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Bu ¢alisma, dogal fenolik bir bilesik olan elajik asit (EA)’in insan periferal lenfositlerinde in
vitro genotoksik ve antigenotoksik etkilerini kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi
(KA), mikronukleus (MN) ve tek hucre jel elektroforezi (KOMET) testleri ile belirlemek amaciyla
gergeklestirilmistir. insan periferal lenfositleri 24 ve 48 saat, komet testinde ise 1 saat boyunca 60,
80, ve 100 pg/ml konsantrasyonlardaki EA ile muamele edilmistir. Ayrica EMS ve H,0, nin etkisine
karst EA’nin antigenotoksik etkisinin olup olmadigi arastirmak amaciyla hiicreler EA ve bilinen
klastojen ve mutajen olan EMS veya H,0, karisimi ile muamele edilmistir.

Bu calismada, EA incelenen konsantrasyon ve muamele sirelerinde KKD, KA/Hiicre,
anormal hucre ytizdesini ve mikroniikleus olusumunu kontrole ve ¢dziicli kontrole oranla istatistiksel
olarak uyarmamustir. Komet testinden elde ettigimiz sonuglara gore de EA, niikleusta DNA hasarina
sebep olmamistir. Bu nedenle niikleustan go¢ eden DNA kiriklarinin olusturdugu niikleusa bagh
kuyrugun uzunlugu, kuyruktaki DNA yogunlugu ve kuyruk momentinde &nemli degisiklik
olmamustir. EA, test edilen muamele sireleri ve konstrasyonlarda proliferasyon indeksini (PI),
mitotik indeksi (MI) ve nukleus béliinme indeksini (NBI) kontrole ve eritici kontrole nazaran 6nemli
derecede etkilememistir. Yani EA’nin genotoksik ve de sitotoksik etkisi yoktur.

EA+EMS uygulamasinda incelenen muamele siirelerinde ve konsantrasyonlarda EA, kontrol
ve ¢Ozlcu kontrole oranla EMS kaynakli artan KKD sayisini, KA/Hiicre, anormal hiicre yiizdesini ve
MN olusumunu 6nemli oranda azaltmistir. EA+EMS uygulamasinda EA, EMS kaynakli azalan MI’y1
pozitif kontrole gore 24 ve 48 saatlik muamele sirelerinde 100 pg/ml konsantrasyonda istatistiksel
olarak 6nemli derecede artirmustir. Yine EA, EMS kaynakli azalan PI’y1 pozitif kontrole oranla
arttirmigtir. EA, EMS kaynakli azalan NBI’y1 test edilen muamele siirelerinde ve konsantrasyonlarda
pozitif kontrole oranla istatistiksel agidan onemli derecede arttirmistir. EA+H,0O, uygulamasinda
EA, H,0, kaynakl artan kuyruk uzunlugunu ve kuyruk momentini pozitif kontrole oranla 80 ve 100
pg/ml konsantrasyonlarda, kuyruktaki DNA yogunlugunu ise 100 pg/ml konsantrasyonda pozitif
kontrole oranla istatistiksel agidan 6nemli oranda diigtirmustiir.

Anahtar Kelimeler: Elajik Asit (EA) , Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Kromozom Aberasyonu (KA),
Mikronukleus (MN), Tek Hiicre Jel Elektroforezi (KOMET).
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The aim of this study was to investigate the genotoxic and antigenotoxic effects of Ellagic Acid (EA) (a
natural phenolic compound found in plants) on human peripheral lymphocytes using sister chromatid exchange
(SCE), chromosomal aberration (CA), micronucleus (MN) and single cell gel electrophoresis (SCGE) tests. Cells
were treated with 60, 80 and 100 pg/ml EA for 24 and 48 hrs for chromosome aberration, micronucleus and sister
chromatid exchange tests, and 1 hr for the comet assay. Furthermore, EA and EMS , H,0, (a known clastogen and
mutagen) were co-administered into the cell culture to investigate the antigenotoxic potential of EA.

In this study, EA did not induce a statistically significant increase in the SCEs, the aberrations per cell
(CAJ/Cell) and the percentage of abnormal cells (AC%) either in 24- or 48-hr treatment periods and at all
concentrations when compared to controls (negative and solvent control). According to the results obtained from
the COMET assay, EA did not induce DNA damage. Therefore, EA did not significantly increase the lenght of the
DNA tail caused by the DNA breaks migrating from the nucleus, the density of the DNA in the tail and the tail
moment.

EA, when compared to control and solvent control, did not significantly affect PI, M1 and NDI values
at any concentration or treatment periods. EA, when applied to human lymphocyte cell culture alone, did not show
genotoxic or cytotoxic effects.With the co-administration of EA and EMS (EA+EMS), EA significantly decreased
the frequency of SCEs, the aberrations per cell (CA/Cell), the percentage of abnormal cells (AC%) and MN
formation at all concentrations and all treatment periods. In the combination (EA+EMS), EA induced a
concentration-dependent increase in the MI, but that increase was statistically significant only at the highest
concentration for 24- and 48-hr treatment periods (100 pg/ml) when compared to positive control. EA increased
the EMS-reduced Pl when compared to positive control at 24 and 48-hr treatment times and at all concentrations.
EA statistically significantly increased the EMS-reduced nucleus division index (NDI) at all concentrations and all
treatment periods when compared to positive control. In EA+H,0, application, EAdecreased the hydrogen
peroxide-increased tail length, DNA intensity in tail and tail moment compared to the positive control, but this
decrease was statistically significant only at the highest two concentrations (80 and 100 pg/ml) for tail lenght and
tail moment, and at the highest concentrations (100 pg/ml) for the DNA intensity in tail.

Key Words: Ellagic Acid (EA), Sister Chromatid Exchange (SCE), Chromosom
Aberration (CA), Micronucleus (MN), Single Cell Gel Electrophoresis
(SCGE).



GENISLETILMIS OZET

Antioksidanlar, organizmada olusan anabolik ve katabolik olaylar
diizenleyerek tiim metabolizmayi etkileyen ve bazi enzimlerin aktif gruplarinda yer
alarak reaksiyonlarin ger¢eklesmesini saglayan, yoklugu veya yetersizligi gibi
durumlarda fizyolojik fonksiyonlarin durmasina ya da onemli 6l¢iide azalmasina
neden olan maddelerdir.

Bu calisma; bitkilerde dogal fenolik bir bilesik olan elajik asit’in insan
periferal lenfositlerinde genotoksik ve antigenotoksik etkiye sahip olup olmadigini
kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus
(MN) ve tek hiicre jel elektroforez (KOMET) testleri ile arastirmak ve bu testler
yardimiyla elajik asit’in insanlar i¢in herhangi bir genotoksik risk olusturup
olusturmadigim1 veya antikanserojenik etkiye sahip olup olmadigini saptamak
amaciyla yliriitilmustiir.

Arastirmada, KKD ve KA’y1 saptamak amaciyla saglikli ve sigara igmeyen
yaglar1 birbirine yakin iki erkek (22 ve 24 yaslarinda) ve iki kadindan (22 ve 24
yasinda) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan ornekleri steril kiltur ttpleri
icerisindeki 2.5 mI’lik kromozom medyumlarina (Gibco, PB Max) steril sartlarda 6
damla (0.2 ml) (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Steril sartlarda, steril
BrdUrd eriyiginden her tiipe son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde ilave
edilerek iyice karigtirllmis ve hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37£1°C’de 72 saat i¢in
inkiibe edilmistir. Elajik asit’in etkisini incelemek igin kiltur stresinin bitiminden
24 ve 48 saat Once daha 6nceden 1 M NaOH igerisinde hazirlanmis ve son
konsantrasyonu 60, 80 ve 100 ug/ml olacak sekilde elajik asit kdltlr tuplerine
ilave edilmistir. Ayrica her deneyin bir kontrold, bir eritici kontroli (1 M NaOH,
25 pl) ve bir de pozitif kontrol (10° M EMS) grubu olusturulmustur. EMS’nin
etkisine kars1 elajik asit’in antigenotoksik ve antisitotoksik etkisini ortaya ¢ikarmak
i¢in de ayr1 bir kiiltiir serisinde her bir kiltlr tiplne test maddesine ilaveten EMS

(son konsantrasyonu 10 M) ilave edilmistir.
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Hazirlanmis olan daimi preparatlarda KKD sayisi ve KA belirlenmistir.
Ayni preparatlarda proliferasyon indeksini (P1) hesaplamak igin birinci, ikinci ve
Uclinclh mitoz bOlinmeyi gegiren hiicrelerin sayist ve mitotik indeksi (MI)
saptamak icin de toplam hiicre igerisinde mitoz béliinmeyi gegiren hiicrelerin sayisi
belirlenmistir. Bu incelemeler sonucunda proliferasyon indeksi (PI) ve mitotik
indeks (MI) saptanmustir.

In vitro mikroniikleus testinde ise saglikli ve sigara igmeyen yaslar
birbirine yakin iki erkek ve iki kadindan (KKD ve KA testi i¢in kan alinan
kisilerden) alman 1/10 oraninda heparinize edilmis kan oOrnekleri kromozom
medyumlarina steril kosullarda ekilmis ve hiicreler 37£1°C’de 68 saat inkibe
edilmigtir. Calismanin test maddesi olan elajik asit’in MN olusumu {izerindeki
etkisini belirlemek igin son konsantrasyon 60, 80 ve 100 pg/ml olacak sekilde
elajik asit kiiltir ortamina, kiltiiriin baglangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave
edilmistir. Ayrica her deneyin bir kontrolii, bir eritici kontroli ve bir de pozitif
kontrol grubu olusturulmustur. Inkiibasyon baslangicindan 44 saat sonra her tiipe
son konsantrasyonu 6 pg/ ml olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve
boylece boliinen hiicrelerde sitokinez engellenmistir. EMS’nin’nin etkisine karsi
elajik asit’in etkisini ortaya ¢ikarmak i¢in de ayri bir kiiltiir serisinde her bir kiiltiir
tipline test maddesine ilaveten EMS (10 M) eklenmistir.

Mikronilikleus sayisini belirlemek amaciyla her muamele grubu ve
kontrollerinde iki nukleusa sahip (binukleer) toplam 1000 hicre incelenmis (4 kisi
4000 hiicre) ve bu binikleer hicreler icerisinden mikronikleuslu olanlar
saptanmistir. Bundan mikronilkleuslu iki nikleuslu hiicre %’si hesaplanmistir.
Ayrica incelenen hiicrelerde toplam mikronikleus sayisi belirlenmistir. Toplam
mikronikleus sayisindan MN yiizdesi (MN %) hesaplanmistir. Ayrica ¢alismanin
bu kisminda niikleus bélinme indeksini (NBI) saptamak icin MN preparatlarinda
tesadiifi se¢ilmis alanlarda 1000 hiicre icerisinde bir, iki, ii¢c ve dort niikleuslu hiicre
sayisi belirlenmis bu verilerden de NBI saptanmugtir.

Calismamizda kullandigimiz diger bir test teknigi ise ilk defa 1978 yilinda
v



Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarmin 6lglilmesi amaciyla
kullanilan ve daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilen
komet testi icin saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin iki erkek (22-24)
ve iki kadindan (22-24) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri
ependorf tiiplerine 100 pl olacak sekilde paylastirilmistir. Elajik asit’in etkisini
belirleyebilmek icin daha dnceden belirlenen dozlardaki test maddesi (elajik asit)
son konsantrasyonu 60, 80 ve 100 pl olacak sekilde 100 ul igerisinde stok
lenfositlere eklenmistir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H,O,) (100 pl),
¢ozlcl kontrol olarak % 50’lik DMSO (100 ul) ve kontrol olarak ise distile su
(100 ul) kullanilmustir. H,O, nin etkisine karsi elajik asit’in antigenotoksik etkisini
ortaya ¢ikarmak icin de ayr1 bir kiiltiir serisinde her bir kiltiir tlipline test
maddesine ilaveten H,O, (100 pl) ilave edilmistir.

Aragtirmanin sonuglari, elajik asit’in insan periferal kan lenfositlerinde 24
veya 48 saatlik muameleli kilturlerde ve tim konsantrasyonlarda KKD sayisini,
hiicre bagina diisen anormallik sayisim1 (KA/Hiicre) ve anormal hiicre yiizdesini
(AH %) kontrol ve c¢oOziici kontrole nazaran Onemli derecede uyarmadigini
gostermistir. EA, 24 veya 48 saatlik muamele silrelerinde ve tum
konsantrasyonlarda MN olusumunu genel olarak arttirmig olmasina ragmen bu artig
kontrole nazaran Onemli bulunmamustir. EA, 24 saatlik 60 ve 80 pg/mi
konsantrasyonlarda ve 48 saatlik 60 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda MI’y1
genel olarak diislirmiis ancak bu diisiis kontrole oranla istatistiksel agidan 6dnemli
bulunmamistir . EA, 24 veya 48 saatlik muamele sirelerinde ve tim
konsantrasyonlarda Pl ve nikleus bdlinme indeksini (NBI) genel olarak
diisiirmesine ragmen bu diisiis kontrole oranla anlamli bulunmamigtir. Komet
testinin sonuglarina gore de EA tim konsantrasyonlarda dnemli derecede DNA
hasarina neden olmamistir. TUm bu sonuglara gore EA genotoksik ve sitotoksik
etkiye sahip degildir.

Calismanin antigenotoksik kisminda ise EA+EMS uygulamasinda hem 24 hem de

48 saatlik muamele sirelerinde ve tim konsantrasyonlarda test maddesi olan EA,
\%



kontrol ve ¢oziicii kontrole oranla EMS kaynakli artan KKD sayisini, KA/Hiicre,
anormal hiicre yuzdesini ve MN olusumunu pozitif kontrolle kiyaslandiginda
istatistiksel agidan Onemli derecede azaltmigtir. EA+EMS uygulamasinda EA,
EMS kaynakli azalan mitotik indeksi pozitif kontrole oranla ve konsantrasyona
bagli olacak sekilde genel olarak attirmis ancak bu artis sadece 24 ve 48 saatlik 100
pug/ml EA uygulamasinda istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Yine EA, EMS
kaynakli azalan PI’y1 pozitif kontrole oranla istatistiksel agidan 6nemli derecede ve
de konsantrasyona bagli olacak sekilde arttirmistir. EA, EMS kaynakli azalan
NBI'y1 24 veya 48 saatlik muamele siirelerinde ve tim konsantrasyonlarda pozitif
kontrole oranla istatistiksel agidan 6nemli derecede arttirmigtir. Komet testinde ise
EA+H,0, uygulamasinda EA, H,O, kaynakli artan kuyruk uzunlugunu pozitif
kontrole oranla genel olarak diistirmiis, bu disis 80 ve 100 upg/ml
konsantasyonlarda istatistiksel agidan Onemli seviyede olmustur. Son olarak
EA+H,0, uygulamasinda EA, H,0; kaynakli artan kuyruktaki DNA yogunlugunu
ve kuyruk momentini pozitif kontrole oranla genel olarak azaltmig, bu azalmalar
kuyruktaki DNA yogunlugu i¢in 100 pg/ml konsantrasyonda, kuyruk momenti icin
ise 80 ve 100 pg/ml konsantrasyonda istatistiksel agidan 6nemli olmustur.
Calismanin bu kismindan elde edilen sonuglara goére EA antigenotoksik ve

antisitotoksik etkiye sahiptir.
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1. GIRIS Tuba DORDU

1. GIRIS

Antioksidanlar, organizmada olusan anabolik ve katabolik olaylar
dizenleyerek tim metabolizmay: etkileyen ve bazi enzimlerin aktif gruplarinda yer
alarak reaksiyonlarin ger¢eklesmesini saglayan, yoklugu veya yetersizligi gibi
durumlarda fizyolojik fonksiyonlarin durmasina ya da onemli 6l¢iide azalmasina
neden olan maddelerdir.

Antioksidanlar, yiyeceklerde veya viicutta disik yogunlukta
bulunduklarinda ¢esitli fiziksel etkenler veya kimyasal olaylar sonucunda meydana
gelen reaktif oksijen (ROT) ve reaktif azot tlrleri (RNT) gibi hicrelere zarar
verebilecek olan prooksidanlar1 (lipid, protein ve nikleik asitlerin oksidasyonuna
neden olan toksik meddeler) etkin bir sekilde indirgeyerek daha diisiik toksisiteli ya
da toksik olmayan {irlinlere dontistiiriirler. Boylece oksidasyonun sebep olabilecegi
zararlar1 onlerler.

Antioksidan yetersizliginde ROT fazlaligi nedeniyle meydana gelen
oksidatif stres biyolojik sistemlerin temel bilesenlerinin (karbonhidratlar, lipidler,
proteinler ve niikleik asitler) hasarina sebep olarak (Cao ve ark., 1997) yaslanma,
cesitli kanser tiirlerinin gelisimi, bobrek fonksiyonlarinin azalmasi, akciger, kalp ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi problemlerin olugmasina neden olmaktadir
(Simone, 1992; Kozluca, 1993; Cos ve ark., 2000; Desmarchelier ve ark., 2000;
Katalinic ve ark., 2006; Husain ve Kumar, 2012; Halliwell, 2012). Ayrica yine
ROT varliginda Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin olusumu
da tetiklenmektedir (Aitken ve ark., 1995).

Antioksidanlar, viicut hiicreleri tarafindan tiretildikleri gibi, gidalar yoluyla
da alinabilmektedirler. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar; esas olarak vitaminler (C, E ve
A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada
meyve ve sebze tuketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda

ters orantil1 bir iliski oldugu saptanmistir (Rice-Evans ve ark., 1997).
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Antioksidanlar, katalitik aktivitelerine gore enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ise kaynagina gore
dogal ve sentetik antioksidanlar olarak gruplandirilirlar (Cizelge 1.1) (Rice-Evans

ve ark., 1997; Kopani ve ark., 2006; Surveswaran ve ark., 2007).

Cizelge 1.1. Antioksidanlarin gruplandirilmasi
ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK DOGAL SENTETIK
ANTIOKSIDANLAR | ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
Glutatyon peroksidaz ) a )

Karotenoidler Alkil gallat ttrevleri
(GPx)
Glutatyon rediiktaz (GR) ) Butillenmis hidroksianizol
Mineraller
(BHA)
Glutatyon-S-transferaz o
Vitaminler Butillenmis hidroksitoluen (BHT)
(GST)
Katalaz (CAT) Nordihidroguareyetik asit
(NDGA)

Polifenolik bilesikler

Superoksit dismutaz

Tersiyer butilhidrokinon (TBH
(SOD) y (TBHQ)

Bu ¢alismanin test maddesi olan elajik asit (EA) dogal antioksidan grubunda
yer alan polifenolik bir bilesiktir (Yang ve ark., 2001; Karakaya, 2004; Seeram ve
ark., 2005).

Antioksidan aktiviteye sahip olan polifenolik bilesikler insan saglig
Uzerinde olumlu rollerinin olmasi nedeniyle bilim adamlari, gida {ireticileri ve
tiikketiciler agisindan 6nemli bir yere sahiptir (Lako ve ark., 2007). Ancak, ¢ok
amach kullanim alanina sahip olan bu bilesiklerin insan genomunda mutasyonlara
sebep olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi da son derece dnemlidir. Bir kimyasal
maddenin boyle bir etkisinin olup olmadiginimn belirlenmesi, kisa siireli

genotoksisite testleri ile miimkiin olabilmektedir. Bugiin kisa siireli genotoksisite
2
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testleri olarak bilinen ve bir kimyasal maddenin genotoksik olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilan testlerden bazilari; kardes kromatid degisimi (KKD)
(Sister Chromatid Exchange=SCE) (Tucker ve ark., 1993), kromozom aberasyonu
(KA) (Chromosome Aberration=CA) (Carrano ve Natarajan, 1988; Anderson,
1988; Hagmar ve ark., 1994), mikronukleus (MN) (Heddle ve ark., 1991, Fenech,
2002) ve tek hiicreli jel elektroforez (komet) (Singh ve ark., 1988) testleridir. Perry
ve Evans (1975)’in bilinen mutajen ve kanserojenlerin Chinese hamster (Cricetulus
griseus=Cin kemiricisi) yumurta (CHO) hiicrelerinde KKD ve KA’y1 uyardiginm
saptamalarindan sonra bu testler mutajen ve kanserojenlerin belirlenmesinde
kullanilmaya baglanmugtir.

Bir kimyasal maddenin mutajenik ve kanserojenik etkiye sahip olup
olmadigini kisa siirede saptamak i¢in 1970’11 yillarda bazi testler gelistirilmistir. Bu
tarihten itibaren genotoksisite incelemeleri icin ¢ok cesitli inceleme sistemleri
kullanilmustir. Bunlar gen, kromozom yahut genom mutasyonlarini saptayan
mutajenite testleri ve mutasyona paralel olarak indiiklenen ve genotoksisiteyi
gosteren indikator testlerdir (Albertini ve ark., 2000). Carrano ve ark. (1978),
mutajen ve kanserojenlerin toksik dozlarin altindaki dozlarda meydana getirdikleri
genetik hasarlarin kisa zamanda, hassas bir sekilde ve kantitatif olarak
gosterilmesinin KKD ve KA analizi ile miimkiin olabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica ayni arastirmacilar bir maddenin mutasyon meydana getirmesi ile KKD
olusumunun uyarilmasi arasinda lineer bir iliski oldugunu da belirtmislerdir.
Ayrica Tucker ve ark. (1993) da Carrano ve ark. (1978)’min goriisiine benzer
goriise sahiptirler.

Genotoksisitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan testlerden biri
periferal kan lenfositlerinde KKD testidir. KKD, DNA ¢ift zincir kiriklariin
homolog rekombinasyon yoluyla onarilmasini gosteren kardes kromatidlerin
homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon tirlinlerinin resiprokal degisimidir ve
bir DNA zincir kirig1 ve yeniden birlesme olaymi gerektirir (Sonoda ve ark. 1999;

Helleday, 2003). Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan
3



1. GIRIS Tuba DORDU

insan ve hayvanlarin hiicrelerinde KKD frekansinin arttigi bulunmustur (Perry ve
Evans, 1975; Albertini ve ark. 2000). Ayrica, tek-gen mutasyonlarinin artisi ile
KKD frekans: arasinda lineer bir iliski oldugu da saptanmistir (Carrano ve ark,
1978). Yine DNA replikasyonunu inhibe eden ¢esitli kimyasal ajanlarin KKD’yi
indiikledigi de bilinmektedir (Ishii ve Bender, 1980). KKD’nin artisiyla in vivo
timorlerin olusumu arasinda da benzer bir iliskinin oldugu Cheng ve ark. (1981)
tarafindan bildirilmistir. KA’nin aksine KKD tek basina genotoksik riski
belirlemede yetersizdir. Fakat, KKD deneysel ¢alismalarda indikator test olarak
insanlarda genotoksik etkileri géstermede uygun bir yontem olarak kullanilmaya
devam etmektedir (Norppa ve ark. 2006).

Genotoksik riskleri belirlemede kullanilan en hassas yontemlerden biri,
periferal kan lenfositlerindeki KA frekansmin belirlenmesidir (Carrano ve
Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark. 1994). Kromozom
anormallikleri DNA diizeyindeki zararin bir sonucu olarak ortaya gikar. Ornegin,
kromozom kiriklar1 DNA’daki onarilmamus ¢ift zincir kiriklarindan ve yeni yapiya
sahip kromozomlarin meydana gelmesi de, DNA’daki zincir kiriklarinin yanlis
onarilmasindan kaynaklanabilir (Savage, 1993). KA olusum mekanizmasinin farkl
dokularda benzer olmasindan dolayi, lenfositlerdeki anormallik seviyesinin,
kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini gosterdigi ve bdylece kanser
riskinin de gostergesi oldugu diisiiniilmektedir (Albertini ve ark., 2000; Bonassi ve
ark. 2000; 2004; 2005; 2007). Yiksek KA frekansi (gap hari¢), KA artigini
baslatan sebebe bakmaksizin yiiksek kanser riski oldugunu 6nceden gosterebilir.
Hem kromatid tipi hem de kromozom tipi KA’lar1 kanser riskinin gostergesidir.
Fakat kromozom tipi KA’lerinin kromatid tipi KA’lerine gdére daha iyi bir
belirleyici olduguna dair kanitlar vardir (Norppa, 2004; Norppa ve ark. 2006;
Boffetta ve ark. 2006).

