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Pestisitler, dogal ¢evrede birgok canli tiirii {izerinde toksik etkilere sebep olmaktadir.
Pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullaniminin insan sagligina ve gevreye bir¢ok olumsuz
etkisi vardir. Trifluralin (TRF), yabani otlar1 kontrol etmek i¢in, pamuk ve soya fasulyesi gibi
bircok yerde yaygin olarak kullanilan bir herbisittir. Ozellikle suda yasayan organizmalar igin
ekotoksisite, toksisite ve mutajeniteye neden olan bir maddedir. Aloe vera tropikal ve
subtrobikal yerlerde yetisen bitki olup iyi ekonomik potansiyale sahip dogal bir iyilestiricidir.
Anti-enflamasyon, anti-hepatit, yara iyilesmesine iyi gelen ve kemopreventif 6zellige sahip
dogal bir bitkidir. Drosophila melanogaster, laboratuvarda ¢alisilmasi kolay ve tercih edilen
bir model organizmadir. Bu tez ¢alismasinda farkli konsantrasyonlarda TRF (0,1 mM) ve
Aloe vera (%2,5, %5 ve %10) uygulanan D. melanogaster (zerinde, 6miir uzunlugu testi,
larval toksisite ve comet testleri yapildi. Omiir uzunlugu testinde son birey 6lene kadar devam
edildi. Larval toksisite de 15. giin bireyler toplandi ve sayildi. Comet analizinde ise D.
melanogaster'lerde olusan olast DNA hasarlar1 6l¢uldi. Calismamizin bulgularina gére émar
uzunlugu deneyinde disi ve erkek populasyonda Aloe vera verilen dozlarda 6miir uzunlugu
ilerlemistir. Larval toksisite deneyinin sonucuna gore TRF'nin belirlenen konsantrayonunda

larvanin yasam oranini diislirdiigli, Aloe vera'nin ise en yiksek konsantrasyonda larvanin
\Y



yasam oranmni arttirdigi gortildii. Comet analizine goére; TRF'nin DNA hasarinda artis
meydana getirdigi ve buna karsilik Aloe vera ile uygulandiginda etkilerin giderek azaldigi
sonucuna varildi. Sonug olarak Aloe vera'nin, TRF'nin yaninda koruyucu olarak kullanilabilir
ve TRF'nin zararh etkilerini azaltabilir oldugu goriilmekte ve Aloe vera jelinin insan saglig

ve canlilik i¢in 6nemli bir rolii oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Drosophila Melanogaster, Trifluralin, Aloe Vera, Omiir uzunlugu, DNA
hasari, larval toksisite

Bilim Alam1 Kodu: 20326
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Pesticides have caused toxic effects on many species in the environment. Unconscious and
uncontrolled used of pesticideshas many negative effects on human health and the
environment. Trifluralin (TRF) is a herbicide widely forhave weeds under control, such as
cotton and soybeans used in many places. Particularly It has caused ecotoxia, toxicity and
mutagenity, in aquatic organism. Aloe vera has growed in tropics and non-tropical zone and
itshas a natural therapeutic, anti-inflammation, anti-hepatitis and chemopreventive and a good
economic potential. Drosophila melanogaster has an easily worked and preferred model
organism in laboratory conditions. In this thesis study, lifespan, larval toxicity and comet
assay were performed on D. melanogaster which was applied in different concentrations of
TRF (0.1 mM) and Aloe vera (2.5%, 5% and 10%). The lifespan assay continued until the last
fly died. Flies were numbered and collected after 15 days in the larval toxicity assay. Potantial
DNA damage in the D. Melanogasters measured with the comet assay. In thisstudy results,
Male and females flies had increased to lifespan in groups with Aloe vera. As a survival rate
of larva had decreased TRF concentrations, it had increased at the highest Aloe vera

concentration in the larval toxicity assay.

It was observed that as DNA damage was increased TRF gruops, it was decreased in all Aloe
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vera gruops. As a result, Aloe vera can be used as a conservator and decreased the harmful
effects of TRF. Aloe vera gel has considered to have an important role for human health and
vitality.

Keywords: Drosophila Melanogaster, Trifluralin, Aloe Vera, longevity, DNA damage, larva
toxicity

Scientific Field Code: 20326
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BOLUM 1

GIRIiS
1.1 Pestisitler Hakkinda Genel Bilgiler

Gida maddelerinin ilk iiretiminden son tiiketimine kadar gecen zamanda gidalara zarar veren
mikroorganizmalar1 ve diger zararlilar1 (pestleri) uzaklastirmak icin kullanilan fiziksel,

kimyasal veya biyolojik savas maddelerine pestisit (tarim ilaci) denir (Vural, 2005).

Pestisitler ilk kez M. O. 1500'li yillarda papiriis iizerindeki hasereleri 6ldiirmek igin
kullanilmistir. Ik tarim ilacinin Siimer'de 4500 yil &nce uygulanan kikirt tozu oldugu
sOylenmektedir (Altikat vd. , 2009). Arsenik ve kikdrt ilk kullanilan pestisitlerdir. Daha sonra
bitki kokenli maddeler (nikotin) kullanilmaya baslanmistir. 19. yy'dan itibaren krizantemden
elde edilen pyrethrum (pireotu bitkisi) kullanilmaya baslanmistir. ABD'de 1860'l1 yillara
kadar patates bocegine kars1 bakir ve arsenik bilesikleri ayrica civa ve kursun metal bilesikleri

de kullanilmistir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

Tarim {rlnlerinin verimliliginin artirilmasi ve daha iyi bir iiriin eldesi saglamak amaciyla
modern tarim tekniklerinin kullanimi artmustir. Pestisitler de bitki koruma UGrdnleri iginde
bulunan maddelerden biridir. Pestisitler, tarim {iriinlerini hastalik yapan organizmalardan ve
yabanci otlarin zararlarindan korumak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestisit
kullanimi arttikga tiretimde artis saglanmugtir. Pestisitler, besin hammaddesi olarak kullanilan
tarim triinlerinde ve g¢evrede kalintiya sebep olmaktadir. Kullanilan pestisitten kaynaklanan
kalintilar teknolojik islemlerden gegirilerek belli bir seviyeye kadar azaltilabilmektedir. Fakat
pestisit kalintilar1 su, toprak, hava ve besinler tizerinde kalmaktadir. Bu durum insan saghgini
ve g¢evreyi ¢ok ciddi bir sekilde olumsuz yonde etkilemektedir (Tiryaki, 2010; Ayaz vd. ,
2008).

Pestisit uygulamalarinda kullanilan maddenin kimyasal O6zelliklerine bagli olarak c¢esitli

taginimlarla su, hava ve topraga ulasarak dnemli derecede ¢evre sorunlarina sebep olmaktadir

(Sekil 1. 1). Kullanilan pestisitlerin bir kism1 buharlasarak atmosferde ¢evre sorunlarina sebep

olurken, bir kism1 da 11k etkisiyle olusan kimyasal tepkime yollartyla pargalanarak toksik

maddelere dontismektedir. Toprak icerisinde depolanan toksik maddeler kimyasal ve
1



mikrobiyolojik etkilesimler sonucu parcalanmakta ve topragi kirletmektedir. Bir bolimu de
toprak ylzeyinden yagmur, sel ve kar sulariyla siiriiklenerek nehir, gél ve yer alt1 sularini

Kirletmektedir (Bayram, 2011).

Tahillar
y Bocekler
Pestisitler
Q @ &,(
\‘Ie\'\e\e - YYYYY
Sebzeler an]er - 2
¢ A ' ql Al 1 '
Toprak > u > Py ¢ ‘ a.j-f
) % 4 o i -
Ciftik hayvanlars ¥ = Kuglar ve
=3 Et Memeliler
Yeralts sulant > > A
[
I¢me Sulan ~

Su canllan —————» ) %k
Baliklar

Sekil 1. 1: Pestisitlerin tabiattaki dongiisii ve insan viicuduna alinimi (Vermeire vd. , 2001).

1.1.1 Pestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitler; hedef alinan canli organizmaya, igerdigi aktif madde grubuna, fiziksel yapisina,

formilasyonuna, kullanim teknigine ve zehirlilik derecesine gore siniflandirilmaktadir.

Siniflandirma tiirleri arasinda en fazla tercih edilen hedef alinan organizmaya ve yapisindaki

aktif madde grubuna gore simiflandirma ¢esididir (Yilmaz, 2013).
Pestisitler hedef alinan organizmaya gore asagidaki gibi siniflandirilabilir (Kurutas vd. ,2013).

a) Akarisitler (akarlari 6ldiiren pestisitler)

b) Insektisitler (bdcekleri dldiiren pestisitler)

c) Nemasitler (nematotlar1 6ldiiren pestisitler)

d) Rodentisitler (fare gibi kemirgen 6ldiren pestisitler)

e) Herbisitler (yabanci otlar1 6ldiiren pestisitler)



Pestisitler igerdigi aktif madde grubuna gore ise asagidaki gibi siniflandirilabilir (Anjium vd. ,
2012)

a) Inorganik maddeler
b) Organik maddeler
1) Dogal organik maddeler
(1) Bitkisel maddeler
(2) Petrol yaglari
i) Sentetik organik maddeler
(1) Organik fosforlu maddeler
(2) Organik klorlu maddeler
(3) Diger senteik organik maddeler

1.2 Herbisitler Hakkinda Genel Bilgi

Herbisitler diinyada yaygin olarak kullanilan pestisitlerden biridir ve saglikli tarim {iriinQ
eldesi icin kullanilmaktadir (Sarigél Kilig vd. , 2018). Kiiltiire edilen (insanlar tarafindan
yetistirilen) bitkilerin kullandig1 1s18a, besin maddelerine ve suya ortak olan; iiretim ve
kalitenin diismesine sebep olan yabanci otlarin dldiiriilmesi veya gelisiminin baskilanmasi

icin kullanilan kimyasal maddelere herbisit denir (Toros vd. , 2001).

Eski zamanlarda tuz, kiil, maden eritme atiklar1 vb. gibi maddeler herbisit olarak kullanilmis
olsa da ilk olarak Fransa'da 1896 yilinda Bordo bulamaci ot miicadelesinde kullanilmigtir ve
1896-1908 yillar1 arasinda kadar sodyum klorat, karbon bisiilfit, sodyum arsenit, kalsiyum
siyanamit, kainit ve stlfirik asit gibi non-selektif herbisitler gelistirilmistir. 1930-1940 yillari
arasinda ise bor bilesikleri, tiyosiyanatlar, dinitrofenoller, amonyum silfat ve belirli mineral
tuzlar1 segici ya da segici olamayan sekilde yabani ot micadelesi igin gelistirilmistir. 1941
yilinda fenolik asetik asit tiirevi olan 2,4-diklorfenolik asetik asit (2,4-D) kesfedilmistir
(Varshney ve Sondhia, 2007).

Tarim arazilerinde istenmeyen yabanci otlarin 6ldiirmesi ve kontrol altina alinmasinda
kullanilan herbisitler iki grupta incelenir. Selektif olan herbisitler tarimsal iiriine zarar
vermeksizin yabanci ot iizerine etkili olanlar ve non-selektif olan herbisitler butln vejetasyon

uzerine etkili olanlar seklinde siniflandirilir. Selektif ve non-selektif herbisitler yabanci otlarin
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yapragina, tohumlarina, fidelerine ve topraga uygulanabilir (Bayram, 2011).

Diinyada tarimsal miicadelede kullanilmak iizere iiretilen tarim ilaglarinin miktar1 artmaya
baslamis ve yeni ilaglar gelistirilmistir. Boylelikle tarimsal miicadelede kullanilan ilag

cesitliliginin arttig1 gézlemlenmistir (Toros vd. , 2001).

1.2.1 Herbisitlerin Siniflandirilmasi

Herbisitler bitki biinyesinde etkililik mekanizmasina, tasinma 6zelligine, bitki dokusu igine

giris yerlerine, kullanig amagclarina, uygulanma zamanlarina ve kimyasal yapilarina gore

smiflandirilabilir (Atmaca, 2010; Denek, 2010).

Bitki biinyesinde etkililik mekanizmasina gore: Fotosentezi engelleyen herbisitler
(imidazol, karbamat, triazin v.b), solunumu engelleyen herbisitler (propanil, benzonitril,
benzimidazol v. b), mitoz bélinmeyi engelleyen herbisitler (trifluralin, amidler, karbamatlar

v.b) ve ¢cimlenmeyi engelleyen herbisitler (anilinler, karbamatlar v.b) olarak siiflandirilir.

Bitki blUnyesinde tasinma ozelligine gore: Kontakt herbisitler (bitki ile temas ettigi
bolgelerde etkili olup, baska bolgelere tasinmayan herbisitler) ve sistemik herbisitler (bitki ile
temas ettigi bolgeden bitki dokusuna giris yaparak diger organlara tasmip oralarda etki

gosteren herbisitler) olarak siniflandirilir.

Bitki dokusu igine giris yerlerine gore: Toprak herbisitleri (toprak alti organlardan giris
yapan herbisitler), yaprak herbisitleri (toprak iistii organlardan giris yapanlar herbisitler)

olarak siniflandirilir.

Kullams amaglarmma gore: Total herbisitler (toprak Ustu tim bitkileri o6ldirmek icin
kullanilir), Segici“selektif” herbisitler (bitkilerin bir kismina zarar vermeden digerlerini

oldurmek i¢in kullanilir) olarak siniflandirilir.

