “Kolinerjik sendrom” olarak bilinen bu duruma bagh
olarak, merkezi sinir sisteminde asetilkolin miktarinin artmasi sonucu, birtakim
duyusal ve davranigsal bozukluklar, koordinasyon bozukluklari, motor
fonksiyonlarm baskilanmas1 ve solunum yetmezIligi gibi ciddi saglik sorunlari ortaya
¢ikar. Solunum bozukluguna eslik eden artmms akciger salgilari, organofosfat
zehirlenmelerinde goriilen 6liimlerin en sk karsilasilan nedenidir. (Demird6gen,
2010). Organofosfatlar, hem insanlarda hem de hayvanlarda merkezi sinir sistem,
kardiyovaskiiler sistem, tirogenital sistem, metabolik ve endokrin sistem Ve

kolinesterazlar1 inhibe ederek etkilemektedir (Gokalp vd., 2003).

Genis spekturumlu etkisine bagl olarak, MD’nin tarimda, evlerde, bahgelerde
ve veterinerlikte yaygin bir kullanim alan1 bulunmaktadir. MD’nin de dahil oldugu
OF bilesikleri son derece toksik olmalarina ragmen, ¢cevrede organoklorlu pestisitler
(OK) kadar kalict degildir. Giines 15181, hava veya toprakla temas sonucu hizl bir
sekilde hidroliz olarak pargalanirlar. Bu 6zellikleri sayesinde DDT, aldrin ve dieldrin
gibi ¢evrede son derece kalict olan OK bilesiklerinin yerine alternatif olarak
kullanilmaya baslanmistir. Ancak her ne kadar OF bilesikleri, OK bilesiklerine gore
daha hizli parcalansa da, akut toksisiteleri daha yiksektir. Dolayisiyla pestisit
zehirlenmelerinde OF bilesikleri ilk sirada gelmektedir (Demirddgen, 2010).

Ozellikle, OF bilesiklerin sik¢a kullanilmas: bu bilesiklerin gevrede yaygm bir
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sekilde bulunmasma ve biyolojik sistemler lizerinde zararli etkilerinin ortaya
¢ikkmasina neden olmaktadir. Yapilan pek ¢ok In vitro ve in vivo calisma,
organofosfath insektisitlerin lipit peroksidasyonunu arttwrdigmi ve eritrositlerdeki
antioksidan enzimlerinin aktivitelerini degistirdigini gostermektedir (Altuntas vd.,
2002). Bunun disinda OF bilesiklerin, karaciger, bobrek, kalp, pankreas ve bagisiklik
sistemi gibi pek cok dokuda biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklere neden
oldugu rapor edilmistir (Yavuz vd., 2005). OF bilesiklerin hedefi olan organlardan
biri de, yumurta olusumu ve hormonlarin senteziyle normal olarak iireme

fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayan yumurtaliklardir (Giiney vd., 2007).
1.10. Dietilstilbestrol (DES)’in Yapisi

Dietilstilbestrol (DES) 4-[4-(4-hydroxyphenyl)hex-3-en-3-yllphenol,
farmakolojik etkileriyle dogal estronlara benzeyen ve ER’lere yiiksek afiniteye sahip
olan yaygmn bir non-steroid sentetik estrojendir (Takayanagi vd., 2006) (Sekil 1.4).

OH

HOy l

Sekil 1.4. Dietilstilbestrol’iin molekiiler yapis1 (Takayanagi vd., 2006).
1.10.1. DES’in Kullamm ve Endokrin Bozucu Etkisi

[k defa 1938 yilinda Leon Goldberg tarafindan sentezlenen sentetik
ostrojenik bir bilesik olan DES, ilk olarak gebeligi korumak amaciyla hamile
kadmlarda 1947-1971 yillar1 arasinda kullanilmistir (Bosquiazzo vd., 2013). Ancak
daha sonralar1 yapilan ¢alismalarla, DES’in klinik olarak disiigii engellemesine
ragmen, DES’e maruz kalan kadinlarda meme kanseri gelisme riskinin yaklagik 2 kat
artig gosterdigi ve DES kullanmis olan annelerin ki1z ¢ocuklarinda serviks ve vajina
adenokarsinomuna daha sik rastlandigi saptanmistir (Walker ve Kurth, 1993;
Bosquiazzo vd., 2013; Bhan vd., 2014). Bu baglamda genotoksik ve karsinojenik
etkiye sahip oldugu bilinen DES’in ¢ok az miktarlardaki kalintis1 dahi karsinojenik
etkinin olugum stirecini baslatabilmektedir (Orug vd., 2007).
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Fetal donemde DES’e maruz kalan erkek ¢ocuklarda ise azospermi, kisirlik
ve testis kanseri riskinin artis gosterdigi rapor edilmistir (Goze vd., 2000; Yesilkaya,
2008). Ayrica insanda DES maruziyeti ile reme yollar1 anomalileri arasinda bir
iliski oldugu da rapor edilmistir (Hammes vd., 2003). Bunun tizerine DES piyasadan
kaldridmistir (Yesilkaya, 2008).

Evcil hayvanlardan elde edilen et miktarmnda artigs1 saglamak ve yemden
yararlanma oranini arttrmak amaciyla, ilk kez 1947 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde (ABD) DES ile baslayan anabolizan maddelerin kullanimi, sagladigi
biiyik ekonomik faydalari nedeniyle yaygmlik kazanmustir. Ancak daha sonralari
yapilan aragtrmalar sonucunda DES’in karsinojen etkisi anlasilmig ve kasaplik
hayvanlarda anabolizan maddelerin kullanimi smirlandirimistir. Avrupa Birligi
(AB)’nde de, 1989 yilindan beri biiyiime hormonu uygulanan hayvanlarm etlerinin
tilkketime sunulmasi yasaklamustir. Ulkemizde de Resmi gazetede yaymlanarak
yuriirliige giren 2003/18 sayili gida degeri olan hayvanlara uygulanmasi yasaklanan
ve belli sartlara baglanan hormon ve benzeri maddeler hakkindaki teblige gore;
stilbenler, stilben tiirevleri, tuzlar1 ve esterleri, antitiroidal etkili maddeler, anabolizan
amacla kullannma uygun steroidler, rezorsilikasit laktonlar, beta agonist etkili
hormon ya da hormon benzeri etkiye sahip maddelerin gida degeri olan hayvanlara
anabolik amaglarla uygulanmasi yasaklanmistr Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlhigi tarafindan ruhsath olmak kaydiyla belirtilen maddeleri igeren ilaglar ancak
veteriner hekim recetesine tabi olarak satilabilmektedir. Ancak mezbahalarda
laboratuvar donaniminin yetersiz olusu dikkate almacak olursa anabolizan madde
iceren etlerin tespitinde sikintilar yasanma olasiligi oldukga yiiksektir (Orug vd.,
2007).

1.11. 17g-ostradiol (E2)’in Yapis1 ve EtkKisi

Yapisinda aromatik A halkasmin, 3. karbon (C3) atomu’nda bulunan fenolik
hidroksil grubu ile beraber 17. karbon (C17) atomunda hidroksil grubu yer alan E2,
gelisim ve tireme fonksiyonlarinda anahtar role sahiptir (Karagiil, 2006) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. 17p-6stradiol’in molekiiler yapis1 (Takayanagi vd., 2006).

Dolasimda bulunan dogal Gstrojen hormonlarmm baslicalar1 173-6stradiol
(E2), ostron (E1) ve 6striol (E3)’diir. Bunlar icerisinde en etkili olan E2°dir. Ayrica
E2 ve El karacigerde birbirlerine dontisebilmektedir. Hem erkek hem de kadinda
bulunan Gstrojen hormonunun, iireme ¢aginda olan kadinlardaki seviyesi erkeklere
nazaran oldukca yiksektir. Eseysel olgunluga erigsmis bir kadinmn kaninda en fazla
oranda bulunan ve en etkili olan 6strojen hormonu yumurtalik kaynakli olan E2’dir

(Bayraktar, 1996).

Ostrojen memeli dokularin ¢ogunda; hiicrelerin biiyiimesi, embriyolojik
gelisimi ve yasamin devamlilig1 agisindan 6nemli rollere sahiptir. (Altunkaynak vd.,
2012). Kadm iireme sisteminin gelisimi ve korunmasi ve erkeklerde sperm {iretimi
icin gerekli olan steroid bir hormon olan dstradiol, ayni zamanda kardiyovaskiiler
sistem, merkezi sinir sistemi ve kemik gelisimi i¢in de biiyllkk Oneme sahiptir
(Giguere, 2008). Hedef hiicreye ulasan Ostrojenler, bagh oldugu 6zel plazma
proteininden ayrilarak, serbest hale gecerler. Diisiik molekiil agirlikli ve yagda
cozlinebilir Ozellige sahip olan Ostrojen, diflizyon araciligiyla hiicre zarindan
rahatlikla gecebilir. Hiicrenin sitoplazmasma ulastiginda, diger steroid hormonlardan
farkli olarak 6zgiin bir reseptor proteine baglanmaksizin nukleusa gelerek, nukleusta
kromatine tutunmus olan reseptdre baglanir. Aktif hale gecen hormon- reseptor
bilesimi, gen etkilesimini ve kromatindeki DNA’dan mRNA’nmn yapmmini baslatir.
mRNA nukleustan ayrilarak, sitoplazmaya geger ve graniilli endoplazmik
retikkulumun dis yiizeyindeki ribozomlarda hormona &6zgii 6zel yeni proteinlerin

olusumunu baslatir (Esener, 2007; Seyran ve Erigir, 2008).

Bilindigi gibi birgok sentetik endiistriyel kimyasal androjen ve Ostrojen gibi
hormonlarin etkilerine benzer etkiler gostermektedirler. Bu baglamda 1998 yilinda

Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada E2’nin lagim sularmin karistigi nehirlerde bol
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miktarda bulundugu rapor edilmistir. Benzer bulgular Hollanda, Kanada, Almanya,
Isvec ve Tiirkiye’den de bildirilmistir (Cek ve Sarthan, 2010).

Farkli organizmalarda yapilan ¢alismalarda, E2’nin yiiksek dozlarda
uygulanmasina bagh olarak 6lim oranini yiikselttigi ve biiyiime oranini dislirdiigii
bildirilmistir. Her ne kadar E2 uygulamasmm genellikle biiylimeyi artiric1 bir
etkisinin oldugu rapor edilse de, yiliksek konsantrasyonlu uygulamalarda baliklarin
agirlik artisinda doza bagh olarak azalmalar meydana geldigi bildirilmistir. Yapilan
bir ¢aligmada, 100 pg/L E2 uygulamasi sonucu baliklarda yasama orani %90 olarak
belirlenmisken, 200 pg/L E2 uygulamasinda yasama oranmmn %70’ distigi
gozlenmistir. Buna bagh olarak E2’nin belli bir dozdan sonra toksik etki gosterdigi
rapor edilmistir (Turan vd., 2005).

1.12. Genetik Toksikoloji

Kelime anlamu ile toksikoloji, <’zehir bilimi’” demektir (Mural, 2005). Daha
genis bir ifadeyle toksikoloji, organizmalarin {izerinde birtakim olumsuz ya da
istenmeyen etkiler brakan etmenlerin ortaya ¢ikisini, onlarmn fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 0zelliklerini, canli organizmada ugradigi degisimi ve etki mekanizmalarmni
olas1 risk faktorleri ile birlikte deneysel olarak inceleyen bir bilim dalidir (Dogan,
2008).

Toksikolojik ¢aligmalar, toksik etkinin hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmasinin yani sra bagisiklik lizerine olan etkilerini de inceler. Bu baglamda,
multidisipliner bir bilim dal olan toksikoloji, fizik, kimya, biyoloji, matematik,
farmakoloji, fizyoloji, patoloji, biyokimya ve immiinoloji gibi bir cok bilim dali ile
yakindan iligkilidir (Vural, 2005).

Kendi igerisinde ¢esitli alt dallara ayrilan toksikolojinin en Onemli alt
dallarindan biri de, genetik toksikoloji veya genotoksikolojidir. Genotoksikoloji,
cesitli fiziksel ya da kimyasal ajanlarin DN A ve kromozomlar tizerine olan etkilerini
inceler. Bu baglamda DNA ve kromozomlarda hasar olusturan toksik ajanlar
genotoksin olarak adlandirilirken, DNA molekiilii ve genotoksinlerin etkilesimi
sonucu ortaya ¢ikan ve gelecek kusaklara aktarilan toksisite ise genotoksisite olarak
tanimlanmaktadir (Derelango ve Hollinger, 2002).

Teknolojinin gelismesiyle birlikte insanlar giinlik yasamlarinda ¢ok sayida
genotoksik ajanla karsi karsiya kalmaktadw. Gilinlimiizde ilaclar, gida katk:
maddeleri, tarim ilaglart ve plastiklestiriciler gibi pek ¢ok madde kullanimmnin her
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alanda hizli bir sekilde artmasi, bu maddelerin insan genomu iizerinde herhangi bir
olumsuz etkisinin olup olmadigmmm test edilmesini zorunlu hale getirmektedir.
Omegin alkilleyici ajanlardan olan Mitomisin C (MMC) Streptomyces
caespitosus’tan elde edilen olduk¢a giiclii antibakteriyel ve antitimor fungal bir
antibiyotiktir. Pankreas, akciger, uterus, serviks, kolon, mide, rektum ve mesane gibi
pek cok kanser tiiriinde yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. MMC’nin genotoksik
etkiye neden oldugu fare spermatositlerinde mikronukleus testi ve kromozom
aberasyon testleri gibi birgok farkl ¢alismayla kanitlanmistir. Bunun disinda kemik
iligi hiicrelerinde ve D. melanogaster’de MMC’nin genotoksik etkilere neden oldugu
rapor edilmistir (Touati vd., 2013).

Bu kimyasal maddelerin genotoksik etkilerinin arastirilmasinda farkli canli
tirlerini igeren ¢ok ¢esitli test yontemleri gelistirilmistir (Yiizbasioglu vd., 2014)
Molekiiler ve kromozomal diizeyde olabilen genotoksisite testleri, etki
mekanizmalarma gore in vivo veya in vitro olarak ¢alisilabilmektedir (Jena vd.,
2001). Ureme hiicrelerindeki veya somatik hiicrelerdeki mutasyonlar1 temel alan
genotoksisite testleri ile, gelecek kusaklarda kalitsal hastaliklara neden olan, tireme
yetenegini olumsuz yonde etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile karsinojenik etkili
olan mutasyonlar Dbelirlenebilmektedir. Bu ¢alismalar sayesinde belirlenen
mutasyonlar, DNA iplik¢igindeki kirilmalar ve cesitli kromozom hatalar:
genotoksisitenin varhigini1 gostermektedir (Dogan, 2008). Molekiiler diizeyde olan
genotoksisite ¢aligmalarinda, DNA’da olusan hasarin direkt olarak belirlenebilmesi
amaciyla yapilan komet testi Ames Testi ve Drosophila testleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kromozomal diizeyde olan genotoksisite arastrmalarinda ise
kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonlar1 (KA) ve mikronukleus
(MN) analiz yontemleri yaygim olarak kullanilmaktadr (Kurtoglu, 2010).

1.13. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri (SMART), g6z benek testi ve
kanat benek testi olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Her iki test de nokta mutasyonlari,
delesyonlar, kromozom anomalileri ve mitotik rekombinasyonlar1 belirlemede
kullanilir. Kanatta mutasyona ugramis hiicrelerin analizi, goze gore daha kolaydir
(Graf wvd., 1984). Uygun isaret genlerinin heterozigotlugunun kaybi esasina
dayanarak gelistirilen bu testler, larvanin imajinal disklerinde mitotik olarak ¢ogalan

biiylik hiicre gruplarin1 hedef almaktadir. Bu imajinal disk hiicrelerinin herhangi
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birinde genetiksel olarak bir degisim olursa, bundan sonraki ogul hiicrelere bu
degisim aktarilarak mutant hiicre klonlar1 olusur. Olusan bu genetiksel degisim,
fenotipe yansiyan bir degisiklige neden olursa, bu klonlar ergin bireyin kanatlarinda
ve gozlerinde mutant hiicre benekleri seklinde gézlenir. Cesitli kimyasallara maruz
birakilan sineklerde indiiklenmis olan klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasalin
genotoksik etkisiyle ilgili sayisal sonuglar verir. Ayrica gozlenen klonlarm tipi, bu
klonlarm olusumda rol oynayan mutasyonal mekanizmalar1 ortaya ¢ikarir
(Henderson, 2004).

Kanat benek testinde fenotipik olarak kanat lizerinde gbzlenebilen iki isaret
geni kullanilmaktadir. Bu genlerden biri ¢oklu kanat kili (mwh) genidir. Mutant olan
bu gen, liglincii kromozomun sol kolunun uca yakin boliimiinde lokalize olmustur (3-
0.3). Resesif bir gen olan mwh geni, homozigot olarak (mwh/mwh) yasatilabilir.
Homozigot olarak bulundugu zaman hiicre bagma bir kanat kili yerine, ¢oklu kanat
Killarmm olusumuna neden olur (Rodriguez-Arnaiz vd., 1996). Diger isaret geni flare
(fIr®) ise kanat killarmm seklini etkileyen resesif mutant bir gendir. Bu gen de iigiincii
kromozomun sol kolunda fakat sentromere daha yakin (3-38.8) olarak yer alir. Flare
geninin {i¢ mutant aleli vardir ve hepsi homozigot letaldir (flr i¢in homozigot olan
zigotlar ergine gelisemez). Fakat heterozigot bir bireyin kanat imajinal disklerindeki
homozigot hiicreler yasayabilir ve mutant kanat hiicrelerine gelisir. Homozigot
letaliteden otiirti flr alelleri inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant
isaret gen tasiyan dengeleyici bir kromozomla birlikte flr’/TM3, Bd® stok olarak
tutulur (Graf ve Singer, 1992).

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde, iki ayr1 ¢aprazlama
kullanilmaktadir. Bunlardan biri standart ¢capraz (ST), digeri ise promutajenlere kars1
duyarli olan yiksek biyoaktivasyon (YB) ¢aprazidrr. Standart capraz icin flr¥/TM3,
Bd® soyundan toplanan virjin disiler, mwh erkekleri ile aprazlamr. Yiiksek
biyoaktivasyon caprazinda ise ORR/ORR;fIr*/TM3, Bd® soyunun virjin disileri ve
mwh erkekleri gaprazlanir. Bu ¢aprazlar sonucunda gelisen heterozigot larvalara,
mutajenik etkisi arastwrilmak istenen maddeler uygulanir. Bu larvalardan gelisen
ergin sinekler kanatlarda beklenen somatik mutasyonu belirlemek amaciyla analiz

edilir. Ergin bireyler fenotipik olarak ayirt edilebilen iki farkli fenotipe sahiptir;
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(1) Trans-heterozigot bireyler (mwh flr*/ mwh* flr)® fenotipik olarak yabanil
tip kanatlara sahiptir

(2) Dengeleyici- heterozigot bireylerin (mwh flr*/ TM3, Bd®) kanat kenarlar:
testere dislidir. Dengeleyici-heterozigot bireylerde ¢ok sayida invesiyon
nedeniyle rekombinasyonlar engellenmistir. Bu nedenle sadece mwh tekli
benekleri ortaya ¢ikar (Graf ve Schaik, 1992).
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Sekil 1.6. Tekli ve ikili beneklerin olusumuna neden olan farkli genotoksik olaylar1
gosteren genetik mekanizmalar (Rincon ve Graf, 1995). A: Normal kanat killarinmn
olusumu, B: Delesyon sonucu tekli benek olusumu, C: Mitotik rekombinasyon

sonucu ikili benek olusumu, D: Mitotik rekombinasyon sonucu tekli benek olusumu
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Ergin bireylerin kanatlari, mutant hiicre klonlarmi tespit etmek amaciyla
kesilir ve mikroskop altinda taranr. Gozlenen mutant hiicre klonlar1 farkli benek
gruplarma ayrilarak kaydedilir.

Tekli flr3 veya mwh benekleri (kiigik ve biiyikk benekler); nokta mutasyon
(flr+ yada mwh+ da), kromozomal degisiklik (6rnegin veya flr+ veya mwh+
delesyonu) ya da mitotoik rekombinasyon oldugunu gosterir. Ote yandan ikili
benekler (birbirine yakm duran flr3 ve mwh hiicreleri) 6zellikle mitotik
rekombinasyon sonucu olusur (Sekil 1.6). Bu nedenle ikili benekler, uygulanan
maddenin rekombinasyon aktivitesi hakkinda on fikir verir. Istatistik analiz igin
benekler fenotipleri agisindan biiyiik tekli benek, kii¢iik tekli benek ve ikili benekler
olarak siniflandirilirlar.

Beneklerin farkhi tipleri farkli genetik mekanizmalar nedeniyle ortaya
c¢ikmaktadr. Tekli benekler nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret gen (mwh ve flr)
arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusurken, ikili benekler 3. kromozomun
sentromeri ve flr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olugmaktadir
(Watanabe vd., 1996).