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan sitogenetik
metodlardan bir digeri ise MN testidir (Heddle ve ark. 1991; Fenech, 2002).

Periferal kan lenfositlerinde kromozom hasarinin gostergesi olarak MN’un
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kullanilmasi ilk kez 1976 yilinda Contryman ve Heddle tarafindan 6ne siiriilmistiir
(Bonassi ve ark. 2001). Daha sonra sitokinez-bloklama mikronikleus metodunun
Fenech ve Morley (1985) tarafindan gelistirilmesiyle, nilkleus bdlinmesini
tamamlamis hiicrelerdeki MN’lar incelenmeye baslanmistir. MN asentrik
kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve tiim kromozomlar ya da kromatidlerin
anafazda geri kalmasindan dolay1 (kalgin kromozom) telofazda olusan kardes
nikleusun disinda rastlanan kiigiik nlikleuslardir (Surrallés ve ark. 1995). Ayrica
multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna sebep olmaktadir (Topaktas ve
Renciizogullari, 2010). MN olusumuna neden olabilen kromozom kaybi ya da
kromozomlarin ayrilamamasi (non-disjunction) kanser ve yaslanmada goézlenen
onemli olaylardan biridir. Bu durum, muhtemelen ig iplik¢iklerinde, sentromerde
bozulma ya da metafazdan Once kromozom yapisinin yogunlagmasi sonucu
olugmaktadir (Dellarco ve ark. 1985). Boylece, MN testi ile hem klastojenik hem
de andjenik etkiler belirlenebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark. 1997; Norppa ve
Falck, 2003). Saglikli bireylerden olusan insan populasyonunda periferal kan
lenfositlerindeki MN frekansinin da KA frekansi gibi kanser riskinin tahmin
edilmesinde belirleyici bir rol oynadigina dair epidemiyolojik bulgular mevcuttur
(Bonassi ve ark., 2007, 2011). Yapilan calismalarda, kanser hastalarindan alinan
periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artig, kanser olusan hedef
dokudaki MN frekansi kadar bulunmustur (Cheng ve ark. 1996; Duffaud ve ark.
1997). Ayrica, Fenech ve ark. (2011)’nin uluslararasi isbirligi ile yaptiklar1 insan
mikrontikleus projesindeki (HUMN ve HUMN,. ) bulgular, MN frekansinin
kanser riskinin tahmininde gecerli bir biyomarkor (biyolojik isaret) olarak
kullanilabilecegini gostermektedir.

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan bir diger test
ise tek hiicre jel elektroforez testi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) olarak
da bilinen komet test (Comet Assay) yoOntemidir. Komet, cesitli fiziksel ve
kimyasal ajanlarin DNA molekiiliinde olusturabilecekleri genotoksik ve sitotoksik

hasarlar1 6lgmek ve analiz etmek amaciyla son yillarda yaygin olarak kullanilan bir
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test yontemidir. Oldukga basit, hizli, hassas ve giivenilir bir yontem olan komet test
teknigi gerek in vitro gerekse in vivo genotoksisite c¢aligmalarinda kullanigh ve
tercih edilen bir yontem olmustur (Pavlica ve ark., 2001; Bandyopadhyaya ve ark.,
2008).

Ik defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal
kiriklarinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilan ve daha sonra 1984 yilinda Ostling ve
Johanson tarafindan gelistirilen komet test teknigi notral pH’daki lizis sartlarinda
uygulanarak DNA ¢ift iplik kiriklarinin belirlenmesi saglanmistir (Rydberg ve
Johanson, 1978, Ostling ve Johanson, 1984; Bandyopadhyaya ve ark. 2008). Ancak
DNA hasarlarinin tespitinde notral sartlar alkali sartlar kadar hassas olmadigi igin
notral sartlar altinda yapilan lizis ve eletroforezis uygulamalari DNA ¢ift iplik
kiriklarimin  tespitine izin verirken, DNA tek iplik kiriklarmin tespitine izin
vermemektedir. Oysa ¢ogu ajanlar DNA’da ¢ift iplik kirigindan daha ¢ok tek iplik
kirigina sebep olmaktadir. Bu nedenle teknik Singh ve arkadaglari (1988)
tarafindan lizis ve elektroforezis islemleri alkali kosullarda (pH>13) yapilmak
suretiyle modifiye edilmistir. Boylece komet test teknigi ile sadece DNA’da ¢ift
iplik kiriklarinin  tayini degil ayn1 zamanda DNA c¢apraz baglarinin ve
tamamlanmamis eksizyon tamir bdlgelerinin (tek iplik kiriklarinin) tayinine de
olanak saglamustir (Singh ve ark., 1988).

Niikleus igerisinde yogun bir yapi halinde bulunan DNA molekiilii ¢esitli
genotoksik ve sitotoksik ajanlarla hasara ugradiginda eger bu hasar DNA tamir
mekanizmasi ile onarilmaz ise DNA molekiiliinde tek veya ¢ift zincir kiriklar
olugur. Bu durumda DNA yogun yapisin1 kaybeder ve ana niikleus bolgesinden
disar1 dogru uzanir. Bu yapiya bir elektrik akimi uygulandiginda yapisi itibariyle
negatif (-) ylikli olan DNA molekiilii elektroforetik ortamda molekiil agirliklarina
gore farkli hizlarda anotoda (+ uca) dogru hareket eder. Ancak ana niikleusu
olusturan ve hasarli olmayan DNA zinciri ¢ok biiyiik oldugu i¢in elektrik akimi ile
hareket etmez ve niikleus igerisinde kalir. Diger taraftan kiigiik fragmentler elektrik

akim uygulama siirecine bagli olarak ana DNA’dan ayrilarak gd¢ ederler. Bu
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yontemde floresan boyayla boyanan DNA floresan mikroskobunda nikleus diginda
nikleusla birlikte dairesel bir formdan kuyruklu yildiza benzer bir forma kadar
cesitli sekillerde goriintiiler olusturur. Bu ylizden bu yonteme kuyruklu yildiz
anlamina gelen “komet yontemi” adi verilmistir (Dikilitas ve Kogyigit, 2010).
Komet testi, DNA hasarini belirlemede kullanilan KKD, KA ve MN gibi

sitogenetik test yontemlerine oranla:

e Az sayida hiicre 6rnegi gerektirmesi

e  Testedilen hiicrede mitotik aktivitenin géz oniinde bulundurulmamasi

e Hemen hemen tim 6karyotik htcrelerde uygulanabilmesi

e Hiicredeki DNA kiriklariin gorsel olarak degerlendirilmesine olanak
vermesi

e  Hizli sonug elde edilmesi

e Diisiik diizeylerdeki hasar seviyesinin bile 6l¢iilmesine olanak

saglamasi

gibi birtakim avantajlara sahiptir (Vrzoc ve Petras, 1997; Tice ve ark., 2000; Choy,
2001; Piperakis, 2009; McArt ve ark., 2010).
Bu ozellikleri sayesinde komet testi oldukca genis bir kullanim alanina

sahiptir. Bu yéntem gunimizde:

e  DNA hasar ve onarim ¢alismalarinda

e  Cesitli kimyasal kaynakli genotoksisite degerlendirmesinde

e  Ekogenotoksikolojik degerlendirmelerde (Cevrenin genotoksik ajanlarla
kontaminasyonunun analizi)

e insanlarda biyolojik izlemelerde (Cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlara

maruz kalan ¢aliganlarda mesleki maruziyetin 6l¢iilmesinde)
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e Beslenme c¢alismalarinda (Gida, gida katki maddelerinin yararli ve zararl
etkilerinin arastirilmasi)
e Klinik hastalik tanisinda ve ila¢ uygulamalarinin etkilerinin izlenmesinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Klaude ve ark., 1996).

Bu ¢aligmanin test maddesi olan ve ayn1 zamanda dogal bir antioksidan
olarak islev goren Elajik asit (EA) bitkisel kaynakli fenolik bir bilesiktir. Gerek in
vivo gerekse in vitro yapilan bircok c¢alismada elajik asitin antioksidan,
antienflamatuar, antidiabetik, antikanserojen ve antimutajenik etkilere sahip oldugu
gosterilmistir (Vattem ve Sheitty 2005; Rogerio ve ark., 2008; Chao ve ark., 2009;
Lee ve ark., 2010; Malini ve ark., 2011; Rosillo ve ark., 2011).

EA ile yapilan gesitli ¢alismalar elajik asit’in serumda bulunan ve kansere
sebep olan kimyasallar1 temizledigini, hiicresel DNA’ya baglanarak
kanserojenlerin baglanmasini 6nledigini, antioksidan olarak gorev yaptigimi ve
cesitli kanser tiirlerini yok ettigini gostermistir (Majid ve ark., 1991; Yang ve ark.,
2001; Xu ve ark., 2003; Kang ve ark., 2006; Sharma ve ark., 2007; Tasaki ve ark.,
2008).

Gallik asit ara urtini olan elajitanin veya elajik asit glikozidleri seklinde
ahududu, bogiirtlen, ¢ilek ve nar gibi Uzlmsi taze meyveler ile ceviz, kestane ve
findik gibi kabuklu meyvelerin yapisinda bulunan elajik asit ile simdiye kadar
yapilan calismalar EA’nin antioksidan ve antikanserojen o6zellige sahip olup
olmadiginin belirlenmesine yoneliktir. Ancak bugune kadar elajik asit’in
genotoksik olup olmadigini ortaya koyacak calisma ¢ok az sayida yapilmis olup
tatminkar diizeyde degildir. Bu nedenle bu calisma bitkilerde dogal fenolik bir
bilesik olan elajik asit’in ticari formunun insan periferal lenfositlerinde genotoksik
ve antigenotoksik etkiye sahip olup olmadigint KKD, KA, MN ve KOMET testleri

ile saptamak amaciyla yiiriitilmistiir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bu calismanin test maddesi olan elajik asit (EA) dogal antioksidan
grubunda yer alan polifenolik bir bilesiktir. Dolayisiyla burada sadece dogal
antioksidan grubunda yer alan maddelerin in vivo deney hayvanlari, in vitro insan
ve deney hayvanlarinin ¢esitli dokular1 kullanilarak yapilan genotoksik ve

antigenotoksik ¢aligmalarin sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

2.1. Dogal Antioksidanlar fle Yapilan Genotoksisite ve Antigenotoksisite
Calhismalan

C vitamini (askorbik asit), E vitamini (takoferol), karotenoidler ve
polifenoller meyve ve sebzelerde yararli bilesenler olarak bulunan en énemli dogal

antioksidanlardir.

2.1.1. C Vitamini (Askorbik Asit) ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite,
Kanserojenite ve Antikanserojenite Calismalar:

Molekiiler yapisi Sekil 2.1°de gosterilen C vitamini, diisiik molekiil
agirlikli olup suda ¢oziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan ortadan kaldiran
gliclii bir antioksidan kaynagidir. Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur. Bu
antioksidan, kollajen sentezi ve demir absorbsiyonunda gereklidir (Antmen, 2005).
Ayrica cesitli besin maddelerinde acillasma ve eksimeyi, meyvelerde renk
degisimini 6nler. C vitamini dogal kaynaklardan elde edilebildigi gibi kimyasal
olarak da sentezlenebilirler (Hudson, 1990).
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Sekil 2.1. Vitamin C’nin molekiiler yapisi

Vitamin C ile yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmalar bu antioksidanin lenfosit
DNA’sinda reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu DNA zararlarim (zincir kiriklar
gibi) ve serbest radikallerin neden oldugu doku zararlarim engelleyerek hastaliklar
onledigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2003). Ayrica vitamin C’nin KKD sayisini ve
MN olusum sikligini azaltarak ve de gen mutasyonlarmi engelleyerek cesitli
ajanlarin sebep oldugu klastojenik etkileri azalttigi da bildirilmistir (Nefi¢, 2008).

Giirbiiz ve ark. (2009) vitamin C’nin antigenotoksik 6zelliginin olup
olmadigini belirlemek amaciyla Swiss erkek albino farelerini kullanarak yaptiklar
in vivo mikronukleus testinde farelerde toksisiteyi uyarmak icin intraperitonal
yoldan 7 giin boyunca giinliik 51.6 mg/kg siklofosfamid (CP) vermis ve ardindan
CP uygulamasindan 24 saat 6nce ve CP uygulamasindan 24 saat sonra olacak
sekilde 10, 30 ve 60 mg/kg vitamin C vermislerdir. Sonugta farelerin mesane
hiicreleri kullanilarak yapilan MN testinde vitamin C’nin mikronukleus olusumunu
pozitif kontrole (CP ile muamele edilen grup) oranla istatistiksel agcidan 6nemli
derecede azalttigim1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Sharma ve Sharma (2012)
vitamin C ve vitamin E’nin antigenotoksik &zelligini belirleyebilmek amaciyla
karbofuran pestisidi ile genotoksisitesi indiiklenmis insan periferal lenfositlerini
kullanarak in vitro ¢alisma yapmiglardir. Bunun i¢in 6nce karbofuran ile muamele
edilerek DNA zararlarinin olusmasi saglanmis olan lenfosit hiicrelerine sonradan
10 uM vitamin C ve vitamin E ilave etmiglerdir. Sonugta her iki antioksidanin

10
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hicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek DNA zararlarimi
kontrole oranla anlaml1 bir sekilde azalttigini1 saptamslardir.

Kahl ve ark. (2012) vitamin C’nin antioksidan 6zelligini belirlemek iizere
nikotin ile toksik etkiler ve DNA =zararlar1 olusturulmus fareleri kullanarak
yaptiklari in vitro komet ve MN testlerinde vitamin C’nin nikotin kaynakli
hiicrelerde olusan DNA zararlarin1 ve toksisiteyi biiyiik Olciide azalttigim
bildirmislerdir.

Vitamin C’nin hidrojen peroksit (H,O,) ile DNA zararlarinin olusumu
uyarilan insan kolerektal adenokarsinoma hiicre hatt1 (HT29) lizerindeki etkilerinin
arastirildigl in vitro comet testinde 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda
kullanilan vitamin C’nin H,O, nin sebep oldugu DNA zararlarin1 pozitif kontrole
oranla istatistiksel acidan 6nemli derecede diisiirdiigii rapor edilmistir (Kontek ve
ark., 2013).

Guerriero ve ark. (2014) vitamin C’nin antineoplastik etkisinin olup
olmadigim belirlemek amaciyla kemoterapide kullanilan ve ¢ok sayida yan etkisi
olan mitoxantrone (MTZ) ile genotoksisitesi indiiklenmis insan meme kanseri
hiicre hatlarim1 (MDA-MB231 ve MCF7) kullanarak yaptiklari in vitro ¢alismada
vitamin C’yi hem tek basina hem de MTZ ile kombine ederek kullanmiglardir.
Sonugta vitamin C’nin her iki kullaniminda da konsantrasyona baglh olacak sekilde
H2AX ve PI3K apoptoz sinyal yollarini1 aktive ederek kanserli hiicreleri apoptoza

sevk ettigini bildirmislerdir.

2.1.2. E vitamini (Takoferol) ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite,
Kanserojenite ve Antikanserojenite Caligmalari

Genellikle bitkisel iirlinlerde bulunan E vitaminini hayvan organizmalar
pek az miktarda icerir. Ozellikle bitkisel yaglarda, yesil yaprakli sebzelerde,
baklagillerde, yumurta, siit, ceviz ve findikta bulunur. Dogada 7 farkli izomer
yapida bulunan takoferollerin kimyasal yapilar1 birbirine benzese de, biyolojik

etkileri birbirinden oldukga farklidir. 3 metil grubu tasiyan a-takoferol (Sekil 2.2)
11
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vitamin olarak en etkili olanidir ve sadece ‘E-vitamini’ dendiginde a-takoferol

anlagilir.

CHs

HO
CHs

HC i

CHs=
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Sekil 2.2. a- takoferol’in molekiiler yapisi

Giines kremleri basta olmak tizere ¢esitli cilt bakim kremlerinde yer alan E
vitamininin kullanim oranina dikkat edilmelidir. Cilinkii yapilan g¢alismalarda E
vitaminin asiri kullaniminin cilt kanserlerine yol actigi gosterilmistir (Mitchel ve
Mccann, 1993).

Sivikova ve ark. (2001) koyun periferal lenfositlerinde karbon tetrakloriir
(CCl,)’tin  genotoksisitesine kargt vitamin E ve selenyum’un antigenotoksik
etkilerini KA, KKD ve MN testlerini kullanarak arastirmislardir. Sonugta CCl,’in
kromozom aberasyonu iizerine herhangi bir etkisi olmadig1 icin vitamin E ve
selenyum’un KA oraninda herhangi bir degisiklik olusturmadigini, ancak KKD,
MN olusumunu ve mitotik indeksi kontrole oranla istatistiksel agidan Onemli
derecede diisiirdiiglinii bildirmislerdir.

Singh ve ark. (2008) E vitamininin atrazin (2-kloro-4-(etilamino)-6-
(izopropilamino)-s-triazin) pestisinin neden oldugu genotoksisiteye karsi koruyucu
etkisininin olup olmadigini belirlemek i¢in siganlarda jel elektroforezi, komet ve
MN testleri ile arastirmiglardir. Bunun i¢in siganlara 6nce 7, 14 ve 21 gun boyunca
300 mg/kg atrazin verip karaciger ve kan hucrelerini incelemislerdir. Ardindan
atrazin ile birlikte 100 mg/kg E vitamini verilmis ve yine karaciger ve kan hiicreleri
incelenmistir. Arastiricilar sonugta atrazinin tek basina muamele edildigi gruplarda
kuyruklu nikleuslarin kuyruk uzunlugunun ve mikrontkleus olusum oraninda

kontrole oranla belirgin bir artis oldugunu, ancak atrazin ile E vitamininin birlikte
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uygulandig1 grupta E vitamininin kuyruklu nikleuslarm kuyruk uzunlugunu ve
mikrontkleus olusum oranini azaltarak atrazinin olusturdugu genotoksisiteyi blyuk
Olciide engelledigini bildirmislerdir.

Vitamin E kullanilarak yapilan Salmonella zincir test sistemlerinde vitamin
E’nin N- nitrosodietilamin (NDEA)’nin neden oldugu DNA onarim mekanizmasi
ve birincil savunma sistemlerinden kacan reaktif oksijen tirlerini (ROS) etkisiz
hale getirerek NDEA ile indiiklenen lezyonlar bilyiik dl¢iide onleyip DNA tamir
genlerine yardime1 oldugu belirlenmistir (Auib ve ark., 2009).

Boussema ve ark. (2013), patulin (PAT) ile muamele edilmis HepG2
hiicrelerinde vitamin E’nin antioksidan ve antigenotoksik etkilerini arastirmislardir.
Bu ¢alismada vitamin E’nin PAT kaynakli artan ROS iiretimi, pS3 aktivasyonu ve
DNA zararlanm1 digiirdiigiinii ve ayrica PAT ile indiiklenen kromozom
aberasyonlarint 6nemli Ol¢iide azaltarak PAT’in neden oldugu sitotoksisite ve

genotoksisiteyi engelleme konusunda 6nemli bir rol oynadigini bildirmiglerdir.

2.1.3. Karotenoidler ile Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite, Kanserojenite ve
Antikanserojenite Calismalari

Karotenoidler, birgok bitki ve hayvanlarda bulunan, azot icermeyen, suda
cOziinmeyen ancak yag ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinen, acik saridan kirmiziya
kadar degisik tonda renk iceren pigmentlerdir. Tereyag, siit, yumurta sarist gibi
hayvansal gidalarda ve havug, misir ve domates gibi birgok meyve ve sebzelerde
bulunur. Karotenoidlerin ¢ogunun temel yapisi poliizoprenoidden olugmaktadir
(Deming ve ark., 2002). Karotenoidlerin antioksidan aktiviteleri yapisinda bulunan

cifte baglarin sayisina baglidir. En ¢ok bilineni B-karotendir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. B-karoten’in molekiiler yapisi

Salvadori ve ark. (1992) B-karoten’in siklofosfamid’in (CPA) neden
oldugu genotoksisite tlizerindeki koruyucu etkilerini belirlemek i¢in fare kemik iligi
hicrelerini kullanarak in vivo KA testi yapmuglardir. Bunun i¢in aragtiricilar
farelere 6nce 5 gin boyunca gavaj yoluyla 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200
mg/kg beta-karoten vermislerdir. Son giin yapilan uygulamadan 4 saat sonra
farelere intraperitonal yoldan 20 mg/kg CPA verilmis ve 16, 24 ve 32 saat sonra
hiicreler anormallikleri agisindan degerlendirilmistir. Sonugta beta-karoten’in CPA
tarafindan  indiikklenen kromozom  anormalliklerini  azaltarak CPA’nin
genotoksisitesine karsi onemli bir koruma sagladigini ancak kromozom
anormallikleri olan hiicrelerin frekanslari lizerinde herhangi bir konsantrasyon-etki
iligkisinin goriilmedigini bildirmislerdir.

Karotenoidlerin (B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin) Jurkat E6.1 malign
T-lenfoblast hiicrelerinde kromatin kondensasyonu, niikleer fragmentasyon, DNA
yikimi ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden olarak kanserli hicreleri apoptoza
ugrattiklar: bildirilmistir (Muller ve ark., 2002).

Beta-karoten (BC)’nin kemoterapdtik bir madde olan ve serbest radikalleri
Ureten doksorubisinin  Drosophila melanogaster’in  somatik hicrelerinde
olusturdugu genotoksisiteye karsi herhangi bir antigenotoksik etkisinin olup
olmadigimi belirlemek amaciyla somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri
kullanilarak ~ yapilan calismalarda BC’nin  doksorubisin’in  olusturdugu

genotoksisiteyi dnemli 6l¢iide azalttig1 rapor edilmistir (Dias ve ark., 2009).
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Peng ve ark. (2010) beta-karoten’in etanol ile indiklenen sitotoksisite
Uzerinde antioksidan ve antiapoptotik o6zelliklerinin olup olmadigini belirlemek
lizere izole sican hepatositlerini kullanarak in vitro bir ¢aligma yapmuglardir.
Sonugta etanol ile muamele edilen hiicrelerde hiicre canliligi azalmis, bununla
birlikte glutatyon (GSH), lipit peroksit, sitokrom P450 2E1, kaspaz-3 ve kaspaz-9
seviyesi artmistir. Beta-karoten’in ise GSH, lipit peoksit ve sitokrom P450 2E1
seviyesini arttirdigini, oksidatif stresi engelleyerek azalan hiicre canliligini tekrar
arttirdigin1 ve kaspaz-3 ile kaspaz-9 enzimlerinin ekspresyonunu inhibe ederek

etanol kaynakli hiicre 6liimiinii engelledigini bildirmislerdir.

2.1.4. Polifenolik Bilesikler ile Yapilan Cahismalar

Polifenoller, yani fenolik bilesikler, benzen halkasinda bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren organik bilesiklerdir (Urquiaga ve Leighton, 2000; Liu,
2004). Polifenoller giiglii antioksidanlardir ve bu aktiviteleri kimyasal yapilarina
baglidir. Bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler, antioksidan aktivite
basta olmak tizere birgok biyolojik aktivite gosterirler (L6liger, 1991; Hagerman ve
ark., 1998). Antioksidatif etkiye sahip olmalar1 nedeniyle fenolik bilesikler
beslenme ag¢isindan biiyiik 6neme sahiptirler (Salah ve ark., 1995).