Uygulanma zamanlarma gore: Ekim 0Oncesi, Gikis sonrasi ve ekim sonrasi-Gikis dncesi

olarak smiflandirilir.

Kimyasal yapilarina gore: Phenoxy grubu (2,4-D amin, aclonifen v.b), aliphatic grubu
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(TCA, dalapon, glyphosphate v.b), dinitroanilin grubu (Trifluralin, pendimethalin v.b), nitril
grubu (Bromoxynil, ioxynil v.b), amidler grubu (Propanil, acetochlor v.b), doymus benzoik
asitler grubu (Chloramben,2. 3. 6-TBA Dicamba v.b), karbamatlar grubu (Thiobencarb,
chloropham v.b), urasil grubu (Bromacil v.b), diazin grubu (Bentazone, hydrazide v.b), triazin
grubu (Terbutryn, atrazine v.b), bipyridilium grubu (Diquat, paraquat v.b), Ure bilesikleri
(Linuron, fenuron v.b), diger organik herbisit bilesikleri (Amitrol, DCPA v.b) ve inorganik

herbisit bilesikleri (Sodyum Chlorat, boratlar, arsenikler v.b) olarak siniflandirilir.

1.3 Trifluralin (TRF)

Trifluralin (2,6-dinitro-N, N-dipropil-4-trifluorometilanilin), dinitroanilin sinifina giren bir

herbisittir. TRF'nin genel yapist Sekil 1. 2 ve genel 6zellikleri Tablo 1. 1'de verilmistir.

Sekil 1. 2: TRF'nin genel yapisi.

Tablo 1. 1: TRF maddesinin genel 6zellikleri (Anthony vd. , 1999).

Genel Adi: Trifluralin

Kimyasal Adi (lupac): A A A- Trifloro- 2,6-Dinitro- N,N- Diproply-P-Toluidine
Molekuler formuil: C13H16F3N304

Molekiiler Agirhg: 335,32

Erime Noktasi: 46-47°C

Kaynama Noktasi: 139-140°C

Teknik Maddenin Fiziksel Hali:  Sari- turuncu kristal

Zehirlilik Sinifi (Who): 3

CasNumber: 1582-09-8




Tablo 1.1: (devam ediyor).

Etki Sekli: Cimlenen bitkinin hipokotil bdlgesinden giris yaparak etki
eden selektif toprak herbisitidir.

Coziiniirligii: Aseton, ksilen ve aromatik nafta gibi organik c¢oziculerde
¢ozunar

Uygulandig: Bitkiler Trifluralin, kabuklu yemisler, sebzeler, tahillar, pamuk, soya

fasulyesi, aygigegi, yonca, seker pancart ve yer fistig1 gibi
cesitli bitkilerde, yillik otlar1 ve genis yaprakli yabani otlari

kontrol etmek i¢in kullanildig1 sonucuna varilmistir.

Bilim insanlar1 1900'lii yillarda pestisit kimyasi alan1 olusturmuslardir. Deneme yanilmaya
dayali bu siiregte; soya fasulyesi ve pamuk tarlalarina ekim 6ncesini topraga dahil edilen ticari
acidan oneme sahip cesitli ot ve genis yaprakli yabani otlar1 segici olarak kontrol eden bir

molekil olan TRF’yi 1960 yilinda kesfetmislerdir (Sekil 1. 3) (B Epp vd. , 2018).

oN NO,

NH,

O,N NO, CFa
Eli Lilly ve sirket, seralar insa

P> ediyor ve tarm alaminda bilim
insanlarm ise aliyor

anﬂuralm gdsterildi

Trifluralinin ilk ticari

> Ekim 8ncesi siirec
satisi.

‘. 2.6- dinitroanilin gisterildi.

¢
1957 1958 1959 1960 1961 1962 1963 1964

" ilk kez, N,N-dialkil dinitroanilin

gisterildi. ‘b Soya fasulyesi ve pamuk icin

ilerlemeler rubsatlandirild.

SN

OzN NO;
Trifluralin igin baslatilacak kesif

35wl

Sekil 1. 3: Trifluralinin kesfi ve gelisimi (B Epp vd. , 2018).

TRF; ucak, puskartict, merkezden sulama, damlatma ile sulama, tepeden damlatma ile
sulama, graniiler uygulama, elle dagitma, sallayici ve giibre serpme makinesini igerisine alan
zemin ve hava araglar tarafindan uygulanabilmektedir. Uygulama zamanlari, uygulama alani

ve hedef alinan organizmaya gore farklilik gostermektedir (Patterson, 2004).

TRF herbisiti 3. smif kanserojen grubuna giren, yabani ot 6ldiiriicii bir zehirdir. EPA’nin
verilerine gore TRF'nin 0,5 ppm’in istiinde oldugunda toksik etki gosterdigi gozlenmistir
(Aydinoglu vd. , 2002).



Wallace ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 ¢alismaya gore TRF'nin ratlarda organ sistemlerini
etkiledigi ve insanlarla da ilgili olup olmadigini belirlemek i¢in de caligmalara ihtiyag

duyuldugunu belirtmistir (Wallace, 2014).

TRF 0retimi ilk olarak Avustralya’da 1960 yillarinda tahil markette gerceklestirilmistir.
Tarim ve K&y Isleri Bakanlhigi’da bulunan verilere gére TRF, Tiirkiye’de 2007 yil1 igerisinde
724. 420 litre tiiketilmis olup ve aymi yil icerisinde Tiirkiye’de 6zellikle Ege ve Akdeniz
bolgesinde ¢ok fazla tlketilen bir herbisit ¢esiti olmustur. EPA’ya gore TRF; soluma, deri
temasit ve ayni maddeye maruz birakilmis besinlerin tiiketilmesi ile viicuda alindigi

gozlenmistir (Ebert vd. , 1992).

1.4 Aloe Vera

1.4.1 Aloe Vera'min Tarihgesi

Aloe vera yiizyillardan beri giizellik, tip, saglik ve cilt bakimi alanlarinda kullanilmaktadir.
Aloe vera Arabik kokenli bir kelime olup, "Alloeh" parlayan act madde, "Vera" ise Latin
kokenli olup “gercek” anlaminda kullanilmistir. Yunan bilim insanlar1 Aloe vera bitkisini
"universal panacea” her derde deva ila¢g olarak, Misirlilar ise Oliimsiizliik bitkisi olarak

isimlendirmistir (Surjushe vd. , 2008).

Mezopotamya'da M. O. 1750 yillarinda Aloe vera kil tabletleri ilag olarak kullaniimistir. M.
0. 550'de Misir kitaplar1 Aloe vera uygulamasiyla cilt enfeksiyonlarinin iyilesebilecegini
belirtmistir. M. S. 74'de Yunanli doktor, De Materia Medica adli bir kitap yazmistir ve Aloe
vera'nin  yaralar1 tedavi edilebilecegini, cildin enfeksiyonlarini ve catlamalar
iyilestirebilicegini, sa¢ dokiilmelerini azaltabilecegini belirtmistir. M. S. 1200' 1i yillarda
egzama tedavisi i¢in kullanilmistir (Tablo 1. 2) (Shelton ve ark, 1991). Aloe vera, 1800'li
yillarin basinda Birlesik Devletler'de laksatif (bagirsak yumusatici) olarak kullanilmaya
baslanmigtir. 1930'larin ortalarinda kronik ve siddetli radyasyon dermatitlerinde uygulanmis

ve basarili olunmustur (Lanka, 2018).



Tablo 1. 2: Aloe vera'nin tarihgesi (Shelton vd. , 1991).

M. O 1750 Mezapotamya'da kil tabletleri olarak tibbi tedavide Aloe vera kullanild

M. O 550 Maisir kitaplar1 Aloe vera uygulamasiyla cilt enfeksiyonlarinin iyilesebilecegini
belirtmistir.

M. S 74 Aloe vera'nin yaralart tedavi edilebilecegini, cildin enfeksiyonlarini ve
catlamalar iyilestirebilicegini, sa¢ dokiilmelerini azaltabilecegini belirtmistir.

M. S. 700 Egzama tedavisi i¢in kullanilmistir.

M. S1200  Cogu miishil ilact olarak kullanilmistir.

M. S. 1935  Kronik ve siddetli radyasyon dermatitlerinde kullanilmistir.

1.4.2 Aloe Vera Bitkisi

Aloe vera (L.) Burm. f. kaktiis degildir ama kaktiis gibi tropikal ve subtrobikal yerlerde
yetisen bitki iyi ekonomik potansiyale sahip dogal iyilestiricidir. 600'den fazla Aloe (Familya
Liliacea) tiirii vardir ve binlerce yildir ¢cogu iilkede botanik ila¢ olarak kullanilmaktadir

(Mukherjee vd. , 2014).

Aloe vera'nin botanik adi Aloe barbadensis miller' dir. Asphodelaceae (Liliaceae) familyasina
aittir ve cali gibi veya agaca benzeyen, ¢ok yillikli, kurakeil, sukulent, agik yesil renkli bir
bitkidir. Cogunlukla kuru bolgelerde Afrika, Asya, Avrupa ve Amerika'da yetismektedir.
Hindistan'da Rajasthan, Andhra Pradesh, Gujarat, Maharashtra ve Tamil Nadu'da da
bulunmaktadir (Surjushe vd. , 2008).

Aloe vera triangular (Uggensel), kenarlar1 tirtikli, etli yaprak olup, sart boru seklinde ¢igek
acar ve meyve kismi c¢ok sayida tohum igermektedir. Her yaprak lic katmandan olusur
(Surjuste vd. , 2008; Tirsen vd. , 2014). Sekil 1.4'de Aloe vera'nin katmanlar1 gosterilmistir.

Bunlar;

1. I¢ kisim tabakasinda seffaf jel icerisinde %99 oraninda su, geri kalaninda ise
glukomannan, aminoasit, yag, stereol ve vitaminleri igerir.

2. Orta tabakada lateks ac1 sar1 6zii, antrakinon ve glikozidleri icermektedir.

3. Dis tabakada koruyucu fonksiyondadir, igerisinde 15-20 hiicre bulunur. Karbonhidrat
ile protein sentezi gorevi bulunmaktadir. Kabuk kisminin iginde damarsal lifler

bulunmaktadir. Bu lifler su ve nisasta gibi maddelerin tasinmasinda gorev alirlar.
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Sekil 1. 4: Aloe vera bitkisi (Boundreau ve Beland, 2006).
1.4.3 Aloe Vera'min Sistematik Yeri

Aloe vera'nin sistematik yeri Tablo 1. 3'te verilmistir (Itrat vd. , 2013).

Tablo 1. 3: Aloe vera'nin sistematik yeri (Itrat vd. , 2013).

Alem Plantae

Takim Aspergales

Bolim Spermatophyta
Alt-Bolum Angiospermae
Simif Monocotyledonea
Aile Liliaceae

Cins Aloe

Tar Barbandensis Mill

1.4.4 Aloe vera'min Morfolojik Ozellikleri

Aloe vera ¢al1 gibi veya agaca benzeyen, kurakeil, sukulent, agik yesil renkli bir bitkidir
(Sekil 1.5). Olgunlastiginda en fazla 1,5 kg agirliginda ve bitki bagina genellikle 12-16 buylik
bazal yaprak ireten kalin lifli kokii olan bir yigin olusturan ¢ok yillik bir bitkidir. Bitki
yaklasik 4 yasinda olgunluga erisir ve yaklasik 12 y1l yasamaktadir. Kenarlar1 dikenli ve i¢
biikey dik yayilimin disinda yaklasik 30-60 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde ve 1,8 cm
kalinligindadir. Bitki sap1 yapraklardan daha uzun, pullu ve dallara ayrilmistir. Yapraklar,
altinda epidermis ve mezofil bulunan kalin kiitikiil ile kaplidir. Daha sonra (st parankima ve
alt parankima farklilasir, rozet olgunlastik¢a birbirini takip eden yapraklar daha az beyazimsi

lekelere ve acik yesil renge sahiptir. Kokusu karakteristiktir. Tadi ac1 ve mide bulandiricidir
(Itrat,2013; Ahlawat, 2011).



Sekil 1. 5: Aloe Vera.

1.5 Aloe Vera jel

Aloe vera jel, Aloe vera yapragindan elde edilen berrak, jel benzeri maddedir. Aloe vera
yapraklari lateks ve jel olarak iki farkli b6lime sahip olan ve farkli kimyasal bilesenler i¢eren
yapiya sahiptir. Lateks bolumu perisiklik htcrelerden olusurken, jel kismi parankima

hlcrelerinden olusmustur (Capasso vd., 1998).

1.5.1 Aloe Vera Jel'de Aktif Bulunan Bilesenler

Aloe vera bitkisinde yaklasik olarak 75'e yakin aktif bilesenin oldugu bilinmektedir. Bu
bilesenler vitaminler, enzimler, mineraller, sekerler, lignin, saponinler, salisalik asit ve
aminoasitlerdir. Tablo 1. 4'de Aloe vera'nin aktif bilesenleri ve ozellikleri gosterilmektedir
(Lanka, 2018). Aloe vera jelin pH araligi 4.4-4.7 arasindadir ve %99-90,4 su icermektedir
(Boundreau vd., 2006).

Tablo 1. 4: Aloe vera jel bilesenleri (Lanka, 2018).