Kiiciik benekler (bir ya da iki mutant hiicre) pupada son bir-iki mitoz
boliinme sirasinda olusurken, biiyikk benekler (ii¢ ya da iigten fazla mutant hiicre)
daha erken, larva asamasmda olusur. Ayrica kromozomal aberasyonlar sonucu
meydana gelen genetikk bozukluklar, mutasyonun baslangic zamanma bagh
olmaksizin ¢ogunlukla kii¢ciik klonlar olarak ortaya ¢ikar (Rincon ve Graf, 1995).

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), somatik
hiicrelerde heterozigotlugun kayb1 olarak degerlendirilen ¢ok sayida genetik olaym
belirlenmesine olanak verdiginden ¢ok yonlii kullanilabilen in vivo bir testtir. Bu
nedenle, SMART olas1 genotoksik maddeleri test etme olanagi saglarken, dogal ya
da sentetik ¢esitli maddelerin olast antigenotoksik etkilerini arastirma olanagi da

saglamaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile Yapilan

Genotoksisite Cahs malar

Sarikaya ve Memmi (2013), Drosophila Kanat Benek Testini kullanarak, pretroid
grubu insektisitlerden olan metofluthrin ve transfluthrin’in genotoksik etkisini
aragtirmiglardir. Standart ¢aprazin kuruldugu calismada, {iclincii instar evresindeki
larvalara, transfluthrin’in 0.0103 mg/mL ve 0.103 mg/mL, metofluthrin’in ise
opug/mL ve 60pg/mL dozlart uygulanmistir. Calisma sonucunda transfluthrin’in
kullanilan her iki dozunun, metofluthrin’in ise 60ug/mL dozunun Drosophila’da

mutajenik ve rekombinojenik etkiye neden oldugu rapor edilmistir.

Demir vd. (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada aygicegi ve soya yaglarinin
kizartma ve kaynatma {iriinlerinin genotoksik etkisini Drosophila SMART Testi
kullanarak arastirmuslardir. Calismada ¢ekinik flare (fIr®) ve goklu kanat kili (mwh)
genlerini tagtyan Uliglincii instar evresindeki heterozigot larvalar s6z konusu yaglarm
% 6, % 12 ve % 24 olmak iizere i¢ farkli konsantrasyonlar1 ile kronik olarak
beslenmiglerdir. Calisma sonucunda kaynatma ve kizartma islemine tutulmayan
aycicek ve soya yagmnm genotoksik etkisi oldugu saptanmustir. Ug kez olmak {izere
15, 30 ve 60 dakika siiresince Aygicek yagi kaynatilmasidan sonra gii¢lii genotoksik
etkiler gézlenirken, aycicek yagi ile patates kizartilmasinda bazi genotoksik etkiler
gdzlenmistir. Ote yandan, iic kez olmak iizere onbes, otuz ve altnus dakika siiresince
soya yag1 kaynatilmasinda 6zellikle altmig dakikada toplam klonlar i¢in pozitif yanit
elde edilirken, soya yagi ile patates kizartilmasinda otuz ve altmis dakikada bazi
genotoksik aktiviteler elde edilmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada kullanilan aygicek
ve soya yagmin kizartma ve kaynatma iriinlerinin D. melanogaster'de genotoksik

etkiye neden oldugu rapor edilmistir.

Gargara triinlerinden olan chlorexidin ve benzidamine—HCI’nin genotoksik
etkisinin Drosophila SMART Testinin Kkullanarak karsilastirildigi bir ¢alismada,
cekinik flare (fIr®) ve ¢oklu kanat kili (mwh) genlerini tasiyan tigiincii instar
evresindeki heterozigot larvalara chlorexidin’in 0.5, 1 ve 2 mg/mL, benzidamine—
HCPlnin ise 0.38, 0.75 ve 1.5 mg/mL dozlar1 uygulanmistir. Calisma sonucunda
gargara triinlerinin uygulanmasma baglh olarak sineklerin hayatta kalis oranlarmin,

kontrol grubuna oranla anlamli oranda diisiik oldugu ve bu iriinlerin Drosophila’da
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toksik etkiye neden oldugu saptanmustir. Sonu¢ olarak, yapilan caliymada her iki
gargara Urliniiniin de yiiksek dozlarmin kanat bagma diisen mutasyonlar1 arttirarak

genotoksik etkiye neden oldugu bildirilmistir (Erciyas vd., 2010).

Carmona vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, civa bilesiklerinden
olanciva Il klorid (MC) ve metil civa klorid (MMC)’in genotoksik etkisi Drosophila
SMART Testi ile arastirilmigtir. Calismada Uciincli instar evresindeki larvalara
MC’nin 1 ile 50 uM, MMC’nin ise 0.5 ile 5 uM arasindaki dozlar1 uygulanmustir.
Calisma sonucunda her iki civa bilesiginin yiiksek oranda toksik etkiye neden oldugu
ancak kiicik, biiyiik ve ikili benek sayilarinda 6nemli bir artiga neden olmayarak

genotoksik etki gdstermedigi rapor edilmistir.

Obezite tedavisinde medikal amagh olarak kullanilan orlistat’in mutajenik ve
rekombinojenik etkisinin degerlendirildigi bir ¢calismada, larvalara kronik olarak
orlistatin 2.4, 4.8 ve 9.6 mg/mL olmak {izere {i¢c farkli dozu uygulanmistir. Hem
standart ¢apraz (ST) hem de yiksek biyoaktivasyon ¢aprazmmm (HB) kuruldugu
calismada, orlistatin kullanilan tiim dozlarmm Drosophila’da rekombinojenik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Orsolin vd., 2012).

Andrade vd. (2014), elektronik, havacilik, insaat, ilag ve biyomedikal bilimler
gibi ¢esitli alanlarda sik¢a kullanilan karbon nanotiiplerinin (NT) insan saghgi ve
cevre bakimindan gilivenirliligini test etmek amaciyla, bu malzemenin potansiyel
toksisitesini ve DNA hasarmi arastirmak i¢cin Allium cepa genotoksisite/mutajenite
testini ve Drosophila’da SMART testini kullanmiglardir. Calismada U¢ilincii instar
evresindeki larvalar NT’nin 64,160, 400 ve 1000 pg/mL olmak iizere dort farkl
konsantrasyonuna maruz birakilmiglardir. Allium cepa testi sonuglarma gére, NT nin
onemli bir genotoksik ya da mutajenik etkiye neden olmadig1 gézlenmistir. SMART
testi sonuglar1 incelendiginde, tiim konsantrasyonlar i¢cin yasama ylizdelerinin
%90’ tlizerinde oldugu bildirilmis ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda NT nin
Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigi ve NT’den
kaynaklanan herhangi bir DNA hasarmin olmadigi rapor edilmistir.

Guterres vd (2013), Ocotea acutifolia bitkisinden elde edilen 5 alkoloidin,
Drosophila’da mutajenik ve rekombinojenik aktivitesini SMART testini kullanarak
arastirmiglardir. Calismada alkoloitler, iiciincii instar evresindeki larvalara kronik

olarak uygulanmistr. Calisma sonucunda alkoloitlerin doza bagh olarak genotoksik
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etki gdsterdigi tespit edilmis, baz1 alkoloitlerin mitotik rekombinasyonu indiikledigi

rapor edilmistir.

2.2. Cahsmada Kullamlan Cevresel Kimyasallar ile ilgili Yapilan Toksisite ve

Genotoksisite Calis malar

Watts vd. (2001) BFA’nin Diptera smifina mensup sucul bir bécek olan
Chironomus riparius’un gelisimi ve tiremesi lizerine olan etkisini aragtrmuglardir.
Calisma sonucunda 78 ng/L ile 0.75 mg/L arasindaki dozlarla uygulanan BFA’nm,
pupadan ¢ikis zamaninda istatistiksel olarak anlamli bir gecikmeye neden oldugunu

ve erginlerin pupadan ¢ikis yilizdesini azalttigini bildirmislerdir.

Baska bir ¢aliymada, arastiricilar BFA’nin biiylime, gelisme ve esey orani
tizerine etkilerini Musca domestica (kara sinek) tlizerinde arastirmuslardir. Bu
caliymaya gore, BFA’nn 100 pgkg ve 1000 pgkglik konsantrasyonlarmnin
uygulanmas1 yumurtadan larvaya ve larvadan pupaya ge¢is oranlarmni istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde azaltmis ve pupadan ¢ikis siirelerini geciktirmistir. Ayrica

doz artigma bagh olarak pupal agirlikta azalma oldugunu rapor edilmistir (Izumi vd.
2008).

Pickford vd. (2003) BFA’nin, Afrika pengeli kurbagasi Xenopus laevis’in
bliyiime, gelisme ve eseysel farklilasmasi iizerine etkisini incelenmistir. Calismada
17b-estradiol (E2) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Calisma kapsaminda Xenopus
laevis larvalarma BFA’nin 0.83-497 ng/L arasindaki dozlar1 uygulanmistir. Calisma
sonucunda BF A’nin uygulanan dozlarmm Xenopus laevis’in larval biiyiime, gelisme

ve eseysel farklilagmasi lizerinde herhangi bir etkiye neden olmadig1 gézlenmistir.

Liu vd. (2012) TBT nin Xenopus tropicalis embriyolar: iizerinde teratojenik
etkisini arastirmuglardir. Bu baglamda Xenopus tropicalis embriyolar1 72 saat
boyunca tribiitiltin kloridin 50, 100 ve 200 ng/L’lik dozlarma maruz birakilmistir.
Bunun sonucunda TBT’ nin anormal gbz gelisimi ve ylizge¢ eksikligi gibi birtakim

histolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.

Ang Yu vd. (2013) TBT’nin nérotoksik etkisini Sebastiscus marmoratus
lizerinde arastirmiglardir. Calisma kapsaminda TBT nin 10, 100 ve 1000 ng/L’lik
dozlar1 uygulanmistr. 50 giinlik uygulama sonucunda TBT maruziyetine bagh

olarak baliklarda depresif yirtict davraniglar gozlenmistir. Kontrol grubuyla
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karsilastirildiginda, TBT maruziyeti sonucu doz artisma bagh olarak beyinde
dopamin seviyesinde artis saptanirken,  5-hidroksitriptamin ve norepinefrin
seviyesinde Onemli bir azalis oldugu rapor edilmistir. Calisma sonucunda TBT’nin
merkezi sinir aktivitelerini etkileyerek baliklarda depresif yirtict davranislara neden

olabilecegi rapor edilmistir.

Peranandam vd. (2010) TBT’nin tath su karidesi Macrobrachium
rosenbergii' nin embriyonk gelisim, biylime ve kulugka iizerine etkisini
arastirmiglardir. Calismada TBT’nin 0.78 ppm, 1.56 ppm ve 3.12 ppm’lik dozlar1
uygulanmigtir. Calisma sonucunda 3.12 ppm uygulamasindan sonra yumurta
kulugkasinin azaldigi ve embriyonik gelisimin geciktigi rapor edilmistir. 0.78
ppm’lik uygulama sonucunda ise embriyonik gelisim ve kuluckada onemli bir

degisiklik gdzlenmemistir.

Ferreira vd. (2013) organotin bilesiklerinden monobiitiltin (MBT), dibfitiltin
(DBT) ve tribiitiltin (TBT)’in toksik etkisini in vitro olarak insan ndroblastoma hiicre
hattinda degerlendirmislerdir. Calismada, hiicre canlilig§i ve c¢ogalmasinin
inhibisyonu, F-aktinn DNA fragmantasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimi gibi degisikliklerle mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen
degisiklikler gibi bikag belirteg kullanilarak hiicre 6limii  mekanizmasi
aragtirilmistir. Calismada 0.1-1 pM gibi cok diisiik konsantrasyonlarda bile DBT ve
TBT’ nin olduk¢a toksik oldugu saptanwken, MBT’ nin yiksek dozlarmm hafif
sitotoksik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. En toksik etkiye sahip olan
TBT’nin uygulanan yiiksek konsantrasyonlarinda laktat dehidrogenaz salmimima

neden oldugu rapor edilmistir.

Madoka vd. (2005) TBT nin eseyler arasindaki akut toksisitesini kargilagtirmak
amaciyla, caprellid amphipods’larm 5 tiirti TBT’nin 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100
ug/L dozlarma 20°C’de 48 saat maruz brakilmigtir. Bunun sonucunda eseyler
arasinda TBT’nin akut toksisitesinde belirgin bir farklhilik gbézlenmedigi tespit

edilmistir.

Park vd. (2013) TBT’nin potansiyel ekolojik riskini degerlendirmek amaciyla
Gomphina veneriformis’da biiyiime orani, gonad indeksi, cinsiyet orani, interseks
gonadlar ylizdesi, filtrasyon hizi ve solunga¢ anormallikleri gibi ¢esitli biyolojik

yanitlart1 aragtirmiglardir.  Ayrica ¢ahsma kapsammda, uygulanan TBT
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konsantrasyonlarina bagh olarak gdzlenen ¢esitli biyokimyasal ve molekiiler yanitlar
arastirtlmigtir.  Calismada doz artisina  bagh olarak TBT’nin  Gomphina
veneriformis’da bliylimeyi geciktirdigi saptanmigtr. Ayrica TBT uygulamasindan
sonra gonad indeksinde azalma ve cinsiyet dengesinde degisme oldugu rapor
edilmigtir.

Chen wvd. (2008) TBT’nin farelerde spermatogenez Tlzerine etkisini
aragtirmiglardir. Calismada fareler TBT nin 0.5, 5, and 50 pg/kg olan oldukca diisiik
dozlarma maruz bwrakimistir. 30 giinlik TBT maruziyeti sonucunda farelerde
gonadosomatik indeksin (GSI) Oonemli derecede azaldigr saptanmistwr. Calisma
sonucunda testislerde testosteron seviyesinin degismedigi gozlenirken, doza baglh
olarak 17B-06stradiol seviyesinde Onemli bir azalma oldugu ve TBT uygulamasi
sonucunda testislerde sperm olusumunun 6nemli bir sekilde inhibe edildigi rapor

edilmistir.

Zhang wvd. (2013) TBT’nin, kaya baligi Sebastiscus marmoratus
yumurtaliklarinda lipit birikimi ve testosteron esterlesmesi tlizerine etkiSini
aragtirmiglardir.  Calisma  kapsammda TBT uygulamasma bagh olarak
yumurtaliklarda esterlenmis sekilde bulunan testosteron seviyesinde anlaml bir
azalma gozlenmis ve bu azalmanim serbest testosteron seviyesinde ki artisa bagh
olarak gerceklesmis olabilecegi One siirtilmiistiir. Yapilan caliyma sonucunda TBT
uygulamasmin Sebastiscus marmoratus’un yumurtalik fonksiyonunu ve yumurta

gelisimini etkileyebilecegi rapor edilmistir.

Zhang vd. (2003), Crustacea smifina mensup olan Daphnia magna erginlerine
50 pg/L konsantrasyonunda 4-NF uygulamasi yaparak, yenidogan bireylerde
gelisimsel bir takim anormalliklerin oldugunu ancak fekundite ve esey oraninda

herhangi bir degisiklik olmadigini rapor etmislerdir.

Ath (2010) yaptigi calismada, bisfenol A (BFA), 4-nonilfenol (4-NF) ve 4-
tert-oktilfenol (4-tert-OF)’iin Drosophila melanogaster’in gelisim biyolojisi ve dmiir
uzunluguna etkilerini aragtwrmustir. Larvalar s6z konusu olan kimyasallarin 0.1mg/L,
Img/L ve 10mg/L’lik konsantrasyonlarma maruz birakilmistir. Calisma sonucunda
uygulanan kimyasallarmm Drosophila melanogaster’in gelisim biyolojisini, yumurta

verimini ve Omiir uzunlugunu ¢esitli sekillerde etkiledigi rapor edilmistir.
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Giiney vd (2007) siganlarda subkronik olarak uygulanan methidatyonun
(MD)’un toksisitesine karsm, E ve C vitaminlerinin 1iyilestirici etkisini
aragtirmiglardir. Calyma sonucunda MD uygulamasma bagh olarak, serum
malondialdehit (MDA) seviyesinde kontrol grubuna gdére 6nemli bir artis oldugu
goriilmiistiir. Uygulama yapilan vitamintMD gruplarnda ise MDA seviyesinde
onemli Olciide azalma oldugu bildirilmistir. Ayrica kontrol grubuyla
karsilastirildiginda vitamin+MD grubunda daha az olmakla birlikte, hem MD, hem
de vitamin+tMD gruplarinda kolinesteraz (ChE) aktivitesinde 6nemli oranda bir
azalma oldugu saptanmustir. Sonug olarak subkronik MD uygulamasmin ovaryumda
hasara neden oldugu bildirilmistir. Ayrica MD uygulamasinin, MD’nin toksisitesiyle
iligkili molekiiler bir mekanizmayla lipit peroksidasyonuna neden oldugu rapor
edilmistir.

Methidatyonun, hedef olmayan organizmalar iizerindeki toksik etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada methidatyonun toksik etkisi, Pelophylax
ridibundus, Pseudepidalea viridis ve Xenopus laevis iizerinde karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Toksik etkinin erken belirtileri olarak, GST, AChE, CaE, GR,
LDH ve AST enzim aktiviteleri, 96 saat siireyle methidatyona maruz birakilan 4
glinlik iribaslarda tayin edilmistir. Calisma sonucunda 3.2 mg aktif icerik (AI)/L
methidatyon konsantrasyonuna maruz kalan P. ridibundus, P. viridis ve X. laevis
iribaslarinda, GST aktivitesinin indiikklendigi, AChE aktivitesinin ise inhibe edildigi
bildirilmistir (Glingdrdii, 2013).

Moura vd (2011), meyvelerde kullanilan pestisitlerin Chrysoperla externa
tizerindeki toksik etkisi arastirilmistir. Calisma kapsaminda incelenen MD’nin,
erginlerde yumurtlama iizerine etkisinin yani sira, larva ve pupalarin hayatta
kalmalar1 {izerine etkisini aragtwmiglardir. Caligma sonucunda larvalara uygulanan
MD’nin tiim larvalarin dliimiine neden oldugu saptanmis ve C. externa lizerinde

toksik etkiye neden oldugu rapor edilmistir.

Takayasu vd (2012), organofosfatli bir pestisit olan MD’nin oral yoldan
almmasi ile olusan 6liimciil zehirlenme vakasi lizerine calismislardir. 80 yasinda
yataginda Oli bulunan bir adamin yapilan adli otopsisi sonucunda kayda deger
herhangi bir morfolojik degisiklik saptanmadigi, ancak toksikolojik tarama
testlerinde mide icerisinde MD ekstraktlarina rastalandigr bildirilmistir. Kalp kan,

periferal kan, idrar, beyin, akciger ve karaciger gibi viicut sivilar1 ve organlarda da
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yiiksek oranda MD’ye rastlanmistir. Bu sonuglar kurbanin oral yoldan MD’ye maruz
kaldigin1 giiclii bir sekilde destekledigi bildirilmistir. Toksikolojik veriler ve otopsi
sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, 6liim nedeninin MD emiilsiyonuna bagh akut

zehirlenme oldugu rapor edilmistir.

Boyacioglu vd (2007), yaptiklar1 bir calismada ylizey sulari, denizler, yer alt1
sular1 ve sucul sedimentte yiiksek oranlarda bulunan NF’nin mutajenik etkisini test
etmislerdir. Mutajenik etkinin belirlenmesi amactyla NF’nin 0.937- 4.685 pg/L
araliginda degisen alt1 farkli konsantrasyonu, test sistemi olarak se¢ilen Salmonella
thyphimirium TA98 ve TA 100 suslari lizerinde (metabolik aktivasyonsuz) test
edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda NF’nin tiim konsantrasyonlarmin toksik

etkiye sahip oldugu ancak mutajenik etki gostermedigi saptanmigtir.

Goze vd (2000), DES’in kromozomlar ve genital organlar {izerindeki
histopatolojik etkilerini degerlendirmek amaciyla, bir, ki ve li¢ aylik strelerle
farelere 6pug/giin dozunda DES uygulamasi1 yapmiglardir. Uygulamalar sonucunda
farelerin kromozomlarmdaki toplam sayisal ve yapisal anomaliler, kontrol grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide bir artis gozlendigi rapor
edilmistir.

2.3. Cahsmada Kullanilan Cevresel Kimyasallarin Ostrojenik Etkileri ile
Ilgili Yapilan Cahsmalar

Bir bocek tiirii olan Chironomus riparius’ta BFA (5, 50 ve 500 pg/L)’nin ve NF
(1, 10 ve 100 pg/L)’nin ERR gen ifadesi lizerine etkisi arastirildigi bir ¢caligmada, C.
riparius larvalari kisa periyot (24 saat) ve uzun periyot (96 saat) olmak {izere farkli
konsantrasyonlarda BFA’ya maruz birakilmistir. Calisma sonucunda ERR gen
ifadesi gercek zamanli PZR ile analiz edilerek, hem kisa periyot, hem de uzun
periyot uygulamalarinda BFA’nin doza bagh olarak ERR gen ifadesinde 6nemli bir
artisa neden oldugu rapor edilmistir (Park ve Kwak, 2010).