Polifenoller, C ve E vitaminleri ve karotenoidler meyve ve sebzelerde
bulunan dogal antioksidanlardir. Bu bilesiklerin sahip oldugu antioksidan
aktiviteleri sayesinde viicudu kardiyovaskiiler hastaliklara ve bazi kanser tiirlerine
kars1 korudugu bilinmektedir (Peto ve ark., 1981; Pietta, 2000). Polifenoller bitki
diinyasimin ¢ok genis bir kisminda mevcut olup fitokimyasallarin en genis
kategorilerinden birini olustururlar. Bitki polifenonelleri dogal antioksidanlar
olarak bilinmelerine ragmen viicutta fazla miktarda bulunduklarinda veya bakir,
demir vb. gibi gecis metal iyonlar ile birlestiklerinde toksik etki gostererek DNA
molekiliinde oksidatif hasarlara neden olurlar. Dolayisiyla bu bilesiklerin bir gogu
hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteye sahiptirler (Rietjens ve ark., 2002;

Hanif ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008). Ornegin askorbik asit serbest demir
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iyonlariyla etkileserek askorbat radikalini olusturur. Olusan bu radikalin ise
biyomolekiillerde oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir (Childs ve ark.,
2001).

2.1.4.1. Elajik Asit (EA) 1le Yapilan Genotoksisite, Sitotoksisite,
Kanserojenite ve Antikanserojenite Calismalari

Ahududu, bogiirtlen, yaban mersini, ¢ilek, nar ve cevizde bol miktarda
bulunan EA’nin pankreas kanser hicreleri ve lésemi hicrelerinde apoptozu
indiikledigi, yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda antioksidan ve
antienflamatuvar etkilerinin oldugu ve tiimor gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir
(Bozkurt ve ark., 2002).

Tiimdr hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalarda EA’nin
serviks kanseri (Narayanan ve ark., 1999), meme kanseri (Losso ve ark., 2004),
kolon kanseri (Losso ve ark., 2004; Seeram ve ark., 2005; Larrosa ve ark., 2006),
prostat kanseri (Losso ve ark., 2004; Seeram ve ark., 2005; Malik ve ark., 2011),
pankreas kanseri (Edderkaoui ve ark., 2008), mesane kanseri (Qui ve ark., 2013) ve
HL-60 16semi hiicre hattinda (Hagiwara ve ark., 2010) kanserli hiicreleri apoptoza
ugrattig1 gosterilmistir.

EA’nin in vivo tiimdr biiylimesi iizerine etkilerinin arastirildigi bir
calismada EA’nin pH>7 suda ¢oziindiigii ve Zn*?, Ca™, Fe*, Cd** ve Cu™ gibi
katyonlarla selasyon yaparak kanser hiicrelerinin gelisiminde onemli bir rol
tstlenen MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 gibi metalloproteinazlari inaktive etme
giiciiniin arttig1 bildirilmistir (Sartippour ve ark., 2002). Ayrica EA’nin Zn*? ve
Cu*? ile yaptiklari selasyonun timér dokusunda anjiogeneze karsi bir etki
olusturdugu bildirilmistir (Sartippour ve ark., 2002; Camphausen ve ark., 2003).

Losso ve ark. (2004), EA’nin kanser hicreleri Uzerinde antiproliferatif
etkiye sahip olup olmadigini belirlemek i¢in CaCo-2 kolon, MCF-7 meme, Hs
578T meme ve DU 145 insan prostat kanser hiicre hatti kullanark yaptiklari in vitro

caligmalarda ortalama 1-100 pumol/L EA’nin kanser hiicrelerindeki proliferasyon
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indeksini Onemli Ol¢lide azalttigini ve kanser hiicrelerindeki ATP iiretimini
azaltarak hiicre canlilifim azalttigimi ve sonugta hiicreleri apoptoza sevk ettigini
bildirmislerdir.

Yine Losso ve ark., (2004) ile Labrecgue ve ark., (2005)’nin yaptiklar
benzer bir ¢aligmada ise EA’nin tiimdér damarlanmasinda ve gelisiminde rol alan
VEGF ve PDGF reseptorlerinin fosforilasyonunu engelleyerek timdr gelisimini
yavaslattigi ve kanser hiicrelerinin mitokondrilerindeki ATP miktarini1 azaltarak
kanser hiicrelerinin canliligini da azalttigin1 géstermislerdir. Li ve ark. (2005), T24
mesane kanserli insan hiicre hattin1 kullanarak yaptiklari in vitro bir galismada
EA’nin hiicre siklusunun GO ve G1 evrelerinde hiicre canliligini 6nemli Slgiide
azalttigini, p53 ve p21 genlerinin ekspresyonunu arttirdigini ve siklin bagimh
kinaz-2 (CDK2) geninin ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir. Ayrica EA’nin
kaspaz-3 enziminin inhibitorinun (z-VAD-fmk) ¢alismasini bloke ederek kaspaz-3
enziminin T24 hiicrelerini apoptozise ugrattigini bildirmislerdir. Erenoglu (2012),
EA’nin meme kanseri hiicre hatlari olan SKBR-3 ve MDA-MB-231 hcreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmak {izere yaptiklar1 bir ¢aligmada EA’nin on
bir farkli dozunu (5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM,
200 uM, 250 uM ve 300 uM) 72 ve 96 saat siireyle uygulamistir. Arastirict sonugta
EA’nin kanserli hiicrelerde hicre proliferasyonunu uygulanan konsantrasyon ve
zamana bagli olarak kontrole oranla istatiksel agidan anlamli bir sekilde azalttigini
ve hiicreleri apoptoza sevk ettigini ve dolayisiyla kanserli hiicreler iizerinde
sitotoksik bir etki gosterdigini saptamistir. Benzer sekilde Weisburg ve ark. (2013)
EA’nin HSC-2 oral karsinoma hiicreleri {izerinde sitotoksik bir etki gosterdigini ve
kaspaz-3 enzimini aktive ederek tiimor hiicrelerini apoptozise ugrattigini
bildirmislerdir.

Ceci ve ark. (2016), EA’nin kanser hiicreleri Gzerindeki antitimér etkisini
incelemek igin T24, UM-UC-3, 5637 ve HT-1376 olmak iizere dort farkli insan
mesane kanser hiicre hatt1 kullanarak in vitro ve intraperitonal yoldan UM-UC-3

hiicreleri (5x10°) enjekte edilen fareler ile in vivo c¢alismalar yapmuslardir.
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Arastiricilar  sonugta EA’nin  gerek in vitro gerekse in vivo c¢aligmalarda
konsantrasyona bagli olacak sekilde tiimor hiicreleri lizerinde antiproliferatif bir
etkiye sahip oldugunu, VEGF-A’nin (vaskiiler endotel buylme faktori A)
reseptéri olan VEGFR-2 geninin ekspresyonunu baskilayarak tiimér hiicrelerinin
anjiyogenezini 6nledigini ve PD-L1 genini (programlanmis hiicre 6liim ligand1 1)
aktive ederek timor hiicrelerini apoptozise sevk ettigini bildirmislerdir. Yine
EA’nin antikanserojenik etkisini belirlemek tzere HCT-15 kolon adenokarsinoma
hicreleri  kullanilarak  yapilan in  vitro bir ¢alismada 20-100 pM
konsantrasyonlardaki EA’nin tiimor hiicrelerini G2/M fazinda bloke ettigini, Bax,
kaspaz-3 ve sitokrom-C’nin ekspresyonunu ve Bcl-2 aktivitesini azalttigini, ROT
Uretimini arttirarak hiicre proliferasyonunu arttirdigini ve sonugta HCT-15
hiicrelerini apoptozise sevk ettigini bildirmislerdir (Umesalma ve ark., 2015).
Benzer sekilde Guo ve ark. (2016), nar kabugundan elde ettikleri EA’nin serviks
kanseri Uzerindeki antikanserojenik etkilerini belirlemek (zere HelLa hiicrelerini
kullanarak yaptiklari in vitro bir ¢alismada EA’nin IGFBP7 geninin ekspresyonunu
doza bagl bir sekilde arttirarak hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, hiicre yayilimi
ve apoptoziste gorev alan AKT/mTOR sinyal yolunu engelledigini ve bodylece
kanserli hiicrelerin yayilimini Onleyerek onlart apoptoza sevk ettigini
bildirmislerdir.

EA ile muamele edilen kanserli ovaryum hcrelerinde EA, p53 ve p21
tiimor supressdr genlerinin seviyesini arttirmak ve siklin D1 ve siklin E’nin
seviyesini azaltmak suretiyle hiicre siklusunun G1 evresinde tumadr hicrelerini
apoptozise sevk etmistir (Chung ve ark., 2013). Cheng ve ark. (2017), EA’nin
pankreas kanseri iizerindeki olasi etkilerini incelemek igin insan pankreatik
karsinoma hiicre hatti (PANC-1) kullanarak in vitro, PANC-1 timorlu fareleri
kullanarak ise in vivo caligmalar yapmislardir. Sonuc¢ta EA’nmin konsantrasyona
bagli olacak sekilde in vitro ortamda kanserli hiicrelerde hiicre biiylimesini,

yenilenmesini ve yayilimmi engelledigini, in vivo ortamda ise kanserli hiicrelerde
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hiicre siklusunu G1 fazinda durdurarak ve COX-2 ve NF-¢B genlerinin
ekspresyonunu engelleyerek antitimor etki gosterdigini bildirmislerdir.

Constantinou ve ark. (1995) EA’nin in vitro ortamda kanserli hiicrelerin
gelismesinde 6nemli rol olan DNA topoizomeraz enziminin gucli bir inhibitord
oldugunu ve EA’nin kanser hucrelerindeki topoizomeraz-l ve 1l gibi DNA
replikasyonunda rol oynayan enzimlerin yapisint modifiye etmek suretiyle kanser
hiicrelerinin biiylimesini engelledigini bildirmislerdir.

EA ile yapilan bir¢ok ¢aligmada EA’nin timor hicreleri Gzerinde segici bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Losso ve ark. (2004)’nin yaptiklar1  bir
calismada 1-100 pM konsantrasyonlardaki EA’nin secici bir sitotoksisite ve
antiproliferatif bir aktivite gostererek Caco-2 kolon kanseri, MCF-7 meme kanseri,
Hs578T meme kanseri ve DU 145 prostat kanseri hiicre soylarinda apoptozise yol
actigini, buna karsiik HEL-299 normal insan akciger fibroblast hiicrelerinin
canlilig1 iizerinde herhangi bir toksik etki olusturmadigini bildirmislerdir. Yine
Larrosa ve ark. (2006) tarafindan yapilan baska bir calismada ise 1-30 pM
konsantrasyonlardaki EA’nin Caco-2 insan kolon kanseri hicrelerinde hicre
proliferasyonunu doza ve zamana bagli olarak azaltirken, normal kolon
hicrelerinde herhangi bir apoptotik etkisinin olmadigini gozlemlemislerdir. Ayrica
yine saglikli insan deri ve akciger fibroblast hiicrelerinde EA’nin hicre
proliferasyonu iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 bildirilmistir (Chung ve ark.,
2013).

Seeram ve ark. (2005) ile Fjaeraa ve Nanberg (2009)’ nin KB, CAL27
insan oral, HT-29 kolon, RWPE-1 prostat ve SH-SY5Y insan néroblastoma
hiicreleriyle yaptiklar1 bir ¢alismada 10-100 uM aras1 konsantrasyonlardaki EA’nin
konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonu {izerinde inhibitor bir
etki olusturdugunu, hiicre canliligimi azaltigi1 ve apoptozisi uyardigim
bildirmiglerdir. Han ve ark. (2006), EA’nin etkilerini incelemek Uzere ortamina
hidrojen peroksit konulmus Cin hamster akciger hiicreleri (V79-4) ve insan

sarkoma (HOS) hicrelerini kullanarak in vitro ¢alismalar yapmiglardir. Sonugta
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EA’nin V79-4 hicrelerinde SOD- CAT- GPyx gibi antioksidan enzimlerin
aktivasyonunu arttirarak hiicreleri oksidatif strese karsi korudugunu ve HOS
hicrelerinde ise Bax ve kaspaz-3 enzimlerinin aktivasyonunu arttirarak kanser
hiicrelerini apoptoza sevk ettigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde U87 insan glioblastoma ve C6 sigan glioma hiicre
soylarinda EA/ kitozan karisimiyla hazirlanan biyomateryal uygulamasinin
etkilerinin arastirildig1 baska bir ¢alismada EA’nin in vitro ortamda konsantrasyona
bagli olarak hiicre canliligini azalttig1 ve in vivo kosullarda ise apoptozisi uyarmak
ve anjiogenezisi inhibe etmek suretiyle tiimor dokusunun biiyliimesini durdurdugu
rapor edilmistir (Kim ve ark., 2009). Ekinci (2009), sican C6 glioma hiicrelerinin
iki ve ili¢ boyutlu hiicre kiiltiir modellerini kullanarak yaptigi bir ¢aligmada 1-100
MM EA’nin konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu ve
canlilik oranin1 6nemli 6l¢iide azalttigini bildirmistir.

Umesalma ve ark. (2014), EA’nin antikanserojenik etkisini belirlemek
lizere 1,2-dimetil hidrazin (DMH) ile deneysel olarak kolon kanseri olusturulmus
erkek albino Wistar sicanlarini kullanarak yaptiklari in vivo bir ¢aligmada sicanlara
oral yoldan 15 hafta boyunca glnlik 60 mg/kg v.a. EA vermisler ve sonucta
EA’nin timorli kolon hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu 6nemli 6lciide azaltarak
antiproliferatif bir etki gosterdigini ve aym zamanda P53 gen ekspresyonunu
arttirarak tlimorii durdurdugunu ve de tiimorli hiicreleri apoptoza sevk ettigini
bildirmislerdir.

EA’nin insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicre hatti iizerinde
antitimor etkisinin olup olmadigmi belirlemek iizere yapilan bir g¢alismada
hiicrelere 22.5, 45 ve 90 UM konsantrasyonlarda verilen EA’nin konsantrasyona
bagli olarak hiicre siklusunun G1/S fazlarinda hiicre boliinmesini inhibe ederek
antiproliferatif bir etki gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica tiimdr hiicrelerini
apoptoza sevk edecek olan Bax ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonunu
hizlandirmak ve apoptozu baskilayacak olan Bcl-2 proteinin ekspresyonunu

yavaglatmak suretiyle tiimor hiicrelerini apoptoza ugratarak antitiimor etki
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gosterdigini saptamiglardir (Zhang ve ark., 2014). Kumar ve ark. (2016), ROS
tretimi, DNA zararlarinin olusumu, p53 aktivasyonu ve apoptozis uyarilmis Hela
servikal karsinoma hiicreleri tizerine EA ile kurkumin’in etkilerini incelemislerdir.
Aragtiricilar EA ve kurkumin kombinasyonunun ROS iiretimi ve DNA zararlarinin
olusumunu arttirdigini ve de proapoptotik protein olan Bax’in ekspresyonunu
arttirarak timor hiicrelerini apoptoza sevk ettigini bildirmislerdir. Ayrica her iki
fitokimyasalin da HeLa hiicreleri iizerinde HPV E6 onkogeninin aktivitesini
azaltarak ve p53 geninin aktivitesini arttirarak anti-HPV etki gdsterdiklerini
bulmuslardir.

Masamune ve ark. (2005), EA’nin PDGF-BB reseptoriine bagli tirozin
fosforilasyonunu engelleyip protein kinazi inhibe ederek pankreasta fibrozisi ve
inflamasyonda rol alan stellat hiicrelerde ¢ogalmayr ve gocii engelledigini
gostermislerdir.

EA’nin antikanserojenik etkisinin mekanizmasini agiga kavusturmak
amaciyla yapilan bir ¢alismada EA’nin servikal kanser hicrelerinde apoptozisi
siklinlere bagl bir kinaz inhibitérii olan p21 (wafl/Cipl) ekspresyonunu p53°den
bagimsiz olarak arttirmak suretiyle gerceklestirebilecegi ileri siiriilmiistiir
(Narayanan ve ark., 1999). Diger yandan EA’nin mitokondriden sitozole salinan
sitokrom-C duzeyi ile kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi apoptotik sirecte rol alan énemli
proteazlarin miktarini arttirmak suretiyle apoptozisi uyardigi belirtilmistir (Larrosa
ve ark., 2006).

Falsaperla ve ark. (2005) prostat kanseri olan hastalar ile yaptiklar1 klinik
bir aragtirmada hastaya kemoterapi sirasinda EA verilmis ve hasta izlenime
alimmugtir. Arastiricilar kisa bir siire sonra EA’nin tumor hicrelerine direkt etkisi
olmadig1 halde kemoterapinin hasta {izerinde olusturacagi toksik etkiyi biiyiik
Olciide engelledigini gostermislerdir.

Cesitli c¢aligmalarda EA’nin Nrf2 (nuclear erythroid factor) antioksidan
geninin aktivasyonunu, (Ding ve ark., 2014; Baluchnejadmojarad ve ark., 2017),

siklooksijenaz 2 (COX-2) (Chatterjee ve ark., 2012) ve sitokinez geninin
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inhibisyonunu (Anderson ve Teuber, 2010), NF-Kb (nuclear factor-kappa) geninin
aktivasyonunu (Ahad ve ark., 2014), hiicre yagsamini ve apoptozisi diizenleme (Ho
ve ark., 2014) ve de antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirmak (Anitha ve ark.,
2013) gibi ozellikleri sayesinde gesitli yollarla hiicrelerde meydana gelebilecek
olan oksidatif stresi 6nledigi belirlenmistir.

Barch ve Rundhaugen (1994), yaptiklar transfeksiyon calismalarinda
EA’nin ¢esitli reaksiyonlar sonucunda meydana gelen oksidanlarin viicuttan
atilmimi saglayan kinon rediiktaz (QR) geninin transkripsiyonunu indiiklemek
suretiyle antioksidan olarak gérev yaptigin1 géstermislerdir. Pavlica ve ark. (2005)
EA’nin ndral PC12 hiicrelerindeki reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltarak
hiicreleri oksidatif strese karst korudugunu bildirmislerdir.

Atessahin  ve ark. (2006), ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kemoterapotik bir ajan olarak kullanilan ve hiicrelerde oksidatif strese yol agan
sisplatin  (Cis-diamminedichloroplatinum=CP) ile wuyarilmis sican bdbrek
hiicrelerini kullanarak yaptiklari in vivo bir ¢alismada siganlara 10 giin boyunca
ginlik 10 mg/kg EA vermistir. Sonugta EA’nin plazmadaki kreatin, Ure ve
kalsiyum seviyesinin ylkselmesini engelleyerek CP’nin bobrekte nefrotoksisite ve
stres olusturma etkisini noétralize ettigini gostermiglerdir. Benzer sekilde Tiirk ve
ark. (2011) CP ile oksidatif stres uyarilmis olan sigan testislerini kullanarak
yaptiklart in vivo bir ¢aligmada siganlara 8 hafta siireyle giinlik 2 mg/kg EA
vermisler ve sonugta EA’nin testis hiicrelerini MDA’y1 (melandialdehit) azaltma ve
SOD’u (superoksit dismutaz) arttirmak suretiyle oksidatif strese karst 6nemli
Olciide korudugunu rapor etmislerdir.

Hwang ve ark. (2010), EA’nin antioksidatif bir etkiye sahip olup
olmadigin1 belirlemek i¢in oksidatif stresle uyarilmis hepatosit hiicrelerini
kullanarak in vitro, konkanavalin A (Con A) ile uyarilmis fare karaciger hiicrelerini
kullanarak in vivo testler yapmislardir. Sonugta EA’nin in vitro ortamda apoptotik
ve nekrotik hiicresel zarari, mitokondriyal depolarizasyonu ve en dnemlisi reaktif

oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek hepatosit hiicrelerini oksidatif stresten
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korudugunu, in vivo ortamda ise glutatyon (GSH), alanin transaminaz (ALT) ve
aspartat transaminaz (AST) antioksidanlarin miktarim arttirarak hiicre oliimiini
engelledigini ve boylece fareleri, olusabilecek karaciger zararlarina karsi
korudugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Kim ve ark. (2013), EA’nin sitotoksik
bir madde olan parakuat (PQ) ile muamele edilmis insan alveol eritrosit hicreleri
(A549) ilizerine etkisini inceledigi bir calismada EA’nin Nrf2 (nuclear factor-
erythroid 2-related factor) genini aktive ederek antioksidan 6zellik saglamasina
yardimci olan HO-1 (heme oxygenase-1) ve NQO1 (quinone oxidoreductase 1)
genlerinin ekspresyonunu arttirdigini  ve boylece lipid peroksidasyonu ile
intraseliiler ROS miktarini1 azaltarak hiicreleri oksidatif strese karsi korudugunu
gostermislerdir.

Yine Saba ve ark. (2013), bleomycin (BLM) ve cyclophosphamide (CP) ile
akciger toksisitesi uyarilmis Wistar sicanlar ile yaptiklar1 ¢alismada 15 mg/kg v.a
EA’nin hidroksiprolin ve lipid peroksidasyon seviyesini, myeloperoksidaz
aktivitesini ve nitrit oksit {iretimini azaltarak akciger hiicrelerinde BLM ve CP
kaynakl1 olusan oksidatif stresi onemli 6l¢iide azalttigini kaydetmislerdir.

Gehan ve Omar (2017), antikanser ilac1 olarak kullanilan dexorubicin’in
tedavi esnasinda testislerde olusturdugu toksisite tizerine EA’nin etkisini
arastirdiklar1 bir calismada dexorubicin ile testis toksisitesi uyarilan Sprague-
Dawley sicanlarma 14 giin siireyle 20 mg/kg EA vermislerdir. Arastiricilar
calismanin sonunda sadece dexorubicin verilen deney grubunda testis agirliginin,
sperm say1 ve hareketliliginin, testesteron hormon miktarinin, testikiiler glikojen ve
sialik asit miktarin azaldigini, bununla birlikte oksidatif stres, tiimor nekrozis
faktor alfa (TNF o)’nmn arttigim1  bildirmislerdir. Ancak dexorubucin ile
muameleden sonra EA ilave edilen gruplarda EA’nin bu negatif yondeki
degisiklikleri biiyiik ol¢iide tolere ederek testislerde olusan toksisiteyi biiyiik
oOlciide Onledigini gostermislerdir.

Ergen ve ark. (2017), sodyum selenit ile deneysel olarak katarakt

olusturulmus Sprague-Dawley siganlar1 ile yaptiklar1 g¢aligmada intraperitonal
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yoldan siganlara verilen 50 mg/kg EA’nin glutatyon (GSH) ve total antioksidan
kapasitesini (TAS) kontrole oranla 6nemli Olcude yiikselttigini ve melondialdehit
(MDA) ile total oksidan kapasitesini (TOS) kontrole oranla 6nemli 0lcude
azalttigini bulmuslardir.

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 kullanilarak yapilan baska bir
calismada Barringtonia racemosa bitkisinden elde edilen EA’min slperoksit
dismutaz ve katalaz gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek
hiicreleri oksidatif strese kars1 korudugu belirtilmistir (Kong ve ark., 2016).