AktifBilesenler Aktif Bilesenlerin Aloe vera'daki 6zellikleri

Vitamin A (beta-karoten), C ve E, antioksidan igerir. Ayrica vitamin
B1, B2, B6 ve B12, folik asit ve kholin icerir. Antioksidanlar, serbest

Vitaminler i S )
radikalleri notrleyerek viicudu korur.

Alkali fosfat, amilaz, oksidaz, bradykinaz, karboksipeptidaz, katalaz,
selulaz, lipaz, peroksidaz, siklooksijenaz. Bradykinaz deride lokal

Enzimler olarak uygulandigi zaman fazla enflamasyonu azaltmaya yardim
ederken, diger enzimler isesekerlerin, proteinlerin ve yaglarin
yikimina yardimci olur.

Kalsiyum, selenyum, bakir, krom, magnezyum, potasyum, sodyum ve
¢inko icerir. Minerallerin bazilar1 antioksidanlar olarak hareketi ve
farkli metabolik yollar i¢inde ¢esitli enzim sisteminin asil islevi i¢in
gereklidir.

Mineraller
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Tablo 1.4: (devam ediyor).

Sekerler

Monosakkaritler ~ (glikoz ve fruktoz) ve polisakkaritlerdir
(glikomannan ve polimannoz).

En c¢ok One ¢ikan monosakkaritler mannoz-6-fosfattir ve en sik
kullanilan polisakkarit glikomannoz olarak adlandirilir.

Onemli bir glucomannan olan Acemannan bulunmustur. Son
zamanlarda bir glikoprotein anti-alerjik 0zelliklerle (alprogen ve yeni
gelistirilen  anti-enflamatuar  bilesen olarak adlandirilir) C-
glukosilkromon, Aloe vera jelden izole edildi.

Organik asitler

Sorbat, salisilik asit ve Urik asittir.
Salisilik asit, anti-enflamatuar ve antibakteriyel 6zelliklere sahiptir.

Antrakinonlar

Aloin, barbaloin, izobarbaloin, aloetik asit, aloe-emodin, sinamik
asittin esteri, resistanol, krizofanik asit ve emodin bilesenleridir.
Laksatif olarak gorevi vardir.

Aloin ve emodinin agr1 kesici, antibakteriyal ve antiviral olarak
gorevi vardir

Yag asiti ve
Steroidler

Kolesterol, kampesterol, p-sisosterol ve lupeol steroidlerini
icermektedir

Arasidonik asit ve y-linoleik asit gibi yag asitlerini icermektedir

Tim bunlar ayrica anti-enflamatuar etki ve lupeol, antiseptik ve agri
kesici 0zellige sahiptir.

Non-esansiyal

Histidin, arjinin, aspartik asit, prolin, glisin, tirozin, alanin, ve

aminoasitler hidroksiprolin non-esansiyal aminoasitlerdir.

Esansiyal Metiyoin, fenilalanin, izolesin, valin, treonin ve lizin esansiyal

aminoasitler aminoasitlerdir.
Oksin ve giberellin hormonlaridir.

Hormonlar . ) . . N
Yara iyilesmesine yardim eder ve anti-enflamatuar etkiye sahiptir.
Lignin, bir inert madde, topikal preparasyon icerdiginden deri

.o . icindeki diger bilesenlerin penetrative etkisini arttirir.
Digerleri ¢ g 3 P N

Saponinler, jelin %3 oraninda sabunlu maddelerdir ve temizleme,
antiseptik 6zellige sahiptir.

1.6 Drosophila Melanogaster ile Tlgili Genel Bilgiler

Meyve sinegi olarak da adlandirilan Drosophila melanogaster genetik laboratuvarlarinda en

cok tercih edilen model organizmalardan biridir. Genetik ve gelisimsel biyoloji alanlari

gelistikge D. Melanogaster iizerinde calismalarda artmaya baslamistir (Tyler, 2000). 1830

yilinda D. melanogaster; Johann Wilhem Meigen tarafindan tanitilmis ve ilk defa 1910

yilinda ise Thomas M. Morgan tarafindan genetik calismalarda kullanilmistir. Latincede

karsilig1 “nem seven” anlamina gelmektedir (Allen, 1975; Olgun ve Yurtsever, 2003).

D. melanogaster, kullanim agisindan bir¢ok avantaja sahiptir (Priya, 2012). Bunlar:

1. Laboratuvar ortaminda kiiltiire edilebilmeleri kolay ve ekonomiktir.
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Boyutlar1 kiiciik oldugundan morfolojik anestezi uygulandiktan sonra mikroskop
altinda fenotipik 6zellikleri goriintiilemek kolaydir.

Kisa siirede treyebilirler (Yaklasik 25°C' de %40-60 bagil nemde 10 giin)

Cok sayida yavru dol verebilmektedir (Giinde yaklasik 100 yumurta ve dmiir boyu
yaklagik 2000'den fazla).

Yasam dongiileri kisadir.

Gelisimleri tam metamorfozludur.

Sinek biyolojisinin bir¢ok yoniinii tanimlayan bu sinek i¢in ¢esitli genetik mutantlar
bulunabilir. D. melanogaster'de genetik transformasyon teknikleri 1987'den beri
mevcuttur.

Genetik olarak kontrol edilebilirler. Cesitli morfolojik karakterlere ve mutant soylara
sahiptir.

D. melanogaster'in insan ile birgok homolog geni vardir.

10. D. melanogaster'in tam genomu hakkindaki bilgiler 2000 yilinda yayinlanmustir.

16.1

Genomu bir hayvan igin nispeten kiigiiktiir (Insanlarin ve farelerin onda birinin

altinda).

Drosophila Melanogaster'in Sistematik Yeri

D. melanogaster, tam baskalasim gosteren (Holomatabol), diploid kromozomlu dort gift

kromozom tasiyan bir canlidir. D. melanogaster'in sistematik yeri Tablo 1. 5 'te gosterilmistir
(Ozata, 2006).

Tablo 1. 5: Drosophila melanogaster'in Sistematik Yeri.

Ust alem: Okaryotlar

Alem (Regnum): Hayvanlar alemi (Animalia)

Sube (Phylum): Eklem bacaklilar (Antrhropada)

Alt sube (Subphylum): Mandibulata-Antennata

Sinif (Classis): Bocekler-Alti bacaklilar (Insecta- Hexapoda)
Alt simif (Subclassis): Kanatli bocekler (Pterygota)

Ust takim (Suoerordo): Uzun kanatlilar (Mecopteroidea-Panorpoidea)
Takim (Ordo): Iki kanathilar (Diptera)

Alt takim (Subordo): Sinekler-Kisa antenliler (Brachycera)
Familya (Familia): Sirke sinekleri-Meyve sinekleri (Drosophilidae)
Cins (Genus): Drosophila

Tur (Species): Drosophila melanogaster
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1.6.2 Drosophila Melanogaster'in Yasam Dongiisii

D. melanogaster holometabolous bir bdcektir yani ergin evreden 0Once larva ve pupa
evrelerinden gegmektedir. Ergin bir sinek 10 haftadan fazla yasayabilir. Bu sure zarfinda
ciftlesme gergeklesir. Disilerde dollenme igseldir. Sperm, disi sineklerin viicudunda spermi
kabul ettikleri odalarda ve ikili (paired) sperm keselerinde saklanir. Disi sinekler olustuktan
sonraki dordiincii ve yedinci giin arasinda yumurta iiretiminin en yogun oldugu noktaya

ulagirlar (Tyler, 2000).

Fertilizasyon ve zigot olusumunu takip eden embriyonik gelisim, yumurta zarinda meydana
gelmektedir. Yumurta bir sire beslenir, blyur ve daha sonra larva dretilir. Yaklasik 4 giin
sonra pupaya doniismektedir. Pupadan ergin sineklere gelisimini sirasiyla tamamlamaktadir.
Bu evrelerin siireleri sicakliga gore degismektedir. Sekil 1.6'da gosterildigi gibi D.
melanogaster'in yasam dongiisii gosterilmistir. 20°C sicaklikta yumurta-larva periyodunun
ortalama uzunlugu 8 giindiir; 25°C'de bu periyot 5 giine diismektedir. Pupa evresi 20°C
sicaklikta yaklasik 6,3 giinken 25°C'de yaklasik 4,2 gundur. Bu nedenle 25°C sicaklikta hayat
dongiilerini 10 glinde tamamlayabilmektedirler ama 20°C sicaklikta 15 giinli bulmaktadir. D.
melanogaster kiiltiirlerinin sicakligr ise 20°C veya 25°C'nin iizerindeki oda sicakliginda
olmalidir (Parvathi, 2009).

(N , S
‘ i ; . il ] ¥ = Déllenme
)\ ]
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t * 4 g Ergin o \\ ) 7 e
- Yumurta veya (S
. .§¢ Sy soqy TmbIbO ) gun\
Prepupa “§§ Pupa evresi
RN '} 1. instalar
J larva
1 giin /
=~ d
3. instalar "« e e i / ~"2. instalar
larva <& & B o B larva

Sekil 1. 6: Drosophila melanogaster yasam dongiisii (Perveen, 2018).
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1.6.2.1 Yumurta Evresi

D. melanogaster yumurtalarinin boyu 0,5 mm uzunlugundadir. Yumurtalar1 oval sekilli ve
koriyon ile kaplidir. Anterodorsal yiizeyde uzanan bir ¢ift flament, yumurtanin birakildigi
yumusak zemine batmasini engeller ve oksijen alinimini saglar. Beyaz renkli olan yumurtalar
ciplak gozle goriilebilir. Yaklagik bir giin sonra yumurtadan larva olusumu gergeklesir (Olgun
ve Yurtsever, 2003; Parvathi vd. , 2009).

1.6.2.2 Larva Evresi

Solucan gibi gorinen larvalar yumurtadan ¢iktiktan sonra besiyeri igerisinde beslenerek
gelisir ve kanallar acarlar. Larva bu evrede iki kez kiitikula tabakasini atarak yenisiyle
degistirir. Bu olaya gomlek degistirme denir. Larva bu periyodu (¢ evrede tamamlar ve buna

instar evre denir.

1. Birincil Larval Evre/instar (L1): Yumurtadan ¢ikma ve ilk deri degistirme (22-24 saat)
2. lkinci Larval Evre/ Instar (L2): ikinci kez deri degistirme (25 saat)

3. Ugiincii Larval Evre/ Instar (L3): Pupa oluncaya kadar siiren asama (2 giin)

1.6.2.3 Pupa Evresi

Ugiincii instar evre sonunda larva bulundugu kabin igerisinde kuru bir yeri secerek tirmantr.
Pupa ilk asamalarinda sarimsi ve beyaz renktedir ve bu renk gelismeye devam ettikge giderek
koyulasir. Pupa evresinde larva, imago (ergin bocek) olarak adlandirilan ergin sinege
dontisiimii gerceklesir. Baskalasim gerceklesirken bazi larval organlar korunmasina ragmen
larva yapilarinin ¢ogu lizize ugrar (Tyler, 2000). Sari-kahverengi bir renk alarak tirmandigi
alanda pupalasir. Pupa sabittir. Kilifin igerisinde ergin bir sinek olana kadar gelisimini
sUrddrir. Kanat, g6z, ayaklar kolaylikla fark edilir. Pupa evresi 25°C'de 4 giin siirer. Bu

evreden sonra pupalardan ergin sinekler olusur (Olgun ve Yurtsever, 2003).

1.6.2.4 Ergin

Metamorfozunu tamamlayan sinekler pupa kilifinin arteriorunu delerek ¢ikar. Ergin sinekler

ilk basta acik renklidir, yumusaktir ve kanatlar1 heniiz agilmamigtir. Birkag saat icerisinde
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kararirlar ve ergin sinek goriiniimiinii alirlar. Boylelikle aym kiiltiir igerisinde bulunan yash
sinekler ile ilk olusan sinekleri ayirt etmek miimkiindiir. Ergin bireyler 25°C'de 40-60 gln
yasayabilirler. Disi sinekler pupadan ¢iktiktan sonra yaklasik 10 ila 12 saat giftlesmezler.
Ciftlesen disiler sperm kabul keselerinde 6nemli miktarda spermi saklar ve yumurtlarini
doller. Bu nedenle kontrollii bir ¢iftlesme saglamak i¢in daha once ¢iftlesmemis disilerin
kullanilmast gerekir. Ergin bir sinegin viicudu bas, toraks ve abdomen olmak iizere fi¢

bolgeden olusur (Olgun ve Yurtsever, 2003; Parvathi vd. , 2009).

D. melanogaster'de disi ve erkek sinekler arasinda birtakim farkliliklar vardir. Sekil 1. 7'de
belirtildigi gibi bu farkliliklar1 stereo mikroskop altinda fiziksel goriintislerine bakarak

gozlemleyebiliriz.

Disi Erkek

Sekil 1. 7: Ergin disi ve erkek Drosophila melanogaster (Bartin tiniversitesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Laboratuvarr).