Zhang vd., (2013) tarafindan yapilan bir calismada TBT nin; 1, 10 ve 100 ng L™
konsantrasyonlarinin Sebastiscus marmoratus erkeklerinde 6strojen reseptorii olan
ER gen ifadesini konsantrasyona bagh olarak etkilerken, disi bireylerde gen ifadesi
lizerine herhangi bir degisiklige neden olmadigi bildirilmistir. S. marmoratus
erkeklerinde TBT’nin 1 ve 10 ng L™ konsantrasyonunun ERo gen ifadesini nemli

oranda arttird1g1, en yiiksek konsantrasyon olan 100 ng L™ ’nin ise gen ifadesi tizerine
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herhangi bir etkiye neden olmadigi rapor edilmistir. Ayni konsantrasyonlarin ERf
gen ifadesi iizerine etkileri arastrildiginda ise sadece 1 ng L™ konsantrasyonunun
gen ifadesini arttirdig1, diger konsantrasyonlarm ERp iizerinde herhangi bir etkiye
neden olmadig bildirilmistir.

DES’in ER ve ERR gen ifadesi iizerine etkisinin arastirildigi bir caliymada,
farelere uygulanan 1uM DES’in ERRB’nin ifadesini inhibe ederken, ERa, ERP ve
ERRy iizerinde herhangi bir etkiye neden olmadigi bildirilmistir. 10 uM DES
uygulmasmin ise ERa, ERB’nin gen ifadesini 6nemli dlgtide arttirdigini, ERRa, B ve
v gen ifadelerini ise azalttig1 rapor edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda DES kaynaklh
adipojenik etkilerin ER araciligiyla ortaya ¢ikabalicegi bildirilmistir (Hao vd., 2012).

NF’nin 6strojenik etkisini belirlemek i¢cin yapilan bir ¢caligmada, Solea solea’ya
uygulanan kisa sireli 10°M NF’nin, ksenodstrojenlerin  Sstrojenik — etkisini
belirlemede biyobelirte¢ olarak kullanilan plazma vitellojen seviyesinde ve ERp gen

ifadesinde 6nemli oranda bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Palermo, 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kullanilan Organizma ile Tlgili Genel Bilgiler

Hayvanlar aleminin Insecta sinifina dahil olan Drosophila, Diptera takimimnin
Drosophilidae (sirke sinekleri) familyas: icerisinde yer alir. Larvalar1 6zellikle
eksiyen meyveler iizerinde gelistigi i¢cin meyve sinekleri olarak da adlandirilan bu
familya, genetiksel ¢alismalarda deney hayvani olarak kullanilan Drosophila
melanogaster’ide igeren pek ¢ok tiirii kapsamaktadr (Wheeler, 1981).

Alem : Animalia

Sube : Arthropoda

Altsube : Mandibulata — Antennata
Sinif - Insecta — Hexapoda

Alt smif  :Pterygota

Ust takim  : Mecopteroidae

Takim : Diptera

Alt takim : Brachycera

Aile : Drosophilidae
Cins : Drosophila
Tiir : Drosophila melanogaster

[k olarak 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik ¢alismalarda
kullanilmaya baglanan Drosophila melanogaster’in tercih edilmesini saglayan ve
diger organizmalardan ayran pek ¢ok 6zelligini asagidaki gibi sralayabiliriz: (Gui

ve Grant, 2008; Rincon ve Graf, 1995; Graf ve Wiirgler, 1996).

e Kisa generasyon zamanl, Okaryotk bir organizmadir. Yumurtadan
ciktiktan sonra 25+1°C ve % 40- 60 bagil nemde yaklasik 9-10 giinde
ergine gelisip liremeye baslar.

e Gelisimleri tam metamorfozlu olan holometabol canlilardir.

e Aridololarak saklanabildikleri i¢in, kontrollii ¢aprazlarin yapilabilmesine

olanak saglayan en uygun organizmalardan biridir.
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Cok sayida cesitlilik gosteren dogal yada mutant varyasyonlarmn
g0zlendigi bir organizmadir. Mutant bireylerde g6z rengi, g6z sekli, viicut
rengi yada kil tipi gibi farkli fenotipik karakterler ¢iplak gozle yada
binokiiler mikroskop altinda kolaylikla incelenebilir.

Kiiglik organizmalar olduklarindan, laboratuvarda kiiltiir ortaminda ¢ok
sayida iiretilmeleri olduk¢a kolay ve ekonomiktir.

Disi Drosophila giinde ortalama 40-50 yumurta birakabilir. Genetiksel
Ozellikleriyle ilgili bilginin dogru belirlenmesi ve elde edilen verilerin
giivenilirligi agisindan, fazla sayida dolelde edilebilir olmas1 biiyiik 6nem
tagimaktadr.

Isikk mikroskobu altinda kolaylikla incelenebilen 4 ¢ift kromozoma sahip
olmasmin yani sia, Uglincli evre larvalarmm tikrik bezlerinde dev
kromozomlar (politen kromozomlar) bulunur. Bu kromozomlar
kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon analizleri gibi sitogenetiksel
calismalarinm yapilmasini saglar.

Genetik olarak aktif olan tiirlerde promutajen ve prokarsinojenlerin genis
bir dizisinin degistirilmesi i¢cin potansiyel enzimatik aktiviteye sahip olan
Drosophila, ayn1 zamanda memelilerinkine benzeyen bir detoksifikasyon
sistemine de sahiptir.

Drosophila genom dizi analiziyle, insan hastaliklarmda belirlenen
genlerin %60’ 1indan fazlasinin Drosophila ortologu oldugu gosterilmistir.
Drosophila ve insan hiicre siklusunun ve diizenleyici yollarm benzerligi,
timorgenezisde ¢cogalma siireci ¢aligmalarinda bir model olarak hizmet

etmektedir (Bernards ve Hariharan, 2001; Potter vd, 2000).

3.1.1. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Ug ¢ifti otozomal, bir ¢ifti de gonozomal olmak iizere toplam dort ¢ift

kromozom tasiyan ve tam metamorfoz gegiren meyve sineklerinin hayat dongisii

yumurta, larva, pupa ve ergin olmak iizere dort farkh evreye sahiptir (Sekil 3.1).

Drosophila’nin ideal yasam sartlar1 25+1°C sicaklik ve %40-60 bagil nem ortamidir

ve bu sartlarda yumurtadan ergine gelisme stireleri ortalama 9-10 giinlik bir siireyi

kapsamaktadr (Graf vd., 1984). D. melanogaster’in yasam dongisii ve Omiir
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uzunlugu; sicaklik, beslenme, ciftlesme, popiilasyon yogunlugu, radyasyon ve nem

gibi cesitli sekillerde etkilenmektedir (Hamamci, 1993).

Drosophda’min Yagam
Dongusu
f

f’ Larva
Larva ? - Linstar
NLinstar ~
-~

Sekil 3.1. Drosophila’nin yasam dongiisti

Drosophila melanogaster disileri pupadan ¢iktiktan yaklagik 2-3 giin sonra
yumurta birakmaya baslarlar. Gelisimini tamamlamis bir yumurta goriinlis ve boyut
bakimindan tiirden tiire ¢esitlilik gdstermekle birlikte, yaklasik 0.5 mm uzunlugunda
olup beyaz renklidir. Yumurtanin dollenmesi uterusta gergeklesir ve disi
yumurtalarint  dollenmeyi takiben hemen besiyerine birakr ya da embriyo
gelisiminin ilk donemlerini uterusta gecirir. Yumurtanm dig tarafi folikiil epiteli
tarafindan salgilanan ve yumurtay1 koruyan koriyon adi verilen bir zarla g¢evrilidir.
Anterior ucunda dorsalden uzanan bir ¢ift filament, yumurtanin birakildig1 yumusak
besin ortamina batmamasini saglar. Yumurta agilmasini takiben ¢ikan larva, pupa
olusumuna kadar iki defa gomlek degistirir. ki gomlek degistirme arasinda kalan
peryota instar denir (Demirsoy, 1982; Clark ve Rockstein, 1964). Boylece larval

yasamda yumurtadan ¢ikma ile ilk gdmlek degistirme 1. instar, ilk gdmlek degistirme
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ile 2. gomlek degistirme arasi 2. instar ve ikinci gomlek degistirmeden sonra
pupalagsmaya kadar 3.instar olarak adlandirilirilmaktadir. Bu instarlarin siireleri,

l.instar Igilin, 2.instar 1glin ve 3. instar 2-3 giindiir. Larva 3.instar doneminde

yaklasik 4-4.5 mm uzunlugunda olabilir (Ashburner vd, 1978).

Embriyonal gelisim sirasinda gbzlenen ve imaginal disk olarak adlandirilan
yapilar, larva donemi boyunca mitoz boliinmelerle pupa evresine kadar ¢ogalarak
pupa evresinde erginin farkli organlarini olustururlar. Drosophila ergin yapilarinin
birgogu imaginal disklerden gelisir; bunlar erken larva gelisimi sirasinda saptanir. Bu
ergin yapilar, agiz parcalari, antenler, gozler, kanatlar, halterler, bacaklar ve dis
genital organlarmni igerir. Ornegin, gdz bir gdz imaginal diskinden, kanat bir kanat
imaginal diskinden meydana gelir. 1. instar evresinde kanat diskinde yaklasik olarak
50-100 hiicre bulunurken, erken pupa evresinde kanat farklilagmasinin baslamasiyla
birlikte hiicre sayist yaklasik olarak 30000°e ulagir. 3. instarmn sonuna gelindiginde
larvalar beslemelerini tamamlayarak besiyerini terkeder ve bulundugu kabin kuru
yerine gecer. Prepupal donem olarak adlandirilan bu evrede larvalar bulunduklar
kabm duvarma tirmanirlar. Ektisteroid hormonunun artisina paralel olarak kendilerini
cevreleyen kiitikiil sertlesir ve boylece pupa donemine ge¢mis olurlar. Basta beyaz
renge sahip olan pupa birka¢ saat sonra sari-kahve rengi alir. Pupadan ergin bir
bireyin gelisebilmesi i¢in gerekli olan déniisiimler 25+ 1°C sicaklik ve % 40-60 bagil
nemde yaklasik olarak 4-5 giinde tamamlanr. ilk basta beyaz olan pupanin rengi
giderek koyulaswr, kivrilmis halde olan kanatlar ki koyu eliptik yap1 olarak
goriilebilir ve g6z pigmentleri belirginlesir. Ergin birey pupanin anteriorunu delerek
ortaya ¢ikar. Pupadan yeni ¢ikan ergin birey ilk birka¢ saat agik renkli, pigmentsiz,
kirisik kanath ve uzun viicutludur. Pigmentasyonun gerceklesmesinden sonra
renkleri koyulagsmaya baglayarak kirisik olan kanatlar agilarak normal ergin
goriinlimiinii alirlar. Pupadan ¢ikan erkek bireyler bir-iki saat icerisinde eseysel
olgunluga erigirler. Disi bireylerin eseysel olgunluga erisebilmeleri i¢in 3-3.5 saatlik
bir zaman dilimine gereksinim vardr. Eseysel olgunluga erisen disiler ¢iftlesme

olmaksizin yumurta birakabilirler. Ancak sadece ddllenmis yumurtalar acilir
(Ashburner vd, 1978).

Ergin bireylerde viicut bas (kaput), gogiis (thorax) ve karin (abdomen) olmak
tizere U¢c kisma ayrilir. Eseysel dimorfizme baglh olarak abdomen disi ve erkek

bireylerde farkhilik gostermektedir. Disi bireylerde abdomen yedi segmentli olup,
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uzun ve u¢ kismu sivri ken, erkek bireylerde bes segmentli olup, u¢ kismu kiit ve
siyahtir. Ayrica disinin siirekli olarak yumurta birakmasi ve yaslanmasina bagh
olarak abdomen genisler. Bu 6zelliklere bagh olarak disi ve erkek bireylerin ayrim
gerceklestirilebilir. Ancak pupadan yeni ¢ikan erkek bireylerde abdomendeki
pigmentasyon yogunlagsmadigi icin disi birey se¢iminde yanilmalar olabilir.
Cinsiyetin tam olarak anlasilabilmesi igin, erkek Drosophila’larin birinci ¢ift
bacaginda bulunan ve esey taragi olarak adlandirilan koyu renkli sira swra dizilmis

killar karakteristiktir. (Falakal, 1989; Graf ve Singer, 1992).
3.2. Cahsmada Kullanilan Drosophila Stoklarinin Genetiksel Ozellikleri

Caliymada kullanilan normal metabolik aktiviteye sahip stoklar Temmuz
2005 tarihinde Brezilya Federal do Rio Grande do Sul Universitesi Genetik
Bolimii’nden Heloisa Helena Rodrigues de Andrade tarafindan gonderilmis ve o
tarihten itibaren boliimiimiizdeki Drosophila i¢in ideal yasama kosullar1 olan 25
°C’de % 60 bagil nem ortammin saglandigi insekteryumda standart besin ortamimnda
kiiltiire alinarak genetik yonden homojen olarak yasatilmaktadir. Somatik mutasyon
ve rekombinasyonlar1 belirlemek i¢in bu stoklarm tigiincii kromozomlari {izerinde

bulunan ikibelirleyici gen kullanild1. Stoklarin genetik yapisi soyledir;
1. fIr/ In (3LR) TM3, ri pP sep I(3)89Aa bx3*¢ e° Bd® bu stok kisaca flr® / TM3,
Bd® olarak gdsterilmektedir.
2. mwh/mwh

flr* geni fenotipte cesitli sekillerde bulunabilir. Sineklerin kanatlarinda
bulunan normal, diiz yapili ve uzun killar yerine, olduk¢a kisa ve nokta seklinde,

koyu renkli balon seklinde veya kalin yapili, diizgiin olmayan bir sekilde bulunabilir
(Rincon ve Graf, 1995).

3.3.  Cahsmada Kullamlan Capraz

Calismada standart capraz (ST) kuruldu. Standart caprazi kurmak i¢in flr® /

TM3,Bd® soyunun bakire disileri ile mwh soyunun erkekleri kullamldi (Rincon ve
Graf, 1995).
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3.4. Cahsmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan, Drosophila besiyeri Carolina Biological Supply
Company’den, dietileter Merck’ten, Mitomisin C Serva’dan, 4-n-Nonilfenol Alfa
Aeser’dan, Bisfenol A, Tribiitiltin klorid, Dimetilsiilfoksit, Dietilstilbestrol, 17-

ostradiol ve Methidatyon ise Sigma firmasmdan temin edildi.
3.4.1. Deney Kosullar

Calismada kullanilan tiim stok kiiltiirleri ve deney sistemleri 25 £1°C sicak ik
ve % 40-60 bagl nem ve karanlik ortama sahip Biyoloji Boliimii’ndeki
insektaryumda tutuldu. Caligmalar sirasinda yalnizca erginlerin segilmesi ve

transferi, larva toplama ve preparat hazrlama iglemleri aydinlik ortamda yapild:.

3.4.2. Besiyerinin Hazirlamsi

Calismalar swrasinda Drosophila  kiiltirlerinin - muhafaza edilmesi,
¢ogaltilmas1 ve ¢aprazlanmasi asamalarinda Bozcuk tarafindan gelistirilen standart
besiyeri kullanild1 (Bozcuk, 1976). Kanat benek testinin bir bolimiinde ve gen
ifadesi ¢aligmalar1 igin larva toplanmas1 asamalarinda ise hazir Drosophila besiyeri
kullanildi. Standart besiyeri musir unu, toz seker, bira mayasi, agar agar ve asit

karigimindan olugsmaktadir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Standart Drosophila besiyeri igin gerekli olan malzemeler ve miktarlari
(Bozcuk, 1976).
Malzeme Miktar

Misir Unu 529

Seker 479
Maya 959
Agar 39

Asit Karigimi | 3 mL

Distile Su 510 mL

Besiyerinde kullanilan asit karigimi ortofosforik asit, propiyonik asit ve distile
sudan olusmaktadir (Cizelge 3.2). Bu asit karigmmi besiyerinde olusabilecek

kontaminasyonu engellemek amaciyla antifungal olarak kullanilmaktadir. Bu karigim
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kullanilmadig1 zaman besiyeri fungus ile kontamine olacagindan, bireylerin gelisimi
olumsuz yonde etkilenmektedir. Ayrica kontaminasyona bagh olarak disilerde
yumurta verimi de diigmektedir. Asit karigimi stok olarak hazirlanir ve besiyeri

pisirildikten sonra stok iyice calkalanarak belirli miktarlarda ortamina eklenir.

Cizelge 3.2. Standart Drosophila besiyeri i¢in gerekli olan asit karigmmimnda
kullanilan malzemeler ve miktarlar1 (Bozcuk, 1976).

Malzeme Miktar
Ortofosforik 83 mL
asit

Propiyonik asit | 386 mL
Distile Su 1081 mL
Toplam 1550 mL

Besiyeri hazirlanirken asit karigimi hari¢ gerekli tiim malzemeler ve distile su
yeterli biiyiiklikteki atese dayanikli bir kap icerisine konuldu ve Karigtirilarak
kaynamas1 saglandi. Karigim kaynamaya baslaymca yaklasik 10 dakika kadar daha
kisik ateste karistirilarak pisirildi. Atesten indirilen besiyerine gerekli miktarda asit
karisimi ilave edilerek asidin homojen dagilmasi i¢in iyice karistirildi. Bu sekilde
hazirlanan besiyeri sogumadan steril olarak bekletilen 250 mL’lik kiiltiir siselerine
yaklagik 1-2 cm yiikseklikten dokiildi. Siselerin lizerleri temiz kurutma kagidi ile
kapatilarak, besiyerleri soguyup, katilasmaya birakildi. Yaklask bir giin sonra
besiyeri katilaginca siselerin agzi hidrofob pamuk ve gazli bezden yapilmis olan steril
tamponlar ile kapatildi. Hazirlanan besiyeri ii¢ giin igerisinde kullanilmadig: taktirde
bozulacagindan, larva toplama asamasina kadar yapilan deneyler i¢cin, her seferinde
taze besiyerleri hazirland1.

Carolina Biological Supply

icin 7.5 cm

Calismamizin  larva toplama asamasinda
Company’den temin edilen hazir besiyeri kullanildi Bunun
yiksekliginde 2.5 c¢m capinda steril olarak bekletilen cam tiiplere 0.5’er gram hazir
besiyeri konuldu. Bu besiyerine daha sonra distile su, mutajen ve kimyasal madde

cozeltileri galigma gruplarina uygun olarak eklendi.
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3.4.3. Bayiltma Yontemi

Calismalarin ¢esitli asamalarinda, ergin bireyler bayiltildi Bu amagla
laboratuarmmizda eterizasyon yontemi kullanilmaktadir. Bayiltma igleminde, hidrofob
pamuga gazhh bez sarilarak hazirlanmig tampon ile kapatilan bir kiltiir sisesi
“payiltma sisesi” olarak kullanildi. Tampona bir ka¢ damla eter damlatilarak kiiltiir
sisesindeki sineklerin bu siseye aktarilmasi saglandi Eterli tamponla kapatilmis
bayiltma sisesinde birka¢ dakika kalan sinekler baygin halde beyaz bir seramik

tizerine almarak gerekli caligmalar yapildi

3.4.4. Standart Capraz icin Ergin Bireylerin Secimi ve Larva Toplanmasi
Islemleri

Uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalar1 elde etmek amaciyla,
erkek mwh bireyleri ile bakire (virjin) flr3 disi bireyleri kullanilarak ¢aprazlamalar
yapildi. Bakire disi bireylerin toplanabilmesi i¢in, flr3 stogunun bulundugu kiiltiir
sisesindeki ergin bireyler ortamdan uzaklastirildi. Hi¢ ergin bireyin birakilmadig flr3
kiiltir sisesinden 3 saat araliklarla pupadan ¢ikan disi bireyler toplanarak yeni
besiyerine aktarildi Bireylerin yas1 iireme verimi lizerine etkili oldugundan benzer
sekilde mwh stogundan geng erkek bireyler secilerek farkli bir besiyerine aktarildi.
Yeterli sayida birey toplandiktan sonra taze besiyeri kullanilarak standart capraz
yapildi Dollenmenin ve embriyogenezin gergeklesebilmesi i¢in bireyler bir giin siire
ile caprazlama sisesinde birakildi Caprazlanan bireyler yeni bir besi yerinde sekiz
saat bekletilerek, yumurta birakmalar1 saglandi. Bu siire sonunda erginler yumurta
biraktiklari besiyerinden uzaklastirilarak farkli bir kiiltiir sisesine alindi.

Besiyerine birakilan dollenmis yumurtalardan ¢ikan larvalarin ii¢lincii instar
evresine erigmesi igin 72+4 saat beklendi ve besiyeri ortami % 17 lik NaCl ¢ozeltisi
ile yikanarak besiyerindeki larvalarm ayrimasi saglandi Larvalar1 igeren tuz
cOzeltisi kurutma kagitlarinin iizerine alind1 ve larvalar zarar verilmeden sayilarak
toplandi Toplanan larvalar igerisinde 0.5 g hazir besiyeri ve 2.5 ml test soliisyonu
bulunan 2.5 cm X 7.5 cm ebatindaki cam tiiplere aktarildi. Kontrol ve uygulama

gruplar1 i¢in ayni iglemler tekrarland1.
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3.4.5. Mutajen ve Cevresel Kimyasal Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Besiyerine
Eklenmesi

Caliymada mitomisin C ve g¢evresel kimyasallarin doz taramalar1 yapilarak
uygulama dozlari belirlendi. Mitomisin C’nin farkh {i¢ dozu, ¢evresel kimyasallarm
ise genotoksik etkilerini belirlemek i¢in degisen sayida farkli dozlar1 kullanild1
Calismada ik olarak kullanilan her bir madde i¢in farkli derisimlerde stok ¢ozeltiler
hazirland1.