Feng ve ark. (2009) EA’nin néroprotektif bir etkiye sahip olup olmadigini
belirlemek tizere AP, ile uyarilmis SH-SYSY hiicre hattin1 kullanarak bir ¢alisma
yapmis ve sonucta EA’nin olusan norotoksisiteyi onemli oOlgiide azalttigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde nérodejeneretif bir hastalik olan Alzheimer (AD)’e
yol acan beta-amiloid,sss (AP2sss) ile muamele edilmis sigan  PCI12
(fekromositoma) hiicre hatt1 kullanarak yapilan bir ¢alisjmada EA’min ROS
tiretimini ve hiicrelerarasi siviya Ca”" iyonlarmin gegisini azaltma yoluyla PC12
hiicrelerinde olusabilecek hiicre zararlarin1 6nemli Sl¢lide azaltarak néroprotektif
bir etki gosterdigi saptanmustir. (Shen ve ark. 2017). Baluchnejadmojarad ve ark.
(2017)  parkinsonlu siganlara tedavi amacli verilen 6-hidroksidopamin (6-
OHDA)’nin sican beyninde olusturacagt norotoksisite ilizerine EA’nin olasi
etkilerini incelemek Uzere yaptiklar1 ¢alismalarda 6-OHDA verilen hastalara daha
sonra bir hafta boyunca gunlik 50 mg/kg EA vermislerdir. Sonugta EA’nin
melondialdehit (MDA), reaktif oksijen turleri (ROS) ve DNA fragmentasyonunu
azalttigl, monoamin oksidaz B (MAO-B), nukleer faktor-2 (Nfr-2) ve
hemoksijenaz 1 (HO-1) miktarmni ise arttirdigi ve dolayisiyla noroprotektif bir
etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Farbood ve ark. (2015a ve
2015 b) da EA’nin 6-OHDA’nin beyinde olusturacagi noroinflamasyonu biiyiik
Olclide Onleyerek travmatik beyin yaralanmalarina karst beyni korudugunu
bildirmiglerdir. Liu ve ark. (2017a) EA’nin iskemik fel¢li sicanlar Gzerindeki

etkisini belirlemek iizere yaptiklari bir ¢galismada EA’nin néron canliligin1 ve Bcl-
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2/Bax ekspresyon oranini arttirarak ve apoptozla hiicre canliligini azaltarak sinir
bozukluklar1 ve norodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etkisinin oldugunu
bildirmislerdir. Ayni arastiricilarin iskemik fel¢li siganlari kullanarak yaptiklar
benzer bir ¢alismada EA’nin Wnt/B-katenin sinyal yolu araciligiyla néral kok
hiicrelerinin (NSCs) proliferasyonunu arttirarak norodejeneratif hastaliklara karsi
koruyucu bir etki sagladigi saptanmustir (Liu ve ark. (2017b).

Hemmati ve ark. (2017), EA’nin losemi ve tiiberkiiloz gibi gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan arsenik trioksit (As,O3) ile kardiyotoksisitesi
uyarilan erkek Wistar siganlari iizerinde herhangi bir koruyucu etkisinin olup
olmadigini belirlemek {izere siganlara oral yoldan giinliikk 30 mg/ kg olacak sekilde
10 gln boyunca EA vermislerdir. Arastiricilar sonugta EA’nin As,O; kaynakli
artan glutatyon peroksidaz ve malandialdehit konsantrasyonunu azaltarak kardiyak
doku yaralanmasin1 kontrole oranla 6nemli Olclide azalttigii ve dolayisiyla
kardiyoprotektif bir etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Lin ve Yin (2013) ve
Keshtzar ve ark. (2016) EA’nin kardiyoprotektif 6zellige sahip olmasinin altinda
yatan mekanizmay1 EA’nin reaktif oksijen tirlerinin Gretimini engellemek, lipid
peroksidasyonu ve azalan kaspaz-3 aktivitesine karsi korumak, mitokondriyal
zararlar1 dnlemek, NF-¢B geninin aktivitesini ve seviyesini baskilamak ve kinaz
1/2 (p-ERK 1/2) ekspresyonunu diizenlemek gibi gorevlerinin olmasina
baglamiglardir.

Thresiamma ve Kuttan (1996) karaciger doku hatt1 kullanarak yaptiklar bir
calismada EA’nin karacigerdeki fibrozisi azalttigimi gostermiglerdir. Yine
Thresiamma ve ark. (1998)’nin (1.5- 3.0 Gy) radyasyona maruz birakilan farelerin
kemik iligi hiicrelerini kullanarak yaptiklari bir ¢aligmada hiicreleri 200 uM EA ile
muamele etmislerdir. Sonucgta EA’nin kromozomal bozukluk gdsteren kemik iligi
hiicrelerinin sayisin1 énemli olglide azalttigi tespit edilmistir. Narayanan ve ark.
(1999) sigan periferal kan lenfositleriyle yaptiklari bir ¢alismada EA’nin sigan
lenfositlerinde radyasyona bagli olusan DNA dizilim defektlerini 6nemli 6lglide

azalttigini ve olusan tiimor hiicrelerini hiicre siklusunun G1 fazinda asir1 biyiimeye
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sevk ederek apoptozise ugrattifini bulmuslardir. Leskovac ve ark. (2007) y
1sinlarina maruz birakilarak mutasyon olusturulmus insan periferal lenfositlerini
EA ve gallik asit iceren Crataegus monogyna, Cornus mas ve Gentianella
austriaca bitki ekstraktlarini ¢ikartmuslar ve hiicrelerin 0.1- 0.2- 0.3 ve 0.4 mg/ml
dozlariyla muamele etmislerdir. Sonugta EA ve gallik asit’in radyasyona ugramis
hiicrelerde mikronukleus sayisini, lipid peroksidasyonunu ve hiicre canliligini
azaltarak hucreleri apoptoza sevk ettigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Salem ve
ark. (2016), y 1sinlart ve aliminyum klorid (AICl3) ile uyarilan sicanlarda olusan
oksidatif zararlara kars1 EA’nin koruyucu etkisini arastirmiglardir. Sonugta EA’nin
vy 1smlart ve AIlCI3’Un neden oldugu hepatik yaralanmalar iyilestirdigini,
karacigerdeki MDA, PPC ve GSH seviyesini azalttigini, CAT, GPx ve SOD
aktivitesini yiikselttigini ve tiim bu degisiklikler sonucunda AICl; ve y 1sinlarinin
indiikledigi oksidatif zararlara kars1 sicanlar1 korudugunu bulmuslardir.

Sepand ve ark. (2016), Gentamisin (GEN) ile muamele sonucunda
oksidatif zarar, mitokondriyal bozukluk ve nefrotoksisite gorulen siganlar
Uzerindeki EA’nin koruyucu etkisini belirlemek iizere yaptiklar1 bir ¢aligmada
sicanlara intraperitonal yoldan 10 gin boyunca ginluk 10 mg/kg v.a. EA
vermiglerdir. Sonucta EA’nin GEN kaynakli plazmada artan kreatin ve {ire
seviyesini onemli Olclide azalttigini, lipid peroksidaz, katalaz (CAT), siiperoksit
dismitaz (SOD) enzimlerinin aktivitesini dizenleyerek oksidatif stresi buytk
Olciide engelledigini bulmuslardir. Ayrica mitokondrideki reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu engelleyerek GEN’nin sebep oldugu mitokondriyal zararlar1 da
engelledigini bildirmislerdir.

EA’nin L-arjinin ile akut pankreatit olusturulmus siganlar iizerindeki
terapatik etkilerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada siganlara oral yoldan 85
mg/kg v.a. EA verilmis ve 24 saat sonunda serumdaki TNF-a, IL-1p, IL-6, TAS ve
TOS seviyeleri incelenmistir. Sonugta EA’nin L-arjinin’in arttirdigi TOS seviyesini
onemli Olciide azalttigi ve aymi Ol¢iide TAS seviyesini arttirdigr belirlenmistir.

Ayrica EA ile muamele edilen grubun serumunda bulunan TNF-o, IL-18 ve IL-6
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seviyesinin L-arjinin ile muamele edilen gruba oranla énemli Olcide daha az
oldugu bildirilmistir (Yilmaz ve ark., 2016).

Cozzi ve ark. (1995), hidrojen peroksit (H,O;) ve mitomisin-C ile uyarilan
Cin hamster ovaryum (CHO) hiicrelerini kullanarak yaptiklar1 in vitro bir
calismada EA’nin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve dolayisiyla DNA’ya
baglanmasini engelleme yoluyla DNA hasarlarini 6nledigini bildirmislerdir.

Labieniec ve Gabryelak (2003), EA’nin Cin hamsteri B14 hiicre hatti
Uzerine sitotoksik etkisini incelemek icin kolorimetrik MTT testini ve olusabilecek
DNA zararlarin tespit etmek i¢in ise komet testini kullanmiglardir. Sonugta EA’nin
MTT testine gore hiicre canliligini azaltarak sitotoksik bir etki olusturdugunu ve
komet testine gore ise DNA zincir kiriklarinin  olusumunu arttirdigini
bildirmislerdir.

Adluri ve ark. (2007) ile Sudheer ve ark. (2007) daha 6nce yapilan Komet
ve MN deneylerinde toksik konsantrasyonu belirlenen nikotin (3 mM) ile sican
periferal kan lenfositleri muamele edilmis ve lipid proksidaz seviyesi, DNA
zararlar1 ve mikrontikleus sayisi artmis hiicrelerin ortamima 10, 50, 100, 150 ve
300 pM EA ilave etmislerdir. Sonucta EA’nin tm konsantrasyonlarda
hiicrelerdeki lipid peroksidaz enziminin aktivitesini azaltarak lipid peroksidasyonu
ve toksisiteyi onledigini ve DNA zararlarinin olusumunu 6nleyerek mikronukleus
sayisint  Oonemli Olc¢lide azalttifini, ancak maksimum korumanin 100 pM
konsantrasyondaki EA ile saglandigini bildirmislerdir.

Soni ve ark. (1997), TA 98 ve TA 100 suslarin1 kullanarak yaptiklar
Salmonella testinde EA’nin aflatoxin B; (AFB:)’in olusturacagi mutajeniteyi
engelledigini ve ayn1 zamanda in vitro ve in vivo ¢alismalarda EA’nin sahip oldugu
hepatoprotetif 6zelligi sayesinde karbontetrakloriir’iin toksik etkilerine karsi
hiicreleri korudugunu bildirmislerdir.

Gradecka-Meesters ve ark. (2011), C57BL/6J fare hiicre hatt1 kullanarak
yaptiklar1 komet testinde EA’nin, farelere 30 mg/kg konsantrasyonlarda verilen

benzopren (BP)’nin DNA’da olusturacagi zararlar1 biiyiik 6l¢lide onledigini ve fare
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kemik iligi hiicrelerindeki polikromatik eritrositlerde BP kaynakli mikronukleus
olusumuna kars1 hiicrede koruyucu bir etki olusturdugunu bulmuslardir.

EA’nin antigenotoksik ve antioksidatif bir etkiye sahip olup olmadigim
belirlemek (zere erkek Swiss albino fareleri kullanilarak yapilan in vivo bir
calismada siklofosfamid (CMP) ile uyarilmig fare kemik iligi hiicrelerine 7 giin
boyunca intraperitonal yoldan (50 ve 100 mg/kg v.a) EA verilmis ve muamele
sonunda MN testi yapilmistir. Deney sonucunda EA’nin MN olusumunu kontrole
oranla Onemli Ol¢lide azalttigi goriilmistir. Yine aym calismada farelerin
bobrekleri  kullanilarak yapilan ¢esitli enzimatik testlerde EA’nin  bobrek
hiicrelerinde siklofosfamid kaynakli oksidatif stresi ve ardindan devam edecek olan
DNA zararlarimi ve genotoksisiteyi onemli dl¢lide azalttigi belirlenmistir (Muneeb
ve ark., 2012).

Godevac ve ark. (2011)’nin insan periferal lenfositlerini kullanarak
yaptiklart in vitro MN testinde bdgiirtlen tohumlarindan elde edilen EA ve
tirevlerinin sitokalasin-B ile muamele edilen hicrelerde MN olusum sikligini
kontrole oranla onemli 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir. Berni ve ark. (2012),
EA’nin antigenotoksik bir etkiye sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla insan
hepatoma hiicreleri (HepG2) ile in vitro ve fare kemik iligi hiicreleri ile ise in vivo
yaptiklart MN testlerinde hiicreleri kanserojen bir madde olan N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidin (MNNG) ile muamele etmisledir. Sonugta EA’nin gerek in vivo
gerekse in vitro yapilan ¢alismalarda MN olusum sikligin1 kontrole oranla dnemli
o6lciide azalttigini belirtmislerdir.

Ayrica ¢esitli hayvan modelleriyle yapilan ¢alismalarda EA’nin
karacigerdeki dihidroksiprolin ve lipid peroksidaz enzimlerinin seviyesini dnemli
Ol¢iide azaltarak lipid oksidasyonunu engelledigini ve ayrica karacigerde yikim
olaylarini uyararak kanserojen maddeleri kandan uzaklastirdig1 gosterilmistir (Tell

1986; Ahn ve ark., 1996; Thresiamma ve Kuttan, 1996).
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Hartman ve ark. (2006) yaptiklar1 bir ¢calismada EA igeriginden dolay1 nar
suyu verilen Alzheimer’l1 laboratuaar hayvanlarinda EA’nin beyinde hastaliga yol
acan amiloid miktarini azalttigin1 gézlemlemislerdir.

Abdallah ve ark. (2011), streptozotosin ile uyarilan diyabetik si¢anlarda
cevizin kabugundan izole ettikleri EA’nin hipoglisemik ve antioksidan aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Nutan ve ark. (2013), Banaba (Lagerstroemia speciosa
L.) tohum ve vyapraklarindan elde etikleri EA’min  HIV-1 (Human
immunodeficiency virus)’in ile enfekte edilmis yapraklardan elde edilen hiicreler
ile muamelesi sonucu EA’nin HIV-1’in revers transkriptaz enziminin ¢aligmasini
inhibe etmek suretiyle HIV-1’in enfeksiyonunu engelledigini géstermislerdir.

Girish ve Pradhan (2012) karbontetrakloriir ile karaciger toksisitesi
olusturulan Swiss Albino fareler lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 7 giin boyunca
glnluk 50 ve 100 mg/kg EA verilen farelerde EA’nin karaciger nekrozunu, yag
birikimini ve iltihabi reaksiyonlari azalttigin1 gostermislerdir.

Baeeri ve ark. (2017) fosalon (PLN) ile senesens uyarilmis si¢an
embriyonik fibroblast (REF) hiicreleri Uzerine EA’nin koruyucu etkisinin olup
olmadigimi belirlemek {izere yaptiklar1 bir c¢alisjmada EA’nin PLN kaynakl
toksisiteyi azalttigini, TNF-a, IL-1p, IL-6 ve NF-¢B gibi inflamasyon faktérlerinin
miktarin1 azalttigimi ve sonug¢ olarak REF hiicrelerini senesense karsi kontrole
oranla 6nemli 6l¢iide korudugunu bildirmiglerdir.

Wang ve ark. (2017), EA’nin antiglioblastoma etkilerini belirlemek lzere
insan glioblastoma hiicre hatlar1 olan U87 ve U118 ile in vitro, deneysel olarak
glioblastoma olusturulmus fareler ile ise in vivo ¢alismalar yapmuslardir. Sonugta
aragtiricilar EA’nin glioblastoma hiicrelerinde in vitro ortamda hiicre canliligini ve
PI’y1 dnemli 6l¢iide azalttigini, in vivo ortamda ise Akt ve Notch sinyal yollarimi
inhibe ederek tiimdr biiylimesini engelledigini, matriks metalloproteinleri olan
MMP-2 ve MMP-9’un ekspresyonunu engelledigini, Bcl-2, siklin D1, CDK-2

(siklin bagimli kinaz-2) ve CDK-6’nin ekspresyonu engelledigini saptamislardir.
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Silfeler ve ark. (2017), 15-45 mg/kg v.a. konsantrasyonunda parakuat
herbisidi kullanilarak bobrekleri zarara ugratilmis siganlar iizerindeki EA’nin
koruyucu etkisini belirlemek iizere yaptiklar1 bir ¢alismada siganlara oral yoldan
yine ayni konsantrasyonlarda EA vermisler ve sonugta EA’nin parakuat’in
bobrekte olusturdugu zararlari kontrole oranla biyiikk Olgiide 6nledigini

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada test maddesi olarak dogal antioksidan grubunda yer alan ve
bitkisel kaynakli fenolik bir bilesik olan elajik asit (EA), deney materyali olarak da
sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin saglikli iki erkek (22-24 yaslarinda) ve iki
kadindan (22-24 yaslarinda) alinan periferik kan kullanilmustir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.1.1.1. Elajik Asit (EA) ve Kimyasal Ozellikleri

EA ahududu, bogiirtlen, ¢ilek ve nar gibi iiziimsii taze meyveler ile ceviz,
kestane ve findik gibi kabuklu meyvelerin yapisinda elajitanin seklinde bulunan
bitkisel kaynakli fenolik bir bilesiktir. Bu meyvelerin yapisinda bulunan EA
dilakton ve heksahidroksidifenik asit gruplarini igerir ve tanenlerin hidroliz olmas1
sonucu olusur (Talcott ve Lee, 2002; Seram ve ark., 2004; Vekiari ve ark., 2008).
Uziimsii meyvelerin yapisinda bulunan elajitaninler bitki hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir. Bu salgilanma siirecinden sonra elajitaninler yine bitkilerce seker
molekiilleri ile birlestirilerek EA formuna doniistiiriiliir. Boylece EA bitkilerde dis
ortama salgilanan kimyasal bir asit olarak islev goriir (Amakura ve ark., 2000; Bala
ve ark., 2005). Bitkiler tarafindan salgilanan EA sican (Cerda ve ark., 2003),
domuz (Espin ve ark.,, 2007) ve insanlarda (Cerda ve ark., 2004) kolon
mikroorganizmalari tarafindan dekarboksilasyon ve dehidroksilasyon reaksiyonlari
araciligiyla metabolize edilerek {irolitin A ve onun metaboliti olan iirolitin B’ye
doniistirtlir (Landete, 2011). Bunlardan iirolitin A elajitaninlerin viicuda
almimmindan sonra plazmada bulunan temel metabolit olup antioksidan ve
antienflamatuar aktiviteye sahiptir (Ishimoto ve ark., 2011).

Smart ve ark. (1986) oral yolla alman EA’nin 24 saat icinde
gastrointestinal sisteme gectigini ve buradan yaklasik % 19’unun diski ve %

22’sinin ise iirin olarak atildigimi belirtmislerdir. Yine ayni arastiricilar oral yolla
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alman EA’nin az miktarda absorbe edilip, hizlica eliminasyona ugradigim
bildirmislerdir. Si¢anlara oral yolla verilen EA’nin sadece % 10’u idrar ve digskida
tespit edilmistir (Doyle ve Griffiths, 1980). Ozellikle lipofilik formdaki EA’nin
tamami incebagirsak mukozasindan hizlica emilerek genel dolasima katilmaktadir
(Cerda ve ark., 2004). Genel dolasimdan hiicre igerisine gecen EA ise DNA ve
proteinlere geri dontisiimsiiz olarak baglanmaktadir (Whitley ve ark., 2003).

EA lipid peroksidasyonunda antioksidan aktiviteyi arttirict ve oksidatif
hasarlara kars1 hiicre koruyucu etkiyi saglayan 4 hidroksil grup (OH) ve 2 lakton
halkasindan olusur (De Boer ve ark., 2004; Pari ve Siyasankari, 2008).

Biiyiik ¢apta olumlu etkilerinin olmasi sebebiyle 6nemi giderek artan EA
Japonya’da sahip oldugu gii¢lii antioksidan aktivitesi sebebiyle besin katkisi olarak
onay almigtir (Priyadarsini ve ark., 2002).

EA’nin kanser hicrelerinin ¢ogalmasini engelledigine dair ¢alismalar ilk
defa 1980°li yillarda yapilmustir. 1982 yilinda ise EA’nin bakteri hucreleri ve Cin
hamsteri V79 hiicrelerinde in vitro karsinojenlerin etkisini azalttigi gosterilmistir
(Wood ve ark., 1982). Daha sonra tiimérlii insan hiicre hatti kullanilarak yapilan
¢ok sayidaki in vitro ¢alismalarda EA’nin hiicre proliferasyon ve apoptozis tizerine

olan etkileri gosterilmistir (Atessahin ve ark., 2010; Hwang ve ark., 2010).

3.1.1.1.(1). Elgjik Asit’in Kimyasal Yapisi
EA’nin  molekiiler yapisina ait Ozellikler asagida  verilmistir

(http:en.wikipedia.org/wiki/Elajik Asit):
OH
00 OH
) o
HO O 0O

Sekil 3.1. EA’nin agik foi OH
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Kimyasal adi : EA (4,4'5,5',6,6'-hexahydroxydiphenic acid 2,6,2',6'-
dilactone)
Kapal formiilii : CuHeOg
Acik Formiilii : Sekil 3.1
Molekiil agirhg : 302.197 g/mol
Yogunluk :1.67 g/m®
Cozanarlak : 1M NaOH iginde
Fiziksel durumu : Krem, toz
Erime sicakhgi (°C) :>360°C,>680F
CAS No . 476-66-4
3.1.1.2. Biocoll

Biocoll (Biochrom CAS No: L 6715) komet testinde lenfosit ayiraci olarak

kullanilmastir.

3.1.1.3. 5" Bromo 2' deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd, Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdUrd
kardes kromatidlerin farkli boyanmasini belirleyebilmek amaciyla kullanilmistir.
BrdUrd eriyigi, bidistile su i¢erisinde hazirlanmis, daha sonra 0.2 um por ¢apindaki
membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten 50 pl alinarak
kiiltiir tliplerine ilave edildiginde kiiltlir, son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde BrdUrd igermistir. BrdUrd’nin molekiiler yapisina ait 6zellikler asagida

verilmistir.

Kimyasal ad1 : 5'-Bromo-2'-deoxyuridine
Kapal formiilii : CoH;3BrN,Os

Molekiil agirhgr : 307.10 g/mol

Erime noktas1  :191-194°C

CAS No : 59-14-3

Sigma No : B 5002
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3.1.1.4. Cytochalasin B
Mikronlkleus (MN) testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi
engellemek ve iki niikleuslu hiicreler olusturmak amaciyla sitokalasin-B (Sigma)

kullanilmistir (6 ug/ml). Cytochalasin’in molekiiler yapisina ait 6zellikler asagida

verilmistir.
CHy
HSG.%_HJ\ OH HiC
A 0 >

Sekil 3.2. Sitokalasin B’nin agik formiilii

Kimyasal ad1 : Cytochalasin B
Kapali formiilii : CyH37NO5
Acik formiilii : Sekil 3.2
Molekiil agirhgr  : 479.61 g/mol
Erime noktasi 1 218-223°C
Kaynama noktas1 : 218-223 °C
Safhik diizeyi 1% 98

CAS No : 14930-96
Sigma No : C-6762

3.1.1.5. Elektroforez Tamponu
Komet testinde elektroforez islemini gerceklestirmek i¢in kullanilan
elektroforez tamponu 10 M NaOH ve 0.2 M EDTA bilesenlerinden olusmustur. Bu

kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra iizerine 1350 ml saf su ilave
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edilmistir. Cozeltinin pH’1 >13 olarak ayarlanmistir. Bir giin dnceden hazirlanarak

+ 4 °C’de saklanmustir.

3.1.1.6. Entellan
Seffaf preparat kapatma soliisyonudur (Merck, CAS. No: 1.07961).
Hazirlanan preparatlari daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirine

yapistirmak i¢in kullanilmugtir.

3.1.1.7. Etidyum Bromid (EtBr)

Bir floresan boya olan EtBr (Sigma Cas No: 1239-45-8) komet testinde
DNA’nin boyanmasi amaciyla kullanilmigtir. Bunun i¢in EtBr’den 1 mg alinip
Uzerine 10 ml saf su ilave edilerek son konsantrasyon 100 pg/ml olacak sekilde

stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

3.1.1.8. Etil Metan Stilfonat (Ethyl Methanesulphonate=EMS)
KA, KKD ve MN testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. EMS %
50’lik alkolde son konsantrasyonu 10 M olacak sekilde hazirlanmustir. EMS’nin

molekiiler yapisina i+ &=allillas aoofde sasilmiotis
CH; U ,f
NIARY:
CH, Y N
O cH

3
Sekil 3.3. EMS’nin ac¢ik formiilii
Kimyasal ad1 : Ethyl methanesulphonate, Methanesulfonic acid ethyl ester
Kapal formiilii 1 C3HgO5S
Acik formiilii : Sekil 3.3
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Molekiil agirhg: : 124.16 g/mol
Yogunlugu : 1.15 g/lem®
Erime noktasi 1< 25°C
Kaynama noktas1  :213-213.5 °C
Saflik diizeyi 1>% 99.9
CAS No: : 62-50-0

3.1.1.9. Fiksatif

KKD ve KA’y1 incelemek amaciyla yapilan preparasyon i¢in kullanilan
fiksatif, 1 hacim glasial asetik asit’in 3 hacim metanol ile karistirilmasi sonucu
hazirlanmustir.