Disi bireyler genellikle erkek bireylerden daha biiytiktiir. Disi sineklerin abdomenleri daha
uzundur. Erkeklerin abdomenleri kisa ve yuvarlaktir. Disi sineklerde abdomen, agik ve koyu
renkte bantlar halinde u¢ kisma kadar giderken; erkeklerde son birka¢ bant kaynasarak, yogun
pigment birikiminden dolay1 siyah goriiniir. Disiler 7 abdomen segmentine sahipken erkek
bireyler 5 abdomen segmentine sahiptir. Erkek bireylerin birinci ¢ift bacaklarinin tarsus
segmenti (ayak bilegi) iizerinde 10 adet kisa kalin kildan olusan esey taragi adi verilen bir

yapi vardir. Esey taragi disilerde yoktur (Parvathi vd. , 2009).
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1.7 Tek Hucreli Jel Elektroforezi (SCGE/COMET)

Tek hcreli jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) ya da "Comet Assay"
yonteminin temel prensibi hiicrede meydana gelen cesitli kimyasal ve fiziksel nedenlerin
olusturdugu genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreler iizerindeki etkilerini tespit etmek
ve hiicrelerin DNA'larinda olusan etkileri incelemektir (Dikilitas ve Kocyigit, 2010). Memeli
DNA kiriklarimi 6l¢mek, sonuglarini analiz etmek amaciyla kullanilan hizli, basit, gorsel ve
hassas bir tekniktir (McKelvey-Martin vd. , 1993). SCGE yonteminin kullanildig1 alanlar
oldukga fazladir. Yontem, DNA hasarinin ve onariminin arastirilmasi, insan biyoizleme ve
molekiiler epidemiyolojisi, genetik bozukluklarin teshisi, genotoksinlerin ¢evresel
kontaminasyonlarinin  izlenmesi ve  yeni  kimyasallarin  genotoksik  agidan

degerlendirilmesinde kullanilir (Collins, 2004).

Tek hucreli jel elektroforezi fikri ilk olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan
ortaya atilmistir (Rydber ve Johanson, 1978). Hucreler lam (slayt) izerindeki agaroz jel igine
gomiilmiistiir. DNA'nin kismen ¢oziilmesini saglamak amaciyla hafif alkali sartlar altinda
liziz edilmis ve membranlarin parcalanmasi, proteinlerin ayrilmasi amaclandirilmigtir.
Slaytlar notralize edildikten sonra analiz yapilmas: i¢cin DNA'lar akridin turuncusu boya
kullanilarak boyanmistir. Tek sarmal DNA kiriklarin da kirmizi floresan (1s1ma), ¢ift sarmal
DNA kiriklarinda yesil floresan oranina bakilarak DNA hasar orani Fairbairn ve

arkadaglarinin yaptigi ¢alisma ile belirlenmistir (Fairbairn vd. , 1995).

Ostling ve Johanson (1984) tarafindan notral teknigi gelistirerek mikrojel elektroforez
yontemi bulunmustur. Hicreler, lam Utzerinde bulunan agaroz jel icine gomdlerek tuz ve
deterjanin igersinde bulundugu liziz ¢ozeltisinde bekletilerek membranlarin pargalanmasi
saglanmistir. N6tr kosullar altinda elektroforez islemi yapilmistir ve DNA'larin katottan anoda
dogru hareketi gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrasi ise ¢ift iplikli DNA kiriklar1 ortaya
¢ikmustir (Ostling ve Johanson, 1984).

Singh ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada nétral teknik degistirilerek alkali kosullar altinda
yapilmaya baglanmistir. Alkali kosullarda (pH>13) tek sarmal DNA kiriklar1 ortaya ¢ikmustir.
Yontemin eskiden bulunan tekniklere gore daha hassas ve duyarlidir. (Singh vd. , 1988;
Smolka vd. , 2004). Giiniimiizde kullanilan "SCGE" teknigi Singh ve arkadaglar1 (1988)

tarafindan gelistirilmis olan, tek ve c¢ift iplik kiriklarinin tamaminin taranmasma olanak
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saglayan yontemdir. Son yillarda "SCGE" teknigi ile FISH (fluoresan in situ hibridizasyon)
teknigi ile birlestirilmistir (Dinger ve Kankaya, 2010).

Comet analizi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve elektrik yikine sahip DNA
molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ hareketine dayanmaktadir (Piperakis, 2009).

Tek hiicreli jel elektroforezi tekniginin avantajlari; (Piperakis, 2009).

Hiicre hatlarinda uygulanabilir.

Bircok prokaryotik ve 6karyotik hucrede uygulanabilir.

Tek hiicre seviyesinde hasari belirlemektedir.

Son derece hassas bir yontemdir (50-15. 000 mola / hiicre).

Sonuglar ayni giinde elde edilir.

Haizli, basit ve ucuzdur.

Noninvaziv (cerrahi islem gerektirmeyen) tekniktir.

Taze veya donmus doku drnekleri tercih edilir.

Ornek boyutu ¢ok kiiguikttir (10,000 ila 50. 000 hiicre arasinda) (Piperakis, 2009).

© ®© N o g B~ w DR

1.7.1 Comet Analizi Turleri

1.7.1.1 Notr Comet Analizi

NOtr comet analiz yonteminde, elektroforez pH 7-8'de nétr kosullar altinda gergeklestirilir.
Tek iplikli kirilmalardan etkilenmeden ¢ift sarmalli kirilmalarin tespit edilmesini

kolaylastirmak igin gelistirilmis bir yontemdir (Matsuyama vd. , 2009).

Agaroz jelde bulunan hiicreler de olusan hasarin tespitinde kullanilan bu yontemle cift iplikli

DNA pargasinin hareketleri incelenir (Matsuyama vd. , 2009; Collins, 2004).

1.7.1.2 Alkali Comet Analizi

Alkali comet analiz yonteminde, pH>13 veya daha yiiksek sicakliklarda giiclii alkali kosullar
altinda elektroforez uygulayarak, tek ve ¢ift iplikli DNA boéliinme yerleri, alkali-kararsiz

bolgeler, eksizyon onarim alanlar1 ve ¢apraz baglama bdlgeleri dahil ¢esitli DNA hasarlarini
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tespit etmek mumkdiindir (Matsuyama vd. , 2009).

Tablo 1. 6: Comet analizi turleri (Giiner vd. , 2013).

Comet Aciklama Avantaj
Tipi

NOtr Liziz ve elektroforez islemleri pH 9. 5az  Daha az hassasiyet gerektiren
Comet ortamda yapilir. DNA daha az belirgin bir  durumlarda yararlidir. Ornegin yogun
Analizi  kuyruk olusturur. Alkali comet assay gore kirliligin oldugu ya da arka planda farkli

daha az duyarl bir yontemdir. etkilerin bulundugu ¢alismalarda
kullantlir.
Alkali  Liziz islemi daha yogun bir sekilde Notr comet assay metoduna gore daha
Comet uygulanir. Elektroforez alkali ortam net bir kuyruklu yildiz goriintiileri elde
Analizi kosullarinda yapilir. pH>13, daha duyarli  edilmektedir. Bir arastirmada kullanilan
bir yontemdir. yaygin bir yontemdir.

1.7.2 Tek Hiicreli Jel Elektroforezi Basamaklari

SCGE yonteminde yapilan iglemler laboratuvar sartlarina bagl olarak farklilik gosterebilir.
Fakat teknik temel olarak 8 basamaktan olugmaktadir. Bu basamaklar Sekil 1.8'de gosterildigi
gibi hiicre izolasyonu, slaytlarin hazirlanmasi, lizis, DNA sarmalinin ¢6ziilmesi, elektroforez,

notralizasyon, boyama ve degerlendirmeden olusmaktadir (Tice vd. , 2000).

,E} a:f &

.
Hiicre, Doku, Doku Kiiltiirii Hiicrelerin LMA iginde siispanse edilmesi u-

1. Hucre izolasyonu 2. Slaytlann hazirlanmasi 3. Liziz I

300 mA

4 AN
_?;;a,_ > 20V
= .
h h \:, p L'T'_?.'s

-

Hasarsiz DNA. Hasarh DNA 6. Notralizasyon 4. DNA Sarmalinin ¢ozulmesi
8. Degerlendirme 7. Boyama 5. Elekiroforez

Sekil 1. 8: Comet analiz basamaklar1 (Fidan, 2010).
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1.7.2.1 SCGE Yonteminde Hiicrelerin Hazirlanmasi

Deneysel ¢alismada kullanilan hiicresel materyalinin hazirlanmasi ¢aligmanin amacina bagh
olarak degiskenlik gostermektedir. Kullanilan materyal deneysel amaca uygun olarak cesitli

yontemlerin uygulanmasiyla elde edilebilir.

SCGE yonteminde insan, hayvan, bitki hiicreleri, kiiltiire edilmis hiicreler, tam kan ornekleri,
kemik 1ligi, doku orneklerive sperm hiicrelerinin materyal olarak kullanildigi gézlenmistir

(Fairbairn vd. , 1995; Dincer ve Kankaya, 2010).

1.7.2.2 Slaytlarin Hazirlanmasi

Hicrelerin agaroz jele tutunmasini saglamak igin deneyden bir giin 6nce normal erime noktalt
agaroz jel slaytlara bastan sona yayilarak 6n kaplama islemi yapilir. Slaytlarin kurumasi i¢in
en az bir giin bekletilir. Deneyin yapilacagi giin ise diisiik erime noktali agaroz jel ig¢inde
hlcreler karistirilir. Bir gece 6nceden hazirlanan slaytlarin tizerine yayilir. Boylece iki jel

tabakasi arasinda sandvig benzeri yapilar olusturulur (Dinger ve Kankaya, 2010).

Slaytlar1 hazirlamada en Onemli unsur uygulanan islemler boyunca jelin bozulmadan
kalabilmesini saglamak ve mikroskop ile analizinde temiz, net bir goriintinin elde
edilmesidir. Agaroz jelin konsantrasyonu ve jel i¢indeki hiicrelerin konsantrasyonlart iyi
sonuglarin ortaya g¢ikarilmasinda ¢ok oOnemlidir. Yiksek hicre yogunluklarinda o6zellikle
DNA go¢iiniin hizli oldugu preparatlarda cometlerin iist liste gelmesine sebep olur. Ylksek
agaroz konsantrasyonu ise DNA gb¢ hizini ve diger islem basamaklarini etkiledigi sonucuna

varilmistir (Dinger ve Kankaya, 2010).

1.7.2.3 Lizis

Slaytlar, agaroz jel donduktan sonra lizis ¢ozeltisi (yiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
igerir) icerisinde bir saat boyunca bekletilir. Lizis islemi sirasinda membranlar pargalanir ve
hiicre igerigi g¢ekirdekten uzaklasarak serbest kalir. DNA, nonhiston proteinlerle birlikte
yuksek siiperkoil yapisinda kalir (Tice, 2000; Dinger ve Kankaya, 2010). Bu islemden sonra
DNA hasarmin en az sekilde olmasi i¢in geri kalan tiim adimlarin karanlik ortamda yapildig:

vurgulanmistir (Vandghanooni ve Eskandani, 2011).
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1.7.2.4 Alkali Ortamda DNA Sarmalinin Coziilmesi

DNA c¢ift sarmal yapisinin agilmasi i¢in hazirlanan slaytlar elektroforez isleminden 6nce
yuksek alkali 6zellikte olan (pH>13) elektroforez tamponu igerisinde inkiibasyona birakilir.
Bu asamada elektroforez tamponu icerisinde bulunan slaytlarda ¢ift sarmal DNAve zincir

kiriklarinin bulundugu noktalardan agilmaya baslar (Dinger ve Kankaya, 2010).

1.7.2.5 Elektroforez

DNA superkoil yapisinin agilmasindan sonra, alkali ortamda elektroforez islemi uygulanarak
comet olusumu saglanir. Elektrik akimi uygulandigi zaman DNA zincir kiriklart katotdan
anoda dogru hareket eder ve kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Hasarsiz DNA ise ¢ekirdekten

cikamaz ve kuyruk benzeri bir yap1 olusturmaz (Dinger ve Kankaya, 2010).

1.7.2.6 Notralizasyon

Elektroforezden sonra jelin pH'sinin nétralizasyonu i¢in slaytlar bir tamponla (pH 7.5) ii¢c defa
yikanir. Slaytlarin tekrarli olarak yikanmasi daha sonraki skorlama igleminde yararli olabilir.
Notralizasyon sonrasi slaytlar boyanarak cometler sayilabilir veya jeller kurutularak daha

sonra incelemek Uzere saklanabilir (Tice, 2000; Dinger ve Kankaya, 2010).

1.7.2.7 Boyama

Cometin goriintiilenmesi i¢in kullanilan DNA spesifik boyalar ve mikroskopta secilen uygun
biiylitme, uygulayicinin spesifik ihtiyaglarina baghdir. Bu asamada en ¢ok tercih edilen
baglayic1 boyalar, DAPI, SYBR, etidyum bromirdir (Dinger ve Kankaya, 2010; Azqueta,
2011).

1.7.2.8 Degerlendirme

Ethidium bromdir (EtBr) ile boyanan slaytlardan floresan mikroskop ile analiz edilerek DNA
goruntuleri degerlendirilir. SCGE yonteminde sonuglarin analizi igin birgok degisik yontem
kullanilmaktadir. Kullanilan parametrelerde ise en yaygin olanlart kuyruklu hiicrelerin

yiizdesi, kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentidir. Teknolojik
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imkanlart smirli  olan laboratuvarlarda hasarli hiicreler gorsel sayma yontemiyle

degerlendirilmektedir (Fidan, 2010).