Mitomisin C’nin stok c¢Ozeltisinin distile su ile hazirlanmasina karsin,
methidatyonun stok ¢ozeltisi dimetilsiilfoksit (DMSQO) ile, diger g¢evresel
kimyasallarin stok c¢ozeltileri ise etil alkolle hazirlandi Her stok i¢in gerekli olan
miktarlar, elektronik bir terazide tartilarak uygun biiyiiklilkkteki koyu renk saklama
siselerine alind1 ve lizerlerine hesaplanan hacimde distile su, DMSO veya etil alkol
eklendi. Ardindan bu stok ¢ozeltilerden gerekli hesaplamalar yapilarak belirlenen
uygulama dozlar1 distile su ile hazirlandi. Hazirlanan bu uygulama dozlari
bekletilmeden igerisinde 0.5 gr hazir besiyeri olan steril cam deney tiiplerine farkli
deney gruplar1 olusturmak amaciyla her tiipe 2.5 mL olmak {izere gruplara 6zgii test
soliisyonlarindan eklendi. Mitomisin C ve g¢evresel kimyasal gruplarmin yani sira

sadece distile su kullanilan negatifkontrol grubu olusturuldu

3.5. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin Uygulanmasi
Calismada kullandigimiz ¢evresel Kirleticilerin olas1 genotoksik etkilerini
kanat benek testi ile arastirmak amaciyla standart ¢apraz (ST) kuruldu. mwh erkekleri
ile fr® disileri caprazlanarak sekiz saat siireyle taze besiyerine yumurtlamalari
sagland. Sekiz saatlik siire sonunda bireyler besiyerinden uzaklastirilarak,
yumurtalardan ¢ikan 72+4’lik larvalar (ii¢lincili evre larvalar1) sayilarak gruplara 6zgii
olarak hazirlanan cam tiiplerdeki besiyerlerine transfer edildi Boylece negatif
kontrol, mitomisin C ve ¢evresel kimyasallarin farkli dozlarmin uygulama gruplari es
zamanlt olarak olusturuldu. Bu sekilde yeterli sayidaki larvalar gruplara ayrildi ve
ergine gelismeleri izlenerek, her uygulama grubu i¢cin yasayabilirlik yiizdeleri ve
genotoksik aktiviteleri kullanilan dozlara baglh olarak arastwrildi. Yasayabilirlik
ylizdesi her grup icin ayri ayri olmak lizere, larvadan ergine gelisebilen bireylerin

orani olarak hesaplandi
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3.5.1. Ergin Bireylerin Toplanarak, Kanat Preparatlarninin Hazirlanmasi
Uygulama ortamimda test soliisyonlarina maruz birakilan larvalarm pupa
ewvresini takiben ¢ikan ergin bireyler Bolim 3.4.3’de anlatildigi sekilde eterle
bayiltilarak toplandi. Ergine gelisen transheterozigot (mwh+/+flr3, normal kanatli) ve
testere disi seklinde kanat kenarlarma sahip bireyler arasindan normal kanath
bireyler se¢ildi. Bunlar arasinda transheterozigot bireyler hem mutasyon ve hem de
rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlara (beneklere) izin verirken, dengeleyici
(balancer) heterozigot bireyler (mwh+/+TM3, BdS) rekombinasyonun baskilanmasi
nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 (benekleri) icermektedir.
Transheterozigot bireylerin kanatlar1 kesilerek Faure ¢ozeltisinin damlatildig1 lamlar
tizerine yerlestirilmek suretiyle preperatlar hazirlandi (Rincon ve Graf, 1995). Kanat
preparatlarmin hazrlanmasinda kullanilan Faure ¢ozeltisinin igerigi Cizelge 3.3 de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Faure ¢Ozeltisi i¢in gerekli malzemeler ve miktarlari

Malzeme Miktar

Gum Arabik 309

Gliserol 20 mL

Kloral hidrat 509

Distile Su 50 mL

Lam f{izerine yeterince kanat cifti yerlestirildikten sonra preparatlarin
kurumas1 i¢in tozsuz bir ortamda bir giin bekletildi Kuruyan preperatlardaki
kanatlarm dorsal ve ventral yiizeyleri tekli beneklerin ve ikili beneklerin varligmi
aragtirmak amaciyla 151k mikroskobu altinda 10 x 40 biiyiitme ile tarandi. Ardindan
beneklerin sayilar1 ve biiyiikliikkleri kayit edilerek, asagidaki gibi smiflandrilds;

* Kiigiik tekli benek ( 1-2 mwh veya flr hiicre)

* Biiyiik tekli benek (3 < mwh veya flr hiicre grubu)

« Ikili benek (mwh ve fIr hiicrelerin ikisini de igeren hiicre grubu yan yana
ayni benekte)

mwh benekler nokta mutasyon, delesyon ve mwh ve flr geni arasindaki

rekombinasyon sonucu olusmaktadir. flr benekler nokta mutasyon ve delesyon ile
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olusurken, ikili benekler ise flare geni ile sentromer arasinda gergeklesen

rekombinasyon ile ortaya ¢ikmaktadir (Rincon ve Graf, 1995).

3.5.2. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Sonuclarimin
Istatistiksel Analizi
Sonuglarn istatistiksel analizi i¢in benekler kiigiik tekli benekler, biiyiik tekli
benekler ve ikili benekler olmak iizere lic gruba ayrilarak ayri ayri degerlendirildi
Genotoksik etkilerin degerlendirilmesi i¢in deney gruplarinin kanat basma diisen
benek sayilar1 negatif kontrol grubu degerleri ile karsilagtrildi.
Saymlar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken orijinal (null) hipotez
(Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
varsayildi. Alternatif hipotez (Ha) de ise uygulama grubundaki indikklenen mutasyon
oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi. Orijinal ve alternatif
hipotezlerin Binomial Sarth Test kullanilarak hesaplanmasiyla sonuglar; pozitif (+),
kismen pozitif (z), belirsiz (i) ve negatif (-) olarak gosterildi (Frei ve Wiirgler, 1988).
Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar verilirken
Kastenbaum ve Bowman gizelgesinden yararlanildi (Kastenbaum ve Bowman,
1970). Hipotezlerin kurulmast sirasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan
parametreler asagida aciklamalariyla birlikte gosterilmistir (Dogan, 2008).
NC= Kontrol grubunda incelenen kanat sayis1
Nt= Uygulama grubunda incelenen kanat sayis1
nc= Kontrol grubunda gdzlenen mutant klon sayis1
nt= uygulama grubunda gézlenen mutant klon sayis1
n= nt+nc= toplam mutant klonlarin sayis1
Po= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, orijinal hipotez ( Ho ) i¢in
Po=Nc/(NC+Nt)
go= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Orijinal hipotez (Ho) i¢in
go=Nt/ (NC+ Nt)
PA= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
PA=NC /(NC+ mNt)
gA= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
gA= mNC+mNt
Pon= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) i¢in

gon= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) igin
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PAn= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayis1, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
gAn= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
m= Carpim sabiti

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in uygun olan
bilgisayar programi Microsta ile dncelikle yukarida verilen parametreler hesaplandi.
Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki (nt) mutant klon sayis1 ¢izelge
degerine esit veya biiyikse Ho red edildi. Ayni sekilde kontrol grubundaki (nc)
mutant klon sayis1 eger ¢izelge degerine esit veya biiyiikse (Ha) red edildi (Frei ve
Wiirgler, 1988).

3.6. Cevresel Kimyasallarin ERR Gen ifadesi Uzerine Etkilerini Belirlemeye
Yonelik Calismalar
3.6.1. RNA Saflastirilmasi i¢in Larva Toplanmasi

Boliim 3.5 de anlatildigi gibi erkek mwh bireyleri ile bakire (virjin) flr3 disi
bireyleri kullanilarak c¢aprazlamalar yapildi Besiyerine birakilan ddllenmis
yumurtalardan ¢ikan larvalarin ikinci instar evresine erismesi i¢in 48+4 saat beklendi
ve besiyeri ortamu % 17 lik NaCI ¢ozeltisi ile yikanarak besiyerindeki larvalarmn
ayrilmasi saglandi Larvalari igeren tuz ¢zeltisi kurutma kagitlarmimn tizerine alindi
ve larvalar zarar verilmeden sayilarak toplandi. Calismada kullanilacak olan ¢evresel
kimyasallarm dozlari, genotoksisite ¢alismalarindan elde edilen bulgularimiza gore
belirlenerek, Boliim 3.4.4 de aciklandigr gibi hazirlandi. Toplanan larvalar igerisinde
0.5 g hazir besiyeri ve 2.5 ml test soliisyonu bulunan 2.5 cm X 7.5 cm ebatindaki
cam tiiplere aktarildi. Calismalar en az 3 tekrarh yapilarak, her bir tiipe ikinci instar
evresinde olan 100 larva konuldu. Larvalar 24 saat siireyle bu besiyerinde tutuldu. 24
saatin sonunda besiyeri ortam1 % 17 lik NaCI ¢ozeltisi ile yikanarak besiyerindeki
larvalarm ayrilmasi saglandi. Larvalar1 igeren tuz ¢ozeltisi kurutma kagitlarinin
tizerine alind1 ve larvalar zarar verilmeden sayilarak toplandi. Toplanan larvalar,
igerisine 400 pL “Lysis/Binding tampon™ eklenen tiiplere alinarak -80 °C’de derin
dondurucuya kaldirild.
3.6.2. Toplam RNA Saflastinlmasi

Deney sisteminde olusturulan gruplarda, kit protokoliine uygun olarak 100
larvadan (yaklasik 10 mg) toplam RNA saflastirmasi i¢in, High Pure RNA Tissue Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) (Lot No0:14289400) kullanild1
Ekstraksiyondan once -80 °C’de saklanan ornekler MagNA Lyser Instrument ile
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homojenize edildi. Ekstraksiyon yapilacak numune sayisinda 1.5 ml’lik ependorf
tiipleri ayarlanarak tiiplerin icerisine homojenize edilmis numunelerin tiim miktar1
alindi Daha sonra numune miktarmm yarisi kadar saf etanol tiiplere ilave edilerek,
vorteks cihazinda karistirildi ve ependorfdaki tiim miktar daha Oncesinde
ayarladigimiz toplama tiipii icindeki filtre ihtiva eden kolonlarm igine eklendi. 1
dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolonun altindaki toplama
tipi dokiilerek ve tekrar takilarak isleme devam edildi. 90 pl “Dnase inkiibasyon
tampon” ve 10 pl “Dnase 1”, numune sayisi kadar bir tiipte ayarlandi. Kolonlarin
kapaklar1 agilarak hazrladigimiz Dnase ¢aligma tamponundan 100 pl ilave edilerek,
15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiiplere 500 pl
“yikama tamponu 1” ilave edilerek ve 1 dakika 8000 rpm’de santriflij islemi
gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi kolonun altindaki toplama tiipti dokiilerek, 500 pl
“yikama tamponu II” ilave edildi. 1 dakika 8000 rpm santrifiij sonrasi kolonun
altindaki toplama tiipii dokiildi ve 300 pl “yikama tamponu 11" ilave edildi. 2 dakika
13000 rpm’de santrifiij sonras1 kolonun altindaki toplama tiipii ¢ope atilarak, kolon
1.5 mI’lik steril ependorf tiiplerin igine konuldu. Tiim tiiplere Eliisyon tamponundan
100 pl ilave edildi. 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij sonras1 ependorf igindeki kolon
¢ope atild1 ve tiipiin igerisinde RNA elde edildi. RNA miktarinin belirlenmesi igin
Maestro RNA 6l¢iim cihaz1 kullanildi ve RNA miktar1 ng/pL cinsinden hesaplandi.
Elde edilen RNA derin dondurucuda (-80 °C) ¢cDNA sentezi i¢in sakland1.

3.6.3. ¢cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in “Transkripttor First Standart cDNA Synthesis Kit” (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) (Lot No: 14797225) kullanildi. Kit protokoliine
uygun olarak 1pg total RNA, 1 uL Oligo dNTP (50pmol/uL), 1 uL Random Hexamer
Primer (600pmol/uL.) ve toplam hacim 13puL olacak sekilde bidistile su 100uL’lik
PZR tiipline konuldu. Bu PZR cihazma (ABI 9600; Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) yerlestirilerek 65°C’de 10 dk tutuldu. Daha sonra bu karigim iizerine 4 pL
“Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer”, 0,5 pL ‘“Protector RNase
Inhibitor”, 2 uL Deoxynucleotide Mix (her niikleotid i¢in 10 mM konsantrasyonda),
0,5 uL “Transcriptor Reverse Transcriptase” enzimi eklenerek 20 pL toplam hacim
elde edildi. Karisim PZR cihazina yerlestirilerek cihaz 25°C’de 10 dk, 55 °C’de 60
dk ve 85 °C’de 5 dk olarak ayarlandi. Bu kosullarda sentezlenen cDNA -20 °C’de
sakland1.
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3.6.4. Gercek Zamanli PZR Protokolii

Gergek Zamanhh PZR Ostrojen-iliskili reseptor geni (ERR)’nin A
(NM_168258.1) ve B (NM_139926.1) varyantlar1 ile gliseraldehit 3 fosfat
dehidrogenaz 1 (Gapdhl A) (NM_080369.2) geninin A varyanti igin ¢alisildi. Bu
amagla LightCycler TagMan Master kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
(Lot No: 14542322) ve ERR A, ERR B ve Gapghl genlerine 6zgii olarak
sentezlettirilen primerler (Integrated DNA Technologies, Munih, Almanya) ile
problar (Roche Applied Science, Universal probeLibrary) kullanildi. Her bir gen i¢in
kapiler tipe 4 pL TagMan prob, 0.2 pL prob (Universal ProbeLibrary) (son
konsantrasyon 100 nM), her bir primerden 0.2 puL. (100 nM) alind1 ve toplam hacim
su ile 15pL’ye tamamladi. Onceden hazirlanan cDNA’dan 5 uL eklenerek kapiler
tiip kapatildi. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler gercek zamanli PZR cihazina (Roche
Light Cycler 2.0) yerlestirildi. Cihaz ilk denetrasyon i¢in 95 °C’de 10 dakika,
sonrasinda 95 °C’de 10 saniye denetrasyon, 60°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de
1 saniye polarizasyon igin 55 dongii olarak ayarlandi. Cizelge 3.4 de c¢aligma
kapsaminda olan genlere ait primer dizileri ve PZR sonucu olugmasi beklenen {iriin
biiyiiklikleri verilmektedir. Her bir gen i¢in Gapdhl genine gore gen ifadesi
diizeyindeki rolatif farkliliklar belirlemek icin 272" yontemi kullanild: (Livak ve
Schmittgen, 2001).

Cizelge 3.4. Gapdhl A, ERR A ve ERR B genlerine ait primer dizileri ve ger¢ek zamanlh
PZR sonucu olusmasi beklenen iiriin biiyiikliikleri

Genler Primer Dizileri NCBI Gen Referans Uriin
(5'—3") Numaras1 Biiyiik i
gii (be)

Gapdhl A- ileri gaaaaagcggcagtcgtaat

NM_080369.2 91
Gapdhl A-geri aattccgatcttcgacatgg
ERR A- ileri cacaaaagatcctcagaacgatt

NM_168258.1 107
ERR A- geri taaagcaggacgccgatg
ERR B- ileri agttctacgcggoagaagg

NM_139926.1 109
ERR B- geri gagctgggactaaagcagga
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada cevresel kirleticilerden Bisfenol A (BF A), Nonilfenol (NF), Tribiitiltin
(TBT), Methidatyon (MD), 17-f ostradiol (E2) ve Dietilstilbestrol (DES)’{in olas1
genotoksik etkileri Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART) ile arastirilmistir. Ayrica caligma kapsaminda bu kimyasallarm D.
melanogaster’in ostrojenle iliskili reseptor (ERR) geni ifadesi lizerindeki etkileri de
arastirilmistir. Genotoksisite ¢alismalarinda Boliim 3’de agiklanan deney sistemleri
kurulmustur. Calismalarda negatif kontrol grubu olarak distile su kullanilirken,
etanolde ve DMSO’da ¢Oziinen kimyasallar dikkate almnarak etanol ve DMSO
gruplart da caligmalara eklenmistir. Genotoksisite calismalarinda, 72 + 4 saatlik
larvalardan ergine gelisen bireyler sayilarak her bir grup i¢in hayatta kalis orani
hesaplanmis ve beneklerin varligmi arastirmak igcin trans-heterozigot bireylerin
kanatlar1 kesilerek 15k mikroskobu altinda 400X biiylitmeyle incelenmistir.
Incelemeler srasmda kanatlarda gozlenen benekler istatistiksel analizlerde
kullanilmak tizere tekli benekler (mwh veya flr fenotipinde) ve ikili benekler (mwh
ve flr fenotipinde) olmak iizere smiflandirilarak kaydedilmistir. Ayrica ¢alismada
tekli benekler kendi icerisinde kiiciik tekli benek (1-2 hiicreli) ve biiyiik tekli benek
(3< hiicreli) olmak {iizere ayr1 ayr1degerlendirilmistir (Henderson, 2004).

4.1. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen

Bulgular

4.1.1. Mitomisin C’nin Genotoksik Etkisinin Arastirnlmasi

Calismamizda ik olarak Mitomisin C (MMC)’nin larvalarin hayatta kalig
oran1 lizerine etkisi ile genotoksik etkisi arastirilmistr. Bu amagla MMC’nin 0.025
mM, 0.05mM ve 0.1 mM konsantrasyonlar1 i¢in gruplar olusturulmus ve bu

gruplardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. MMC gruplarnda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**
eI e O
gruplart  kalis % - sayist (g 5 piiepe) (>2 hiicre) (m=2)

(m=2) (m=5)

Kontrol
0 97 224 0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0) 0.17 (39)
MMC (mM)
0,025 62 85 353(300)+  3.93(334)+  247(210)+  9.93(844)+
0,05 58 70 6.86(480)+  7.19(503)+  3.39(237)+  17.43(1220) +
0,1 45 70 7.23(506)+  7.61(533)+  4.54(318)+  19.39(1357) +

*Kanat bagmna diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilandir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0=3=0.05

Elde edilen bulgulara gore, tiim MMC gruplarinda larvalarm hayatta kahs
oranlarmin doz artisina paralel olarak azaldig1 gozlenmistir. Kontrol grubu olan
distile su grubunda hayatta kalis orant %97 iken, 0.025, 0.05 ve 0.1 mM MMC
gruplarinda sirastyla % 62, % 58 ve % 45 olarak bulunmustur.

Diger taraftan MMC’nin kontrol grubuna kiyasla, doz artigma paralel olarak
tiim benek tiplerini dnemli dlciide arttirdig1 Sekil 4.1 de goriilmektedir.

Mitomisin C
EKTB ®=BTB OiB =TB

20 1
15 -
10 -
5 .
L A rd
0 0,1

© Doz (mM)
0,025 0,05 :

Kanat bagima diisen benek sayisi

Sekil4.1. Mitomisin C (MMC) uygulamasi sonucunda kanat bagia diisen benek sayilarmm
doza bagh olarak karsilastirilmasi, KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB;
ikili benek, TB; toplam benek.
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Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda kiiciik tekli benek ve biiyik
tekli benek sikliklar1 sirasiyla 0.16, 0.01 iken, ikili benege rastlanmamistir. En kiigik
MMC dozunda (0.025 mM) kiiciik tekli benek, biiylk tekli benek ve ikili benek
sikliklar1 sirasiyla 3.53, 3.93 ve 2.47 olarak bulunmustur. Benek sikliklarinda
MMC nin artan konsantrasyonlarma bagh olarak artis gozlenmistir (Sekil 4.1).

4.1.2. Cevresel Kimyasallarin Genotoksik Etkisinin Arastinlmasi

Calismamizin bu boliimiinde ¢evresel kimyasallardan olan BFA, NF, TBT,
MD, E2 ve DES’in genotoksik etkileri Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART) ile arastirilmistr. Calismada kullanilan dozlar
literatlir taramast sonucu, yapilan 0n caligmalarla belirlenmistir. Calismamizda
kulland1gimiz kimyasallar suda tam olarak ¢oziinmedigi icin, BFA, NF, TBT, DES
ve E2’yi ¢6zmek amaciyla etanol, MD’yi ¢dzmek i¢in ise DMSO kullanilmis ve
caliyma gruplarimiza etanol ve DMSO gruplar1 da eklenmistir.

4.1.2.1. Etanol’iin Genotoksik Etkisinin Arastirllmasi

Cevresel kimyasallardan BFA, NF, TBT, DES ve E2’nin uygulama gruplarini
hazirlamak i¢in, Oncelikli olarak s6z konusu kimyasallarmm %99 oraninda saflik
derecesine sahip olan etanolde stok cozeltileri hazirlanmistir. Uygulama gruplar
hazirlanrken, stok ¢ozeltilerden hesaplanan miktarlarda ¢6zelti alarak, istenilen
konsantrasyonlara ulagsmak amaciyla distile su eklenmistir. Calismalar swrasinda
kullanillan en yiiksek etanol konsantrasyonu olan % 5’lik etanol ¢ozeltisinin
genotoksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular

Cizelge 4.2 de verilmektedir.