MN’leri incelemek amaciyla yapilacak olan preparatlarin hazirlanmasinda
ise iki farkln fiksatif kullanilmustir. ilk fiksatif muamelesi 1 kisim glasial asetik
asit’in 5 kisim metanol ile karistirtlmasindan sonra bu karigimin 1/1 oraninda % 0.9
NaCl ile seyreltilmesiyle (1 glasiyal asetik asit / 5 metanol / 6 NaCl) hazirlanmistir.
Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden (1/5) kullanilmistir.

Fiksatif kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve agzi kapali cam bir
kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her seferinde preparat yapim isleminden

iki saat Once taze olarak hazirlanip kullanilmistir.

3.1.1.10. Fosfat Tamponu (PBS)

PBS , komet testinde hiicre kiiltiirii igin kullanilmugtir.

3.1.1.11. Giemsa

Giemsa boyas1 Merck firmasindan (CAS. No: 1.09204) temin edilmistir.
Sorensen tamponu igerisinde hazirlanmig ve filtre edilmis % 5’lik boya eriyigi,
kromozomlar1 ve MN testinde nukleuslar1 boyamak i¢in kullanilmistir. Boya her

seferinde taze hazirlanmugtir.
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3.1.1.12. Glasiyal Asetik Asit
Glasiyal asetik asit (CAS No: 64-19-7) KA, KKD ve MN testlerinde

fiksatif hazirlanmasinda kullanilmstir.

3.1.1.13. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (CAS No: 7722-84-1) komet testi icin pozitif kontrol
olarak kullanilmigtir. Saf haldeki H,O,’den 6 pl almip 1000 pl saf suya
tamamlanarak stok hazirlanmistir.  H,O,’nin bekletilmesinden dogabilecek

olumsuz etkileri 6nlemek amaciyla her komet testi igin taze olarak hazirlanmigtir.

3.1.1.14. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0.4’lik KCl (Merck) kullanilmustir. Eriyik
bidistile su igerisinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali cam bir kap icerisinde
buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik bir saat Once

yeterli miktarda eriyik alinip, inkiibator ile 37°C’ye kadar 1sitilarak kullanilmisgtir.

3.1.1.15. HMA Agar (High Melting Agar=Yiiksek Kaynama Dereceli Agar)
HMA agar (Sigma CAS No: 9012-36-6) komet testinde lamlarin
kaplanmas1 amactyla kullanilmistir. Bunun i¢cin HMA agardan 0.65 gr alinip 100
ml saf suda 1sitilarak ¢ozlilmiigtiir. Daha sonra rodajli lamlarin tek tarafi hazirlanan
bu agarla kaplanmig ve lamlar kurumaya birakilmistir. Bu islem iki kez
tekrarlanmistir. Lamlarin agarla kaplanmasi islemi deneyden 1 giin Once

yapilmstir.

3.1.1.16. Kolsisin (Kolkisin)
Kolsisin (Colchicine) kromozomlari incelemek i¢in yapilan preparatlarin
hazirlanmasinda mitotik zehir olarak kullanilmistir. Kolsisin eriyigi steril saf su

igerisinde hazirlanmig ve kromozom medyumunun her mililitresinde 0.06 ug
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olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.

Kolsisin’e ait baz1 6zellikler asagida verilmistir.

O
CH30O
CH30O
CH30
O
OCHs
Sekil 3.4. Kolsisin ... cyax coramacnnn
Kimyasal adi : Colchicine
Kapali formiilii 1 CyHosNOg
Acik formiilii : Sekil 3.4

Molekiil agirhgr  : 399.4
Etil asetat icerigi : % 3.4
Kloroform icerigi : <% 0.1
CAS No 1 C-9754

3.1.1.17. Kromozom Medyumu
Bu c¢alismada Gibco firmasinin iirettigi PB Max. kromozom medyumu
(CAS. No. 12557-013) hiicre kiiltiiri i¢in kullanilmistir. PB Max. medyumu tam
medyumdur. Fakat heparin icermemektedir.
Bu medyum her tiipe 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmig ve bu miktarlarda
kullanilmistir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir (12 ml’lik vida kapakli,
Cellstar, Cat No: 164 160)

3.1.1.18. Lizis Cozeltisi
Komet testinde lysing sollisyonunun bir bileseni olarak kullanilmistir. Lizis
solisyonu 2.5 M NaCl (Merck CAS No: 1.06404), 10 pM EDTA (Sigma CAS No:
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6381-92-6), 10 mM Tris (Merck CAS No: 77-86-1) ve saf su bilesenlerinden
olusmustur. Bu kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra Uzerine 270 ml saf
su konup bir erlen igerisinde 1sitilarak ¢6ziilmiis ve soguma islemi gerceklestikten
sonra 10 M NaOH ile pH’1 10’a ayarlanmistir. Kullanilmak tizere oda sicakliginda

saklanmugtir.

3.1.1.19. LMA Agar (Low Melting Agar=Diisiik Kaynama Dereceli Agar )
LMA agar (Sigma CAS No: 39346-81-1) komet testinde hiicrelerin sandvi¢

modeli gibi agara gomiilmesi amactyla kullanilmigtir. Bunun i¢in LMA agardan

0.065 gr tartiip 10 ml saf suda kaynatilmistir. Hiicrelerin agarla karistirilmasi

isleminde agarin el yakmayacak sicaklikta olmasina 6zen gosterilmistir.

3.1.1.20. Lysing Cozeltisi

Komet testinde DNA’daki hasar boyutunu belirlemek i¢in ¢iplak DNA’nin
elde edilmesi isleminde kullanilmistir. Lysing soliisyonu 3 ml Triton X (Merck
CAS No: 9036-19-5), 30 ml DMSO (Carlo ERBA CAS No: 67-68-5) ve 267 ml
lizis ¢ozeltisi kullanilarak son hacmi 300 ml olacak sekilde hazirlanmustir. Bir giin

onceden hazirlanarak + 4 °C’de saklanmustir.

3.1.1.21. Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)
KA, KKD ve MN testlerinde fiksatif hazirlanmasinda kullanilmustir.

3.1.1.22. Nitrik Asit (HNO,)
Nitrik asit (Sigma 438073) lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N ¢6zelti olarak
hazirlanmustir. Plastik sisede saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.

3.1.1.23. Nétralizasyon Tamponu
Notralizasyon tamponu komet testinde elektroforezden ¢ikan preparatlarda

pH dengesini saglamak amaciyla kullanilmistir. 0.4 M Tris (Merck Cas No: 77-86-
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1) aliip iizerine 300 ml saf su eklenmistir. Daha sonra HCI ile ¢dzeltinin pH’1

7.5’e ayarlanmigtir. Kullanilmak {izere oda sicakliginda saklanmustir.

3.1.1.24. Sodyum Hidroksit (NaOH)
1 M NaOH c¢alismada EA eriticisi olarak kullanilmustir.

*Na'O._ _OH

T

O

Sekil 3.5. NaOH’1n agik formiilii

Kimyasal adi : Soydum hidroksit
Kapal formiilii : NaOH

Agik formiilii : Sekil 3.5
Molekiil agirhg: :40.0 g/mol
Yogunlugu : 2.13 glem®
Kaynama noktas1  : 1388 °C

Erime noktasi :318°C

CAS No - 1310-73-2

3.1.1.25. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak Uzere iki stok cozelti
halinde hazirlanmig olup, bu ¢ozeltiler caligmanin amacina uygun olarak
birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmigtir.

Hazirlamisi: Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir
(pH=4.8).

Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,4.12H,0 250 ml saf su iginde eritilmigtir
(pH=9.3).

KKD’yi incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar

Sorensen tamponu icerisinde 254 nm dalga boyunda 151k yayan UV lambas ile
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isinlandirilmigtir. Ayrica bu tampon %5’lik Giemsa boyasit hazirlanmasinda da

kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda kapali kaplarda saklanmstir.

3.1.1.26. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu eriyik, kromozom preparatlarinin 1sinlandirilmasindan sonra kardes
kromatidler arasindaki kontrast farkini artirmak amaciyla kullanilmistir. SSC
eriyigini hazirlamak icin 11.05 gr trisodyum sitrat (CsHsNaz0;.2H,0) (Merck
1.06448) ve 21.9 gr NaCl kullanilmistir. Bu iki madde ayr1 ayr1 kaplarda bir miktar
saf su igerisinde ¢Oziilmiis, daha sonra aymi kaba aktarilarak birbirleriyle
karigtirilmig ve tizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan
bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmigtir. KKD’yi
incelemek i¢in deney yapilirken bu stoktan 20 ml alinarak tizeri 100 ml oluncaya

kadar saf su ile tamamlanmasiyla elde edilen 1XSSC eriyigi kullanilmustir.

3.1.1.27. Tripan Blue

Komet testi yapilirken izole lenfositlerin canlilik oranini belirlemek
amaciyla tripan blue (Sigma CAS No: 72-57-1) boyasi kullanilmistir. Stok tripan
blue hazirlamak icin % 0.4’lik tripan blue’den 4 ml alinip tizerine 1 ml saf su
eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan stok tripan blue’den 10 pl alinip tizerine 10 pl
stok lenfosit ilave edilip canlilik testine bakilmistir. Canli hiicreler seffaf, olii

hiicreler ise mavi renkte goriilmiistiir.

3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari
3.1.2.1. Elektroforez Sistemi
Komet testinde DNA orneklerini elektroforez tamponunda yiriitmek

amaciyla kullanilmistir.
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3.1.2.2. Steril Kabin

Hiicre kiiltiirii tiiplerine kromozom mediumu konulmasi, kan ekiminin
yapilmasi ve test eriyiklerinin kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir
ortam olarak, % 99.9 partikil tutma ozellikli filtreye sahip, 1500 m%h emis
kapasiteli, UV ve fluoresan ampuli olan Labormed marka flow kabin

kullanilmustir.

3.1.2.3. Gii¢ Kaynag
Komet testinde DNA 6rneklerini yiirlitmek amaciyla elektroforez tankina

baglanabilen Cleaver nanoPAC-300 mA’lik gii¢ kaynagi kullanilmustir.

3.1.2.4. Hassas Terazi
Hava akimlarma kars1 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr

hassasiyetindeki Gec Avery marka terazi kimyasallarin tartilmasinda kullanilmistir.

3.1.2.5. Inkiibator
Hiicre kiiltlirliniin yapilmasinda hipotonik eriyik ile muamele edilen
hiicrelerin 37°C’de inkiibe edilmesi ve bazi eriyiklerin 37°C’ye kadar 1sitilmasinda

Incucell marka 0°C-100°C ayarlanabilir inkiibator kullanilmisgtir.

3.1.2.6. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan Olympus marka binokiiler
151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflar ise yine
Olympus marka mikroskopta dijital fotograf makinesi (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel) ile ¢ekilmistir. Komet testinde niikleus incelemeleri i¢in de ayn1 marka

floresan mikroskobu kullanilmistir.
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3.1.2.7. Otoklav
Test maddesinin belirlenen konsantrasyonlarini ayarlamak i¢in kullanilan

ekipmanlarin ve saf suyun steril edilmesi Hirayama marka otoklav ile saglanmistir.

3.1.2.8. pH Metre
Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in WTW 3151 marka pH metre

kullanilmustir.

3.1.2.9. Santrifdj
Rotor ¢ap1 21 c¢cm olan ve 4000 devir/dakikaya kadar yiikselebilen devir
hizi, 99 dk.’lik zaman ayarlayici, agilabilir basliga sahip ve 28 tiip kapasiteli

Hettich Universal marka santrifiij calismalarda kullanilmustir.

3.1.2.10. Sogutmah Santrifiij
Komet testinde eppendorf tuplerindeki 0Orneklerin santrifij edilmesi
amaciyla Vwr Micro Star 17 R marka sogutmali santrifiij cihazi (24 x 2.2 - 1.5 mL

rotor i¢in maksimum 9.000 rpm hizina erisebilen) kullanilmistir.

3.1.2.11. Su Banyosu (Benmari)

Hiicre kiiltiirii preparatlar1 hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkli
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60°C’de sabit kalmasini saglamak
amaciyla BM 302 Niive marka 0-60° ayarlanabilir, zaman ayarli su banyosu

kullanilmugtir.
3.1.2.12. Vorteks

Orneklerin karistirilmas1 igin ¢esitli hiz kademelerine sahip Velp.

Scientifica marka vorteks cihazi kullanilmigtir.
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3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin once etiketli olan lamlar saleye
dizilerek iizerlerini iyice ortecek sekilde 1 N nitrik asit (HNO3) konmustur. Salenin
agzi1 kapatilarak bu sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat
akan ¢esme suyunda iyice yikanmustir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten
sonra sale saf su ile doldurularak buzdolabinda saklanmistir. Bu lamlar, preparat

yapilacagi zaman buzdolabindan ¢ikartilarak soguk halde kullanilmistir.

3.3. Sterilizasyon
3.3.1. BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen i¢inde bulunan ve steril olan saf su iginde 5'-
bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril
sartlarda (Ispirto ocagi yaninda ve Flow kabinde) por ¢apt 0.2 pum olan bakteri
filtresinden (Sartorius, membran filtre) gecirilerek steril edilmistir. Sonra agz1 vida
kapakl1 steril cam kiiltiir tiiplerine konulan bu eriyik, etrafi aliiminyum folyo ile

kapatilarak buzdolabinda saklanmistir.

3.3.2. Test Maddesinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi, Hazirlanmas1 ve
Sterilizasayonu

Test maddesinin deneylerde kullanilacak en uygun konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla yapilan doz belirleme c¢alismalari sonucunda EA’nin
sitotoksik bir etkiye sahip olmadigi saptanmustir. Sitotoksik olmayan maddeler igin
kullanilabilecek en yiiksek doz uygun ¢oziiciide ¢oziilebilecek maksimum miktari
olmalidir (Madle ve ark. 1993). Calismamizda EA c¢ozlcisi olarak 1 M NaOH
kullanilmistir. En yiiksek konsantrasyon olarak coziclde tamamen cozilebilen
maksimum madde miktar1 olan 100 pg/ml secilmistir. 60 pg/ml ve 80 pg/ml’lik
diger dozlar ise en yiiksek dozun periyodik olarak seyreltilmesi ile hazirlanmustir.

En yiksek konsantrasyonda 1 M NaOH’da ¢oziilerek hazirlanan test

maddesi BrdUrd eriyiginde oldugu gibi filtreden gegirilerek steril edilmistir. Diger
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konsantrasyonlardaki test maddeleri ise flow kabin igerisinde steril sartlarda en

yiiksek konsantrasyondaki eriyikten hazirlanmistir.

3.3.3. Saf Suyun Sterilizasyonu

Temiz vida kapakli 100 ml’lik cam kiiltiir sisesine saf su doldurularak
sisenin agz1 pamukla iyice kapatilmistir. Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki
buhardan pamugun islanmamasi i¢in tizeri aliiminyum folyo ile Ortiilmiistiir.
Sisedeki saf su otoklavda 1.2 atm buhar basincinda ve 121°C’de 20 dk. steril

edilmistir.

3.4. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE) ve
Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosome Aberration=CA) Saptamak
Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi,
Boyanmasi ve Mikroskobik inceleme

Insanlarda genotoksik etkiye sahip olabilecek mutajenlerin ve
kanserojenlerin genotoksik etkilerinin saptanmasi basta KKD, KA ve MN testleri
yardimiyla olabilmektedir. Bu tiir g¢alismalar planlanirken, uygulanirken ve
yorumlanirken uluslar arasi yonergelere uygun hareket edilmesi zorunlulugu
bulunmaktadir. Bundan dolayr EA’nin insan lenfositlerindeki genotoksik veya
antigenotoksik etkilerinin olup olmadiginin arastirildigi bu ¢alisma Albertini ve
ark. (2000)’lar1 tarafindan yayinlanan IPCS (The International Programme on

Chemical Safety) yonergesine gore gerceklestirilmistir.

3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu calismada KKD ve KA’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin
yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi igin Evans (1984), Perry ve Thompson
(1984)’un metodlart modifiye edilerek kullanilmistir.

Saglikli ve sigara igmeyen yaglar1 birbirine yakin iki erkek (22 ve 24) ve

iki kadindan (22 ve 24) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri
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kromozom medyumuna (PB-Max, Gibco cat. no. 12552-013) steril sartlarda 6
damla (0.2 ml) (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Yine steril sartlarda
ve daha once hazirladigimiz BrdUrd eriyiginden her tiipe son konsantrasyonu 10
ug/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirilmis ve hiicre kiiltiirii inkiibatorde
37+1°C’de 72 saat icin inkiibe edilmistir.

EA’nin etkisini incelemek igin kiltir suresinin bitiminden 24 ve 48 saat
once daha once belirlenmis son konsantrasyonlar1 olan 60, 80 ve 100 pg/ml’lik
miktarlarindaki EA kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik
muamele sirelerinde pozitif kontrol olarak EMS kullanilmistir. EMS tlplere son
konsantrasyonu 10° M olacak sekilde ilave edilmistir. Ayrica her deneyin bir
kontrolii ve bir de eritici kontrolii (1 M NaOH, 25 ul) vardir.

Ayrica EMS’nin etkisine karsi EA’nin antigenotoksik etkisinin olup
olmadigini ortaya ¢ikarmak icin de ayr bir kiiltiir serisinde her bir kiiltiir tiipline
test maddesine ilaveten ayn1 anda EMS (10”° M) eklenmistir.

Kultir suresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kiltirin 70. saatinde) her
tiipe hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/ml) ve tilipler hafifce
sallanarak iyice karistirtlmustir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) kolsisin ile 6n
muameleye tabi tutulmustur.

Kualtir suresi olan 72. saatin bitiminde kudltur tipleri 2000 devir/dk.
(rpm)’da 5 dk. santrifiij edilmis, siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri
ihtiva eden 0.5-0.7 mI’lik siv1 iyice karistirildiktan sonra tiiplere, etuvde 37°C’de
tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve
karigtirilarak yapilmigtir ve hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale
getirilmistir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agzi
kapatilarak inkiibatore konulmustur. Hiicreler 5 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 devir/dk.’da santrifiij
edilmis, siipernatant atilmustir.

Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde oldugu gibi yavas yavas ve

karigtirarak her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda
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sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200 devir/dk.’da 10 dk.
santrifiij edilmis ve silipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave
edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml
sivi kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine
gecilmistir.

Tipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karigtirilarak homojen
hale getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre
siispansiyonundan ¢ekilmistir. Ozel olarak hazirlanms diizenege tutturulan pasteur
pipetinden daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanmis
lamlarin tizerine 50 cm yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak tizere hiicre
siispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla
kromozomlarin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun
lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarin {ist iiste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda sicakliginda

bekletilmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (Sister
Chromatid Differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve
Haupter’in (1985) gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu amagla
bir gilinliik preparatlar 1sinlama kabina konarak {izeri bir film seklinde Sorensen
tamponu ile ortiilecek sekilde kapatilmistir. Isinlama eriyigi 5 ml Sorensen tampon
A, 5 ml Sorensen tampon B almip bu karsimin destile su ile 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmigtir (pH=6.8). Isinlama eriyiginin az ya da fazla
olmasinin kardes kromatidler arasindaki kontrast farkin1 6nemli derecede etkiledigi
goriilmiistiir.

Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1ginlama eriyigi ile ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek

ultraviyole lambasi ile 30 dk. 1sinlandirilmstir.
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Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi igerisinde 60°C
(£2°C)’de 60 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. énce %

5’lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmstir.

% 5’lik Giemsa boyasimin hazirlanmasi:

4 ml tampon A, 4 ml tampon B ve 4 ml Giemsa karistirilarak tizerine 80 ml
oluncaya kadar saf su ilave edilmistir (pH=6.72). Sonra bu boya dik bir sale
icerisine filtre kagid1 yardimu ile stiziilmiistiir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiginden almarak
dogrudan boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 30 dk. boya igerisinde
bekletilmistir (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirenin
sonunda elde edilmistir). Bu silirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis ve ¢
ayr kaptaki saf sudan gegirilerek preparatlarin iizerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmustir.

Boyanmis preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi hale
getirilmigtir. Entellan kuruduktan sonra (en az iki giin) bu daimi preparatlarda

mikroskobik incelemeler yapilmstir.

3.4.3. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar Olympos CX21 marka 1s1k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).
Bu incelemeler sirasinda KKD ve KA belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci,
ikinci ve lgiincli mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin sayist ve toplam hiicre
igerisinde mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerin sayisi saptanmustir. Bu degerler

kullanilarak PI ve MI hesaplanmugtir.
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3431, KKD Sayisinin ve Proliferasyon indeksi’nin (Replikasyon
Indeksi=RI) Saptanmasi

3.4.3.1.(1). KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve
ikinci mitozu gegiren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicrede) saptanmistir.
KKD sayist bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis
pargalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin
sayllmasiyla belirlenmistir (Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi
olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.6.a).

Ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak sayilmistir (Sekil
3.6.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum bolgelerinden
donim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda

KKD yoktur (Sekil 3.6.c).

(<

b C

2 KKD 1 KEED KEED Yok

Sekil 3.6. Kardes Kromatid Degisiminin Oldugu ve Olmadigi Durumun Sematik
Olarak Gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990)

3.4.3.1.(2). Proliferasyon Indeksi (PI) (Replikasyon Indeksi=RI)’nin
Saptanmasi
EA’nin DNA replikasyonu flizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla PI

bulunmustur. Bunun i¢in her kisinin kan kiiltiiriinden yapilan preparatlardan
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tesadiifi se¢ilen 100 hiicre incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci,
ikinci ve Gglincu mitoz béliinmeyi gegiren hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola

cikarak her bir kisinin kan kiiltiiriindeki PI su sekilde hesaplanmustir:

1% (MI) +2 = (M2) + 3 = (M3)

PI =
100

M1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi

M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi

M3: Ugilincii mitozu gegiren hiicrelerin sayisi

Birinci, ikinci ve tg¢lincii metafaz plaklart su sekilde ayirt edilmigtir
(Topaktas ve Speit, 1990):

BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin anologu olan
bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklari heterosiklik benzen
halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT’de CHs, BrdUrd’de Br
ve dU’de H atomudur (Sekil 3.7).

O 0 O
I I I
CHj Br H
HO—CH, HO-CH, HO—CH,
0 0 0
OH OH OH

Deoxytimidin (dT) Bromodeoxywridin (BrdUrd) Deoxyuidin (dU)

Sekil 3.7. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (dU)’in
kimyasal yapilari
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BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarimin anologu oldugundan
kiiltiir ortamina BrdUrd eklendiginde hiicreler DNA’larimi replike ettikleri esnada
(birinci S fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi igine timinin yerine
ortamda bulunan BrdUrd girecektir. Boyle hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda
bir kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT : dT/BrdUrd) homojen koyu
renkte boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil
3.8 A ve Sekil 3.9). Birinci mitoz bolunmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen
yavru hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’ li ortamda ikinci S fazi) timin
igceren polinukleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde
BrdUrd yer alacaktir. Bu iki polinukleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan
kromatidini (BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd igeren iplige komplementer olarak
sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki
polinukleotid ipligi de BrdUrd igereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, aym
kromozomun acik boyanan kromatidini olusturacaktir (BrdUrd/BrdUrd). iste bu
hiicrenin metafaz devresinde kromozomlar boyandiginda tim kromozomlarin
kromatidlerinden birisi koyu digeri ise acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT :
BrdUrd/BrdUrd). Bunlarda ikinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.8 B
ve Sekil 3.10). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’li ortamda {i¢iincii S
faz1) ikinci mitozda agik boyanan kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tum polinukleotid
ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu
kromozomun her iki kromatidi de acik boyanacaktir
(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise
(BrdUrd/ dT), bir kromatidin her iki ipligi BrdUrd’li ve diger kromatidinin bir
ipligi timinli diger ipligi BrdUrd’li olan bir kromozom
(BrdUrd/BrdUrd:dT/BrdUrd) olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir
kromatidi koyu renkte, diger kromatidi acik renkte olacaktir. iste bdyle hiicrenin
metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki kromatidi
acik renkte, baz1 kromozomlarin bir kromatidi agik diger kromatidi koyu renkte

boyanacaktir. Bu hiicreler de iiglincli mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil
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3.8 C ve Sekil 3.11). Iste bu sekilde birinci, ikinci ve ii¢iincii mitoz boliinmeyi
geciren hiicreler ayirt edilmis, 100 hiicre icinde bu hiicrelerin sayisi saptanmis ve

elde edilen veriler kullanilarak yukaridaki formiile gore PI hesaplanmistir.