Hasarsiz hiicreler yuvarlak, kenarlar1 daha az olmak lizere ortasi parlak bir 151k goriiniimii
vardir. Eger DNA'da hasar olusmaya baslamis ise go¢ uzunlugu fragmentlerin miktarina,
DNA zincir kiriklarma bagl olarak degisiklik gosterdiginden DNA kiriklarmin ¢ekirdek
disina gocli nedeniyle diizensiz bir goriinim alir. Hasarin siddetine gére DNA'min bag
kismindan kenara dogru uzama meydana gelmekte olup hasarin derecesi arttikga hiicreler
kuyruklu yildiz seklini alir (Fidan, 2010).

Hasarin derecesine gére DNA goriintiileri 0 ile 4 arasinda smiflandirilir. Hasar bulunmayan
DNA'lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin derecesine gore 1 ile 4 arasinda puan verilir ve
sonuglar degerlendirilir (Collins, 2004). Sekil 1.10'da gosterildigi gibi hasarli ve hasarsiz

DNA'larin puanlandirilmasi verilmistir.
u |

Sekil 1. 9: Comet analiz jel goriinttisi (Zemheri-Navruz, 2019).

Bilgisayar sistemine sahip goriintli analiz sistemi ile hasarli hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve
kuyruktaki DNA ylizdesi, kuyruk momenti gibi ¢esitli parametreler belirlenecek sekilde

tasarlanmistir (Fairbain, 1995).

Normal Hiicre Hasarlh DNA

[Fragment DINA

Bas Kuyruk

Sekil 1. 10: Cometin u¢ noktalari, % Kuyruk DNA=go6¢ etmis DNA'nin oran1 ve Kuyruktaki
DNA yizdesi (Matsuyama vd. , 2009).
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BOLUM 2

LITERATUR OZETIi

EFSA (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) tarafindan (2009) TRF’nin genotoksik etkileri in
Vivo ve in vitro calismalarla arastirmistir. TRF'nin zayif klastojenik (kromozom yapisini
degistirebilen) ve aneujenik (kromozom sayisin1 degistirebilen) etkileri indiikledigi
gozlemlenmis fakat mikroniikleus testinde sonucun dogrulugu kanitlanamamigtir. TRF'nin

ratlarda neoplastik degisiklikler ve karsinojenik etkiler olusturdugu sonucuna varilmistir
(EFSA, 2009).

Kaya ve arkadaslar1 (2004) bentazon, molinat, tiobenkarb, trifluralinin mutajenik ve
rekombinejanik etkilerini ¢aligmistir. D. melanogaster iizerinde TRF’nin de iginde oldugu 4
farkli herbisitin (bentazon, molinat, tiobenkarb, trifluralin) SMART testi ile genotoksik
oldugu bildirilmistir (Kaya vd., 2004).

TRF’nin farelerin kemik iligi ve insan kan hiicrelerinde de genotoksik oldugu bulunmustur

(Bolognesi, 2003).

Kale ve arkadaglarinin (1995) Drosophila tzerinde yaptiklar1 ¢alismada TRF’nin gii¢lii bir
mutajen oldugu gézlenmistir (Kale vd., 1995).

Pilinskaia (1987), TRF’nin genotoksik etkisini kromozom aberasyon teknigini kullanilarak
insan lenfosit ve fare kemik iligi hiicrelerinde arastirmistir ve genetik tehlike iceren

miktarindan fazla kullanimmin diizenlenmesi gerektigi sonucuna ulasmstir (Pilinskai, 1987).

Konen ve Cavas’in (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada TRF nin ticari formu Treflan’in ekonomik
Ooneme sahip bir balik tiirii olan Oreochromis niloticus Uzerindeki genotoksik etkileri
mikronlikleus testi ve morfolojik nikleus duzensizlik analizini kullanarak arastirmis ve
askorbik asit’in TRF ve Treflan ile olusturulan genotoksisite tizerinde indirgeyici etkiye sahip

oldugu bulmustur (Kénen ve Cavas, 2008).
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Nehez ve arkadaslari (1980) %26°lik TRF igeren Olitref herbisitin farenin Greme hucrelerinde
mutajenik etkilerini arastirmistir. TRF'nin fare tireme hiicrelerinde mutajen oldugunu

gostermistir (Nehez vd., 1980).

Sarigdl-Kilig ve Undeger-Bucurgat (2018) Pendimethalin ve TRF'nin yani Karsinojenik
potansiyel sinifa ait yaygin olarak kullanilan dinitroanilin herbisitlerinin A549 hiicre hattinda
apoptotik, anti-apoptotik potansiyelleri ve genotoksik etkileri tizerinde galismalar yapmustir.
TRF ve 100 uM pentimethalin maddelerine 24 saat maruz kalmak apoptozu baskilamis,
kanser hiicrelerinin biiyiimesine sebep olmus ve gen ifadesini degistirmistir. Insanlar
tizerindeki etkilerinin azaltilmasi i¢in besinlerde kullanilan miktarin tizerine ¢ikilmamasi ve
kalinti sinirlarinin {izerinde olmamasina dikkat edilmesi gerektigini calismalarinda ifade

etmislerdir (Sarigdl Kilig ve Undeger Bucurgat, 2018).

TRF ve tebuthiuron herbisitlerinin rat karaciger mitokondrisinin iizerindeki etkileri
arastirilmistir. TRF'nin  ylksek konsantrasyonda mitokondriyal solunumu etkileyebildigi
ancak oksidatif strese neden olmadigi De Oliveira ve arkadaslari (2020) tarafindan

gosterilmistir (De Oliveira vd., 2020).

Stanic (2007) tarafindan Aloe vera’nin antikanserojen ve kemoprotektif etkileri, antibakteriyel
ve antiviral aktivitesi, antiinflamatuar ve immunomodulatdr, antioksidan, hipoglisemik ve
hipolipidemik, bagirsak emilimi Uzerine etkisi yapilan ¢aligmalarla incelemistir. D.
melanogaster Gzerinde Aloe vera jelinin antimutajenik etkisi agiklanmistir. D. melanogaster
etil metansiilfonat (EMS) ile mutasyona ugratildiktan sonra Aloe vera jeli ile muamele edilmis

ve genotoksisiteyi azalttigi gozlenmistir (Stanic, 2007).

Chandrashekara ve Shakarad (2011) D. melanogaster’e resveratrol ve Aloe vera uygulanmig
ve sineklerin 6miir uzunluklarinin arttigin1 bulmustur (Chandrashekara ve Shakarad, 2011).

Hu ve arkadaglar1 (2003) yaptiklari ¢alismada; iki ile dort yas arasindaki Aloe vera bitkilerinin
icerdigi bilesiklerden polisakkaritlerin ve flavonoidlerin, {i¢ ve dort yasindaki bitkilere gore
daha yuksek seviyede bulunduklarini tespit etmis ve tiim Aloe vera ekstrelerinin énemli

antioksidan aktivite gosterdigi belirlemistir (Hu vd., 2003).

Sacan ve arkadaglar1 (2017) Aloe vera yaprak ekstrakti bazi enzim aktivitesi ve antioksidan
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etkisi Uzerine in vitro inhibe edici etkisini aragtirmig ve Aloe vera ekstraktinin dogal bir

antioksidan kaynagi oldugu ortaya ¢ikarmigtir (Sacan vd., 2017).

Oluwatoyin Ayoola ve Ishola (2020), Aloe vera'nin Oreochromis niloticus tzerinde biyime
performansi ve genotoksik etkileri konusunda ¢aligmistir. Farkli miktarlarda Aloe vera diyeti
Oreochromis  niloticus'lerin ~ bulundugu tank sistemine  verilmistir.  Belirlenen
konsantrayonlardaki besin ise 12 hafta boyunca viicut agirliginin %5'i olarak ayarlanarak, 8
saat ile 16 saat uygulanmis ve gelisimleri takip edilmistir. BOylelikle Oreochromis niloticus
diyetine az miktarda Aloe vera eklenmesi ile Oreochromis niloticus iiretkenliginin kontrol

grubuna gore arttirdigi gozlenmistir (Oluwatoyin Ayoola ve Ishola, 2020).

Kumar-Gupta ve arkadaslart (2020) Wistar ratlarinda cartap (pestisit)ve malathion aracili
toksisitesi Uzerine Aloe vera'nin anti-enflamatuar ve antioksidatif potansiyalini incelemistir.
Bu arastirmaya gore Aloe vera bazli ilaglarin pestisit toksisitesine karsi etkisinin
degerlendirilmedigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle de hedef olmayan hayvanlarin pestisit
toksisitenin etkisine karsi koruma amagh Aloe vera bazli deney tasarlamislardir. Deneyin
sonucunda Aloe vera yapraklarmin sulu ekstraktinin, cartap ve malathion toksisitesine karsi

iyilestirici etkisinin gozlemlendigi goriilmistiir (Kumar-Gupta vd., 2020).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Model Organizma

TREF’nin olas1 kotii etkilerine karst Aloe vera’nin koruyucu etkisini belirlemek amaciyla

yapilan toksikoloji ¢alismamizda D. Melanogaster model organizmasi kullanilmistir.

D. melanogaster Kkiiltiirleri, laboratuvar kosullarinda 25 % 1°C sabit sicakliga ayarl
havalandirmali etiivde yetistirilmistir (Sekil 3. 1a). Kiltiir kaplarinin biiyikligii deneyin
amacina gore sec¢ilmistir. Kiiltiir kabinin renksiz camdan olmasi, sineklerin gelisimlerinin

kolay izlenebilmesi sebebiyle tercih edilmistir (Sekil 3. b).

Sekil 3. 1: a) D. melanogaster kiiltiirlerinin 25+1°C'de etiivde yetistirilmesi. b) D.
melanogaster'lerin yetistirildigi cam siseler.

TRF ve Aloe vera'min O6miir uzunlugu tzerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Bartin

Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Genetik Arastirma Laboratuvari'nda uzun
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yillardan beri kullanilan genetik olarak homozigot, mutant karakter tasimayan ve laboratuvar

stogu olan D. melanogaster'in Oregon-R yabanil soyu kullanilmustir.
3.1.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismamizda olas1 etkilerini arastirdigimiz  trifluralin ~ (2,6-Dinitro-N,N-dipropyl-4-
trifluoromethylaniline, Cas No: 1582-09-8, Santa Cruz, USA) temin edilmistir. Aloe vera

ekstrakti eldesi laboratuvarda gergeklestirilmistir.

Omiir uzunlugu deneyinde agar agar (Sigma Aldric, USA), dietil eter (IsoLab, Germany),
propiyonik asit (Merck, Germany), ortofosforik asit (Merck, Germany), ksilen (Sigma Aldric,
USA) maddeleri kullanilmistir.

Comet analizi deneyinde sodyum Kklorid (IsoLab, Germany), phosphate buffered saline
(Multicell), etilendiamin tetraasetik asit (Sigma Aldric, Germany), sodyum hidroksit (IsoLab,
Germany), trizma base (Sigma Aldric, USA), low melting agaroz (BioShop Canada Inc.),
normal erime noktali agaroz (Peglab), triton-X (Sigma Aldric, USA), dimetil silfoksit
(Merck, Germany), etidyumbromur (Molekula) kimyasallar1 kullanilmistir.

3.1.3 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Devam eden deneysel calismalarda Tablo 3. 1'de markalar1 ile birlikte belirtilmis olan ¢esitli

alet, cihaz ve laboratuvar malzemeleri kullanilmistir.
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Tablo 3. 1: Kullanilan alet ve cihazlar.

Cihaz/Malzemeler Markasi
Otomatik pipet Thermo Scientific

Florasan Mikroskop Zeiss

Saf su cihazi Thermo Scientific Smart2Pure 6 UV
Otoklav Nive StreamArt

pH metre HANNA InstrumentsHI 2211
Mikrodalga firin LG

Kuru hava sterilizatoru Protect

Inkiibator N-Biotek

No-frost buzdolab1 Bosch

Yari analitik terazi Kern PFB 300-3

Hassas terazi Shimadzu AUW220D

Manyetik karigtirict Dragonlab MSH-Pro

Besiyeri ve preparat hazirlamak i¢cin  Cam sise, baget, erlenmayer, beher, petri kabi, pamuk,

kullanilan laboratuvar malzemeleri jilet, kurutma kagidi, lam, lamel

3.2 Metot

3.2.1 Besiyeri Ortaminin ve iceriginin Hazirlanmasi

Laboratuvar stok kalttrleri Standart Drosophila Besiyeri'nde (SDB) tutulmaktadir. Standart
Drosophila Besiyeri hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler Tablo 3. 2 ve Tablo 3. 3'de
verilmistir. SDB hazirlanirken Oncelikle misir unu, toz seker, maya ve agar tartildi. Tartilan
mazlemeler behere dokildi ve Gizerine 255 mL distile su ilave edildi ve cam baget ile iyice
karistirildi. Hazirlanan karisim manyetik 1sitici iizerinde kaynayana ve kivam alana kadar
beklenildi. Besiyeri biraz sogumaya birakildi ve daha sonra igerisine kiif olusumunu

engelleyecek olan asit karisimi ilave edildi. Hazirlanan SDB, sicakken steril kiiltiir siselerine
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dokdldu. Kiltiir sigelerinin {izerine temiz kurutma kagitlart kapatilarak bir giin oda
sicakliginda sogumalari ve donmalar1 icin bekletildi. Bir giin sonra katilasan besiyerleri

hazirlanmis oldu (Eroglu Dogan, 2008).