Cizelge 4.2. Etanol grubunda Drosophila kanat benek testi bulgulari ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiictik tekli Biiyuk tekli Ikili benekl Toplam benek
Uygulama Hayatta Kanat | ooo:ioct uyuktekl 1l benekler p

benekler benekler (m=5) sayist
gruplan  kalis % sayist (g 5 picre) (>2 hiicre) (m=2)
(m=2) (m=5)
Distile su 97 224 0.16 (35) 0.01 (4) 0.00(0) 0.17 (39)
Etanol (%5) 93 92 0.16 (15) i 0.02(2) i - 0.18 (17) i

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilandir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0==0.05
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Elde edilen bulgulara gore kontrol grubunda hayatta kalis oran1 % 97 iken,
etanol grubunda % 93 olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ve etanol grubunda
kiigiik tekli benek sikligr 0.16 olarak bulunmasma ragmen, kontrol grubunda biiyiik
tekli benek siklig1 0.01, etanol grubunda ise 0.02 olarak bulunmustur. Ayrica kontrol
grubunda toplam benek siklig1 0.17 olarak bulunmusken, etanol grubunda ise toplam
benek sikligr ise 0.18 olarak bulunmustur. Hem kontrol grubunda hem de etanol
grubunda ikili benek gbzlenmemistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda kontrol ve etanol grubu
arasinda Oonemli bir farklilik bulunmamistir. Bu baglamda, etanol uygulamasinin,

Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigi soylenebilir.

4.1.2.2. DM SO’nun Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Cevresel kimyasallardan olan MD’nin uygulama gruplarmi hazirlamak igin
oncelikli olarak s6z konusu kimyasalin %99 oraninda saflik derecesine sahip olan
DMSO’da stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Uygulama gruplar1 hazirlanirken, stok
cozeltiden hesaplanan miktarlarda ¢6zelti almnarak, istenilen konsantrasyonlara
ulasmak amaciyla distile su eklenmistir. Calisma sirasinda kullanilan en yiiksek
DMSO konsantrasyonu olan % 0.5’lik DMSO ¢6zeltisinin genotoksik etkisini
belirlemek amaciyla yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgular Cizelge 4.3 de

verilmektedir.

Cizelge 4.3. DMSO grubunda Drosophila kanat benek testi bulgulart ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiictik tekli Biyuk tekli Ikili benekl Toplam benek
Uygulama  Hayatta Kanat Ueui ekt uyuktexit 1l benekler p

L Kalis %% benekler benekler (m=5) sayisi
grupfar ally 7o SAYISL (1) hiicre) (>2 hiicre) (m=2)
(m=2) (m=5)
Distile su 97 224 0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0) 0.17 (39)
DMSO (%0,5) 95 110 0.14(16) i 0.009(1) i 0.00(0) 0.15(17) i

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilandir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0=3=0.05

Kontrol grubunda hayatta kalis oran1 % 97 iken, DMSO grubunda % 95
olarak bulunmustur. Kontrol grubunda kii¢iik tekli benek sikhgi 0.16, biiyik tekli

benek sikl1g10.01 ve toplambenek siklig1 0.17 olarak bulunmustur. DMSO grubunda
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ise kiiciik tekli benek sikligi 0.14, biiylk tekli benek sikligi 0.009, toplam benek
sikligi ise 0.15 olarak bulunmustur. Hem kontrol grubunda, hem de DMSO grubunda
ikili benek gdzlenmemistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda kontrol ve DMSO grubu
arasinda onemli bir farklilik bulunmamistir. Bu baglamda, DMSO uygulamasinin,

Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigi soylenebilir.

4.1.2.3. BFA’nin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi
BFA’nin genotoksik etkisini arastirmak amaciyla 0.02 mg/L ile 500 mg/L
arasinda degisen sekiz farkl konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu. Elde

edilen sonuglar ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.4. BFA dozlarmda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirme ler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiiciik tekli Biiytk tekli Ikili benekl Toplam benek
Uygulama Hayatta Kanat | oooi oot uyuktekll 1l benekler p

RO v ot oS
(m=2) (m=5)

Kontrol

0 96 100 0.09 (9) 0.03 (3) - 0.12 (12)

BFA (mg/L)

0.02 % 110 0.09 (10) i 0.03(3) i - 0.12 (13) i

0.1 96 100 0.08 (8) i 0.03(3)i - 0.11 (11)i

0.5 95 100 0.09 (9) i 0.04 (4) i 0.01 (1) i 0.14 (14) i

2.5 94 90 0.08 (7)1 0.03(3)i 0.01 ()i 0.12 (11) i

125 95 90 0.10 (9) i 0.03(3)i 0.01(1)i 0.14 (13) i

62.5 92 90 0.16 (14) i 0.02(2) i - 0.18(16) i

100 89 90 0.13(12) i 0.02(2) i - 0.16 (14) i

500 92 92 0.15 (14) i 0.02(2)i - 0.17 (16) i

*Kanat bagma diigen benek sayisi, (Parantez icinde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Freive Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
¢ok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0==0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis oran1 %
96 ken, BFA’nin en diisiik (0.02 mg/L) dozunda ve en yiiksek (500 mg/L) dozunda
srastyla % 94 ve % 92 olarak bulunmustur.

Bu baglamda, kontrol grubu ile tiim BFA konsantrasyonlar1 arasinda hayatta
kalis orani bakimindan 6nemli bir farklihk olmadigr gézlenmistir (Cizelge 4.4).
Dolayisiyla BFA’nin uygulanan dozlarinin Drosophila’'da toksik etkiye neden

olmadig1 saptanmistir.
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Tim BFA dozlarinda gozlenen benek siklklarmm kontrol grubu ile
karsilastirilmasi Sekil 4.2 de goriilmektedir.

Bisfenol A
EKTB mBTB iB=TB

sl

0,02 0,1 2,5 12,5 62,5 10

o
N
1

o

=

w
1

Kanat basima diisen benek sayisi
s o
(0] [l

o

Doz (mg/L)

Sekil 4.2. BFA uygulamasi sonucunda kanat basina diigen benek sayilarmm doza bagh
olarak karsilastrilmasi, KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek,
TB; toplam benek, 0; distile su

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda kii¢ciik tekli benek sikligi 0.09,
toplam benek sikligr ise 0.12 olarak bulunmusken, en yiiksek BFA dozunda (500
mg/L) kiigiik tekli benek siklig1 0.15, toplam benek siklig1 0.17 olarak bulunmustur.
Buna gore en yiiksek BFA dozunun uygulandig1 grupta gézlenen kiiciik tekli benek
ve toplam benek sikligi, kontrol grubunda g6zlenen benek sikliklarindan daha fazla
bulunmasina ragmen, istatistiksel agidan belirgin bir farklilik elde edilememistir.
Ayrica kontrol grubunda hi¢ ikili benek gozlenmezken, 0.5 mg/L, 2.5 mg/L ve 12.5
mg/L BFA gruplarinda ikili benek gdzlenmis, ancak yapilan istatistiksel

degerlendirme sonucunda anlamli bulunmamistir.

4.1.2.4. NF’nin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi
NF’nin genotoksik etkisini aragtirmak amaciyla 0.02 mg/L ile 500 mg/L
arasinda degisen sekiz farkli konsantrasyonda uygulama gruplar1 olusturuldu. Elde

edilen sonuglar ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.5 de verilmistir.
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Cizelge 4.5. NF dozlarmda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiigiik tekli Biiyiik tekli Ikili benekler Toplam benek
Uygulama Hayatta Kanat ueni R Uyt test ! P

gruplart  kalis %  sayisi ?f-geﬁlfgre) ?f; itlge) (m=9) ?;y:l;
(m=2) (m=5)

Kontrol

0 % 100 0.09 (9) 0.03 (3) - 0.12 (12)

NF (mg/L)

0.02 9 90 0.08 (7) i 0.04 (4) i - 0.12 (11) i

0.1 96 90 0.08 (7) i 0.03(3)i 0.01 ()i 0.12 (11)i

0.5 95 100 0.08 (8) i 0.02(2)i - 0.10 (10) i

2.5 9% 92 0.09 (8) i 0.03 (3) i - 0.12 (11) i

12.5 95 87 0.07 (8) i 0.02(2) i 0.02(2) i 0.14 (12) i

62.5 93 92 0.14 (13) i 0.03(3)i - 0.17 (16) i

100 94 95 0.15 (14) i 0.02(2) i - 0.17 (16) i

500 92 Y 0.15 (14) i 0.03(3) i - 0.18 (17) i

*Kanat basina diisen benek say1s1, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Freive Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, o lasilik seviyeleri: a=p=0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis orani %
96 iken, NF’nin en diisiik dozunda (0.02 mg/L) ve en yiksek dozunda (500 mg/L)
srrastyla % 95 ve % 92 olarak bulunmustur.

Bu baglamda, kontrol grubu ile tiim NF konsantrasyonlar1 arasinda hayatta
kalis oran1 bakimindan 6nemli bir farklilik olmadigi gézlenmistir (Cizelge 4.4).
Dolayisiyla NF’nin uygulanan dozlarinin Drosophila’da toksik etkiye neden
olmadig1 sap tanmustur.

Tim NF dozlarinda g6zlenen benek siklklarmin kontrol grubu ile

karsilagtirilmasi Sekil 4.3 de goriilmektedir.
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Sekil 4.3. NF uygulamasi sonucunda kanat bagma diisen benek sayilarmin doza bagl olarak
karsilastiriimasi, KTB; kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek, TB;
toplam benek, 0; distile su.

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda kiigiik tekli benek sikligi 0.09,
toplam benek sikligi ise 0.12 olarak bulunmusken, en yiiksek NF dozunda (500
mg/L) kiiciik tekli benek siklig1 0.15, toplam benek siklig1 0.18 olarak bulunmustur.
Buna gore en yiiksek NF dozunun uygulandig1 grupta gozlenen kiiciik tekli benek ve
toplam benek sikligi, kontrol grubunda gozlenen benek sikliklarindan daha fazla
bulunmasma ragmen, istatistiksel agidan belirgin bir farklilik elde edilememistir.
Ayrica kontrol grubunda hi¢ ikili benek gozlenmezken, NF’nin 0.1 mg/L ve 12.5
mg/L dozlarinda ikili benek gdzlenmis ancak istatistiksel degerlendirmede anlaml

bulunmamustir.

4.1.2.5. DES’in Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

DES’in genotoksik etkisini arastirmak amaciyla 1 mM ile 8§ mM arasinda
degisen bes farkli konsantrasyonda uygulama gruplariolusturuldu.

Elde edilen sonuglar ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.6 da

verilmistir.
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Cizelge 4.6. DES dozlarinda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiigiik tekli Biiyiik tekli Ikili benekler Toplam benek
Uygulama Hayatta Kanat ueni R Uyt test ! P

gruplart  kalis %  sayisi ?f-geﬁlfgre) ?f; itlge) (m=9) ?;y:l;
(m=2) (m=5)

Kontrol

0 % 100 0.16 (16) 0.03 (3) - 0.19 (19)

DES (mM)

1 85 55 0.15 (8) i 0.02 ()i - 0.16 (9) i

5 75 43 0.16 (7) i 0.02(1)i - 0.19 (8) i

6 55 29 0.31(9)i 0.03(1)i 0.03(1)i 0.34 (10) i

7 39 32 0.31 (10) i 0.03 (1) i - 0.34 (11) i

8 27 34 0.32 (11) i 0.02 (1) i - 0.35 (12) i

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilandir.)
**Tek yonli Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0==0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis oran1 %
96 iken, DES’in en diisik dozunda (1 mM) ve en yiiksek dozunda (8 mM) sirasiyla
% 85 ve % 27 olarak bulunmustur. DES’in uygulanan dozlarinmn, hayatta kalis oranin
doz artigma paralel olarak azalttig1 gozlenmistir. Larvalarin hayatta kalis oram
DES’in en yiiksek dozunda (8 mM) olduk¢a azalmistir (Cizelge 4.6). Dolaysiyla
uygulanan DES dozlar1 Drosophila’da toksik etkiye neden olmaktadir.

Tim DES dozlarmda gozlenen benek sikliklarmm kontrol grubu ile
karsilastiriimasi Sekil 4.4 de goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Dietilstilbestrol uygulamas1 sonucunda kanat basma diisen benek sayilarimm doza
bagh olarak karsilastrilmasi, KTB; kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, iB; ikili
benek, TB; toplam benek, 0; distile su

Elde edilen bulgulara gdre, kontrol grubunda kii¢iik tekli benek sikligi 0.16,
biytik tekli benek siklig1 0.03, toplam benek sikligi ise 0.19 olarak bulunmusken, en
yiksek DES dozunda (8 mM) kiiciik tekli benek siklig1 0.32, biiyik tekli benek
siklig1 0.02, toplam benek sikligi ise 0.35 olarak bulunmustur. Bu baglamda en
yiksek DES dozunun (8§ mM) uygulandig1 grupta gozlenen kiiciik tekli benek ve
toplam benek sikligi, kontrol grubunda gozlenen benek sikliklarindan daha fazla

bulunmasina ragmen istatistiksel agidan belirgin bir farklhilik elde edilememistir.

4.1.2.6. E2’nin Genotoksik Etkisinin Arastinnlmasi
E2’nin genotoksik etkisini arastrmak amaciyla 1 mM ile 10 mM arasinda
degisen bes farkli konsantrasyonda uygulama gruplart olusturuldu. Elde edilen

sonuglar ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.7 de verilmistir.
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Cizelge 4.7. E2 dozlarmda Drosophila kanat benek testi bulgulart ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiigiik tekli Biiyiik tekli Ikili benekler Toplam benek
Uygulama Hayatta Kanat ueni R Hyux fekit ! P

gruplan kalig % sayist ?f—gellffgre) ?f; il;lge) (m=9) Er?/:l;

(m=2) (m=5)
Kontrol
0 % 100 0.16 (16) 0.03 (3) - 0.19 (19)
E2 (mM)
1 90 50 0.18 (9) i 0.02 ()i - 0.20 10) i
5 75 47 0.17 (8) i 0.02 (1) i 0.02 (1) i 0.21 (10) i
7 70 35 0.26 (9) i 0.06 (1) i 0.03(1)i 0.31(11)i
8 64 34 0.26 (9) i 0.06 (2) i 0.03(1)i 0.35(12) i
10 25 27 0.26 (7) i - - 0.26 (7) i

*Kanat bagina diisen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilandir.)
**Tek yonli Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0==0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis orani %
96 iken, E2’nin en diisik (1 mM) dozunda ve en yiiksek (10 mM) dozunda sirasiyla
% 90 ve % 25 olarak bulunmustur. Bu baglamda E2’nin hayatta kalig oranini doz
artigina paralel olarak azalttig1 g6zlenmistir. Larvalarm hayatta kalis oran1 E2’nin en
yiksek dozunun uygulandigr grupta (10 mM) olduk¢a azalmistir (Cizelge 4.6).
Dolayisiyla E2’nin Drosophila’da toksik etkiye neden oldugu saptanmustir.

Tim E2 dozlarinda gdzlenen benek siklklarinin kontrol grubu ile

karsilastirilmasi Sekil 4.5 de goriilmektedir.
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Sekil 4.5. 17B-0stradiol uygulamasi sonucunda kanat basma diisen benek sayilarmin doza
bagl olarak karsilastirilmasi, KTB; kiigiik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili
benek, TB; toplam benek, 0; distile su
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Elde edilen bulgulara gdre, kontrol grubunda kii¢iik tekli benek sikligi 0.16,
toplam benek sikhigi ise 0.19 olarak bulunmusken, en yilkksek E2 dozunda (10 mM)
kiiciik tekli benek siklig1 ve toplam benek sikligi 0.26 olarak bulunmustur. Tiim E2
gruplarinda gdzlenen kiigiik tekli benek ve toplam benek sikligi, kontrol grubunda
gozlenen benek sikliklarimdan daha fazla bulunmasma ragmen istatistiksel agidan
belirgin bir farklilk elde edilememistir. Ayrica kontrol grubunda hi¢ ikili benek
gozlenmezken, E2°nin 5 mM, 7 mM ve 8 mM dozlarinda ikili benek gdzlenmis ama

istatistiksel agidan anlaml1 bulunmamustir.

4.1.2.7. TBT’nin Genotoksik Etkisinin Arastirnlmasi

TBT nin genotoksik etkisini aragtirmak amaciyla 0.1 ile 50 mg/L arasinda
degisen bes farkl konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu. TBT uygulanan
gruplardan elde edilen sonuglar ve distile su kontrol grubuna gore yapilan istatistiksel

degerlendirmeler Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. TBT dozlarmda Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Kiictik tekli Biiytik tekli Ikili benekl Toplam benek
Uygulama Hayatta Kanat uguk el uyuktekdt il benekler p

benekler benekler (m=5) sayist
gruplart - kalis % - sayist g 5 piiere) (>2 hiicre) (m=2)
(m=2) (m=5)
Kontrol
0 97 224 0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0) 0.17(39)
TBT (mg/L)
0,1 87 70 0.19 (13)i 0.03(2)i 0.00(0) i 0.21(15) i
1 86 65 0.22 (14) i 0.03(2) i 0.00(0) i 0.25(16) i
10 75 83 0.19 (16) i 0.02(2)i 0.00(0) i 0.22(18) i
30 34 45 027 (12) i 0.02 (1) i 0.00(0) i 0.29(13)i
50 30 38 0.39 (15) + 0.03 (1) i 0.00(0) i 0.42 (16) +

*Kanat basna diigen benek sayisi, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilaridir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Freive Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
¢ok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: 0=3=0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis oran1 %
97 iken, TBT nin en diisiik dozunda (0,1 mg/L) ve en yiksek dozunda (50 mg/L)
srastyla % 87 ve % 30 olarak bulunmus ve doz artigina bagh olarak hayatta kalis

oraninin azaldig1 gozlenmistir. Dolayistyla uygulanan TBT dozlar1 Drosophila’da
toksik etkiye neden olmaktadir.
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Tim TBT dozlarmda gozlenen benek sikliklarmm kontrol grubu ile
karsilastirilmasi Sekil 4.6 da goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Tribiitiltin uygulamas1 sonucunda kanat bagma diisen benek sayilarmin doza bagh
olarak karsilastirilmasi, KTB; kiiciik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili benek,
TB; toplam benek, 0; distile su.

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda kii¢ik tekli benek siklig1 0.16,
biiytik tekli benek siklig10.01, toplam benek siklig1 ise 0.17 olarak bulunmusken, en
yiksek TBT dozunda (50 mg/L) kiicik tekli benek sikligr 0.39, biiyik tekli benek
siklig1 0.03, toplam benek siklig1 ise 0.42 olarak bulunmustur. Tiim TBT dozlarinda
kiiciik tekli benek, biiyiik tekli benek ve toplam benek sikliginm, kontrol grubundan
daha fazla bulundugu ancak, ikili benek sikligmmn degismedigi gdzlenmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, en yikksek TBT dozunda
(50 mg/L) kiigiik tekli benek ve toplam benek sikligi bakimindan pozitif sonuglar
elde edilmesine karsin, biiyiik tekli benek ve ikili benek siklig1r bakimindan kontrol
grubu ile istatistiksel olarak belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Kontrol grubu ve
diger TBT dozlar1 arasinda ise tiim benek sikliklar1 bakimindan 6nemli bir farklihik

bulunmamistrr.

4.1.2.8. MD’nin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Methidatyon’un genotoksik etkisini arastirmak amaciyla 0,01 mg/L ile 0,075
mg/L arasinda degisen bes farkli konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu.
Elde edilen sonuglar ve istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.9 da verilmistir.
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Cizelge 4.9. MD dozlarindan elde edilen Drosophila kanat benek testi bulgular1 ve istatistik
degerlendirmeler

Benek/Kanat* Istatistiksel Bulgular**

Uygulama  Hayatta Kanat Kiiciik tekli Biiyiik tekli Ikili benekler Toplam benek

guphn lals% SS (ohiee  oniee) (m2)
(m=2) (m=5)

Kontrol

0 97 224 0.16 (35) 0.01 (4) 0.00 (0) 0.17(39)

MD (mg/L)

0,01 90 108 0.21(23) i 0.04(4) i 0.009(1) i 0.26(28) i

0,025 93 104 0.27(28) i 0.02(2) i 0.0000) i 0.29(30) i

0,05 88 87 0.25(22) i 0.02(2) i 0.00(0) i 0.27(24) i

0,06 86 70 0.26(18) i 0.01(1) i 0.00(0) i 0.27(19) i

0,075 36 60 0.25(15) i 0.00(0) i 0.0000) i 0.25(15) i

*Kanat bagma diigen benek sayis1, (Parantez i¢inde verilenler benek sayilandir.)
**Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m:
cok degiskenli faktor, olasilik seviyeleri: a=3=0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis oran1 %
97 iken, MD’nin en diisiik dozunda (0,01 mg/L) ve en yiiksek dozunda (0,075 mg/L)
srastyla % 90 ve % 36 olarak bulunmustur. Bu baglamda MD’nin doz artigina
paralel olarak hayatta kalis oranmi azalttigi gozlenmistir. Dolayisiyla MD
Drosophila’da toksik etkiye neden olmaktadir.