161
1§ (+Brdlre)
U U
A1 Nitoz B E
i [
. [ Normal DNA tek iplg
ighardum) H 100 BrdUrd girmig DNA tek ipligi
D O OO0 Ko boyanan kromatid
0 00 —
Ol /@00 _
B-2 Mitaz H H H g g g g Atk boyanan kromatid
0 gad
161
3.5 (+BrdUrd) 0 0o
0 0
i 00
ad 0 gy oo
C-1 Miloz ao 0 garoo
ad 0 gal|oo
do(|ao 00100

Sekil 3.8. BrdUrd’nin DNA Yapisina Girmesi ile Birinci, Ikinci ve Ugiincii Mitoz
Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Ayirt Edilmesinin  Sematik Olarak
Gosterilmesi (During, 1985’e gore, Topaktas ve Speit 1990’dan).
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10 um

Sekil 3.9. Birinci mitoz bélinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar. X1000.
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' 10 um

Sekil 3.10. Ikinci mitoz béliinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar. X1000.
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E

10 pm

Sekil 3.11. Ugiincli mitoz bélinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar. X1000.

3.4.3.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi
3.4.3.2.(1). Kromozom Yap1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (dort kisiden toplam 400 hiicre) KA’y1 saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu hiicrelerde gbézlenen yap1 ve say1 anormallikleri kaydedilmistir.
KA’ll hiicrelerin toplam incelenen hiicreler (100 hiicre) igerisindeki oranlari
hesaplanarak anormal hiicre yiizdesi (%) belirlenmistir. incelenen 100 hiicre
icerisinde rastlanan toplam KA sayist saptanmigtir. Toplam KA sayisi incelenen
hiicre sayisina boliinerek hiicre basina diisen KA sayis1 (KA/Hiicre) bulunmustur.
Bu ¢alismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir (Mace ve ark. 1978).
Gap’lar ile kromatid ve kromozom tipi kiriklar1 arasindaki farklar su sekilde ayirt
edilmistir (Kauderer ve ark. 1991°den): Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid
tipi gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis
bolge kromatidin kalinligindan daha azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid
tipi kirik) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bolge bir
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kromatidin kalinhigindan daha fazladir. Iste bu odlgiilere gdre gap ve kromatid
kiriklart birbirinden ayirt edilmistir. Mace ve ark. (1978) ise gap bdlgesinde DNA
ipliginde kirik olmadigin1  elektron mikroskobu incelemeleri sonucunda
gostermislerdir.

Bu calismada kromatid kirig1 ve tek kol birlesmesi gibi anormallikler
kromatid tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi,
kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi, halka kromozom, fragment ve
disentrik kromozom olusumu gibi anormallikler de kromozom tipi anormallikler

olarak degerlendirilmistir.

3.4.3.2.(2). Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

EA’nin mitoz boliinme tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla MI
saptanmustir. MI’i belirlemek igin her bir kisiye ait preparatlarda toplam 3 bin
hiicre incelenmis ve bunlar arasinda metafaz plaklarinin sayis1 kaydedilmistir. 3 bin
hiicre icinde metafaz plaklarinin orami yilizde cinsinden hesaplanarak MI

saptanmistir.

3.5. Mikronikleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kilturinin
Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmas1 ve Mikroskobik
incelemeler
3.5.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

In vitro MN testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri yontem
modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu yonteme gore, saglikli ve sigara igmeyen
yagslari birbirine yakin iki erkek ve iki kadindan (KA ve KKD testi i¢in kan alinan
kisiler) alman 1/10 oraninda heparinize edilmis kan Ornekleri kromozom
medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) ekilmistir ve hiicreler 37+1°C’de 68
saat inkiibe edilmistir.

Caligmada dogal bir antioksidan olan EA’nin etkisini belirlemek icin son

konsantrasyon 60, 80 ve 100 pg/ml olacak sekilde EA kiiltiir ortamina, kiiltiiriin
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baslangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave edilmistir. Ayrica her deneyin bir
kontrold, ¢Oziicti kontrolu ve bir de pozitif kontrol grubu olusturulmustur. Yine
EMS’nin etkisine karst EA’nin antigenotoksik etkisinin olup olmadigimi ortaya
cikarabilmek icin kiiltiir tiiplerine test maddesine ilaveten EMS (102 M)
eklenmistir. Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 6
ug/ml olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve bodylece boliinen
hiicrelerde sitokinez engellenmistir. Inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 2000
devir/dk.da 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve hiicrelerin bulundugu
tiplere hipotonik eriyik (%0.4 KCI) ilave edildikten sonra tupler inkibasyon
yapmaksizin direkt olarak santrifiij edilmistir. Hipotonik eriyik, KKD ve KA
deneylerinde oldugu gibi kiiltiire yavas yavas ve pipetaj yapilarak ilave edilmistir.
Kiiltir tiipleri 1200 devir/dk.da 10 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atilarak
birinci fiksatif (1/5/6=glasiyal asetik asit/metanol/%0.9 NaCl) ilave edilmis ve
hiicreler bu fiksatif ile muamele edilmistir. Birinci fiksatif ile oda sicakliginda 15
dk. muameleden sonra 1200 devir/dk.da 10 dk. daha santrifj edilen tiplere bu kez
glasiyal asetik asit / metanol (1/5) karisimindan ibaret fiksatif ilave edilerek 10 dk.
oda sicakhiginda fiksatif muamelesi yapilmistir (Bu fiksatif muamelesi iki kere
tekrarlanmustir). Sonra santrifiij yapilarak siipernatant atilmis ve kiiltiir tliplerinin
dibinde toplanmis olan hiicreler resiispanse edilmistir. Daha sonra, hiicre
slispansiyonu soguk ve temiz lamlar iizerine 10 cm yiikseklikten damlatilarak

preparatlar hazirlanmistir.

3.5.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmig
%5°lik Giemsa boyasi ile 4-5 dk. boyanmis ve boyanmig preparatlar ii¢ ayri kapta
bulunan saf sudan gegirilerek boyama islemi durdurulmus ve sonra havada
kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra preparatlar entellan ile

kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir.
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3.5.3. Mikronukleus Testi I¢cin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik
Inceleme
Hazirlanan daimi preparatlar Olympus marka 151k mikroskobunda 10 x

40=400 biiyiitmede incelenmistir.

3.5.3.1. Mikroniikleus Sayis1 ve Nikleus Boliinme indeksinin (NBI)
Saptanmasi

Mikronlkleus sayisin1 belirlemek amaciyla her bir kisiye ait daimi
preparatlarda her kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(binlkleer) toplam 1000 hiicre (Sekil 3.13) incelenmis ve bu binUkleer hicreler
icerisinden mikronikleuslu olanlar saptanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde
toplam mikronlkleus sayisi belirlenmistir. Boylece mikronikleuslu hiicrelerin
toplam hiicrelere oranlanmasi ile mikronUkleuslu hiicre orani, toplam mikrontkleus
sayisinin incelenen hiicre sayisina oranlanmasiyla de hiicre bagina diisen MN sayist
(MN/hiicre) saptanmistir. Buradan da MN yiizdesi hesaplanmistir.

Binukleer hiicre ve mikronlkleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997)
ve Fenech (2000)’e gore yapilmstir: (1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak
ya da oval goriniime sahip olmalidir; (2) Benzer olarak, nikleuslar belirgin
nilkleus zariyla gevrili yuvarlak ya da oval olmaldir; (3) Igerisinde MN sayilan
hlcreler sadece bir niikleus béltinmesi geciren hicrelerdir; (4) MN’lar sadece ana
niikleusun 1/3’0 ya da daha kigUk olduklarinda hesaba katilmalidir; (5) MN’lar ana
nikleus gibi boyanmalidir; (6) MN’lar ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis
olmalidir.

Sitokinez bloklama yonteminin en Onemli yarari, boliinen hiicre
populasyonunda niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve ¢ogalmasini belirleyecek
imkan1 vermesidir. Bu durum, sitokalasin-B ilavesinin ardindan olusan bir
nikleuslu, iki nikleuslu, G¢ nikleuslu ve dort nikleuslu hiicrelerin sayilarinin
belirlenmesiyle yapilir. Nukleus bolunme indeksi Eastmond ve Tucker (1989)

tarafindan 6nerilen formiile gore hesaplanmistir.
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NBI= (1xMI + 2xMlIl + 3xMIII + 4xMIV) / N

Formule gore, MI bir niikleuslu (Sekil 3.12), MII iki nikleuslu (Sekil 3.13),
MIII Ug nlikleuslu (Sekil 3.14), MIV dort nikleuslu (Sekil 3.15) hiicrelerin sayisini,
N ise toplam hiicre sayisini gostermektedir. NBI’nin hesaplanmasi kimyasal
maddenin veya fiziksel bir etkenin sitotoksik etkisini gostermede dnemli bilgiler
saglar (Fenech, 1997). Bu nedenle, MN bakimindan incelenen preparatlar daha
sonra nukleus bolinme indeksini (NBI) (Nuclear Division Index=NDI) belirlemek
icin tekrar incelenmistir. Bu ¢alismada NBI i¢in, her bir kisinin preparatlarindan
tesadiifi secilmig alanlarda toplam 1000 hiicre (4 kiside toplam 4000 hiicre)

incelenmistir.

Sekil 3.12. Bir nikleuslu hiicre. X1000.
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Sekil 3.13. iki niikleuslu hiicre. X1000.

Sekil 3.14. Ug nukleuslu hiicre. X1000.
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Sekil 3.15. Dért nikleuslu hiicre. X1000.

3.5.4. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme islemi Olympus marka trinokiiler mikroskoba bagli dijital
fotograf makinasinda 1000 biiyiitmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel). 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerin, sik rastlanan ve ilging
olan KA’lara ait 6rneklerin, bintikleer hicrelerden mikroniikleusa sahip olanlarin

ve 1, 2, 3 ve 4 niikleuslu hiicrelerin fotograflart ¢cekilmistir.

3.6. Komet Testi Icin Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin
Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Inceleme
3.6.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Komet testinin uygulanmasi i¢in preparatlarin hazirlanmasi ve gerekli diger
islemler icin Singh ve arkadaslarinin (1988) kullandiklar1 metod laboratuvar
kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek kullanilmistir. Deney i¢in saglikli

ve sigara igmeyen yaglar1 birbirine yakin iki erkek (22-24) ve iki kadindan (22-24)
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alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan ornekleri ependorf tliplerine 100 pl
olacak sekilde paylastirllmis ve Uzerine 1000 pl PBS (Fosfat Tamponu) ilave
edilerek kan stispanse edilmistir. Bu sekilde tiipler 10 dakika siireyle buz iizerinde
bekletilmistir. Bu asamadan sonra yapilacak tiim islemler 1s18in DNA molekiilii
iizerinde neden olabilecegi tiim olumsuz etkileri engellemek amaciyla karanlikta
gercgeklestirilmistir. Daha sonra tiiplere lenfositleri izole etmek amaciyla 100’er pul
biocoll eklenmis ve bekletilmeden tlpler + 4 °C ve 1000 devir/dakika (rpm)’da 3
dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipler buz tizerine konulmus ve 15-20
dakika bekletilerek lenfositlerin bulutsu bir yapi olusturarak ara katmanda
toplanmasi saglanmistir. Ara katmandan (lenfositler) 100 pl alinip stok lenfosit
olusturmak ftizere ayri bir ependorf tlipline aktarilmistir. Bu asamada izole
lenfositlerde canlilik testine bakilmistir. Bunun igin temiz bir lam {izerine 10 pl
seyreltilmig tripan blue ¢ozeltisi konulmus ve iizerine kontrol tiiplinden alinan 10
pl lenfosit ilave edilip siispanse edilmistir. Ardindan lamel ile kapatma islemi
yapilip lenfositlerin canlilik oranina bakilmistir. Seffaf olarak goriinen hiicreler
canli, mavi renge boyali olarak goriinen hiicreler ise cansiz kabul edilmistir.
Deneye devam edebilmek icin canlilik alt siirinin > 90 olmasi dikkate alinmustir.
Canlilik testinin ardindan daha 6nceden belirlenen dozlardaki test maddesi (EA)
son konsantrasyonu 60, 80 ve 100 pg/ml olacak sekilde 100 pl igerisinde stok
lenfositlere eklenmistir. Pozitif kontrol olarak % 35’lik hidrojen peroksit (H,05,)
(100 ply, ¢ozuci kontrol olarak % 50’lik DMSO (100 pl) ve kontrol olarak ise
distile su (100 pl) kullamilmustir. Tiiplere test maddesi, pozitif kontrol, ¢ozicl
kontrol ve steril distile su ilave edildikten sonra hiicreler 37 °C’ de 1 saat sUreyle
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiipler + 4 °C ve 3000 devir/dk’ da
5 dakika santrifij edilmis ve santrifiij sonrasi tiiplerdeki stipernatant atilmistir.
Kalan lenfositlerin Uzerine 100 pl PBS tamponu ilave edilerek tupler dikkatlice
karigtirilmigtir. Sonrasinda daha 6nceden hazirlanan diisiik kaynama dereceli LMA
(low melting agar) agardan 75 ul alinip ependorf tiiplerinde bulunan 100 ul lenfosit

ile hizlica karigtirllmistir. Bu karigimdan 150 pl alinip bir giin dnceden yiiksek
61



3. MATERYAL VE METOD Tuba DORDU

kaynama dereceli HMA (high melting agar) agar kullanilarak kaplanmis olan lama
yayilarak {izeri lamel ile kapatilmistir. Kapatilan preparatlar kapali kutu icerisinde
20-25 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Stre sonunda lam Uzerindeki lameller
tek bir hamlede yana ¢ekilerek ¢ikartilmig ve lamlar icerisinde lysing solusyonu
bulunan sale igerisine yerlestirilmistir. Bu sekilde preparatlar buzdolabinda 16 saat
(en az 1 saat en fazla ise 16 saat) bekletilmistir. Lizis isleminden sonra lamlar
elektroforez tankinda bulunan tampon icerisine konulmus ve 25 V ve 300 mA’da
20 dakika elektroforezde DNA iplik parcalarinin yiiriitme islemi yapilmustir.
Elektroforez tanki bir giin 6nceden + 4 °C’de bekletilmistir. Yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra lamlar elektroforez tamponundan dikkatli bir sekilde
almarak bir giin 6nceden hazirlanip + 4 °C’de bekletilen nétralizasyon tamponu
igeren sale igerisine konulmus ve yine + 4 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Bu igslem 2
defa tekrarlanmustir. Islemler sonrasinda nétralizasyon tamponundan ¢ikartilan her
bir lama 50 pl Etidyum Bromid (EtBr) (100 pg/ml) ilave edilerek hiicrelerin
boyanmasi saglanmistir. Lamel ile kapatilan lamlar kapali kutu igerisinde 15-20
dakika buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda fazla boyanin u¢gmasini saglamak
amaciyla lamlar karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.
Bu sekilde elde edilen preparatlarda EtBr’nin ugucu etkisinden dolayr goriintii

kalitesinin bozulmamas1 i¢in ayni1 giin icerisinde inceleme yapilmustir.

3.7. Mikroskobik inceleme

Etidyum bromid ile boyanmis preparatlar Olympus (CX31RTSF, 7.1
Megapixel) marka floresan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer
filtre) altinda 400X biiyiitmede incelenmistir. Kullanilan test maddesinin etkisini
belirleyebilmek amaciyla her bir kisiye ait preparatlarda her kisin her muamele
grubu ve kontrollerinde rastgele segilmis 100’er hiicre incelenmis ve fotograflari
cekilerek goriintiileri kaydedilmistir. Mikroskobik incelemeler sirasinda niikleustan
disar1 dogru goc etmis DNA parcalari niikleusa bagli bir kuyruk halinde (kuyruklu

yildiza benzer bir goriiniim) goriiliir. Bu niikleuslarda DNA hasarinin meydana
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geldigi anlagilir (Sekil 3.17-19). Daha sonra bu gorintuler “Comet Assay IV”

programi kullanilarak her bir hiicredeki DNA hasar derecesi kuyruktaki DNA

yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti cinsinden analiz edilmis ve

gerekli istatistiksel degerlendirmeler yapilmustir.

Dinyada uygulanan komet test tekniginin genel basamaklari Sekil 3.16’da

gosterilmis ve asagida Ozetlenmistir (Tice ve ark., 2000; Cavas ve Konen, 2007-

2008):

1-
2-

3-

Hiicrelerin Izolasyonu: Lenfositlerin tam kandan ayrilmasi islemidir.
Preparasyon Asamasi: Hucrelerin agar ile karistirilarak lam {izerine
yayilmasini i¢eren safhadir.

Lizis: Agara gomiilii halde lam {izerine yayilmis olan hiicrelerin hiicre
zarlarinin ve proteinlerinin yikiminin gerceklestigi asamadir. Bu asamanin
sonunda ¢iplak DNA elde edilir. Lizis islemini gergeklestirmek igin
onceden hazirlanan ve +4 °C’de sogutularak saklanan lizis soliisyonu
kullanilmaktadir. Lizis ¢ozeltisinin bileseninde bulunan tuz proteinlerin
hiicre ile olan baglarini ve RNA yapisini bozarken; deterjanlar ise hiicre
membran yapisini bozmaktadir. Bdylece lizis islemi sonrasinda hiicre
yapisindaki membran, ptoteinler, RNA, sitoplazmik ve niikleer bilesenler
parcalanmaktadir. Sonucgta niikleoid olarak adlandirilan ve komet
olusumunun gozlenebilecegi DNA yumaginin kalmasi saglanmaktadir.
DNA Sarmalmin Coéziilme Asamasi: Lizis isleminden ¢ikan preparatlar
soguk elektroforez soliisyonu igeren (pH>13) tanka yerlestirilir ve burada
20 dakika siireyle bekletilir. Bu asamada DNA zincirlerinin ayrilarak tek
iplikli hale gegmesi saglanir.

Elektroforez Asamasi: DNA sarmali ¢oziildikten sonra ayni tank ve
sollisyon igerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi
gerceklestirilir. Bu islem sonucunda tek iplikli DNA molekiiliinde bulunan

kirtk fagmentler ve kirtlma sonucu olusan DNA ilmekleri negatif (-) yuklu
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olduklart i¢in boyutlarina bagli olarak degisen hizlarda katoda (+ uca)
dogru haraket etmektedir.
Notralizasyon Asamasi: Elektroforez islemini takiben pH’1t >13 olan
soliisyon igeen tanktan ¢ikarilan preparatlar pH ayarlamasini saglamak igin
nétralizasyon islemine tabi tutulur. Bu islem igin preparatlar dnceden
hazirlanarak +4 °C’de bekletilen soguk ndtralizasyon tamponu igeren
salelere alinarak 30 dakika siireyle bekletilir.
Boyama Asamasi: Notralizasyon tamponundan ¢ikarilan preparatlar 2 kez
soguk distile sudan gegirilerek boyama islemine tabi tutulur. Bu islem igin
en yaygin olarak kullanilan floresan boya Etidyum bromid (EtBr)’ dir.
Ancak EtBr olduk¢a iyi sonu¢ vermesine ragmen yiikksek oranda
genotoksik etkiye sahip oldugu igin bu boyaya alternatif olarak komet
testinde akridin oranj, DAPI, YOYO-1 veya propidyumiyodit boyalar1 da
kullanilmaktadir.
Degerlendirme Asamasi: Komet Olctimlerinde kullanilmak iizere birgok
parametre gelistirilmis olmakla birlikte kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti
ve kuyruktaki DNA yuzdesi en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir.
Komet test teknigi kullanilarak DNA’da olusabilecek hasarlarin kantitatif
olarak tayin edilmesinde gozle degerlendirmeye dayali oOlgiimler
kullanilabilecegi gibi en garantili yontem olarak bilgisayarli komet analiz
programlar1 da kullanilmaktadir. Komet yapisi icerisinde belirli bir bolgede
bulunan DNA miktar1 ile o bdlgede bulunan floresan yogunlugu arasinda
dogru oranti bulunmaktadir. Bu dzellikten faydalanilarak dijital goriintii
sistemleri ve bilgisayar yazilim programlarinda kullamlan c¢esitli tayin
yontemleri gelistirilmistir (Sekil 3. 16). Bunlar;
- Kuyruk Uzunlugu: Cekirdek bas bolge dis kismindan itibaren gog
eden DNA uzunlugunun 6l¢iimiidiir.

- Merkezden Kuyruk Uzunlugu: Kuyruk uzunlugu+Bas cap1/2
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- Kuyruktaki DNA 9%’si: Kuyrukta bulunan DNA’nin hiicrede
bulunan toplam DNA’ya olan yiizdesi

- Kuyruk Momenti: Kuyrukta bulunan toplam DNA yiizdesi ile bas
bolgesinin merkezinden itibaren kuyrugun merkez kismina kadar olan

mesafenin ortak olarak hesaplanmasidir.

Kuyruk Momenti= Kuyruk uzunlugu X Kuyruktaki DNA Yogunlugu
100

kKuyruk momenti
uzuniugu

Sekil 3.16. Komet testinden elde edilen sonuclarda kullanilan farkli dl¢iimler.

65



3. MATERYAL VE METOD Tuba DORDU

-.. . .‘ -
—
e
: ] i e
{Hiicre, Doku, Doku kiiltirii) (Hitcrelerin LMA icerisinde siispanse edilmesi}
1. Hiicrelerin fzolasvanu 2. Slayvtlarin Hazirlanmas:
+ -
e ) E—
K |\ - -
- & [_] -
b mA
20 voit
30 om,
3. Lizis

4.DNA Sarmahimin Coziilmesi
5. Elektroforez

Hasarh DMA Hasarsiz DNA
6.Nitralizsvon

8.Degerlendir
7.Boyama egerlendirme

Sekil 3.17. Komet test yonteminin genel basamaklar1 (Fidan, 2008).

Nikleustaki DNA hasarimnin diger bir degerlendirme y6ntemi manuel yani

gozle degerlendirmedir. Bu yontemde hiicreler hasarsiz olmalar1 ve hasar

diizeylerine gore 0’dan 4’e kadar skorlanmaktadir. Bu skorlamada;

0— kuyrugun hi¢ olmadigini
1— kuyruk uzunlugunun ¢ok az oldugunu

2— kuyruk uzunlugunun az oldugunu
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3— kuyruk uzunlugunun gok oldugunu
4—kuyruk  uzunlugunun ¢ok fazla oldugunu  gdstermektedir

(Bandyopadhyaya ve ark., 2008; Cavas ve Konen, 2007, 2008).

Ayrica mikroskopta okiilere yerlestirilen ve mikron seviyesinde o0l¢iim
yapabilen bir cetvelden (mikrometre) de yararlanarak 6lclim yapmak suretiyle

gerekli parametreler hesaplanabilmektedir (Cavas ve Konen, 2008).