Tablo 3. 2: Standart besiyeri igerigi (Eroglu Dogan, 2008).

Kullanilan Madde Miktar:
Maisir unu 26 g
Standart Besiyeri  Secker 23,59
icerigi Agar Agar (Sigma, USA) 1509
Maya 1,759
Distile su 255 mL
Asit karigimi 1,5mL

Tablo 3. 3: Asit karisimu igerigi (Eroglu Dogan, 2008).

Kullamilan Madde Miktar:

Asit Karisimi Ortofosforik asit 120 uL
Propiyonik asit 1250 uL

Distile su 130 pL

3.2.2 Eterizasyon (Bayiltma) Yontemi

D.melanogaster'e ait ergin bireyler kemotropik (kimyasal maddelere/kokuya), pozitif
fototropik (1s18a dogru) ve negatif geotropik (yergekinin tersine) yonelim gosterdikleri icin
dietil eter kullanilarak bayiltma islemi gergeklestirildi. D. melanogaster'lerin huni yardimiyla
temiz bir bos siseye aktarimi saglandi. Kiiclik bir par¢a pamuk etere batirildi ve
D.melanogaster'lerin oldugu siseye yerlestirildi. Sisede bulunan sineklerin bu sekilde kisa
siire icinde bayilma islemi gerceklesti (Sekil 3.2). Eterizasyon islemi, stok Kkiiltiirlerin
yenilenmesi ve uygulama gruplarinin olusturulmasinda kullanilmaktadir. Fakat sinekler uzun

slire etere maruz birakilmamalidir (Eroglu Dogan, 2008).
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Sekil 3. 2: Eterizasyon islemi.

3.2.3 Deney Diizenegi

Calismamizda yapilan deneyler Sekil 3.3'de ve deney gruplar1 Tablo 3.4'de gosterilmistir.

DENEY D i
¢ | ¢
Omiir Uzunlugu Larval Toksisite Comet Analizi
g L
N | i EI ;I il B ' 1 B
SRHEEE
L #s o2l Ee T 1 | .
3 : w ol
[ =) E. I!. £ J, a B n
B [l [ Eu [ EI
B ELEH.BLEB.
— ITHEEE
W e e e e
BoOE E
Her sige igin;
15 Erkek (2 tekear 30) D.melanogaster, Her sise icin 50 larva eldendi Her sise icin 50 larva eklendi
15 Disi (3 tekrar 45) D.melanogaster 15 giin boyunca gelisimleri takip D. melanogaster 13. giin
ile calisildy edildi. topland: analizi yapildi
2 tekoer yapaldi 2 tekoar yamlde.

Sekil 3. 3: Calisma boyunca kullanilacak deney diizenegi.
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Tablo 3. 4: Deney Gruplari

Deney Gruplari
Grup 1 Kontrol (Negatif kontrol grubu)

Grup 2 Ksilen (Pozitif kontrol grubu)
Grup 3 0,1 mM TRF

Grup 4 TRF+ %2,5 Aloe vera

Grup 5 TRF+ %5 Aloe vera

Grup 6 TRF+ %10 Aloe vera

3.2.4 Omiir Uzunlugu Deneyi icin On Kiiltiirlerin Olusturulmasi ve Ergin Bireylerin

Toplanmasi

Omiir uzunlugu deneyinde D. melonagaster'in Oregon-R- yabanil soy hattina ait disi ve erkek
bireyler kullanildi. Bu bireyler arasindaki ¢aprazlamalar i¢in SDB hazirlandi. Kiiltiir siselerine
dokiilen SDB igerisine disi ve erkek bireyler konularak caprazlamalar baglatildi. Hayat
dongiisiinii tamamlayan ayni yaslt sinekler disi ve erkek olarak ayri ayri toplandi. Her grup
icin 15 adet disi ve erkek sinek toplanarak SDB igerisinde ayr1 ayri tutularak etiivde muhafaza

edildi (Kizilet ve Uysal, 2012).

3.25 Omiir Uzunlugu ve Larval Toksisite Kulamlacak Olan Stok Soliisyonlarinin

Hazirlanmasi

Stok soliisyonlar hazirlanmadan 6nce TRF'nin hangi solventte ¢Oziilecegine karar vermek
amaciyla Oncelikle ¢ozucilerin D. melanogaster'ler lzerindeki etkileri incelendi. Aseton,
ksilen ve methanol (US EPA, 1996) iceren SDB'ne 30 adet disi ve erkek birey eklenildi.
Aseton ve methanolde len ergin sinek sayisi ksilene gore fazla oldugu i¢in TRF'nin ¢oziiciisii

olarak ksilen segildi.

Kullanilacak maddenin dozunu belirlemek amaciyla D. melanogaster'ler Uzerinde 6n deneme
calismalar1 yapilmistir (Erséz ve Colak, 2018). Kiiltiir siseleri igerisine eklenecek olan besin
miktari, siselerin biiytlikliigiine gére 50 mL olarak belirlenildi. SDB igerisinde kullanilacak
TRF madde miktarlar1 Kaya ve arkadaslarinin makalesinden yola ¢ikarak 0,1 mM, 0,2 mM ve
0,5 mM olarak belirlenildi (Kaya vd., 2004) ve kiiltiir siselerine belirlenen miktarlarda TRF
ilavesi gerceklestirildi. Her kiiltiir sisesi i¢in stok kiiltiirden 30 adet esit sayida disi ve erkek
birey eklenildi. Her giin 6len ve yasayan birey sayisi not edildi. Denemeler sonucunda veriler
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incelenerek canli birey sayisina gore hangi dozu segecegimiz tespit edildi (Ersoz ve Colak,
2018).

TRF ve Aloe vera bitki ekstraktinin belirlenen doz se¢iminde kullanilan miktarlar makaleler
arastirtlarak segilmistir. TRF'nin doz belirlenmesinde Kaya ve arkadaglarinin (2004) makalesi
referans alindi ve ortalama toksik miktar1 belirlendi. Aloe vera btiki ekstraktinin ise

Chandrashekara ve Shakarad (2011) ve YanMei (2011)'nin makaleleri referans alinmistir.

Omiir uzunlugu ve larval toksisite deneylerinde kullanilmak iizere TRF 6ncelikle 10 mL
Ksilen'de ¢ozdiirildi ve 0,01 M'lik stok soliisyon hazirland1 (US EPA, 1996). Deneylerde
kullanilmak tizere hazirlanan stok ¢ozeltilerinin uygulama konsantrasyonlar1 SDB'ye ilave

edildi.

Calismamizda kullanilacak olan Aloe vera ekstraktini elde etmek igin Oncelikle Aloe vera
yapragmin jelinden toz elde edildi. Bunun igin olgun, saglikli ve taze Aloe vera yapraklari
toplandi. Toplanan Aloe vera yapraklar taze suda yikandi ve daha sonra enine parcalara
boliinerek kalin epidermis kismi ¢ikarildi. Yapragin ortasinda bulunan kati jel kismi steril
havan igine konularak homojenize etmek igin dévuldi ve bulamag haline getirildi (Sekil
3.4a). Bulamag haline getirilen Aloe vera jeli etiivde 80°C'de 48 saat boyunca kurumasi ve toz
halini almas1 i¢in bekletildi. Kuruyan jelin havandan ayrilma islemi gercgeklestirildi ve miktari
Olculdi. Daha sonra %95'lik ethanol icinde 24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda ethanolde
bekleyen icerikler whattman filtre kagidindan geg¢irildi. Miktar kii¢iik oldugu i¢in
evaparotorde kurutma tercih edilmedi. Bu yizden suzlntl kuruyana ve toz haline gelene
kadar oda sicakliginda buharlagmas igin bekletildi (Sekil 3.4b). Toz haline gelen jelin miktart
0,89 olarak olculdi. Aloe vera yaprag: jeli ekstrakti disitile suda ¢oziilerek stok soliisyon
olusturuldu ve istenilen konsantrasyonlara getirilerek besiyerine eklendi (Saritha vd., 2010).
Deneyde kullanilacak olan 0,8 g'lik Aloe vera jeli ekstaktindan%1000 mg'lik stok soliisyon
hazirlandi. Deneylerde kullanilmak iizere hazirlanan stok c¢ozeltilerinin  uygulama
konsantrasyonlari (%2,5, %5 ve %10) SDB'ye ilave edildi (Chandrashekara ve Shakarad,
2011; YanMei, 2011)
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Sekil 3. 4: a) Aloe vera yapragindan ¢ikarilan jelin bulamag hale getirilmis hali. b) Aloe vera
jelden elde edilen stziintl (Bartin iiniversitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarti).

3.2.6 Omiir Uzunlugu Deneyinde Ergin Bireylere TRF ve Aloe Vera'min Uygulanmasi

TRF ve Aloe vera’nin 6miir uzunlugu tizerine etkisi, D.melanogaster’in disi (9 ) ve erkek
(83) populasyonlarinda ayri ayri ¢alisildi. Bu amagla aym yash bireyleri elde etmek igin,
taze besin ortami igceren kiiltlir siselerinde caprazlamalar yapilarak 6n stoklar olusturuldu.
Pupadan ¢ikan ayni yash (1- 3 giinliik) ciftlesmemis 99 ve &3 sineklerden, her bir grup icin
ortalama 15 birey toplandi. Toplanan bireyler bos kiiltiir sigelerine konularak uygulamadan
Once 2 saat a¢ birakildi. Daha sonra, bu bireyler farkli konsantrasyonlarda TRF ve Aloe vera
iceren kiiltiir siselerine (Tablo 3.4) sinekler atilarak beslendi (Sekil 3.5). Uygulama boyunca
Q9 ve 43 bireyler deney siselerine aktarildi ve uygun sicaklik kabinlerinde (25 + 1°C)
tutuldu. Deney slresince besinler haftada bir kere tazelendi. Birey sayilart her uygulama giinii
baglangicinda ve sonunda kontrol edildi ve 6len bireyler kaydedilerek ortamdan uzaklastirildi.
Kontrol ve uygulama gruplarinin tiimiinde, sayimlara ve uygulamaya en son birey 6lene kadar

devam edildi. Deneyler en az iki kez tekrar edildi (Kizilet ve Uysal, 2012).

Sekil 3. 5: Omiir uzunlugu deneyi i¢in ayrilan disi ve erkek bireyler(Bartin {iniversitesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari).
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3.2.7 Larval toksisite

Larval toksisite testi i¢in olusturdugumuz deney gruplarinda 3. evre larva kullanildi. Larvalar
(72 + 4 saat) SDB igeren kiiltiir ortaminda 10 33 ve 10 9 birey caprazlanarak elde edildi.
Sineklerin ¢iflesmesinden sonra 4. Giinde 3. Evre larvalar olusturuldu. Her deney grubu igin
sise bas1 50 adet larva eklendi (Sekil 3.6). Larvalarin gelisimi giinliik olarak kontrol edildi.
Larva déneminden pupa dénemine pupa déneminden ergen déneme gecebilen bireyler ginlik
olarak izlendi. Ergin bireyler streo mikroskop altinda incelenerek ve bireyler fenotipik olarak

incelendi. Deney iki kez tekrar edildi (Uysal ve Semerdoken, 2011).

3.2.8 COMET Hazirliklan

3.2.8.1 COMET i¢in On Kiiltiirlerin Olusturulmasi ve Ergin Bireylerin Toplanmasi

COMET analizinde kullanilacak olan D.melonagaster'in 15 giin boyunca hazirlanan TRF’ye
ve Aloe vera ekstraktina maruz birakildi. Hazirlanan SDB ortamina TRF ve Aloe vera
eklenerek kiiltiir siselerine dokiildii. Hazirlanan besiyerine 50 adet larva eklendi ve 15 gun

sonunda olusan disi ve ergin bireyler toplanarak -80 C*'de saklandi.

3.2.8.2 COMET Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Comet analizine baglamadan dnce soliisyonlarin belirlenen miktarlarda ve pH'ta hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun icin elektroforez (Tablo 3.5), nétralizasyon (Tablo 3.6), liziz solisyonu
(Tablo 3.7), LMA ve NMA hazirlandi.

Elektroforez solisyonunun hazirlanmasi:

Tamponu hazirlamak i¢in Tablo 3.5'te verilen degerler sirasiyla hesapland: ve hazirlandi.
Stok 1: 10 N (200 g) NaOH ile 500 mL distile su karistirildi.
Stok 2: 200 mM (14,89) EDTA ile 200 mL distile su ile karistirildi.

1. Stok ¢ozeltilerden 1X'lik taze buffer hazirland.
2. Stok I'den 30 mL NaOH ve Stok 2 ¢ozeltisinden 5 mL EDTA alinarak bir meziire
konuldu.
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3. Uzeri 1000 mL distile su ile tamamland ve karistirilda.
4. pH metre yardimiyla pH>13 olmasi i¢cin HCI damlatildi.
5. Hazirlanan soliisyon 1 litrelik bir siseye aktarildi ve kullanilacagi zamana kadar +4

C°'de buzdolobinda saklandi.

Tablo 3. 5: Elektroforez soliisyonlarinin hazirlanmasi.

Konsantrasyon Kimyasal Adi Molekiiler Agirhgi 1 Litre
0,3M NaOH 39,9772 g/mol 30 mL (Stok 1)
0,001 M EDTA 292,24 g/mol 5 mL (Stok 2)

pH>13 HClI ile ayarlanmalidir.