Tim MD dozlarinda gozlenen benek sikliklarmin kontrol grubu ile
karsilagtirilmasi Sekil 4.7 de goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Methidatyon uygulamasi sonucunda kanat basma diigen benek sayilarmm doza
bagh olarak karsilastirilmasi, KTB; kiiclik tekli benek, BTB; biiyiik tekli benek, IB; ikili
benek, TB; toplam benek, O; distile su.
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Elde edilen bulgulara gdre, kontrol grubunda kiigiik tekli benek siklig1 0.16,
bliyiik tekli benek siklig10.01, toplam benek siklig ise 0.17 olarak bulunmusken, en
yiiksek MD dozunda (0,075mg/L) kiiciik tekli benek siklig1 ve toplam benek sikhigi
ise 0.25 olarak bulunmustur. Tiim MD gruplarinda gézlenen kiigiik tekli benek ve
toplam benek siklig1 kontrol grubunda gozlenen benek sikliklarindan daha fazla

bulunmasma ragmen istatistiksel agidan belirgin bir farklilik elde edilememistir.

4.2.  Cevresel Kimyasallarin ERR Gen Ifadesi Uzerine Etkisinin Arastinlmasi

Caliymalarm bu boliminde Bolim 3.4.4 de aciklandigi gibi cevresel
kimyasallarm belirlenen konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlannustir. Ayrica etanol
ve DMSO’da ¢o6ziinen kimyasallar dikkate alinarak, etanol ve DMSO gruplar1 da
caliymalara eklenmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler Drosophila hazir besiyerine eklenerek
calisma gruplart olusturulmustur. Calismalar en az 3 tekrarli yapilmistir. Bu
cozeltilerin bulundugu besiyerlerine yapilan caprazdan elde edilen ikinci instar
evresindeki larvalar (48+4 saat) konularak, 24 saat siireyle bu besiyerinde kalmalari
saglanmstir. 24 saatlik beslenme siirecinden sonra, iigilincii instar evresinde olan
larvalar (72+4 saat) besiyerinden uzaklastirilarak ERR gen ifadesinin belirlenmesine
yonelik calismalarda kullanilmak tizere -80 °C’ye kaldirilmistir.

Her oOrnekten saflastirilan RNA’lar kullanilarak elde edilen c¢DNA’lar
kullanilarak Gapdhl A, ERR A ve ERR B genlerine 6zgii primerler kullanilarak
gercek zamanlh PZR’a alinmistir (Sekil 4.8). Gergek zamanli PZR sonrasielde edilen
tirtinler agaroz jele yliklenerek primer baglanmasmin 6zgilliigii ve beklenilen

tiriinlerin varhigi kontrol edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. ERR A ve ERR B gen ifadesinin gercek zamanli PZR analizi. Gapdh 1 A,

ERR A ve ERR B mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larm ger¢ek zamanli PZR
sonucu olusan egrileri.

Sekil 4.9. ERR A (1,2,3 ve4)(107 bp), ERR B (5,6,7 ve 8) (109 bp) ve Gapdhl A
(9,10,11 ve 12) (91 bp) cDN A’larmin PZR sonucu olusan iiriinlerinin agaroz jel (%2)
elektroforezi goriintiisi. DNA markeri (M) 100 bp dir.

Etanol, DMSO ve ¢evresel kimyasallarin farkli konsantrasyonlar1 ile bu
konsantrasyonlarin ERR A ve ERR B genlerinin ifadeleri {izerine etkisine ait tiim
bulgular Cizelge 4.10 da verilmistir. Buna gore tiim gruplarda ERR A ve ERR B
genleri icin elde edilen degerler Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak farkliligm anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). Daha sonra gruplar
aras1 fark Conover Testi ile analiz edildi.
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Cizelge 4.10. BFA, NF, DES, E2, TBT ve MD’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi
tizerine goreceli etkisi

Gruplar Konsantrasyonlar ERR A ERR B
Kontrol 3.142 + 0.978 1.394 + 0.109
Etanol (%65) 1.870 + 1.206 1.210 + 0.256
DMSO (%0.05) 8207 + 0.393 "1 2447 + 0.325
BFA(mg/L) 0.5 2.107 + 1.262 0.793 + 0.415
12.5 13592 £ 3.016 "1 3530 + 0.311 71
100 25.986 + 10.882°1  9.960 + 4.907 "1
NF(mg/L) 0.5 19.307 £ 11.520°1  4.627 + 2.656
12.5 13.600 + 2.940 "1  5.600 + 3.395
100 4880 + 1.009 3.370 + 1.095
DES (mM) 1 1.790 + 0.746 3.035 + 0.600
5 1.295 + 0.432 4555 + 0.899 "1
8 4720 + 1.758 4510 + 0.858 "1
E2 (mM) 1 2.260 + 0.607 1.163 + 0.262
5 2.110 + 0.460 1.185 + 0.226
10 3.052 + 1.110 1.227 + 0.455
TBT (mg/L) 1 0547 + 0.260 *| 0.177 + 0.112
10 2.990 + 2.130 0.917 + 0.322
50 0.850 + 0.443 2.026 + 0.375
MD (mg/L) 0.01 49530 + 34.503" 7.183 + 3.284 71
0.05 1.230 + 03707 |  3.350 + 1.943
0.075 2403 £ 1.4137|  9.913 + 4.003 "1

ERR A ve ERR B degeri ortalama+standart hata cinsinden ifade edilmistir.

“Kontrol ile karsilagtinldiginda farkliligin istatistiksel olarak onemli oldugunu gdostermektedir
(p<0.05).

" MD DMSO0’da coziildiigliinden, DMSO ile karsilastirildiginda farkhilign istatistiksel olarak 6nemli
oldugunu gostermektedir (p<<0.05).

1 Istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu géstermektedir (p<0.05).

| Istatistiksel olarak anlamli bir azahs oldugunu géstermektedir (p<0.05).

Calismada BFA, NF, DES, E2 ve TBT ¢ozeltileri hazirlanirken kullandigimiz
etanol, distile su ile karsilagtirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). MD c¢ozeltileri hazirlanirken kullandigimiz DMSO’nun
distile su ile karsilastirilmas1 sonucunda ise ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artisin oldugu belirlenmistir (p<0.05). ERR B gen ifadesinde ise anlaml
bir farkliligin olmadig1 gozlenmistir (p>0.05). Calismamizda DMSO’nun distile su
ile kiyaslandiginda ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak anlaml bir artisa neden
oldugu gézlenmistir. Distile su grubunda 3.142 + 0.978 olarak bulunan ERR A gen
ifade degeri DMSO grubunda 8.207 + 0.393 olarak bulunmustur.

Calismada BFA’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi iizerine etkisini
aragtirmak amactyla, 0.5 mg/L, 12.5 mg/L, 100 mg/L olmak iizere ii¢ farkl

konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu.
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Elde edilen bulgulara gore, BFA’nmn 12.5 mg/L ve 100 mg/L dozlarindan elde
edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hem ERR A hem de ERR B gen
ifadelerinde istatistiksel olarak anlaml artig oldugu belirlendi (p<0.05). BFA’nin 0.5
mg/L dozunda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklihgmm olmadigr gdzlendi
(p>0.05). Bu baglamda kontrol grubunda ERR A ve ERR B gen ifade degerleri
swrastyla 3.142 £ 0.978 ve 1.394 £+ 0.109 olarak saptanmigken, BFA’nin 12.5 mg/L
dozunda 13.592 + 3.016 ve 3.530 + 0.311 olarak g6zlenmistir. 100 mg/L’lik BFA
dozunda ise ERR A ve ERR B gen ifade degerleri sirasiyla 25.986 + 10.882 ve 9.960
+ 4.907 olarak bulunmustur.

Calisma kapsaminda NF’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi iizerine
etkisini aragtrmak amaciyla, 0.5 mg/L, 12.5 mg/L, 100 mg/L olmak iizere ii¢ farkl
konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu.

Elde edilen bulgulara gore, NF’nin 0.5 mg/L ve 12.5 mg/L dozlarinin ERR A
gen ifadesini arttirdigi ve bu artisin anlamli oldugu bulunurken, NF’nin 100 mg/L
dozunun ERR A gen ifadesini etkilemedigi saptanmistir (p>0.05). Bu baglamda
kontrol grubunda ERR A gen ifade degeri 3.142 + 0.978 olarak saptanmisken, NF’nin
0.5 mg/L ve 12.5 mg/L dozunda sirasiyla 19.307 £ 11.520 ve 13.600 + 2.940 olarak
bulunmustur.

ERR B genmin ifade degerleri incelendiginde 1ise, tiim NF
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamh bir farkhihk olmadig:
istatistiksel olarak gozlenmistir (p>0.05).

Calismada DES’in ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi iizerine etkisini
arastirmak amaciyla, 1 mM, SmM ve 8 mM olmak iizere li¢ farkli konsantrasyonda
uygulama gruplar1 olugturuldu.

Elde edilen bulgulara gore, DES’in hi¢gbir dozunun kontrol grubuna kiyasla
ERR A gen ifadesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga neden
olmadig1 gbzlenmistir (p>0.05).

ERR B gen ifade degerleri incelendiginde, DES’in 5 mM ve 8 mM dozlarinda
kontrol grubuna kiyasla farklilk oldugu bulunurken, 1 mM dozunda ise farklhiligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Bu baglamda kontrol
grubunda ERR B gen ifade degeri 1.394 + 0.109 olarak bulunmusken, DES’in 5 mM
ve 8 mM dozlarinda srasiyla 4.555 £ 0.899 ve 4.510 + 0.858 olarak gdzlenmistir.

68



Calismada E2’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadeleri iizerine etkisini
arastirmak amaciyla, 1 mM, SmM ve 10 mM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
uygulama gruplar1 olugturuldu.

Elde edilen bulgulara gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda E2’nin higbir
dozunda, ERR A ve ERR B gen ifadesi bakimindan istatiksel olarak anlamh bir
farklilik olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

Calismada TBT’nin ERRA ve ERRB genlerinin ifadesi lizerine etkisini
arastrmak amaciyla, 1 mg/L, 10 mg/L ve 50 mg/L olmak iizere ii¢ farkh
konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu.

Elde edilen bulgulara gére TBT’nin 1 mg/L dozunda ERR A gen ifadesi
kontrol grubuna kiyasla azalmistir ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
oldugu bulunmustur (p<0.05). Diger TBT dozlarmin (10 mg/L ve 50 mg/L) ise ERR
A geninin ifadesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi
belirlenmistir. Bu anlamda kontrol grubunda ERR A gen ifade degeri 3.142 + 0.978
olarak saptanmigken TBT nin 1 mg/L dozunda 0.547 £ 0.260 olarak bulunmustur.

ERR B gen ifade degerleri incelendiginde ise, TBT nin hi¢cbir dozunun gen
ifadesi lizerinde istatiksel olarak anlamli bir farkliliga neden olmadig1 gézlenmistir
(p>0.05).

Calismada MD’nin ERR A ve ERR B genlerinin ifadesi lizerine etkisini
arastirmak amaciyla, 0.01 mg/L, 0.05 mg/L ve 0075 mg/L olmak tlizere ii¢ farkli
konsantrasyonda uygulama gruplar1 olusturuldu.

MD ¢oOzeltisi hazirlantken DMSO kullanildigindan DMSO grubu da
calismalara eklenmistir. DMSO ve kontrol grubu ERR A gen ifadesi bakimindan
karsilastirihginda farklihigm istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05).
Bu nedenle MD dozlarinin ERR A gen ifadesi tizerine etkisi istatistiksel olarak hem
kontrol grubu hem de DMSO grubuna gore degerlendirilmistir.

Tim MD dozlarmm kontrol grubu ile karsilastirilmasindan elde edilen
bulgulara gore, sadece 0.01 mg/L MD dozu ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak
anlamh bir farklhiliga neden olarak, gen ifadesini arttirmistr (p<0.05). Buna gore
kontrol grubunda ERR A gen ifade degeri 3.142 + 0.978 olarak saptanwken, 0.01
mg/L MD dozunda 49.530 + 34.503 olarak belirlenmistir.

ERR B gen ifade degerleri incelendiginde ise, sadece 0.01 mg/L ve 0.075
mg/L dozlarmin gen ifadesinde istatistiksel olarak anlaml bir farkhliga neden olarak,

gen ifadesini arttirdig1 gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubunda 1.394 £ 0.109 olarak
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belirlenen ERR B gen ifade degeri, MD’nin 0.01 mg/L ve 0.075 mg/L dozlarinda
strastyla 7.183 £ 3.284 ve 9.913 £ 4.003 olarak belirlenmistir.

Tiim MD gruplarmin DMSO ile karsilastirilmasindan elde edilen bulgulara
gore, sadece 0.05 mg/L ve 0.075 mg/L MD dozu ERRA gen ifadesinde istatistiksel
olarak anlamh bir farkhiliga neden olarak, gen ifadesini azaltmistr (p<0.05). DMSO
grubunda ERR A gen ifade degeri 8.207 + 0.393 olarak gbzlenmisken, 0.05 mg/L ve
0.075 mg/L MD dozlarinda swastyla 1.230 +0.370 ve 2.403 + 1.413 olarak
belirlenmistir.

ERR B gen ifade degerleri incelendiginde ise MD’nin hi¢bir dozunun, gen
ifadesinde istatistiksel olarak anlamh bir farklihiga neden olmadigi gozlenmistir
(p>0.05).

70



5. TARTISMA ve SONUC

Cesitli faaliyetler sonucu dogada bulunan ve organizmaya degisik yollarla
girerek bir¢ok olumsuz etkiye neden olan c¢evresel kimyasallarin, farkl test
sistemlerinin kullanilarak olas1 toksik ve genotoksik etkilerinin rapor edildigi bircok
caliyma bulunmaktadir. (Benachour ve Aris, 2009; Diaz vd., 2014; Lee vd., 2013;
Giingdrdii, 2013; Silva vd., 2014). Ozllikle son on yilda, ¢evresel kimyasallara
maruziyetle ilgili olas1 riskleri ele alan epidemiyolojik ¢aligmalarin sayisinda biiyik
bir artis vardir (Kalkbrenner vd., 2014). Bir maddenin toksik ya da genotoksik etkiye
sahip oldugunun One siiriilebilmesi i¢in Oncelikli olarak in vitro c¢alismalarin
yapilmas1 gerekli olsa da, yiiksek yapili organizmalari temsil edebilecek model
organizmalarla in vivo c¢alismalarin yapilmasi bliyilk O6nem tasmmaktadir. Bu
bakimdan sagladigi pek ¢ok avantaj nedeniyle Drosophila melanogaster model bir
organizmadwr.  Drosophila, biyoaktivasyondan sorumlu  enzim  sistemleri
memelilerinkine benzeyen bir organizma oldugu i¢in ¢esitli kimyasallarn yan1 sira
bu kimyasallarm parcalanma {irlinlerinin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin
arastirilmasi i¢in de elverislidir (Rincon ve Graf, 1995). Kullanilan 6zel soylar
sayesinde kimyasalin sadece mutajenik etkisi degil ayn1 zamanda rekombinojenik
etkisi hakkinda da bilgi sahibiolunabilmektedir.

Bu calismada 6zellikle endiistride yaygin olarak kullanilan ¢esitli ¢evresel
kimyasallarm (Bisfenol A (BFA), Nonilfenol (NF), Dietilstilbestrol (DES), 178-
estradiol (E2), Tribiitiltin (TBT) ve Methidatyon (MD) olas1 genotoksik etkilerinin in
vivo bir test olan Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART) ile arastirilmasinin yani sira, bu kimyasallarin Drosophila melanogaster
ostrojenle iliskili reseptor (ERR) (estrogen-related receptor) gen ifadesi tizerine etkisi

arastirimistir.,

5.1. Cevresel Kimyasallarin Toksik ve Genotoksik Etkisi

Genetik toksikoloji alaninda olduk¢a sk kullanilan ve sagladigi pek cok
avantaj nedeniyle tercih edilen genotoksisite testlerinden biri de Drosophila Kanat
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon (SMART) (kanat benek testi)Testi’dir
(Wiirgler ve Vogel, 1986). SMART ile cok sayida maddenin toksik, genotoksik veya
antigenotoksik etkilerine dair veriler rapor edilmistir (Idaomar vd., 2002; Kilic ve

Yesilada, 2013; Sarikaya ve Memmi, 2013 ; Patenkovic vd., 2013).
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Calisma kapsaminda belirlenen g¢evresel kimyasallarm SMART ile
genotoksik etkilerinin arastirilmas: amaciyla negatif ve pozitif kontrol grubuyla
birlikte c¢evresel kimyasallarm gruplar1 olusturulmustur. Bu amagla c¢aligma
kapsaminda kurulan capraz sonucu elde edilen larvalar esit kosullar altinda
calymaya almmustir. Negatif kontrol grubu olarak distile su, pozitif kontrol grubu
olarak da alkilleyici bir ajan olan MMC’nin ¢esitli konsantrasyonlar1 (0.025 mM,
0.05 mM ve 0.1 mM) kullanidmistir. Ayrica etanolde ve DMSO’da ¢ozilinen
kimyasallar dikkate alinarak etanol ve DMSO gruplari da calismalara eklenmistir.

SMART, yiksek Okaryotik organizmalarm somatik hiicrelerinde
heterozigotlugun kaybedilmesi ilkesine dayanan olduk¢a hizli, ekonomik, somatik
mutasyon ve rekombinasyonlara duyarl olan in vivo bir testtir (Demir vd., 2015). Bu
test sistemi cesitli avantajlar1 nedeniyle tercih edilen standart bir yontemdir
(Carmona vd., 2008). Bu test olas1 mutajenlerin neden olacagi genotoksik etkileri
mutant hiicre klonlar1 olarak tespit etme olanagi saglar. Mutant hiicre klonlari, ergin
sinegin kanatlarinda delesyonlar, nokta mutasyonlar ve mitotik rekombinasyon
sonucu ortaya ¢ikarak, tekli benek ve ikili benek olarak siniflandirilir. Tekli benekler
mwh veya flr fenotipindeki hiicrelerden olugur. Tekli benekler arasinda 1-2 hiicreli
olanlar kiiciik tekli benekler olarak adlandirilirken, 3 ve daha fazla sayida hiicre
gruplarindan olusan benekler ise biiyiik tekli benekler olarak adlandmilir. Ikili
benekler ise mwh ve flr fenotipinin her ikisinin birden yan yana hiicre gruplarinda
birlikte bulundugu beneklerdir. Farkl tipteki benekler 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 flr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu

olusmaktadir (Frei ve Wiirgler, 1988; Graf, 1995).

5.1.1. MM C’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi

Mitomisin-C (MMC) Streptomyces caespitosus’tan elde edilen, karsinojenik
‘kiron” ve ‘oktan’ gruplar1 ve ‘azoiiriidin’ halkasi tasiyan sitotoksik bir antibiyotiktir
(Touati vd., 2013). MMC’nin metabolizasyonu sonucu olusan metabolitleri,
genotoksik etkilere neden olmaktadr. MMC radikal iretimini uyararak, DNA
alkilasyonuyla DNA iplik¢iklerinde kirilmalara yol agar. Boylece replikasyonu
engellemek suretiyle nokta mutasyonlarma neden olmaktadir. Ayrica hiicre

dongiisiiniin G1 ve S fazlarinda DNA’y1 etkileyerek boliinmeyi bloke etmek gibi

72



cesitli genotoksik etkiler de gostermektedir (Yehoyada vd., 2007). Bu g¢aligmada
MMC bilinen genotoksik etkileri nedeniyle kendi deneysel kosullarimiz altinda
SMART 1 ¢alistigini1 gostermek amaciyla pozitif kontrol grubu olarak seg¢ilmistir.
MMC’nin pozitif kontrol grubu olarak kullanildig1 pek ¢ok calisma rapor edilmistir
(Niikawa vd., 2007a,b; Silva vd., 2014).

Calismamizda, cevresel kimyasallarin farkli konsantrasyonlarma maruz
birakilan larvalarin ergine gelismeleri izlenmistir. Bu sayede ergine gelisme
stirecinde kimyasallarin olas1 genotoksik etkilerinin yaninda, larvalarin hayatta kalis1
(larvadan ergine gelisen bireylerin orani) (yasayabilirlik yiizdesi) lizerine etkisi de
arastirilmistir.  Cesitli kimyasallarin olas1 toksik etkileriyle iliskili olarak,
Drosophila’da yasayabilirlik yiizdesi pek ¢ok calismada kullanilmaktadir (Demir vd.,
2015; Erciyas vd., 2010; Erciyas ve Sarikaya, 2009 ; Gelegen ve Yesilada, 2000).

Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullanilan MMC’nin 0.025 mM,
0.05 mM ve 0.1 mM uygulama gruplarinda hayatta kalis oranlar1 srasiyla %62, %58
ve %45 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Pozitif kontrol grubu olan MMC’den elde
ettigimiz bulgulara gére; MMC’nin tiim konsantrasyonlarda tiim benek tiplerinde
kanat bagma diisen benek sayis1 6nemli dlgiide artmustr (Cizelge 4.1). Sekil 4.1 de
goriildiigii gibi bu artig doz artigma paralel olarak bulunmustur. Benek sikliklarmdaki
bu artig istatistiksel olarak anlamlh oldugundan, tiim gruplarda kontrol grubuna
kiyasla pozitif sonuglar elde edilmistir.

Cesitli test sistemlerinde yapilan calismalarla da ¢alismamiza benzer sonuglar
rapor edilmektedir. Silva vd., 2014, MMC’nin farelerde mikronukleus (MN)
frekansmi arttirdigim1 rapor etmislerdir. Bir baska ¢alismada ise MMC’nin sican
kemik iligi hiicrelerinde belirgin bir genotoksik etkiye neden oldugu bildirilmistir.
Yine bu ¢alismayla MMC’nin mikronukleus frekansi, kromozom aberasyonlarinin
ylizdesi ve komet testi ile dl¢iilen DN A hasar seviyesinde artisa neden oldugu rapor
edilmistir (Touati vd., 2013). MMC’nin pozitif kontrol olarak kullanildig1 baska bir
calismada, farede MMC tarafindan indiklenen kromozom bozukluklarmin
mikronukleus testi kullanilarak periferik kan ve kemik iligi hiicrelerinde aspirin

tarafindan baskiland1g1 rapor edilmistir (Nikawa vd., 2001).

5.1.2. Etanol ve DMSO’nun Toksik ve Genotoksik Etkisi
Caliymamizda, kontrol grubunda %97 olan hayatta kalis orani, etanol

grubunda %93, DMSO grubunda ise %95 olarak bulunmustur. Etanoliin ¢oziicii
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olarak kullanildig1 baska calismalarda da bizim ¢alismamiza benzer sonuglar elde
edilmistir. Creus vd., (1983) yaptiklar1 bir ¢alismada ¢oziicli olarak kullandiklar1
etanoliin, Drosophila larvalarinin hayatta kalis oranlar1 tizerinde kontrol grubundan
cok farkli bir etkiye neden olmadigmi bildirmiglerdir. Baska caligmalarda ise
Drosophila’da etanoliin %10’un iizerindeki konsantrasyonlarmda toksik etkisinin
arttig1 ve buna bagh olarak hayatta kalis oranini azalttig1 rapor edilmistir (Scholz vd.,
2000).

Calismamizda kullanilan etanol ve DMSO gruplarinda kanat basma diisen
benek sayilarinda istatistiksel olarak 6nemli bir artis gozlenmemistir (Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.3). Etanol grubunda, negatif kontrol grubuna gore toplam benek sayisi
sikligi artmis, ancak bu artigin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Bu sonug, kullanilan etanol konsantrasyonunun (%5) Drosophila
larvalarinda genotoksik etkilere neden olmadigmi gostermektedir. Caligmamiza
benzer sonuglar diger arastiricilar tarafindan da rapor edilmektedir. SMART ile
yapilan ve etanoliin ¢oziicli olarak kullanmildigi bir ¢alismada, % 7’lik etanol

konsantrasyonunun genotoksik etkiye neden olmadig bildirilmistir (Kaya vd., 1999).

5.1.3. BFA’min Toksik ve Genotoksik Etkisi

Cizelge 4.4 ve gorildigi gibi calismamizda kullandigimiz BFA nin farkh
konsantrasyonlar1 i¢in olusturulan gruplar ile kontrol grubu arasinda larvalarin
hayatta kalis oranlar1 bakimmdan belirgin bir farkhiik gézlenmemistir. BFA’nm en
yiiksek uygulama dozunda (500 mg/L) hayatta kalis oran1 %92 olarak bulunmustur.
Bu sonu¢ farkli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalar1 destekler niteliktedir.
Drosophila {iizerine yapilan bir c¢aligmada, larvalara uygulanan farkli BFA
konsantrasyonlarmin (0.1 mg/L, 1 mg/L ve 10 mg/L) larvadan pupaya ve pupadan
ergine gecis yilizdeleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel olarak dnemli
bir fark olmadigi rapor edilmistir (Ath, 2010).

BFA ile ilgili farklh arastiricilar tarafindan farkli organizmalar iizerine yapilan
calismalarla ¢alismamiza benzer sonuglar elde edilmis olsa da, birbiriyle ¢eliskili pek
¢ok veri rapor edilmistir. Yapilan bir calismada Xenopus laevis larvalarina BFA’nin
0.83-497 g/l arasindaki dozlar1 uygulanmistir. Calisma sonucunda BFA’nm
uygulanan dozlarmm Xenopus laevis’in larval biiyiime, gelisme ve eseysel
farkilagmasi tizerinde herhangibir etkiye neden olmadigi gozlenmistir (Pickford vd.,

2003). Baska bir ¢alismada BFA’nin antioksidan enzimlerini azaltarak fare
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karacigerinde oksidatif hasara neden oldugu bildirilmistir (Bindhumol vd., 2003).
Jayashree vd., (2013) erkek albino siganlar iizerine yaptiklarit bir calismada, BFA
uygulamasmin insiilin sinyal iletim yolunda hasara neden olarak, hepatik glukoz
oksidasyonunu ve glikojen igerigini bozdugunu bildirmislerdir. Ayrica yine bu
cabgymayla birlikte BFA uygulamasina bagh olarak serum testesteron seviyesinde

azalma oldugu da rapor edilmistir.

Calismamizda yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda benek sikliklari
bakimindan da kontrol grubuyla BFA gruplar1 arasinda belirgin bir farklilik

gozlenmemistir.
5.1.4. NF’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi

Calismamizda kullandigimiz NF’nin farkl konsantrasyonlar1 i¢in olusturulan
gruplar1 ile kontrol grubu arasinda larvalarin hayatta kalis oranlar1 bakimindan
belirgin bir farklilik gézlenmezken, BF A’nin en yiiksek dozunda (500 mg/L) hayatta
kalis oran1 %92 olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Bu sonu¢ farkli arastiricilar
tarafindan yapilan calismalar1 destekler niteliktedir. Drosophila’da yapilan bir
calymada, larvalara uygulanan farkli NF konsantrasyonlarmin (0.1 mg/L, 1 mg/L ve
10 mg/L) larvadan pupaya ve pupadan ergine gecis ylizdeleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak dnemli bir fark olmadigi rapor edilmistir (Ath,
2010).

Calymamizda NF gruplart ile kontrol grubu arasinda yapilan
karsilastirmalarda benek sikliklar1 bakimmdan anlamh farkliliklar g6zlenmemistir.
Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, NF’ nin genotoksik etkisiyle ilgili ¢ok az sayida
calismaya rastlanmustir. Arastiricilarin farkli organizmalar ile yaptiklari galismalarda,
birbiriyle ¢eliskili olan ¢ok sayida veri rapor edilmistir. Yapilan bir ¢alismayla
NF’nin CHO-K 1 hiicrelerinde DNA hasarina yol a¢tig1 bildirilmekteyken (Tayama
vd., 2008), baska c¢aligmalarda NF’nin bir balik tiiri olan Oreochromis niloticus
tizerinde herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigi (Rivero vd., 2008)
bildirilmistir. Bagka bir calismada yapilan toksikolojik degerlendirmeler NF nin fare,
A. cepa, D. melanogaster ve bir yumusakga tiirii olan Biomphalaria tenagophila’ da
olduk¢a toksik bir bilesik oldugunu gostermesine karsin, NF’nin Allium cepa’da
kromozom aberasyonlarina neden olmadig: gibi, farede mikronukleus frekansinda da
bir artisa neden olmadigi rapor edilmistir (Grisolia vd., 2004). Diger taraftan, NF

maruziyetinden sonra bir balk tirii olan Scophthalmus maximus karacigeri ve
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kaninda mikronukleus frekansinda dnemli bir artis oldugu bildirilmektedir (Barsiene
vd., 2006). Diger yandan ayni balk tiiriiniin eritrositlerinde ise NF uygulamasina
bagl olarak mikronukleus frekansinda onemli bir artis gdzlenmedigi rapor edilmistir
(Bolognesi vd., 2006). Yumusak¢alar iizerinde yapilan ¢alismalarda ise NF’nin
genotoksik etkiye neden oldugu bildirilmistir (Frassinetti vd., 2011). Bir baska
calismada da alkil fenollerin mutajenik etkisi Ames Testi ile arastirilmis ve herhangi

bir mutajenik etkiye neden olmadiklari rapor edilmistir (Boyacioglu vd., 2007).

5.1.5. DES’in Toksik ve Genotoksik Etkisi

Cahsmamizda kullanilan tiim DES dozlar1 (1, 5, 6, 7 ve 8 mM) ile kontrol
grubu arasinda larvalarin hayatta kalis oranlar1 bakimindan belirgin bir farklilik
oldugu gozlenmistir. Cizelge 4.6 da goriildiigii gibi DES’in toksik etkisi
konsantrasyon artigina paralel olarak artmis ve kullanilan en yiikksek dozda (8 mM)
ise larvalarin hayatta kalis orami %27 olarak bulunmustur. Bu sonug diger
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalar1 destekler niteliktedir. Drosophila ile
yapilan bir ¢aligmada 5 ve 15 mM DES uygulmasma bagh olarak larvalarin hayatta
kalis oranlarinm, kontrole kiyasla 6nemli oranda azaldigi rapor edilmistir. 5 mM
DES uygulmasi sonucu larvalari hayatta kalig oran1 %68 olarak bulunurken, 15 mM
DES uygulamasisonucu ise %57 olarak bulundugu bildirilmistir (Creus vd., 1983).

Calismada kullanilan DES dozlarindan en yiksegi olan 8 mM grubunda
kiiciik tekli benek ve toplam benek sikliklar1 bakimindan kontrol grubuna kiyasla bir
artis gozlense de, istatistiksel degerlendirme sonucunda benek sikliklari agisindan
anlamlh sonuglar elde edilememistir (Cizelge 4.6). Bulgularimiza goére DES’in
kullanilan dozlarinin highiri SMART testinde genotoksik etkiye neden olmamustir.
Sentetik dstrojen olarak bilinen DES’in, mutajenik potansiyelinin arastirildigi in vitro
bir ¢alismada ise M13 fajinin DNA’s1, DES kinon (DES Q 1.25 mM) ile muamele
edilerek E.coli hiicrelerine transfekte edilmis ve ¢alisma sonucunda DES Q’nun
rekombinojenik DNA hasarma neden olabilecegi rapor edilmistir (Korah ve
Humayun, 1993).
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5.1.6. E2’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi

Cizelge 4.7 de goriildiigii gibi ¢alismada kullanilan E2’nin toksik etkisi
konsantrasyon artigina paralel olarak artmis ve kullanilan en yiiksek dozda (10 mM)
larvalarin hayata kalis orami orani %25 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ farkh
organizmalar iizerinde yapilan caligmalarla da benzerlik gostermektedir. Cichlasoma
nigrofasciatum) baliklar1 ile yapilan bir calismada baliklara 3 ay siire ile 100 ve 200
pg/L  17B-0stradiol hormonu immersiyon yontemi ile uygulanmigtir. Ayhk
periyotlarla baliklarin boy ve agirliklart belirlenmis ve deney sonucunda 17(3-
ostradiol’in baliklarin viicut boy ve agirhigini olumlu yonde etkiledigi ancak yiiksek
konsantrasyonda bu etkinin ortadan kalkarak, yasama oraninin diistiigli rapor

edilmistir (Turan vd., 2005).

Calismada kullanilan tiim E2 konsantrasyonlarinda (1, 5, 7, 8 ve 10 mM)
kiigiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sikliklar1 bakimmdan kontrol grubuna
kiyasla bir artis gozlense de, istatistiksel degerlendirmede bu artigin 6nemli olmadigi
bulunmustur (Cizelge 4.7). Bulgularmmza gore uygulanan E2 konsantrasyonlarinin
SMART testinde genotoksik etkiye neden olmadig1 gozlenmistir. E2’nin genotoksik
etkilerine yonelik gesitli caligmalar bulunmaktadir. Siganlar ile yapilan bir ¢caligmada,
11 ay boyunca ratlara 18 pmol E2 igeren peletler implante edilmistir. Deneyin
sonucunda E2’nin hipofiz timorii olusumunu ve hiicre biiylimesini uyardigi
bildirilmistir. Ayrica E2 uygulamasina bagh olarak meme bezlerine gore rahim hiicre

biiyiimesinin daha yiiksek oranda uyarildigi rapor edilmistir (Mills vd., 2008).

5.1.7. TBT’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi

Calismamizda TBT nin farkl konsantrasyonlar1 i¢in olusturulan gruplarinda,
TBT’ nin toksik etkisi konsantrasyon artigina paralel olarak artmis ve kullanilan en
yiksek dozda (50 mg/L) ise hayatta kalis oran1 %30 olarak bulunmustur (Cizelge
4.8). Bircok farkl test sisteminde yapilan ¢calismalar, sonuglarimiza benzer sekilde
TBT’ nin toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. TBT maruziyeti sonucu
Sebastiscus marmoratus’da serbest testosteron seviyesinde ki artisa bagh olarak,
yumurtalik fonksiyonunun ve yumurta gelisiminin etkilendigi Zhang vd. (2013)

tarafindan rapor edilmistir.

Calismamizda TBT’nin tiim uygulama gruplarinin kiigiik tekli benek ve
toplam benek sikliklarmni kontrole kiyasla arttirdigi gozlenmistir (Cizelge 4.8).

Ancak sadece en yiiksek TBT dozunda (50 mg/L) gdzlenen artis istatistiksel agidan
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onemli oldugundan pozitif sonuclar elde edilmistir. Diger dozlarda gézlenen benek
sikliklar1 bakimindan, kontrol grubuna gore istatistiksel agidan farkhligin 6nemli
olmadig1 g6zlenmistir. Calismamizda TBT nin en yiiksek dozunun (50 mg/L) kiigiik
tekli benek ve toplam benek sikhgminin kontrole kiyasla arttigi gozlenmistir
(Cizelge 4.8). Caligmamiza benzer sonuglar farkli in vitro ve in vivo test sistemleriyle
yapilan calismalarla da rapor edilmektedir. Bu ¢alismalar ile TBT maruziyeti sonucu
oksidatif hasara bagh olarak geri doniisiimsiiz DNA kirklarinin olustugu ve bunun
sonucunda TBT’nin DN A’da hasara neden olabilecegi rapor edilmistir (Falcioni vd.,
2008; Zuo vd., 2012; Morales vd., 2013). Comet testi kullanilarak insan hepatoma
G2 hiicreleri tizerinde yapilan baska bir in vitro ¢alismada, TBT maruziyeti sonucu
DNA tamir mekanizmasinda meydana gelebilecek inhibisyona bagh olarak,
genotoksik etkilerin ortaya ¢ikabilecegi rapor edilmistir (Li vd., 2014). Yine ¢esitli
caliymalarla TBT nin sicanlarin karaciger, timiis ve beyin dokusu lizerinde hasara

neden oldugu bildirilmistir (Gupta vd., 2011; Ishihara vd., 2012; Mitra vd., 2013).

5.1.8. MD’nin Toksik ve Genotoksik Etkisi

Calismamizda kullanilan MD konsantrasyonlarinin (0.01, 0.025, 0.05, 0.06,
0.075 mg/L) toksik etkisi konsantrasyon artigina paralel olarak artmis ve uygulanan
en yiksek konsantrasyonda (0.075 mg/L) ise hayatta kalis oran1 %36 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.9). Sonuglarimiza benzer sekilde MD’nin toksik etkiye sahip
oldugu birgok farkh test sisteminde yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Genel olarak
organofosfath insektisitler, kolin esteraz1 inhibe ederek etkilerini gosterse de, bazi
calismalarda karaciger hasarina, lipit peroksidasyonuna ve bazi enzim aktivitelerinde
degisiklige neden olduklar1 rapor edilmektedir. Mollaoglu vd., 2003 yaptiklar1 bir
calsmada MD’nin Wistar Albino cinsi si¢canlarin pankreas: tizerinde hasara neden
olabilecegini bildirmislerdir. Wistar Albino cinsi siganlar iizerinde yapilan bagka bir
calismada da, subkronik MD uygulamasinin lipit peroksidasyonuna ve damar duvari
hasarmna neden oldugu bildirilmistir (Yavuz vd., 2005). Giling6rdii (2013), yaptig1 bir
calismada ti¢ farkh kurbaga tiiriinde (Pelophylax ridibundus, Pseudepidalea viridis
ve Xenopus laevis) gelisimin erken asamalarinda MD’nin toksik etkisini
karsilastirmali olarak arastirmustwr. Calismada toksikasyonun belirlenmesinde rol
oynayan, GST, AChE, CaE, glutatyon rediiktaz, laktat dehidrogenaz ve aspartat
aminotransferaz degerleri, 96 saatlik MD maruziyetinden sonra 4 giinliik iribaglarda
incelenmis ve sonugta MD’nin AChE, GST ve CaE inhibisyonuna neden olarak

toksik etkiye neden oldugu rapor edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, arastiricilar
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organofosfath bir pestisit olan MD’nin oral yoldan alinmasi ile olusan &liimeiil
zehirlenme vakasi lizerinde ¢alismislardir (Takayasu, 2012). Yatagmda 6li bulunan
80 yasindaki bir kisinin yapilan adli otopsisi sonucunda kayda deger herhangi bir
morfolojik degisiklik saptanmadigi ancak kalp kani, periferal kan, idrar, beyin,
akciger ve karaciger gibi viicut sivilar1 ve organlarda da yiiksek oranda MD’ye
rastlandig1 bildirilmistir. Toksikolojik veriler kurbanin oral yoldan MD’ye maruz
kaldigmi gii¢lii bir sekilde destekleyerek, MD emiilsiyonuna bagl akut zehirlenme

oldugu rapor edilmistir.

Calismada kullanilan tim MD konsantrasyonlarinda kii¢iik tekli benek ve
toplam benek sikliklar1 bakimindan kontrol grubuna kiyasla bir artis gdzlense de,
istatistiksel degerlendirme sonucunda benek sikliklari agisindan bu artigin 6nemli
olmadigr bulunmustur (Cizelge 4.9). Bulgularmza goére uygulanan MD
konsantrasyonlarmim hi¢cbirinin SMART testinde genotoksik etkiye neden olmadigi

bulunmustur.

Calismamizdan SMART tan elde ettigimiz bulgulara gére; BFA, NF, DES,
E2 ve MD Drosophila’da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmazken, TBT nin
en yliksek konsantrasyonunun kiigiik tekli benek ve toplam benek siklig1 bakimindan
genotoksik etkilere neden oldugu gozlenmistir.

Sonu¢ olarak ¢evremizde bulunan ve sikhkla maruz kaldigimiz cevresel
kimyasallarin olas1 toksik ve genotoksik etkilerini ortaya koymak igcin in vitro
calgmalarin yaninda in vivo test sistemleri ile de ayrintili arastirmalarin yapilmasi
biiylikk 6nem tasimaktadir. Sahip oldugu enzim sistemleri ve genetik mekanizmalar1
nedeniyle en ¢ok tercih edilen model organizmalardan biri olan D. melanogaster ile
yapilan bu in vivo ¢alismanin ¢evresel kimyasallardan olan BFA, NF, DES, E2, TBT
ve MD’nin olas1 toksik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasi agisindan Onemli

oldugunu diisiinmekteyiz.
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5.2. Cevresel Kimyasallarin ERR Gen ifadesi Uzerine Etkisi

Niikleer hormon reseptorleri (NR) temel gelisimsel ve fizyolojik yol aglarmi
kontrol eden transkripsiyon faktorleridir. Endokrin bozucu 6zellige sahip olan
kimyasallarm ilk hedeflerinden biri olan NR’ler, hormon sisteminde kritik
fonksiyonlar1 yerine getiren proteinlerin bir grubudur. Cesitli maddeler tarafindan bu
reseptorlerde meydana gelecek herhangi bir degisiklik, kanser, obezite wve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok patolojik durumla yakmdan iliskilidir
(Paterni vd., 2014; Necakov, 2010).

ER’ler ile benzer dizilere sahip olan, ERR’ler niik leer reseptorlerin bir grubudur.
D. melanogaster’in genomu bu grubun ERR ortologu olan tek bir iiyesini kodlar ve
bu grubun iiyeleri bir atasal genden orjinlenmis olabilir (Giguera, 2002)
Drosophila’da ERR geni, ligand baglayic1 bolgenin (LBB) baslangicinda ekzon
varligma ya da yokluguna gore iki izoform olarak ifade edilir (lERR A ve dERR B).
Drosophila’da ERR geninin ifadesi en erken yumurtlamadan hemen sonra

saptanabilir (Tennessen vd., 2011).