Sekil 3.18. DNA’s1 gb¢ etmis (kuyruklu) ntkleuslar. X1000.
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Sekil 3.19. DNA’s1 gO¢ etmis (kuyruklu=a) ve go¢ etmemis (kuyruksuz=b)
ntkleuslar. X1000.

Sekil 3.20. DNA’s1 gO¢ etmis (kuyruklu=a) ve go¢ etmemis (Kuyruksuz=b)
nukleuslar. X1000.
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3.8. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, KKD, MI, PI, MN, NBI
ve KOMET parametrelerine ait veriler i¢in her bir muameleli grubun ortalamalari
ile kontrol gruplarinin ortalamalar1 arasindaki farkin 6énemli olup olmadig: t-testi
ile kontrol edilmistir.

Konsantrasyon-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve
korelasyon analizleri yapilmis, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r)
bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular, cizelge ve

grafikler halinde verilmistir.

69



3. MATERYAL VE METOD Tuba DORDU

70



4. BULGULAR VE TARTISMA Tuba DORDU

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Elajik Asit (EA)’in insan Periferal Lenfositlerindeki Genotoksik Etkileri
4.1.1.1. EA’nin Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerine Etkileri

Uc farkli konsantrasyondaki (60, 80 ve 100 pg/ml) EA ile 24 veya 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan ortalama kardes kromatid
degisim sayilar1 (KKD/Hicre) Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel
analizlere gore test maddesi olan EA hichir muamele siresi ve konsantrasyonda
KKD’yi 6nemli derecede uyarmamistir.

EA’nin KKD’yi 6nemli derecede uyarmamasina (Sekil 4.1) karsilik pozitif
kontrol olan EMS, KKD’yi 6nemli derecede uyarmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda EA ile 24 veya 48 Saat Muamele Edilmis Olan
Insan Periferal Kan Lenfositlerinde ve Onlarin Kontrol Kiiltiirlerinde Hiicre
Bagina Diisen Ortalama KKD Sayist*.

Test Muamele Konsantrasyon Min-Max KKD/Hcre+SH
Maddesi Siresi (saat) (ug/ml) KKD
Kontrol - - 1-13 5.932 £0.39
1 M NaOH
(CK) 24 25 ul 2-12 6.133+0.35
EMS (P.K) 24 10°M 21-84 50.74 + 1.18 a3
60 1-11 6.010 £ 0.44 c;
EA 24 80 1-13 5.900 £ 0.25 c;
100 1-15 6.110+ 0.26 c3
1 M NaOH 48 25 ul 3-15 6.570+0.14
(C.K)
EMS (P.K) 48 10° M 27-97 63.30 + 1.51 ag
60 2-13 6.450 + 0.28 c3
EA 48 80 2-11 5775+ 0.21 c;
100 2-14 5.675+0.35¢C3

a: kontrol ile fark 6nemlidir; b: ¢dziic kontrol ile fark 6nemlidir; c: pozitif kontrol ile fark
onemlidir; a;b;cy: P<0.05; ayb,c,: P<0.01; asbscs: P<0.001
*: Her preparattan 25, herbir grupta toplam 100 1. metefaz evresi degerlendirilmistir.
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-
N =
b A <-{.— // :""\
‘..- 2
) lf"-h-'-":‘ ;‘

10 pm

Sekil 4.1. 12 Kardes kromatid degisimi bulunan metafaz plagi (60 pg/ml EA, 24
saatlik muamele,?). X1000.

10 um

Sekil 4.2. 76 Kardes kromatid degisimi bulunan metafaz plagi (10° M EMS, 48
saatlik muamele, 3. X1000.
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4.1.1.2. EA’nin Kromozom Anormallikleri (KA) Olusumu Uzerindeki Etkisi

Ug farkli konsantrasyonda (60, 80, 100 pg/ml) EA ile 24 veya 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan kromozom anormallik
cesitleri, kromozom anormalligine sahip anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina
diisen kromozom anormallikleri sayis1 (KA/Hucre) Cizelge 4.2.de gérulmektedir.

Muamele edilmis kiiltiirlerde, EA’nin etkisiyle ortaya ¢ikan anormal hiicre
(AH) yuzdesi ve hiicre bagina diisen anormallik (KA/hlicre) oranlar ile kontrol ve
¢ozlcl kontrolden (1 M NaOH) elde edilen bulgular arasinda yapilan istatistiksel
kargilastirmada test maddesinin hi¢bir konsantrasyon ve uygulama siiresinde,
anormal hiicre ylizdelerini ve hiicre basina diisen anormallik oranlarini 6nemli
diizeyde etkilemedigi anlagilmistir (P>0.05) (Cizelge 4.2).

EA ile 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerde
kromatid kirigi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4)), kromozom kirig1 (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6),
kromatid tipi fragment (Sekil 4.7), kromozom tipi fragment (Sekil 4.8) gibi yapisal
kromozom anormallikleri ile poliploidi (Sekil 4.9) gibi sayisal kromozom

anormalligine rastlanmistir.
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10 um

Sekil 4.3. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (80 pg/ml EA ile, 24 saatlik
muamele, Q). X1000.

; 10 um
Sekil 4.4. Kromatid kirig1 (B') bulunan metafaz plagi (100 pg/ml, EA 48 saatlik
muamele, ). X1000.
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10 um

Sekil 4.5. Kromozom kirig1 (B") bulunan metafaz plagi (60 pg/ml EA, 48 saatlik
saatlik muamele, &'). X1000.

10 um

Sekil 4.6. Kromozom kirigi (B") bulunan metafaz plagi (100 pg/ml EA, 48 saatlik
muamele, Q). X1000.
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10 um
‘e

Sekil 4.7. Kromatid tipi fragment (F) bulunan metafaz plagi (60 pg/ml EA, 48
saatlik muamele, 9).X1000.

10 um

Sekil 4.8. Kromozom tipi fragment (F) bulunan metafaz plagi (10°M EMS, 48
saatlik muamele, 9).X1000.
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10 um

Sekil 4.9. Poliploid hiicre kromozomlar1 (10'3 M EMS, 48 saatlik muamele, &
(2n=92)). X1000.

4.1.1.3. EA’min DNA Replikasyonu ve Mitoz Béliinme Uzerindeki Etkileri

EA’nin DNA replikasyonu Uzerine etkisi Pl ve mitoz bélinme Uzerindeki
etkisi ise MI’nin bulunmasi yoluyla saptanmustir.

Ug farkli konsantrasyondaki (60, 80 ve 100 pg/ml) EA ile 24 veya 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan Pl ve MI Cizelge 4.3.’de
gorulmektedir.

EA 24 veya 48 saatlik muamele surelerinde DNA replikasyonunu
etkilememistir ve bu nedenle PI’de 6nemli fark bulunmamistir (Cizelge 4.3).

Test maddesi, mitotik indeks ydnunden proliferasyon indeksine benzer
tarzda etkiler sergilemisitir. Yani EA, 24 saatlik en disiik iki konsantrasyonda (60
ve 80 pg/ml) ve 48 saatlik en diigik (60 pg/ml) ve en yiksek (100 pg/ml)
konsantrasyonda genel olarak MI'y1 diisiirmiis, ancak bu diisis kontrole oranla

istatistiksel agidan 6nemli bulunmamustir (Cizelge 4.3).
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4.1.1.4. EA’min Mikrontkleus (MN) Olusumu ve Nikleus Bdlinmesi
Uzerindeki Etkileri

Ug farkli konsantrasyonda (60, 80 ve 100 pg/ml) EA ile 24 veya 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde MN olusumu ve nukleus
bolunmesi Uzerine etkileri Cizelge 4.4.”de gorilmektedir.

EA, 24 veya 48 saatlik muamele surelerinde ve tim dozlarda MN’li iki
nikleuslu hicrelerin %’sini (% MNBN) ve MN %’sini genel olarak arttirmis
olmasina ragmen bu artis kontrole nazaran istatiksel agidan dnemli bulunmamigtir
(Cizelge 4.4.).

Her ne kadar EA, MN olusumunu 6nemli derecede uyarmasada muameli
kiiltiirlerin ~ hiicrelerinde  degisik say1 ve biiyiikliikte mikronikleuslara
rastlanmugtir (Sekil 4.10, Sekil 4. 11).

EA’nin nlkleus boliinmesi iizerindeki etkisi NBI bulunarak saptanmistir
(Cizelge 4.4). Buna gore EA, hem 24 hem de 48 saatlik muamele sirelerinde
NBI’y1 kontrole oranla istatiksel agidan anlamli bir sekilde diislirmemistir

(Cizelge 4.4).
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Sekil 4.10. Tek mikronukleus iceren iki nukleuslu hiicre (80 pg/ml EA, 48 saatlik
muamele, 3') X1000.

Sekil 4.11. Tki mikroniikleus iceren iki nukleuslu hiicre (100 pg/ml EA, 48 saatlik
muamele,?) X1000.
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4.1.2. Elajik Asit (EA)’in Insan Periferal Lenfositlerindeki Antigenotoksik
Etkileri
41.2.1. EA’mn EMS ile Muamele Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde
Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki Etkileri

Test maddesinin antigenotoksisite potansiyelini ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan
calismada kiiltiir ortamina test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (10° M)
konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan

ortalama kardes kromatid sayilar1 (KKD/Hiicre) Cizelge 4.5.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 veya 48 Saat Muamele
Edilmis Olan insan Periferal Lenfositlerinde ve Onlarin Kontrol
Kiiltiirlerinde Hiicre Bagina Diisen Ortalama KKD Sayisi*.

Test Muamele Konsantrasyon Min-Max | KKD/HucretSH
Maddesi Siresi (saat) (ug/ml) KKD
Kontrol - - 1-12 6.115+ 0.248
1 M NaOH
24 25 ul 2-13 5.745 = 0.229
(C.K)
EMS (P.K) 24 10° M 23-86 60.84 + 2.69 a,
EA 60 17-67 45.09 + 2.37 azhsc,
24 80 21-59 46.79 + 1.78 azhsc,
+
. 100 19-78 34.66 + 4.04 ash;c,
EMS (10°M)
1 M NaOH
48 25 ul 3-14 7.97 £ 0.68
(C.K)
EMS (P.K) 48 10°M 31-98 73.99 + 1.92 a3
EA 60 19-71 46.56 + 2.07 ashscs
+ 48 80 19-68 4559 + 1.57 ashscs
EMS (10°M) 100 16-65 38.02 + 1.99 azhscs

a: kontrol ile fark 6nemlidir; b: ¢dziic kontrol ile fark 6nemlidir; c: pozitif kontrol ile fark
onemlidir; a;b;cy: P<0.05; ayb,c,: P<0.01; asbscs: P<0.001
*: Her preparattan 25, herbir grupta toplam 100 Il. metafaz evresi incelenmistir.
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EA+EMS uygulamasinda hem 24 hem de 48 saatlik muamele siirelerinde
test maddesi olan EA, kontrole ve ¢dziicli kontrole oranla EMS kaynakli artan
KKD sayisii pozitif kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel agidan énemli oranda
(P<0.001) azaltmistir (Cizelge 4.5). Yani EA, EMS’nin KKD’yi uyarici etkisine
kars1 engelleyici etki (antigenotoksik etki) gostermistir. Bu azalis 24 saatlik
muamele siresi ve 80 pg/ml’lik konsantrasyonun disindaki tim muamele

gruplarinda konsantrasyon artisina bagli olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.5).

41.2.2. EA’mn EMS ile Muamele Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde
Kromozom Anormallikleri (KA) Olusumu Uzerindeki Etkileri

Test maddesinin antigenotoksisite potansiyelini ortaya c¢ikarmak i¢in
yapilan calismada kiiltiir ortamina test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (102 M)
konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
kromozom anormallik gesitleri, kromozom anormalligine sahip anormal hticre
yiizdesi ve hiicre basma diisen kromozom anormallikleri (KA/Hucre) Cizelge
4.6.’da gorilmektedir.

EA+EMS uygulamasinda, EA 24 veya 48 saatlik muamele sirelerinde ve
tim konsantrasyonlarda EMS kaynakli artan anormal hiicre yiizdesini (AH) ve
hiicre basina diigen kromozom anormallik oranim1 (KA/Hiicre) pozitif kontrole
oranla isatistiksel agidan Onemli derecede azaltmistir (P<0.001) (Cizelge 4.6).
Anormal hiicre yiizdesindeki ve hiicre basina diisen kromozom anormallikleri
oranindaki bu anlamli azalis 24 veya 48 saatlik muamele sirelerinde

konsantrasyona bagl bir sekilde gergeklesmistir (Sekil 4.12-4.15).
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R e = 1
10,50

y.=-0.063X + 14000

10,00~ £:_1

8,50

5009

AH %

8,50

8,009

7.50

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde EMS kaynakli artan AH %’sinin EA’nin
konsantrasyonuna bagl olarak azalisini gosteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayisi (P<0.001).

Y Linear = 0,965

y=-0.163X + 30333
r=-0.985

18,007

AH %

16,005

14,00

T T T T T
£0,00 70,00 80,00 50,00 100,00

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde EMS kaynakli artan AH %’sinin EA’nin
konsantrasyonuna baglh olarak azaligin1 gésteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayist (P<0.056).
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Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Y Linear = 0,599
1050
10007 y=-0001X +0.140
L9501
o
e
g 850
pooo-
E
6000 70,00 80,00 50,00 10050

Konsantrasyon (ug/ml)
Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde EMS kayankli artan KA/Hiicre’nin EA’nin
konsantrasyonuna bagli olarak azalisini gosteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayis1 (P<0.007).

R Linear = 0,97
) v=-0.002X+ 0304
2000
r=-0.986
N800 o
Ed
3]
=
% 1600
@]
REL o
T T T T T
0,00 70,00 80,00 90,00 100,00

Konsantrasvon (ug/ml)
Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 48 saat muamele edilen insan

periferal lenfositlerinde EMS kaynakli artan KA/Hiicre’nin EA’ nin
konsantrasyonuna bagli olarak azaligini1 gdsteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayist (P<0.053).
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4.1.2.3. EA’mn EMS ile Muamele Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde
DNA Replikasyonu ve Mitoz Bélinme Uzerindeki Etkisi

EA’nin DNA replikasyonu (zerine etkisi proliferasyon indeksi (PI)
(replikasyon indeksi (RI))’nin, bolunme Uzerindeki etkisi ise mitotik indeks
(MI)’in bulunmasi yoluyla saptanmuisgtir.

Test maddesinin antisitotoksik potansiyelini ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan
calismada kiiltiir ortamina test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (10° M)
konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
Pl ve MI Cizelge 4.7 de gorulmektedir.

EA+EMS uygulamasinda, EA 24 veya 48 saatlik muamele slrelerinde ve
tim konsantrasyonlarda EMS kaynakli azalan PI’y1 pozitif kontrole oranla
istatistiksel agidan onemli derecede arttirmig ve bu artis onem derecesine gore
sirastyla 60, 80 ve 100 pg/ml seklinde ve de konsantrasyona bagli olarak
gerceklesmistir (Cizelge 4.7).

24 veya 48 saatlik muamele surelerinde EA+EMS uygulamasinda, EA
EMS kaynakli azalan MI’y1 pozitif kontrole oranla genel olarak arttirmig ancak bu
artis sadece 24 ve 48 saatlik en yiiksek konsantrasyonlarda (100 pg/ml) istitistiksel
acgidan anlamli bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.7).
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41.2.4. EA’mn EMS ile Muamele Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde
Mikroniikleus (MN) Olusumu ve Niikleus Bélunmesi (NBI) Uzerindeki
Etkileri

Test maddesinin antigenotoksisite potansiyelini ortaya c¢ikarmak igin
yapilan calismada kiiltiir ortamna test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (102 M)
konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
MN olusumu ve niikleus bolunmesi Uzerine ettkileri Cizelge 4.8.”de goriilmektedir.

Genel olarak EMS ve EMS+EA ile muamele edilen Kkulturlerin
hiicrelerinde ¢ok sayida mikroniikleusa rastlanmistir (Sekil 4.16- 4.18). EA+EMS
uygulamasinda, EA 24 veya 48 saatlik muamele sirelerinde ve tim
konsantrasyonlarda EMS kaynakli artan MNNB %’si ve MN/hiicre sayisini pozitif
kontrole oranla istatistiksel agidan 6nemli derecede diisiirmiistiir (Cizelge 4.8). Bu
diigiis 24 saatlik muamele siiresinde en diisiik iki dozda (60 ve 80 pg/ml) istatistiki
acidan daha Onemli derecede olup (P<0.05, P<0.01) diger tiim dozlarda da
konsantrasyona bagli bir sekilde ger¢eklesmistir (Sekil 4.19).

EA+EMS uygulamasinda, EA’nin EMS Kkaynakli artan MN olusumu
lizerine olan antigenotoksik etkisi de MN’li iki niikleuslu hiicrelerin ylizdesine olan
etkisine benzerlik gostermektedir. Yani EA, EMS’nin neden oldugu artan MN
olusumunu 24 veya 48 saatlik muamele siireleri ve tiim konsantrasyonlarda MN
olusum oranimi pozitif kontrole oranla istatistiksel agidan oOnemli derecede
azaltmistir (P<0.001). MN olusum frekansindaki azalis her iki muamele siiresinde
de (24 ve 48 saat) konsantrasyona bagli bir sekilde gerceklesmistir (Cizelge 4.8).

EA+EMS uygulamasinda, EMS kaynakli azalan NBI’y1 24 veya 48 saatlik
muamele surelerinde ve tim konsantrasyonlarda pozitif kontrole oranla istatistiksel
acidan 6nemli derecede (P<0.001) arttirmustir (Cizelge 4.8). NBI’deki bu artis
EA’nin konsantrasyonun bagh bir sekilde gergeklesmistir (Sekil 4.20).
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4. BULGULAR VE TARTISMA Tuba DORDU

'\‘\

N

\"“‘:}

10pm

Sekil 4.15. Pozitif kontrol EMS ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
mikroniikleus olusumu. (10° M EMS, 48 saatlik muamele, ©).X1000.

10pm

Sekil 4.17. 1ki mikron(ikleus iceren iki niikleuslu hiicre (80 pg/ml EA+EMS, 48
saatlik muamele, ). X1000.
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Sekil 4.18. Bir mikronukleus iceren iki nukleuslu hiicre (100 pg/ml EA+EMS, 48
saatlik muamele, &'). X1000.
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R Linear =1

35,5000

23,2500

50000

MNNB % si

4,7500+

4,5000

T T T T T
60,00 F0.00 B0,00 90,00 100,00

Konsantrasyon pg/ml
Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde EMS kaynakli artan mikroniikleus iceren iki
ntkleuslu hicre yuzdesinin (MNNB %’si) EA’nin konsantrasyonuna
bagl azalisim1 gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi

(P<0.001).
R Linear = 0,997
1,6000
v=0.004 X+ 1.100
15500 r=10.999

1,5000—

NBI

1,4500

14000

1,3800

Konsantrasyon (pug/ml)

Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda EA+EMS ile 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde EMS kaynakli azalan nlkleus bolinme
indeksinin (NBI) EA’nin konsantrasyonunaa bagli olarak artigint
gOsteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P<0.016).
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4.1.3. EA’nin Insan Periferal Lenfositlerinde Nikleustan Go¢ Eden DNA
Parcalarinin Olusturdugu Niikleusa Bagh Kuyrugun Uzunlugu, Kuyruktaki
DNA Yogunlugu ve Kuyruk Momenti Uzerindeki Genotoksik ve
Antigenotoksik Etkileri

4.1.3.1. EA’nin Genotoksik Etkisi

EA’nin DNA seviyesinde hasar olusturup olusturmadigi komet testi ile
belirlenmistir. EA’nin 60, 80 ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 1 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan kuyruk momenti, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk yogunlugu Cizelge 4.9’da gorulmektedir.

EA, tim konsantrasyonlarda ve muamele surelerinde kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti oranlarini konsantrasyona bagli olacak
sekilde genel olarak diisiirmis (Sekil 4.21 ve 4.22) ancak bu diistis kontrole
nazaran istatistiksel agidan Onemli bulunmamigtir (P>0.05) (Cizelge 4.9).
Muameleler sonucu ortaya ¢ikan dalgalanmalar giiven sinirlari i¢inde kaldigi igin
istatistiksel anlam bulunmamustir.

Kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugundaki azaliglar konsantrasyona
bagli bir seklide gerceklesmistir (Sekil 4.23 ve 4.24).

4.1.3.2. EA’nin Antigenotoksik Etkisi

EA’nin DNA seviyesinde hasar olusturup olusturmadigi ve pozitif kontrol
olarak kullanilan H,O, nin zararh etkilerine kars1 hiicreyi koruyup koruyamadig:
komet testi ile belirlenmistir. Bu amagla 60, 80 ve 100 pg/ml konsantrasyonlardaki
EA ile birlikte H,O, ile 1 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
saptanan kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu Cizelge 4.9’da
gorulmektedir.

EA+H,0, uygulamasinda, EA H,0, kaynakli artan kuyruk uzunlugunu
pozitif kontrole oranla genel olarak diistirmiis (Sekil 4.25 ve 4.26) ancak bu diisiis
en yiksek iki konsantrasyonda (80 ve 100 pg/ml) istatistiksel agidan Onemli

seviyede olmustur (P<0.05, P<0.01) (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.17. DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu=a) ve DNA’s1 go¢ etmemis (kuyruksuz=b)
nikleuslar (60 ug/ml EA, 1 saatlik muamele,?). X1000.

Sekil 4.22. DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu=a) ve DNA’s1 go¢ etmemis (kuyruksuz=b)
niikleuslar (100 pg/ml EA, 1 saatlik muamele,?). X1000.
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R Linear = 0,550
24 00
y=-0200X +34.613
i r=-0995
=
fl=11]
=
E‘ 0,00
=
B
]
L 18,001
=
=
=
M 16 00—
14,00
EO_Il:O :afm Bﬂ!m S-OIDO 10|;_00-

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarda EA ile 1 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde kuyruk uzunlugunun konsantrasyona bagl azaligini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P<0.031).

y=-0.137X + 20.683
r=-0.996

1200~

lugu

10007

gun

o

Kuyrukyo

100+

R Linear = 0,992

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.24. Farkli konsantrasyonlarda EA ile 1 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde DNA’daki kuyruk yogunlugunun konsantrasyona bagli
azaligini gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P<0.029).
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Sekil 4.25. Pozitif kontrol H,O, ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
DNA’s1 gog etmis (kuyruklu) nlkleuslar (%35’lik H,O,, 1 saatlik
muamele, 3. X1000.

Sekil 4.26. Pozitif kontrol H,O,+60 pg/ml EA ile muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu) ve DNA’s1 gb¢ etmemis
(kuyruksuz) nukleuslar (% 35’lik H,0,, 1 saatlik muamele,?). X1000.
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Sekil 4.27. Pozitif kontrol H,0,+80 pg/ml EA ile muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu=a) ve DNA’s1 gb¢ etmemis
(kuyruksuz=b) ntikleuslar (% 35’lik H,0,, 1 saatlik muamele, &).
X1000.

Sekil 4.18. Pozitif kontrol H,0,+100 pug/ml EA ile muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde DNA’s1 gog¢ etmis (kuyruklu=a) ve DNA’s1 gb¢ etmemis
(kuyruksuz=b) nukleuslar (% 35’lik H,0,, 1 saatlik muamele,?).
X1000.
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Yine EA+H,0, uygulamasinda, EA H,0, kaynakli artan kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti oranlarini pozitif kontrole oranla genel olarak
diistirmiis ancak bu diisiisler kuyruk yogunlugu icin en yiiksek konsantrasyonda
(100 pg/ml), kuyruk momenti igin ise en yiiksek iki konsantrasyonda (80 ve 100
pg/ml) istatistiksel agidan 6nemli olmustur (Cizelge 4.9). Kuyruk uzunlugu ve
kuyruk yogunlugundaki azaliglar konsantrasyona bagli bir sekilde ger¢eklesmistir
(Sekil 4.29 ve 4.30).
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R Linear = 0,989
3000+
y=-0270X +44.123
o
- r=-0.995
=
g-T1}
= 25,00
=
=
i
-] 50
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=
-
;-‘ 20,001
<
17 501 (+]
80,00 70,00 80,00 20,00 100,00

Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.29. Farkli konsantrasyonlarda EA+H,0, ile 1 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde H,0O, kaynakli artan kuyruk uzunlugunun
EA’nin konsantrasyonuna bagli olarak azaligini gosteren regresyon

dogrusu ve korelasyon katsayisi (P<0.033).