Notralizasyon soliisyonunun hazirlanmasi:

Tamponu hazirlamak i¢in Tablo 3.6'da verilen degerler sirasiyla hesaplandi ve hazirlandi.

24,25 g Trizma baz tartilarak bir behere alindi. (500 ml’ye gore)
Uzerine 400 mL distile su eklendi.

Manyetik karistiricida bir stire karistirildu.

pH metre ile pH'in 7.5 olmasi i¢in HCI damlatild1.

o ~ w0 DD

Soliisyon 500 mL'lik bir siseye aktarildi ve kullanilacagi zamana kadar +4 C"'de
buzdolabinda saklandi.

Tablo 3. 6: Notralizasyon soliisyonlarinin hazirlanmast.

Konsantrasyon Kimyasal Ad1 Molekiiler Agirhg: 500 mL
04 M Trizma baz 121,14 g/mol 24,259

pH= 7. 5 HCl ile ayarlanur.

Liziz soliisyonunun hazirlanmasi:
Tamponu hazirlamak i¢in Tablo 3.7'de verilen degerler sirasiyla hesaplandi ve hazirlandi.

1. 146 g NaCl, 1,2 g Trizma baz, 37,2 g EDTA tartimi1 yapilarak iizerine 800 mL distile
su eklendi.

2. Manyetik karistirict da bir stire karistirildi.
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3. pH metre ile pH=10 olmas1 i¢in NaOH damlatildi.

4. Hazirlanan soliisyon bir siseye aktarildi ve kullanilacagi zamana kadar +4 C®'de
buzdolabinda saklandi.
5. %1'lik Triton-X ve %10'luk DMSO her kullanimda taze olarak eklendi.

Tablo 3. 7: Liziz soliisyonlarinin hazirlanmas.

Konsantrasyon Kimyasal Ad1 Molekiiler Agirhg: 1 Litre
25M NaCl 58,44 g/mol 146,19
0,1M EDTA 373,24 g/mol 37,29

0,01 M Trizma baz 121,14 g/mol 1,29

pH=10 NaOH ile ayarlanur.

Low Melting Agaroz (LMA) Hazirlanmasi

1. Comet analizi i¢in gerekli olan 0,025 g LMA ve 5 mL PBS bir behere alindi.
2. Mikrodalgada kaynatilarak hazirland1 (Dhawan et al. 2009).

Normal Erime Noktali Agaroz Hazirlanmasi

1. Comet analizi i¢in gerekli olan 1 g NMA ve 100 mL PBS bir behere alind.
2. Mikrodalgada kaynatilarak hazirlandi.
(Dahawan et al. 2009).

3.2.8.3 COMET Analizinin Drosophila melonagaster'e Uygulanma Asamalari

Calismamizda 15 giin boyunca TRF ve Aloe vera ekstrakti uygulanan sineklere comet analizi

yapild.

1. Comet analizi icin diisik erime sicakligina sahip 9%0,5’lik agaroz (LMA)
mikrodalgada eritildi ve donmamast i¢in 40°C’lik 1siticida bekletildi.

2. Normal erime noktasina sahip %1’lik agaroz (NMA) hazirland1 ve lamlar kapland.

3. Sinek ornekleri (80 pl ~3 adet)100 ul HBSS (20 mM EDTA ve 10% DMSO igerir)
Solusyonunda parcalanarak, %0,5’lik LMA’dan 100 ul alinarak karistirildi ve NMA

ile kaplanmig lamin {izerine eklenerek donmasi beklendi. 4°C’de 5 dk beklendi
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4. Hazirlanan preparatlar lizis ¢ozeltisinde (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris
base, pH 10’a ayarland1 ve %1 Triton X-100, %10 DMSO taze eklenecek) 1 saat
boyunca 4 °C’de bekletildi.

5. Preparatlar elektroforez tamponunda (10N NaOH, 200mM EDTA, pH> 13.0) 4 C° 15
dk bekletildi.

6. Alkalin elektroforez 24 V ve 300 mA 40 dakika sure ile uygulandi.

7. Preparatlar 0.4 M Tris tamponunda (pH 7.5) 5 dk nétralize edildi.

8. Daha sonra preparatlar 100 pl Red Safe (10 ul / ml) ile boyand: ve incelemek igin
floresan mikroskobu (Zeiss, Almanya) kullanild1 (Dhawan et al. 2009).

9. Elde edilen goriintiileri incelerken rastgele segilmis 100 (50-100) hicre 0 ile 4
arasindaki hasar kaydi yapildi (0 hasarsiz, 4 ¢ok hasarli) (Olive and Banath 2006).

3.3 istatistiksel Analiz

Calismada, disi ve erkek omiir uzunlugu, larval toksisite ve comet analizi deneylerinden elde
edilen verilerin degerlendirilmesi, DNA hasar1 bulgularinin degerlendirmesinde gruplar arasi
degerlendirme tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) (SPSS 20) ile ortalamalar
arasindaki farkin Onemliliklerini degerlendirmek igin Duncan post-hoc testi uygulandi.

Istatistiksel agidan ortalamnin 6nemi p<0,05 olarak kabul edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismamizda TRF ve Aloe vera'nin olasi toksik ve genotoksik etkilerini, D.
melonagaster model organizmasinin soylar1 kullanilarak 6miir uzunlugu, larval toksisite ve
COMET analizi ile arastirdik. Bu amacla her (¢ test yontemi icin kontrol ve uygulama

gruplari igeren 3 farkli deney seti Tablo 3.4'te gosterildi.

4.1 Dozun Segilmesi

Deneyde kullanilacak olan TRF maddesinin dozunu belirlemek i¢in 6n denemeler yapildi ve
bu denemeler sonucunda 0,2 mM ve 0,5 mM olarak belirlenen madde miktarinda ergin
sineklerin tamamen o6ldigi, 0,1 mM belirlenen dozda ise sineklerin yasamlarint devam
ettirdigi gézlemlendi. Verilerin sonuglarina gore 0,1 mM TRF dozuna Kkarar verildi (Ers6z ve
Colak, 2018).

4.2 In Vive Omiir Uzunlugu Testinde Elde Edilen Bulgular

Bu tez ¢aligmasinda D. melonagasterin 9 ve dJd populasyonlari ayri ayri olmak iizere
kontrol ve deney gruplarini igeren SDB'nde beslendi. Kontrol ve deney gruplari i¢in ¢alisma
es zamanl baglatildi ve deney gruplarinda en son birey 6lene kadar devam edildi. Ayni yash
ciftlesmemis 99 ve &J sineklerden her bir deney icin toplanan ortalama 45 ve 30 D.
melonagaster ayri ayri olmak tizere SDB bulunan kiiltiir siselerine 15'er tane konularak
ayristirildi. Elde edilen verilere gore disi ve erkeklerin sineklerin kontrol ve deney gruplari
icin ortalama Omir uzunluklari hesaplandi. Tablo 4.1'de gruplara ait maksimum 6mur
uzunlugu verileri, negatif ve pozitif kontrol gruplarina ait veriler ile karsilastirilarak

istatistiksel analizler yapildi ve sonuglar p<0,05 diizeyinde anlamli bulundu.

Yapilan deneyler sonucunda negatif kontrol grubunda maksimum Omiir uzunlugu 99
populasyonda 78 ve &' populasyonda 82 giin olarak belirlendi (Tablo 4.1). Negatif kontrol
grubuna ait ortalama dmiir uzunluklar ise Q@ @'de 72,6 + 2,50 giin iken 2 3"de ise 76 + 3 giin
olarak belirlendi. Pozitif kontrol grubunda ise maksimum 6miir uzunlugu 9 9 populasyonda

64 gin ve J& populasyonda 77 glndir. Pozitif kontrol grubuna ait ortalama O6mir
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uzunluklar ise @ Q'de 60,3 + 2,45 giin iken 2 3"de ise 72 + 2,25 giin olarak belirlendi (Tablo
4.1).

Q9@ populasyonunda sirasiyla 78 ve 64 giin olan negatif ve pozitif kontrol gruplarina ait
maksimum Omiir uzunluklart TRF (0,1 mM) 'de 60 giine gerilerken; TRF + Aloe vera (0,1
mM + %,5, 0,1 mM + %5, 0,1 mM + %10) deney gruplarina sirasiyla 73, 75 ve 82 giine
ilerledi. &3 populasyonunda 82 ve 77 giin olan maksimum Omiir uzunlugu ayni deney
gruplarinda sirasiyla TRF'de 77 giinde ksilen ile ayn1 giindedir ve TRF + Aloe vera'da ise 94,
82 ve 92 gune ilerledi (Tablo 4. 1).

Farkli konsantrasyonlarda TRF ve TRF + Aloe veranin D. melanogaster'in erkek
populasyonlarina ait 6miir uzunluklar1 iizerine etkisi belirlendi. Calismamiza gore erkek
bireylere ait ortalama Omiir uzunlugu sonuglar1 birbiriyle ve kontrol gruplariyla
karsilastirildigt zaman, en uzun ortalama omiir uzunlugu TRF + %10 Aloe vera deney
grubunda 91,5 + 0,25 en kisa ortalama 6miir uzunlugu TRF deney grubunda 70 + 3,5 gin
olarak belirlendi.

D. melanogaster'in erkek ve disi bireylerine ait ortalama Omiir uzunlugu birbiriyle

karsilagtirildigr zaman, kontrol ve tiim deney gruplarinda erkek bireylerin disi bireylerden

daha uzun 6miirlii oldugu gorilmiistiir.
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Tablo 4. 1: D. melanogaster’in disi ve erkek populasyonlarina ait ortalama 6miir uzunluklari (giin olarak) ve gruplar arasi 6nem kontrolleri.

Deney gruplari
? 3
Deney gruplari Birey Max 6mir Ortalama 6mar Onem kontrolii Birey sayisi Max émar Ortalama omdar Onem kontrolii
sayisi uzunlugu uzunlugu+SH (sadece anlamh uzunlugu uzunlugu+SH (sadece anlamh
farklar) farklar)
K(1) 45 78 72,6+2,50 30 82 7643
1-2" 6-1"
Ksilen (2) 45 64 60,3+2,45 30 77 7242,25
1-3™ 4-2"
TRF (3) 45 60 58+0,57 5-2"" 30 77 70+3,5 5-2"
6-2" 41"
TRF+ %2,5 Aloe vera (4) 45 73 68,6+2,09 30 94 89,5+2,25
4-3** 4_3**
TRF+ %5 Aloe vera (5) 45 75 71+1,87 53" 30 82 80+1,00 6-3"
6-3" 4-2"
TRF+ %10 Aloe vera(6) 45 82 75,6+2,46 30 92 91,5+0,25
4-2" 4-5"

Max. : Maksimum, S. H. : Standart hata, **: Gruplar arasindaki fark p<0,001 diizeyinde 6nemlidir. *:Gruplar arasindaki fark p<0,05 diizeyinde

onemlidir.
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4.3 TRF ve Aloe vera'nin D. melanogaster larvalarinda yasama orani

Larvadan Pupaya Gegis Orani

TRF ve TRF + Aloe vera'min D. melanogaster'in yasama orani lizerine etkisi Tablo 4.2'de
verilmigtir. Yapilan calismada TRF'nin belirlenen konsantrasyonunda larvanin yasam

oraninin distiigi gozlendi.

Kontrol grubuna gére TRF ve TRF + Aloe vera konsantrasyonlarini i¢eren tiim besinler 3.
evreye ulasan larva, pupa olma orani azalmistir. Negatif kontrol grubunda %86 = 1,00
oraninda 3. evre larva elde edilirken, pozitif kontrol grubunda %18 + 1,50'a kadar
azalmistir. TRF + %5 Aloe vera konsantrasyonunda 3. evreye ulasan larva oran1 %69 +
2,25 azalmigtir. TRF + %10 Aloe vera konsantrasyonunda ise 3. evreye ulasan larva orani
%88+0 artmustir. TRF konsantrasyonunda 3. evreye ulasan larva oran1 % 78 + 0,5 ve TRF
+ %2,5 Aloe vera konsantrasyonunda % 69 £ 2,25 azalmistir (Tablo 4.2). Pozitif kontrol

grubuna gore karsilagtirma yaparsak; ciddi oranda 3. evreye ulagan larva orani artmistir.

Pupadan Ergine Gecis Oram

D. melonagaster'in kontrol gruplari, TRF ve TRF + Aloe vera uygulanan gruplari arasinda
pupadan ergine ge¢is oranlar1 bulundu ve istatistiksel olarak hesaplandi. Negatif kontrol
grubunun %86's1 erginlesmisken, pozitif kontrol grubu %6, TRF deney grubunda %82,
TRF + %2,5 Aloe vera deney grubunda %63, TRF + %5 Aloe vera deney grubunda %84
ve TRF + %10 Aloe vera deney grubunda ise %97 erginlesebilmistir (Tablo 4.2).

Kontrol grubu ve diger gruplar karsilastirildiginda pupadan ergine gecis oranlarinda TRF,

TRF + %2.,5 Aloe vera ve TRF + %5 Aloe vera'da kismi bir azalma soz konusudur. TRF +

%10 Aloe vera'da ise kismi bir artis gézlemlenmistir.
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Tablo 4. 2: TRF ve TRF + Aloe vera'nin D. melonagaster larvalarinin yasama orani
Uzerine etkisi. Grup 1: Kontrol, Grup 2: Ksilen, Grup 3: TRF, Grup 4: TRF + %2,5 Aloe
vera, Grup 5: TRF + %5 Aloe vera, Grup 6: TRF + %10 Aloe vera.