Her gegen giin artan ¢esitleri ile karsilastigimiz ¢evresel kimyasallarin endokrin
bozucu etkilerinin giivenilir test sistemleri ile ¢alisilarak sonuglarinin tartigilmasi
gereklidir. Calismamizin bu bolimiinde ¢evresel kimyasallarin Drosophila ERR gen
ifadesi iizerine etkisi arastirilmistr. Ozellikle model organizma olarak kullanilan
Drosophila’nin 6karyotik olmasi, genetik yapisinin biiyilkk oranda insan genetik
yapis1 ile benzerlik gosteriyor olmasi yapilan in vivo c¢alismanin Onemini
arttirmaktadir. Literatiirde, ¢alismamizda kullandigimiz ¢evresel kimyasallarm ERR
gen ifadesi etkisine yonelik ¢ok az sayida ¢aliyma bulunmaktadr. Bu anlamda model
organizma olarak Drosophila’nin kullanildigi ¢alismaya rastlanmamustir. Bu

bakimdan ¢alismamiz ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

5.2.1. Etanol ve DMSO’nun ERR A ve ERR B Gen ifadesi Uzerine Etkisi
Kimyasallar1 ¢6zmek i¢in kullandigmmiz etanoliin kontrole kiyasla ERR A ve
ERR B gen ifadesi lizerine istatistiksel olarak anlamh bir farkliliga neden olmadigi
gozlenmistir. Ancak DMSO’nun ERR A gen ifadesinde kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir artisa neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).
Literatirde DMSO’nun ERR gen ifadesini etkiledigine dair calismaya
rastlanmamigtir,. SMART’tan elde ettigimiz bulgular, DMSO’nun Drosophila’da
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toksik ya da genotoksik etkiye neden olmadigmmi gostermistir (Cizelge 4.3). Ancak
bilindigi gibi toksisite, genotoksisite ve gen ifadesinin diizenlenmesi birbirinden
bagimsiz mekanizmalarla gergeklesebilmektedir. Bu baglamda DMSO’nun toksik ya
da genotoksik etki gdostermemesi, gen ifadesi iizerinde de herhangi bir farklihga
neden olmayacagr anlammni tagimaz. Ayrica, DMSO’nun ERR gen ifadesine
etkisinin; maruziyet siiresi, model olarak kullanilan organizma ve uygulamanin
yapildig1 gelisim evresi gibi bircok faktore bagl olarak degiskenlik gosterebilecegi

sOylenebilir.

5.2.2. BFA’min ERR A ve ERR B Genlerinin Ifadeleri Uzerine Etkisi
Cizelge 4.10 da goriildiigii gibi BFA’nin 12.5 mg/L ve 100 mg/L dozlari
Drosophila’da hem ERR A hem de ERR B gen ifadesini 6nemli 6l¢iide arttrmustir.

Bagka arastiricilar tarafindan yapilan caliymalarda da bulgularimza benzer
sonuglar elde edilmektedir. Bu calismalardan birinde bir bocek tiirii olan Chironomus
riparius larvalary, kisa periyot (24 saat) ve uzun periyot (96 saat) olmak iizere 5
ug/L, 50 ug/L ve 500 pg/L konsantrasyonlarinda BFA’ya maruz birakilmistir.
Calisma sonucunda ERR gen ifadesi gercek zamanh PZR ile analiz edilerek, hem
kisa periyot, hem de uzun periyot uygulamalarinda BFA’nin konsantrasyona bagh
olarak ERR gen ifadesinde 6nemli bir artisa neden oldugu rapor edilmistir (Park ve
Kwak, 2010).

Ostrojen agonisti olarak bilinen BFA’nin insanlarda ¢ok diisiik dozlarda bile
endokrin bozucu etkiye sahip olup, ER ifadesini aktive ettigi rapor edilmektedir (Liu,
2014). Ancak BFA’nin ER’ye baglanma yetenegi ve hormonal aktivitesi dogal
hormonlardan yaklasik olarak 1000-10 000 kez daha zayiftir. Dolayisiyla BFA
Ostrojen reseptorii i¢in etkisiz bir ligand olmasina karsm, gii¢lii bir sekilde ERRy’ya
baglanabildigini gosteren ¢alismalar vardir. Bu sonuglar fenol tiirevlerinin 6zellikle
ERRy’ya baglanabilme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir (Park ve Kwak,
2010).

Bilindigi gibi Ostrojenik etki meme kanseri gelisiminde en Onemli risk
faktorlerinden biridir. Bu anlamda, BFA’nin dogrudan 6strojen bagimli hiicresel
tlimor biiyltimesine neden olabilecegi gibi, meme dokusunda dogrudan morfolojik bir
degisiklik yapmaksizin, molekiiler degisikliklere yol acabilecegi rapor edilmistir
(Durmaz ve Giray, 2013).
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5.2.3. NF’nin ERR A ve ERR B Genlerinin ifadeleri Uzerine Etkisi

Caliymamizda NF’nin 0.5 mg/L ve 12.5 mg/L konsantrasyonlarmm ERR A gen
ifadesinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli bir artisa neden oldugu,
ancak ERR B gen ifadesi ilizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga neden

olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.10).

Bir bocek tiirii olan Chironomus riparius ile yapilan bir caligmada NF (1, 10 ve
100 pg L'ty ’nin ERR gen ifadesi tizerine etkisiarastirilmustr. C. riparius larvalari 24
saat 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda NF’ye maruz birakilmistir. Caligma
sonucunda ERR gen ifadesi ger¢cek zamanli PZR ile analiz edilerek, hem 24 ve hem
de 96 saatlik uygulama sonucunda NF’nin ERR gen ifadesinde 6nemli bir artisa

neden oldugu rapor edilmistir (Park ve Kwak, 2010).

Pek ¢ok in vitro ve in vivo ¢alismayla NF’ nin 6strojenik etkiye sahip oldugu
rapor edilmistir. Erkek gokkusagi alabaliginm kiltire edilmis hepatositleri
kullanilarak yapilan in vitro bir ¢calismada, NF’nin ER’lerin ifadelerini indiikledigi
gosterilmistir (Madigou vd., 2001). 100 pg L't 4-NF maruziyetinin zebra balklarin
hem larval evresinde hem de yetiskin evrede ERa ifadesini 6nemli Olgilide
indikkledigi bildirilmistir (Jin vd., 2009). Yine baska bir ¢aligmada 10-1000 nM
arasinda degisen konsantrasyonlarda 4-NF uygulamasmin Gobiocypris rarus

juvenillerinde ERP’nin gen ifadesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Wang vd., 2011).

NF’nin ER gen ifadesine etkisini belirlemek i¢cin yapilan baska bir ¢calismada,
Solea solea kisa siireli olarak 10°M NF’ye maruz brakilmistir. Calisma sonucu ERp
gen ifadesinde Onemli oranda bir artigin oldugu bildirilmistir. Calismada
ksenodstrojenlerin Ostrojenik aktivitesini belirlemede biyobelirte¢ olarak kullanilan
plazma vitellojen seviyesinde de bir artis oldugu rapor edilmistir. Dolayisiyla bu
calsma kapsammda oOzellikle ksenedstrojen kaynakli vitellojen {retiminin
diizenlenmesinde ERP’nin islevsel bir role sahip oldugu rapor edilmistir. (Palermo
vd., 2012).
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5.2.4. DES’in ERR A ve ERR B Genlerinin ifadeleri Uzerine Etkisi

Calismamizda sentetik Ostrojen olarak bilinen DES’in, ERR A gen ifadesi
tizerinde kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir etkiye neden olmazken, 5
mM ve 8mM konsantrasyonlarmin ERR B gen ifadesini arttirdig1 belirlenmistir. En
yiksek DES konsantrasyonunun (10 mM) ise gen ifadesinde anlamli bir farkliliga
neden olmadig1 gézlenmistir (Cizelge 4.10).

DES’in ER ve ERR gen ifadesi iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢caliymada,
farelere uygulanan 1uM DES’in ERRB’nin ifadesini inhibe ederken, ERa, ERpB ve
ERRy fizerinde herhangi bir etkiye neden olmadigi bildirilmistir. 10 pM DES
uygulmasmin ise ERa, ERB’nin gen ifadesini 6nemli 6l¢lide arttirdigini, ERRa, B ve
v gen ifadelerini ise azalttigi rapor edilmistir (Hao vd., 2012).

Bilindigi gibi ERR’ler her ne kadar ER’ler ile ortak DNA baglanma bdlgeleri
icerselerde, ERR’lerin dogal ve sentetik ligandlar1 tam olarak tanimlanamamuistir
(Park vd., 2009). ER’ler ile olduk¢a yakin yapisal benzerliklerine ragmen, ostradiol
ya da diger dogal 6strojenler ERR ligand1 degildir. Bu baglamda literatirde DES’in
ERR’lerin aktivitelerini inhibe ettigine dair veriler vardir. Yapilan ¢alismalar DES’in
ERR’lere baglanarak ters agonist 6zellik gosterdigini ve aktivitelerini inhibe ettigini
gostermektedir. Bu anlamda DES’in Koregiilatorler ve ERR arasindaki baglanmay1
bloke ederek, transkripsiyonel aktivasyonun kaybina, dolayisiyla ERR aktivitesinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Hirvonen vd., 2011).

Bu anlamda c¢aligmamiz DES’in ERR gen ifadesi iizerine etkilerinin
Drosophila’da arastirildigi ilk ¢alisma olma niteligi tasimaktadir. Dolayisiyla DES’in
ERR gen ifadesiyle ilgili literatiirde yer alan verilerden farkli bulgular g6zlemlemis
olmamiz, model organizma olarak Drosophila kullanmamizla iliskili olabilecegi gibi,
DES’e maruz kalan Drosophila’nin gelisim evresine ve maruziyet siiresine bagh

olarak da degiskenlik gbstermis olabilir.

Calismamizda ikinci instar evresindeki larvalar, 24 saat siireyle DES’in farkli
konsantrasyonlarma maruz birakilmistir. Uygulama siiresinin daha uzun ya da kisa
oldugu durumlarda, ya da larval fazin ikinci instar evresinden ileriki sathalarda
(liglincli instar larva, pupa ve ergin) ERR gen ifadesine iliskin farkli sonuglar elde
edilmesi muhtemeldir. Yapilan arastrmalar, 6zellikle ERRo’nin ergin bireyde genis
oranda ifade edildigini, ERRB’nin ise gelisimin daha erken safhalarinda yiksek

oranda ifade edildigini gostermektedir. Gelisimin ileriki sathalarinda ve 6zellikle
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memelilerde dogum sonras1 hayatta yiiksek oranda kisitlandigini gostermektedir
(Giguere, 2002). Bu bakimdan gelisimin erken sathalarindan olan ikinci instar
evresindeki larvalara uygulanan DES konsantrasyonlarmm, ERR B gen ifadesinde
kontrol grubuna gore artisa neden olmasi, ERR B geninin Drosophila’nin ikinci
instar ewvresinde daha yiksek oranda ifade edilmesinden kaynaklandigmi

sOyleyebiliriz.

5.2.5. E2’nin ERR A ve ERR B Genlerinin ifadeleri Uzerine Etkisi
Calismamizda  dogal Ostrojen olarak tanimlanan E2’nin  higbir

konsantrasyonunun (1 mM, 5 mM ve 10 mM) ERR A ve ERR B gen ifadesinde

kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklhiliga neden olmadig:

gozlenmistir.

Literatiirde yer alan c¢aligmalar, bizim bulgularimizi destekler niteliktedir.
Bilindigi gibi E2, ER’lere (ERa ve ERP) baglanarak etki gosterir (Lapense vd.,
2010). Temelde ER’ler ile benzer dizilere sahip olmalari ile tanimlanan ve steroid
hormon reseptorlerinin alt grubuna dahil olan ERR’ler, ER’ler ile sentetik Ostrojen
ligandlarina baglanmayr da iceren pek c¢ok vyapisal ve islevsel Ozellikleri
paylasmalaria ragmen, 6strojeni (E2) baglayamazlar. (Liu vd., 2014; Park ve Kwak,
2010; Duellman vd., 2010).

Dolayisiyla ¢alismamizda kullandigimiz E2’nin, ERR’ye baglanamadig: i¢in
Drosophila’da ERR A ve ERR B gen ifadelerinde, kontrole kiyasla istatistiksel olarak

anlamh bir farkliliga neden olmadigmni sdyleyebiliriz.

5.2.6. TBT’nin ERRA ve ERRB Genlerinin ifadeleri Uzerine Etkisi
Calismamizda bir organotin bilesigi olan TBT nin en diisiik konsantrasyonu
olan 1 mg/L’nin, kontrol grubuna kiyasla ERR A gen ifadesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalisa neden oldugu gozlenmistir. TBT nin diger dozlar1 (10 mg/L ve 50
mg/L) ise gen ifadesi lizerine herhangi bir farkliliga neden olmamistr (Cizelge 4.10).
Dolayistyla TBT nin ERR A gen ifadesi lizerine etkisinin konsantrasyon artigina
bagh olmadigi gozlenmistir. Literatirde TBT’nin gen ifadesi ilizerine etkisinin
konsantrasyondan bagimsiz olduguna dair verilerin rapor edildigi bircok g¢alisma
vardir. ERR’lerin ER’ler ile benzer dizilere sahip oldugu dikkate alindiginda, ER
genlerinin ifadeleri ile ilgili ¢alismalardan eclde edilen wveriler biiyik O6nem

tagimaktadr.
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Yapilan bir calismada TBT’nin; 1, 10 ve 100 ng Lt konsantrasyonlarinin
Sebastiscus marmoratus erkeklerinde Ostrojen reseptorii olan ER gen ifadesini
konsantrasyona bagl olarak etkilerken, disi bireylerde gen ifadesi iizerine herhangi
bir degisiklige neden olmadigi bildirilmistir. S. marmoratus erkeklerinde TBT nin 1
ve 10 ng L konsantrasyonunun ERa gen ifadesini 6nemli oranda arttirdig, en
yiiksek konsnatrasyon olan 100 ng L™ ’nin ise gen ifadesi iizerine herhangi bir etkiye
neden olmadigr rapor edilmistir. Ayni konsantrasyonlarm ERPB gen ifadesi {lizerine
etkileri arastrildiginda ise sadece 1 ng L™ konsantrasyonunun gen ifadesini arttirdigi,
diger konsantrasyonlarin ER[P {izerinde herhangi bir etkiye neden olmadigi
bildirilmistir (Zhang vd., 2013).

Literatiirde, uygulama konsantrasyonunun yani sira, uygulama siiresinin de gen
ifadesi tizerinde dnemli etkilere neden olduguna dair veriler bulunmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada organoklorinlerden pentaklorofenol (PCP)’iin C. riparius larvalarinda
ERR gen ifadesi ilizerine etkisi arastirimigtir. PCP’nin 25 pg/L ve 250 npg/L
konsantrasyonlarma 12 ve 24 saat silireyle maruz bmrakilan larvalarda ERR gen
ifadesinde herhangi bir degisiklik gozlenmezken, ayni konsantrasyonara 96 saat
stireyle maruz kalan larvalarm ERR gen ifadesinde 6nemli oranda bir artis oldugu
bildirilmistir (Morales vd., 2014).

TBT kaynakli endokrin sistemle meydana gelen degisiklikler tam olarak
aydmnlatilamamis olsa da, birkag muhtemel hipotez 6ne siiriilmiistiir. Bu anlamda,
TBT’nin Ostradioliin ER’ye baglanmasmi inhibe ederek, ER ve koaktivator ile
etkilesime girip hedef genin ifadesini diizenledigi bilinmektedir. Ayrica TBT nin
treme fonksiyonlarmi etkileyerek, insan koryokarsinoma hiicrelerinde aromataz

aktivitesinin artigini indikledigi rapor edilmistir (Zhang vd., 2013).

5.2.7. MD’nin ERR A ve ERR B Genlerinin ifadeleri Uzerine Etkisi

Cizelge 4.10 da goriildiigii gibi MD’nin ERR A ve ERR B gen ifadesine etkisi,
MD ¢o6zeltisi hazirlanrken ¢6ziicii olarak DMSO kullandigimiz i¢in, hem kontrol
grubu hem de DMSO grubuna gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerden
farkli bulgular elde edilmistir. Buna gére MD’nin kontrol grubuyla karsilastirilmasi
sonucunda ERR B gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlenirken, ERR A gen ifadesinde herhangi bir farklilk olmadigi belirlenmistir.
MD’nin DMSO grubu ile karsilastirilmas1 sonucunda ise ERR A gen ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azahs oldugu gozlenirken, ERR B gen ifadesinde
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herhangi bir farklilik olmadigi belirlenmistir. Bu bulgulara gore, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, MD’nin ERR gen ifadesinde istatistiksel olarak anlaml bir artisa
neden oldugu, DMSO grubu ile karsilastirildiginda ise gen ifadesinde anlamli bir
azalisa neden oldugu gdzlenmistir.

Bilindigi gibi MD, organizma iizerindeki asil etkisini AChE enzimini inhibe
ederek gerceklestirir (Giingordii, 2013). Bubaglamda, literatiirde MD’nin, dstrojenik
etkiye sahip olduguna dair herhangi bir veriye rastlanmamstir. Calismamizdan elde
edilen bulgulara gére, MD’nin ERR gen ifadesine etkisi, uygulama yapilan model
organizmaya, uygulama konsantrasyonuna, siiresine ve uygulamanin yapildig
gelisim evrelerine gore degiskenlik gosterebilecegi sdylenebilir.

Yapilan pek ¢ok c¢alisma sonucunda, ERRo’nin hedef genler, koregiilator
proteinler ve DNA baglanma bolgeleri kapsaminda ERa ile ortak hedeflere sahip
olabilecegine dair veriler elde edilmistir. Dolayisiyla, 6zellikle ERRa’nin ortak DNA
bolgeleri ve koregiilatorler icin ERa ile yarisa girerek, ERa aracili sinyal yolagi ile

etkilesime neden oldugu gosterilmistir (Y1dmrim, 2011).

Memelilerde bulunan her iic ERR’de (o, B, y) kanser siireciyle iligskili olup,
yilkselmis ERR ifadesi meme kanserinin agresif formlariyla iliskilidir. Oze llikle
artmis ERRy ifadesi meme kanserinin teshisinde kullanilan 6nemli bir veridir.
Bununla birlikte 6zellikle ERRa’nin hormonlarla iliskili olan meme, kolorektal,
ovaryum, prostat ve endometriyal kanserlerinin gelisiminde rol oynadigi rapor
edilmistir (Tennessen vd., 2011). Literatiirde artan ERRa ifadesinin 6zellikle prostat
kanseri gelisiminde biiylik role sahip oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
Yine ¢esitli caligmalarla spesifik olarak ERRo’y1 inhibe eden ERRa
antagonistlerinin, gelecekte olasi terapotik ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(Yidirim, 2011).

Bilindigi gibi sayisiz mekanizma ile hedef hiicrede Ostrojenin aktivitesi
diizenlenebilir. Ornegin, secici dstrojen reseptdr modiilatérii (SERM) olarak bilinen
4-OH tamoksifen, meme kanseri hiicrelerinde ERo antagonisti olarak rol almaktadir.
Ancak literatiirde 4-OH tamoksifenin aynt zamanda endometrium kanser sikliginda
artisa neden olduguna dair veriler bulunmaktadir. Dolayisiyla dstrojenlerin gen ve
hiicre diizeyindeki etkilerine dair veriler, bu etkilerin biiyik oranda koregiilator

varhigina bagl oldugunu da gostermektedir (Romano vd., 2010).
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Pek cok laboratuvar ve alan ¢aligmalari ¢evresel Ostrojenlere maruziyet sonucu
gdzlenen degisiklikleri bilmemize yardimci olmaktadir. Ostrojenik aktiviteye sahip
olan bu kimyasallarin ortak 6zellikleri bir aromatik halkaya sahip olmalaridir. Bunun
disinda baska yapisal benzerlikleri yoktur. Bu baglamda, kimyasal yapilarindaki bu
farklilik nedeniyle bu kimyasallarin etki mekanizmalariyla ilgili ¢cok az sayida kesin

bilgi bulunmaktadir (Shyu vd., 2011).

Ozellikle insanlarda yikksek sikhikta gozlenen Kkanserin ve iireme
bozukluklarinin steroid ve fenolik bilesikleri iceren ve 6zellikle igme suyu yoluyla
viicuda alman Ostrojenik bilesiklerden kaynaklandigi diisiiniilecek olursa, bu
kimyasallarin 6zellikle in vivo ¢alismalarla etki mekanizmalarmni anlayabilmek
biiyik onem tasimaktadir (Nie vd., 2014). Bu bakimdan sahip oldugu genetik
mekanizmalar1 nedeniyle en ¢ok tercih edilen model organizmalardan biri olan D.
melanogaster ile yapilan bu in vivo ¢aligmanmn, ¢evresel kimyasallardan olan BFA,
NF, DES, E2, TBT ve MD’nin arastirmamizin konusu olan ERR geninin ifadesi
tizerine etkileri D. melanogaster’de ilk kez arastirilmistir. Bu agidan ¢alismamiz,
cevresel kimyasallara maruziyet sonucu olusabilecek sonuglara dikkat ¢ekilmesi ve
bu alanda yapilacak olan bagka caliymalara Onciilik etmesi bakimindan 6nem
tasimaktadir. {lave olarak ¢alismamizin ¢evresel kimyasallarm, ERR A ve ERR B gen
ifadesine etkisinin Drosophila’nin farkli gelisim evrelerinde ve farkli maruziyet

stirelerinde degerlendirilerek cesitlendirilebilecegini diisiinmekteyiz.
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