R? Linear = 0,955
14,00+

y=-0.181X + 24267
-1

|

1200

10,00

Kuyruk momenti

)00+

6001

T T T T T
£0,00 0,00 80,00 20,00 100,00

Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.30. Farkli konsantrasyonlarda EA+H,0, ile 1 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde H,0, kaynakli artan kuyruk momentinin
EA’nin konsantrasyonuna bagli olarak azalisini goésteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsayisi (P<0.009).
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4.2. Tartisma

Bu calisma, dogal antioksidan grubunda yer alan ve ayn1 zamanda bitkisel
kaynakli fenolik bir bilesik olan EA’nin insan periferal lenfositlerinde genotoksik
ve antigenotoksik ozellige sahip olup olmadigimi KKD, KA, MN ve KOMET
testleri ile, sitotoksik ozellige sahip olup olmadigini ise PI, MI ve NBI’si
inceleyerek saptamak amaciyla yapilmustir.

Calismadan elde edilen sonuclar, baska arastiricilarin  antioksidan

kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalardan elde ettikleri sunuglar ile karsilastirilmisgtir.

4.2.1. Elajik Asit (EA)’in Insan Periferal Lenfositlerinde Kardes Kromatid
Degisimi (KKD) Uzerindeki Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri

Bu ¢alismada, EA’nin insan periferal lenfositlerinde 24 veya 48 saatlik
muamele surelerinde ve tim konsantrasyonlarda KKD’yi uyarmadigi saptanmustir.
EA+EMS’nin birlikte uygulandig1 deney grubunda ise EA’nin EMS kaynakli artan
KKD sayisimt pozitif kontrolle kiyaslandiginda tim konsantrasyonlarda nemli
Olciide azaltarak antigenotoksik bir etki gosterdigi saptanmistir. Simdiye kadar
EA’nin KKD olusumu iizerine genotoksik ve antigenotoksik etkisini gdsteren
calismalar yapilmamigtir. Ancak aymi antioksidan grubunda yer alan ve KKD
olugumu tizerindeki etkileri arastirilan dogal antioksidanlarla yapilan ¢aligmalari su
sekilde ozetleyebiliriz:

Sivikova ve ark. (2001) koyun periferal lenfositlerinde karbon tetrakloriir
(CCly)’tin  genotoksisitesine karst vitamin E ve selenyum’un antigenotoksik
etkilerini belirlemek tizere yaptiklar1 in vitro KKD testinde vitamin E ve
selenyum’un KKD sayisimi kontrole oranla istatistiksel ag¢idan 6nemli derecede
azalttigin1 bildirmislerdir. Nefi¢ (2008), vitamin C’nin ¢esitli ajanlarla uyarilan
KKD sayisini azalttigini bildirmislerdir.

Aragtiricilarin  elde ettikleri bu sonuglar bizim c¢alismamizdan elde

ettigimiz sonuclar1 destekler niteliktedir.
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4.2.2. Elajik Asit (EA)’in Insan Periferal Lenfositlerinde Kromozom
Anormallikleri (KA) Uzerindeki Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri

Bu c¢alismada, EA (EA)’in insan periferal lenfositlerinde 24 veya 48 saatlik
muamele slrelerinde ve tim konsantrasyonlarda KA’y1 uyarmadigi saptanmuistir.
EA+EMS’nin birlikte uygulandigi deney grubunda ise EA 24 veya 48 saatlik
muamele surelerinde ve tim konsantrasyonlarda EMS kaynakli artan anormal
hiicre ylzdesini (AH) ve hiicre basina diisen kromozom anormallik oranini
(KA/Hiicre) dolayisiyla KA olusumunu pozitif kontrole oranla istatistiksel a¢idan
o6nemli derecede ve konsantrasyona bagli olacak bir sekilde azalttig1 saptanmigtir.

Thresiamma ve ark. (1998)’nin 1.5- 3.0 Gy radyasyona maruz birakilan
farelerin kemik iligi hiicrelerini kullanarak yaptiklar1 bir ¢calismada 200 pM EA’nin
kromozomal bozukluk gosteren kemik iligi hiicrelerinin sayisin1 6nemli olgiide
azalttigini tespit etmislerdir.

Narayanan ve ark. (1999) sigan periferal kan lenfositleriyle yaptiklar1 bir
calismada EA’nin sigan lenfositlerinde radyasyona bagli olusan DNA dizilim
defektlerini 6nemli 6l¢iide azalttigini rapor etmislerdir.

Adluri ve ark. (2007) ile Sudheer ve ark. (2007) daha 6nce yapilan Komet
ve MN deneylerinde toksik konsantrasyonu belirlenen nikotin (3 mM) ile si¢an
periferal kan lenfositlerini muamele etmisler ve DNA zararlar1 artmis hiicrelerin
ortamina 10, 50, 100, 150 ve 300 uM ilave edilen EA’nin tim konsantrasyonlarda
hlcrelerdeki DNA zararlarmin olusumunu 6nledigini bildirmislerdir.

Sharma ve Sharma (2012) karbofuran pestisidi ile genotoksisitesi
indiiklenmis insan periferal lenfositlerini kullanarak yaptiklari in vitro ¢alismada
once karbofuran ile muamele edilerek DNA zararlarinin olusmasi saglanmig olan
lenfosit hicrelerine sonradan 10 pM verilen vitamin C ve vitamin E
antioksidanlarinin hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek
DNA zararlarim1 anlaml bir sekilde azalttigini saptamiglardir.

Baluchnejadmojarad ve ark. (2017) parkinsonlu siganlara tedavi amaglh

verilen  6-hidroksidopamin  (6-OHDA)’nin  sican  beyninde olusturacagi
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norotoksisite Uzerine EA’nin olas1 etkilerini incelemek (izere yaptiklart
caligmalarda 6-OHDA verilen hastalara daha sonra bir hafta boyunca glinlik 50
mg/kg verilen EA’nin melondialdehit (MDA), reaktif oksijen tirleri (ROS) ve
DNA fragmentasyonunu azalttigini bildirmislerdir.

Yukarida agiklanan arastiricilarin yaptiklart deneylerden elde ettikleri

sonuglar bizim ¢aligmamizin sonuglarini destekler yondedir.

4.2.3. Elajik Asit (EA)’min insan Periferal Lenfositlerinde Mikronikleus
(MN) Olusumu Uzerindeki Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri

Bu calismada EA, 24 ve 48 saatlik muamele sirelerinde ve tim
konsantrasyonlarda MN’li iki nukleuslu hiicrelerin %’sini (% MNBN) ve MN
%?’sini genel olarak arttirmis olmasina ragmen, bu artis kontrole nazaran
istatistiksel agidan 6nemli bulunmamigtir. Ancak EA+EMS uygulamasinda, EA 24
veya 48 saatlik muamele sirelerinde ve tim konsantrasyonlarda EMS kaynakli
artan MN’li iki nukleuslu hicrelerin %’sini  pozitif kontrole oranla istatistiksel
agidan 6onemli derecede diisiirmiistiir.

Bagka arastircilarin EA Kkullanarak yaptiklari mikronUkleus testinden elde
ettikleri sonuglar1 su sekilde 6zetleyebiliriz:

Adluri ve ark. (2007) ile Sudheer ve ark. (2007) daha 6nce yapilan Komet
ve MN deneylerinde toksik konsantrasyonu belirlenen nikotin (3 mM) ile si¢can
periferal kan lenfositleri muamele edilmis ve lipid proksidaz seviyesi, DNA
zararlar1 ve MN sayis1 artmig hiicrelerin ortamina 10, 50, 100, 150 ve 300 uM EA
ilave etmigler ve sonugta EA’nin tim konsantrasyonlarda hicrelerdeki DNA
zararlarmin olusumunu o6nleyerek MN sayisin1 6nemli Olgiide azalttigini, ancak
maksimum korumanin 100 puM konsantrasyondaki EA ile saglandigim
bildirmislerdir.

Gradecka-Meesters ve ark. (2011), C57BL/6J fare hiicre hatt1 kullanarak
yaptiklart komet testinde EA’nin, farelere 30 mg/kg konsantrasyonlarda verilen

benzopren (BP)’nin DNA’da olusturacagi zararlari biiyiik 6l¢iide onledigini ve fare
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kemik iligi hiicrelerindeki polikromatik eritrositlerde BP kaynakli MN olusumuna
kars1 hiicrede koruyucu bir etki olusturdugunu bulmuslardir.

Godevac ve ark. (2011)’min insan periferal lenfositlerini kullanarak
yaptiklari in vitro MN testinde bogiirtlen tohumlarindan elde edilen EA ve
tirevlerinin sitokalasin-B ile muamele edilen hicrelerde MN olusum sikligin
kontrole oranla dnemli 6l¢iide azalttigi saptanmustir.

EA’nin antigenotoksik ve antioksidatif bir etkiye sahip olup olmadigini
belirlemek iizere erkek Swiss albino fareleri kullanilarak yapilan in vivo bir
calismada siklofosfamid (CPM) ile birlikte 7 giin boyunca intraperitonal yoldan 50
ve 100 mg/kg v.a EA verilen farelerin kemik iligi hiicrelerinde EA’nin MN
olusumunu kontrole oranla 6nemli Slglide azalttigi saptanmustir (Muneeb ve ark.,
2012).

Berni ve ark. (2012), EA’min antigenotoksik bir etkiye sahip olup
olmadigini belirlemek amaciyla insan hepatoma hiicreleri (HepG2) ile in vitro ve
fare kemik iligi hiicreleri ile ise in vivo yaptiklart MN testlerinde hcreleri
kanserojen bir madde olan N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) ile
muamele etmisler ve sonuc¢ta EA’nin gerek in vivo gerekse in vitro yapilan
calismalarda MN olusum sikligin1 kontrole oranla Onemli Olciide azalttigini
saptamiglardir.

Gorildiigi gibi arastiricilarin EA kullanarak yaptiklart MN testinden elde
ettikleri sonuglar bizim c¢aligmamizdan elde ettigimiz sonuglar1 destekler

niteliktedir.

4.2.4. Elajik Asit (EA)’in 1insan Periferal Lenfositlerinde Hiicre
Proliferasyonu, Mitoz Bolinme ve Nukleus Boliinmesi Uzerindeki Sitotoksik
ve Antisitotoksik Etkileri

Bu ¢alismada EA’nin insan periferal lenfositleri Gzerinde sitotik etkiye
sahip olup olmadigi proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeks (MI) ve nukleus

boliinme indeksi (NBI) saptanmasi yoluyla belirlenmigtir. Calismamizdan elde
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ettigimiz sonuglara gére EA hucre proliferasyonunu, mitoz bolinmeyi ve nukleus
bélinmesini 6nemli diizeyde etkilememistir. Dolayisiyla test maddesi EA’nin
DNA repliksayonu ve hiicre bélinmesi Gizerinde olumsuz bir etkisi yoktur.

EA+EMS uygulamasinda ise EA 24 veya 48 saatlik muamele sirelerinde
ve tim konsantrasyonlarda EMS kaynakli azalan PI ve NBI’y1 pozitif kontrole
oranla istatistiksel a¢idan Onemli derecede arttirmistir. Yine EA+EMS
uygulamasinda, EA EMS kaynakli azalan MI’y1 pozitif kontrole oranla
konsantrasyona bagli bir sekilde genel olarak arttirmig ancak bu artig sadece 24
veya 48 saatlik uygulamalarda ve en vyiiksek konsantrasyonda (100 pg/ml)
istitistiksel ~agidan anlamli  bulunmustur. Calismamizin  genotoksik  ve
antigenotoksik kismindan elde ettigimiz bu sonuglar EA’nin sitotoksik etkisiyle
ilintili olan apoptotik, antikanser ve antitimor etkilerin arastirildigi ¢aligmalarin
cogundan elde edilen sitotoksite sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. Bu
¢aligmalardan bazilart:

Bizim c¢alismamuzi destekler nitelikte olan Losso ve ark. (2004)’nin
yaptiklar1 benzer bir ¢aligmada 1-100 uM konsantrasyonlardaki EA’nin segici bir
sitotoksisite ve antiproliferatif bir aktivite gostererek Caco-2 kolon kanseri, MCF-7
meme kanseri, Hs578T meme kanseri ve DU 145 prostat kanseri hiicre soylarinda
apoptozise yol agtigi, buna karsiik HEL-299 normal insan akciger fibroblast
hiicrelerinin canlilig1 {izerinde herhangi bir toksik etki olusturmadigi saptanmustir.
Yine Larrosa ve ark. (2006) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise 1-30 pM
konsantrasyonlardaki EA’nin Caco-2 insan kolon kanseri hiicrelerinde hicre
proliferasyonunu konsantrasyona ve zamana bagli olarak azaltirken, normal kolon
hiicrelerinde herhangi bir apoptotik etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Seeram ve ark. (2005) ile Fjaeraa ve Nanberg (2009)’ nin KB, CAL27
insan oral, HT-29 kolon, RWEP-1 prostat ve SH-SY5Y insan noroblastoma
hiicreleriyle yaptiklar1 bir ¢alismada 10-100 uM aras1 konsantrasyonlardaki EA’nin
konsantrasyon ve zamana bagli olarak hiicre proliferasyonu iizerinde inhibitdr bir

etki olusturdugu, hiicre canliligini azalttig1 ve apoptozisi uyardigi saptanmistir.
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Ekinci (2009), sigan C6 glioma hiicrelerinin iki ve {i¢ boyutlu hiicre kiiltiir
modellerini kullanarak yaptig1 bir ¢alismada 1-100 pM EA’nin konsantrasyon ve
zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu ve canlilik oranimi 6nemli 6lgilide
azalttigini bildirmistir.

Erenoglu (2012), EA’nin meme kanseri hiicre hatlar1 olan SKBR-3 ve
MDA-MB-231 hiicreleri izerindeki sitotoksik etkilerini arastirmak {izere yaptigi
calismada EA’nin on bir farkli konsantrasyonunu (5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM,
40 UM, 50 puM, 100 M, 150 uM, 200 pM, 250 uM ve 300 puM) 72 ve 96 saat
siireyle uygulamistir. Arastirict  sonugta EA’nin  kanserli hiicrelerde hicre
proliferasyonunu uygulanan konsantrasyon ve zamana bagli olarak kontrole oranla
istatiksel acidan anlaml bir sekilde azalttigini ve hiicreleri apoptoza sevk ettigini
ve dolayisiyla kanserli hiicreler iizerinde sitotoksik bir etki gosterdigini saptamustir.

Ceci ve ark. (2016), EA’nin kanser hicreleri tzerindeki antitumor etkisini
incelemek i¢in T24, UM-UC-3, 5637 ve HT-1376 olmak iizere dort farkli insan
mesane kanser hiicre hatt1 kullanarak in vitro ve intraperitonal yoldan UM-UC-3
hiicreleri (5x10°) enjekte edilen fareler ile in vivo caligmalar yapmislardur.
Arastiricilar  sonugta EA’nin  gerek in vitro gerekse in vivo caligmalarda
konsantrasyona bagli olacak sekilde tiimor hiicreleri lizerinde antiproliferatif bir
etkiye sahip oldugunu, VEGF-A’nin (vaskiiler endotel blyume faktori A)
reseptoru olan VEGFR-2 geninin ekspresyonunu baskilayarak tiimor hiicrelerinin
anjiyogenezini onledigini ve PD-L1 genini (programlanmis hiicre 6liim ligand1 1)
aktive ederek timor hiicrelerini apoptozise sevk ettigini bildirmiglerdir. Benzer
sekilde Guo ve ark. (2016), nar kabugundan elde ettikleri EA’nin mesane kanseri
tzerindeki antikanserojenik etkilerini belirlemek (izere HeLa hicrelerini kullanarak
yaptiklari in vitro bir ¢calismada EA’nin IGFBP7 geninin ekspresyonunu doza bagl
bir sekilde arttirarak hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, hiicre yayilimi ve
apoptoziste gorev alan AKT/mTOR sinyal yolunu engelledigini ve boylece kanserli

hiicrelerin yayilimini 6nleyerek onlari apoptoza sevk ettigini bildirmislerdir.
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Goriildigii gibi  tim bu sonuglar bizim ¢aligmamizda EA’nin
sitotoksisitesini belirlemek iizere yaptigimiz testlerden elde ettigimiz sonuglar

destekler yondedir.

4.2.5. Elajik Asit (EA)’in Insan Periferal Lenfositlerinde Niikleustan Gog
Eden DNA Parcalarimin Olusturdugu Niikleusa Bagh Kuyrugun Uzunlugu,
Kuyruktaki DNA Yogunlugu ve Kuyruk Momenti Uzerindeki Genotoksik ve
Antigenotoksik Etkileri

EA, tiim konsantrasyonlarda ve muamele siirelerinde kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentini konsantrasyona bagl olacak sekilde genel
olarak diisiirmiis ancak bu diisiis kontrole nazaran istatistiksel agidan Onemli
bulunmamisgtir

EA+H,0, uygulamasinda, EA H,0; kaynakli artan kuyruk uzunlugunu
pozitif kontrole oranla genel olarak diisiirmiis ancak bu diisiis 80 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarda istatistiksel agidan 6nemli seviyede olmustur.

Yine EA+H,0, uygulamasinda, EA H,0, kaynakli artan kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti oranlarini pozitif kontrole oranla genel olarak
diistirmiis ancak bu diisiisler kuyruk yogunlugu icin en yiiksek konsantrasyonda
(100 pg/ml), kuyruk momenti icin ise 80 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda
istatistiksel agidan 6nemli olmustur.

Komet testinden elde ettigimiz genotoksik ve antigenotoksik sonuglari
birlikte degerlendirecek olursak EA’nin kuruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti {izerinde herhangi bir genotoksik etkisinin bulunmadigi, buna
karsin H,O, kaynakli artan DNA hasarlarin1 6zellikle yiiksek iki konsantrasyonda
onemli Olciide telafi ettigi ve dolayisiyla antigenotoksik etkiye sahip olabilecegi
sonucuna varilmistir.

Cozzi ve ark. (1995), hidrojen peroksit (H,0,) ve mitomisin-C ile uyarilan

Cin hamster ovaryum (CHO) hiicrelerini kullanarak yaptiklar1 in vitro bir
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calismada EA’nin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve dolayisiyla DNA’ya
baglanmasini engelleme yoluyla DNA hasarlarini 6nledigini bildirmislerdir.

Gradecka-Meesters ve ark. (2011), C57BL/6J fare hiicre hattin1 kullanarak
yaptiklar1 komet testinde EA’nin, farelere 30 mg/kg konsantrasyonlarda verilen
benzopren (BP)’nin DNA’da olusturacagi zararlar1 biiyiik 6l¢lide onledigini ve fare
kemik iligi hiicrelerindeki polikromatik eritrositlerde BP kaynakli MN olusumuna
kars1 hiicrede koruyucu bir etki olusturdugunu bulmuslardir.

Kahl ve ark. (2012) vitamin C’nin antioksidan 6zelligini belirlemek iizere
nikotin ile toksik etkiler ve DNA =zararlar1 olusturulmus fareleri kullanarak
yaptiklari in vitro komet testinde vitamin C’nin nikotin kaynakli hiicrelerde olusan
DNA zararlarini ve toksisiteyi biiyiik 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir.

Vitamin C’nin hidrojen peroksit (H,O,) ile DNA zararlarinin olusumu
uyarilan insan kolerektal adenokarsinoma hiicre hatt1 (HT29) iizerindeki etkilerinin
arastirildigi in vitro comet testinde 10, 25, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda
kullanilan vitamin C’nin H,O;’nin sebep oldugu DNA zararlarimi pozitif kontrole
oranla istatistiksel acidan dnemli derecede diisiirdiigli rapor edilmistir (Kontek ve
ark., 2013).

Ozetle caliyjmamamizdan elde etiigimiz sonuglar EA ve yine dogal
antioksidanlar grubunda yer alan bagka antioksidanlar ile yapilan ¢alismalardan
elde edilen sonuglar1 destekler yondedir. Buna gére EA’nin sitotoksik ve
genotoksik olmadigi, buna karsin bilinen bir mutajen olan EMS’nin sebep oldugu
genotoksisite ve sitotoksiteyi buyuk 6Olcude engelleyerek antigenotoksik ve

antisitotoksik bir etkiye sahip oldugu sonucuna varilabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmada bitkilerde bulunan bir fenolik bilesik olan ve ayn1 zamanda
dogal antioksidan grubunda yer alan EA, insan periferal lenfositlerinde KKD
sayisini artttmamis aksine bilinen bir mutajen olan EMS ile birlikte kullanildiginda
EMS kayankli artan KKD sayisimi pozitif kontrole oranla onemli derecede
azaltmustir.

EA, kromozom anormalligi ve mikronukleus olusumu gibi genotoksite
parametreleri {izerinde belirgin bir etki géstermemistir. Bu sonucun aksine bilinen
klastojenik ajanin  (EMS’nin) genotoksik etkilerini  hemen hemen tim
konsantrasyonlarda minimize etmistir.

Calismada genotoksisiteyi belirlemek igin tamamlayici bir test sistemi
olarak kullanilan Komet testinden elde edilen sonuglara gore ise EA’nin genotoksik
olmadig1 aksine H,0; ile birlikte muamele edildigi gruplarda H,O, kaynakli artan
kuyruk yogunlugunu en yiiksek konsantrasyonda (100 pg/ml), kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momenti oranlarin1 ise yiiksek iki konsantrasyonda (80 ve 100 pg/ml)
istatistiksel agidan anlamli derecede azaltarak antigenotoksik etki gostermistir.

Test maddesinin sitotoksik potansiyeli hakkinda fikir edinmek i¢in
belirlenen PI, Ml ve NBI’nin tiim muamele siireleri ve konsantrasyonlarda
kontroldekinden farkli olmadig1 saptanmistir. Bu sonuglara gore EA’nin sagliklh
periferal lenfosit hiicreleri tizerinde herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadig
kanaatine varilmistir. Ayrica EA, EMS kaynakli azalan Pl ve NBI’y1 24 veya 48
saatlik muamele sireleri ve tim konsantrasyonlarda MI’y1 ise sadece 24 veya 48
saatlik muamele sirelerinde en yiksek konsantrasyonda (100 pg/ml) pozitif
kontrole oranla istatistiksel agcidan anlamli derecede arttirmistir.

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde gerek test maddesi olan EA ile
gerekse ayni grupta yer alan diger dogal antioksidanlarla yapilan ¢aligmalardan
elde edilen tim sonuclar bu ¢alismadan elde edilen sonuglar1 destekler yondedir.

Dolayisiyla EA, saglikli hicrelerde genotoksik ve sitotoksik etkilere neden
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olmamakta, aksine bilinen genotoksik ajanin etkilerini ise genel anlamda
baskilamaktadir. Test maddesinin genotoksik ve sitotoksik etkisinin olmamasi,
ayrica antigenotoksik ve antisitotoksik etki gostermesi onu mutajenlere karsi
koruyucu olarak kullanilmasi konusunda gelecek vadeden molekuller kategorisine
sokmaktadir. Bu c¢alismaya ilaveten farkli test sistemleri ve/veya kanser hiicre
hatlar1 gibi farkli hiicre tipleri kullanilarak yapilacak olan in vitro ve 6zellikle in
vivo deneylerden saptanacak bulgular EA’nin kesin olarak sitotoksik ve genotoksik
olup olmadigin1 ve ayn1 zamanda antigenotoksik ve antikanserojen etkiye sahip

olup olmadigini ortaya koyacaktir.
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