Deney Eklenen larva miktari 3. evreye Pupa Pupa Ergin  Ergin olma
gruplari ulasan sayis1 olmaoran sayisi orani
1. Tekrar 2. Tekrar larva oram
(%) Ort. OrtzSH Ort Ort+SH
Oran Ortalama Oran Ortalama

Grupl 45/50 %90 41/50 %82 86+1 935 935+0,25 43 43+1
Grup 2**  24/50 %48 22/50 %44 18+1,50 9 9+1,50 3 340,50
Grup 3*  30/50 %60 39/50 %78 78+0,5 785  785+8,75 41 41+2,00
Grup 4*  50/50 %100  43/50 %86 69+2,25 87,5 8754525 315 31,5+6,25
Grup 5*  44/50 %88 44/50 %88 88+0 92 92+9,00 42 42+2,50
Grup 6*  40/50 %80 38/50 %76 93+1,75 99 99+2,00 48,5 48,5+2,75

**: Besiyeri hazirlama asamasinda %?2 ksilenle, *:TRF %1 ksilenle hazirlanmustir.

4.4 COMET Deney Sonuclarinin Analizi

Bu tez calismasinda kullanilan TRF tek basina ve Aloe vera (%2,5, %5 ve %10)
konsantrasyonlar1 ile birlikte standart besiyerine eklendi ve 15 giin sonunda olusan D.
melanogaster'ler toplandi. D. melanogaster Gzerindeki olast DNA hasarini incelemek igin
comet analizi yapildi. Calismamizin sonucuna gore TRF'nin DNA hasarinda artis meydana
getirdigi ve buna karsilik Aloe vera ile uygulandiginda etkilerin giderek azaldigi sonucuna
varildi. TRF'nin DNA hasarma yol agtigi olumsuz etkileri Aloe vera uygulamasiyla

engellendigi belirlendi.

Sekil 4.1'de disi ve erkek D. melanogaster i¢in comet analiz sonuglari gosterildi. Comet
analiz gorintilerini incelerken rastgele 100 hiicre secildi ve goziimuz ile 0'dan 4' kadar
deger verildi. Bu degerler kendi aralarinda gruplandirilarak grafikler ¢izildi. TRF'nin disi
ve erkek sineklerde DNA hasarinda artisa sebep oldugu goézlemlenirken, TRF+ %2,5 Aloe
vera, TRF + %5 Aloe vera ve TRF+ %10 Aloe vera konsantrasyonlar1 arttikca DNA'ya

verdigi hasarin azaldig1 gorildi.
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Sekil 4. 1: a) DNA hasarin1 gosteren siniflandirilmis comet goriintiisii. b-¢) Yetigkin disi ve erkek D. melanogaster'in TRF (0,1 mM) ve Aloe
vera'nin (%2,5- %5 ve %10) farkli konsantrasyonlaria 15 giin boyunca maruz birakilmasi sonucunda meydana gelen hasarin grafik ile
gOsterilmesi.
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BOLUMS5

SONUC VE ONERILER

Bitkiler yiizyillardir saglik ve tip alaninda tedavi amaclhi koruyucu ve iyilestirici olarak
kullanilmistir  (Surjushe vd, 2008). Aloe vera bitkisinin antioksidan, antimutagenik,
antioksidan, antikanserojenik, antiviral ve antigenotoksik &zellikleri sahip oldugu
bilinmektedir (Stanic, 2007). Aloe vera’nin dogal ve ekonomik olmasi, tedavi amagh
kullanilmast bitkiyi daha énemli hale getirmistir. Ayrica genis bir kullanim alanina sahip
Aloe vera’min antigenotoksik aktivitesinin arastirilmasi insan saglhigi agisindan Onemli

oldugu diisiintilmektedir (Lanka, 2018; Mukherjee vd., 2014)

Pestisitler, dogal c¢evrede bir¢cok canli tiirii ilizerinde toksik etkilere sebep olmaktadir.
Pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullaniminin insan sagligina ve gevreye birgok olumsuz
etkisi vardir. Canlilar {izerinde ekotoksisite, genotoksisite, toksisite ve mutajeniteye sebep
olurlar (Kaya vd., 2004; Bolognesi, 2003; Kale vd., 1995). TRF'de pestisit sinifina giren
kanserojen bir maddedir (Aydinoglu vd., 2002).

Caligmamizda kullandigimiz model organizmanin tiiriine gore; hayatta kalma ve gelisim
stiresi, yumurta verimi, viicut bilylikliigli ve 6miir uzunlugu gibi etmenler uygulanan
maddelere gore farklilik gosterebilir. Omiir uzunlugu deneyi, uygulanan maddeye gére
organizmanin yasaminin ne kadar siire devam ettigini incelememizi ve bu verileri sayisal
olarak degerlendirmemizi saglar. Larval toksisite deneyinde kullandigimiz bilesenlerin

gelisim siirelerini nasil etkiledigini incelenmesini saglar.

Son yillarda toksikoloji alaninda fakli test yontemi kullanilmaktadir. Gerekli malzemelerin
temininin kolay ve maliyetinin ucuz olmasi, kullanilacak olan organizmanin kisa dmiirlii
olmasi, ¢ok sayida yavru vermesi ve kullanilan yontemlere (larval toksisite, miir uzunlugu
ve comet analizi) uygulanabilir olmas1 gibi 6zelliklere sahiptir. Comet analizi hizli, ucuz,
basit ve guvenilir olmakla beraber segilen model organizma tizerinde uygulanabilme

kolaylig1 saglar.

Laboratuvarda kolay kultiire edilebilmesi ve kisa siirede lireyebilmesinden dolay1 toksisite

ve genotoksisite ¢alismalarinda D. melanogaster tercih edildi. Insanlarla homolog bir ¢ok
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geninin olmasi da tercih edilme nedenlerinin arasindadir (Priya, 2012).

Calismamizda Drosophila melanogaster larvalarimi laboratuvarda ergin evreye kadar
yetistirmek i¢in kullanilan yapay besine farkli miktarlarda ilave edilen TRF ve Aloe
vera'nin sinegin yasama, gelisimine, ergin dmiir uzunluguna etkisi ve DNA'sina verdigi

hasar comet analizi ile arastirildu.

Elde edilen sonuglara gére D. melanogaster'in disi bireylere ait émiir uzunlugu sonuglari
birbiriyle ve kontrol gruplariyla karsilastirildigi zaman, en uzun ortalama omiir uzunlugu
(TRF + %10 Aloe vera) deney grubunda 75,6 + 2,46, en kisa ortalama 6miir uzunlugu TRF
deney grubunda 58 =+ 0,57 gun olarak belirlendi. D. melanogaster'in erkek
populasyonlarina ait dmiir uzunlugu calismasinin sonuglarina gore erkek bireylere ait
ortalama Omiir uzunlugu sonuglari birbiriyle ve kontrol gruplartyla karsilastirildigi zaman,
en uzun ortalama 6miir uzunlugu (TRF+ %10 Aloe vera) deney grubunda 91,5 + 0,25, en
kisa ortalama 6miir uzunlugu TRF deney grubunda 70 + 3,5 giin olarak belirlenmistir. Disi
ve erkek D. melanogaster arasinda Omiir uzunlugu karsilastirildiginda erkek omiir

uzunlugun disilere gore daha uzun oldugu goriildii.

D. melanogaster’e resveratrol ve Aloe vera uygulanmis ve sineklerin dmiir uzunluklarinin
artti@in1 bulmustur (Chandrashekara ve Shakarad, 2011). Bizim ¢alismamizda ise TRF'ye
kars1 Aloe vera ekstrakti verilen deney gruplari karsilastirilmistir. Aloe vera verilen deney

gruplarinda 6miir uzunlugunun arttig1 tespit edilmistir.

TRF ve Aloe vera konsantrasyonlarini igeren besinlerle beslenen birinci evre larvalarin
diger larval evrelerinde ve larva sonrasi evrelerde yasama ve gelisimi incelendi. Larvadan
pupaya geciste kontrol grubuna gore diisiis meydana gelirken, pupadan ergine geciste;
kontrol grubu ve diger gruplar karsilastirildiginda pupadan ergine gecis oranlarinda TRF,
TRF + %2,5 Aloe vera ve TRF + %5 Aloe vera'dakismi bir azalma s6z konusudur. TRF +

%10 Aloe vera'da ise kismi bir artis gozlemlendi.

Aloe vera (L. ) yaprak ekstraktinin bazi enzim aktivitesi ve antioksidan aktivite Gzerine in
vitro inhibe edici etkisi arastiritlmis ve Aloe vera ekstraktinin dogal bir antioksidan 6zelligi
oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (Sagan vd. , 2017). Aloe vera'nin antioksidan 6zelligi TRF'nin

etkisini kismi olarak azaltmistir. TRF ve Aloe vera gruplarini kendi aralarinda
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karsilastirdigimizda TRF'nin larvadan pupaya gecisi 78,5 + 8,75 iken TRF + Aloe vera
(%2,5. %5, %10) konsantrasyonlari sirasiyla 87,5 + 5,25, 99 + 2,00 ve 92 £ 9,00 artmustir.
Pupadan ergine gegiste ise TRF'nin 41 + 2,00 iken TRF + Aloe vera (%2,5. %5, %10)
konsantrasyonlar1 sirasiyla 31,5 £ 6,25, 42 + 2,50 ve 48,5 + 2,75 olarak verilmistir. TRF +
%10 Aloe vera'da artis olmustur.

Aloe vera ve Guava bitkisinin farmakolojik ve biyolojik aktivitesi (zerine etKkisi
incelenmistir. Aloe vera ve Guava bitkisi igerisinde ¢ok sayida Onemli fitokimyasal
bilesigin olustugu gozlemlenmistir. Yara iyilestirici sifali bitkiler arasindadir, ayrica
iltihap, agr1, iilser ve antihiperglisemik ajanlarin tedavisinde kullanilabilmektedir. insan ve
hayvan  tedavilerinde  uygulanabilmesi, terapotik  faydalarindan  yararlanarak
farmakodinamigi-kinetigi hakkinda kapsamli arastirma yapilmasi ve daha fazla arastirma
i¢in bilesigin biyoaktivitesinin yan1 sira saflastiritlmis formlarimin izole edilmesi Aloe vera
ve Guava bitkleri icin ihtiya¢ duyulan c¢alismalar arasindadir (Fatalo Falaro ve Tesfaye,
2020). Bizim c¢alismamizda ise D. melanogaster kullanilarak genotoksik etKisi

incelenmistir.

Siirekli artan niifusun besin ihtiyacini karsilamak amaciyla artan tarim Urtinlerine karsilik
giderek gesitlenen ve yayginlasan pestisitlerin farkli kullanim amaglar1 vardir. Pestisitler
gibi biitlin kimyasal maddelerin etkileri canlilarin yasam evrelerine gore degisiklik
gosterir. Yasamin erken donemlerinde olusan etkileri belirlemek ozellikle 6nemlidir.
Pestisit veya diger kimyasal maddeler orta ve uzun vadede olumsuzluklara neden olabilir,

populasyonlarin ya da tiirlerin kaybina yol agabilir.

Yapilan calismalara gore pestisitlerin toksik igerikleri nedeniyle ozellikle mutajenik,

karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Casida, 2009).

Tarim alanlarinda ¢alisan insanlar tizerinde pestisitlerin toksik etkileri arastirilmis, renal ve
hepatik toksisiteyi arttirdigr saptanmistir (Brouwer vd. , 1991). Yapilan deneylerde

TRF'nin mutajen oldugu gézlemlenmistir.

TRF'nin genotoksisite, immiinotoksisite ve Ureme toksisitesi lizerine ¢alismalar yapilmistir.
D. melanogaster iizerinde TRF’nin de i¢inde oldugu 4 farkli herbisitin (bentazon, molinat,
tiobenkarb, trifluralin) SMART testi ile genotoksik oldugu bildirilmistir (Kaya vd. , 2004).
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Bizim ¢aligmamizda da Comet analizi yapilarak TRF'nin D. melanogaster tizerinde DNA
hasarmi arttirdigi gézlemlenmistir. Aloe vera ile beraber kullanildiginda DNA hasarinin

azaldig1 TRF'ye kars1 koruyucu etkisi oldugu gozlendi.

Benzen, toluen ve ksilene (1,0-100 mM) maruz kalan D. melanogaster'de genotoksik
etkilerin kuersetin ve kurkumin ile azaltilmasi {izerine ¢alisma Singh ve arkadaslar1 (2011)
tarafindan arastirilmistir. Ksilenin, benzene kiyasla D. melanogaster'de daha az genotoksik
etki gosterdigi gozlemlenmistir (Singh vd., 2011). Calismamizda yapilan émiir uzunlugu
deneylerinde ksilen ve TRF gruplarinda verilerin yakin olmasimnin sebepleri arasinda

ksileninde genotoksik etki gostermis olabilecegi diistiniildii.
Sonug olarak Aloe vera'nin, TRF'nin yaninda koruyucu olarak kullanilabilir ve TRF'nin

zararli etkilerini azaltabilir oldugu goriilmekte ve Aloe vera jelinin insan sagligi, canlilik

icin 6nemli bir rolii oldugu ve literatiire katki sagladigi diistiniilmektedir.
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