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Bu ¢alismada Hypericum adenotrichum Spach. ve Hypericum olympicum L. tdrlerinin
genotoksik/antigenotoksik etkileri insan lenfosit kiiltiirlerinde kisa siireli in vitro
genotoksisite test yontemleri ile belirlenmeye ¢alisildi. Bu amagla in vitro, Kromozom
Aberasyonu (CA),Kardes Kromatid Degisimi (SCE), Mikrontkleus (MN) ve Komet
Testleri gerceklestirildi.

Calismada Hypericum adenotrichum tiiriiniin gévde+cicek, govde ve ¢igek kisimlar
ayrt1 ayrt % 10 DMSO ve % 50 DMSO’da ¢oziilerek steril kosullarda 125, 250 ve 500
pog/ml dozlarda lenfosit kultirlerine verildi. Kdaltirlere uygulanan klasik harvest
yontemi ile elde edilen preperatlarda kromozom aberasyonlart ve mitotik indeks
degerlendirildi. Hypericum adenotrichum tirinin govdetcicek, gbévde ve cicek
kisimlarinin uygulanan hicbir dozunda ¢6ziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
bir artig ya da azalis belirlenmedi. Kiiltiirlere uygulanan klasik harvest yontemi ile elde
edilen preperatlarda SCE'ler degerlendirildi. Hypericum adenotrichum turtntn
govdetcicek, govde ve ¢igek kisimlarinin her birinin ¢oziicii kontrole gore 250 ve 500
ug/ml dozlarinda meydana getirdigi SCE oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu goézlendi(p<0,05, p<0,005, p<0,001). Bu ekstraktlar proliferasyon indeks (PRI)
acisindan degerlendirildiginde ise ekstraktlarin higbir dozunda anlamli bir artig ya da
azalis gozlenmedi. Ekstraktlarin aym1 dozlarinin meydana getirdigi mikroniikleus
oranlar1 degerlendirildiginde yalnizca govde+cicek ekstraktinin ¢oziicli kontrole gore
250 pg/ml dozunda istatistiki olarak anlamli bir artis meydana geldi (p<0,05). Niikleer
boliinme indeksi (NDI) sonuclarinda ise sadece govde ekstraktinin iic dozunun da
NDI’y1 anlamli olarak arttirdigi sonucuna ulasildi (p<0,005). Komet testi verilerine
gore, komet alani, komet uzunlugu, komet yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk %
DNA, kuyruk moment uzunlugu ve olive moment uzunlugu oranlarinda her ii¢ doz
grubunda da c¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin, kafa %



DNA’da ise anlamli bir azalisin oldugu belirlendi. Genetik hasar indeksi ve hasarl
hiicre ylizdesi oranlar1 ¢oziicli kontrol ile karsilastirildiginda yine ii¢ doz grubunda
istatistiki olarak anlamli bir artig gbzlendi (p<0,005, p<0,0001, p<0,0001 sirasiyla).

Hypericum olympicum tiiriiniin de gévde+gicek, govde ve ¢icek kisimlari ayr1 ayri % 10
DMSO ve % 50 DMSO’da ¢oziilerek steril kosullarda 250, 500 ve 750 pg/ml dozlarda
lenfosit klltUrlerine verildi. Yine kiltirlere uygulanan klasik harvest yontemi ile elde
edilen preperatlarda kromozom aberasyonlar1 ve mitotik indeks degerlendirildi.
Hypericum olympicum tiiriiniin govde+tgigek, gévde ve ¢icek kisimlarinin uygulanan
hicbir dozunda ¢6ziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da azalig
belirlenmedi. Kultlrlere uygulanan klasik harvest yontemi ile elde edilen preperatlara
SCE igin fluoresan plus giemsa boyama yapilarak SCE’ler degerlendirildi. Hypericum
olympicum tiiriiniin gévdet¢igek, govde ve ¢igek kisimlarinin yine her birinin ¢6ziicii
kontrol ile karsilastirildiklarinda 250 ve 500 pg/ml dozlarinda meydana getirdigi SCE
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu go6zlendi(p<0,05, p<0,005,
p<0,001). Bu ekstraktlar proliferasyon indeksi (PRI) acisindan degerlendirildi ve
ekstraktlarin higbir dozunda anlamli bir artis ya da azalis gézlenmedi. Mikroniikleus
testi sonuglari degerlendirildiginde ise mikroniikleus oranina bakildiginda yalnizca
govde ekstraktinin 750 pg/ml dozunun ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
bir MN artis1 meydana getirdigi gozlendi (p<0,05). Her bir ekstraktin hi¢bir dozunda
niikleer bolinme indeksi (NDI) iizerine bir anlamlilik gozlenmedi. Komet testi
verilerine gore, komet alani, komet uzunlugu, komet yogunlugu, kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA, kuyruk moment uzunlugu ve olive moment uzunlugu oranlarinda her
ic doz grubunda da ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artisin, kafa %
DNA’da ise anlamli bir azalisin oldugu belirlendi. Genetik hasar indeksi ve hasarl
hiicre ylizdesi oranlar1 ¢oziicli kontrol ile karsilastirildiginda yine ii¢ doz grubunda
istatistiki olarak anlamli bir artis gézlendi (p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001 sirasiyla).

Sonug olarak, ¢alismada Hypericum adenotrichum ve Hypericum olympicum turlerinin
insan lenfosit kultdrlerinde Kromozom Aberasyonu (KA), Kardes Kromatid Degisimi
(SCE), Mikrontkleus (MN) ve Komet testlerinden elde verilere gore dnemli genotoksik
etkilerinin olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelime: Hypericum adenotrichum, Hypericum olympicum, Kardes Kromatid
Degisimi, Mikroniikleus, Kromozom Aberasyonu, Komet, Genotoksik
Etki, Niikleer Boliinme Indeks, Proliferasyon Indeksi
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INVESTIGATION OF THE GENOTOXIC/ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF
HYPERICUM OLYMPICUM L. and HYPERICUM ADENOTRICHUM SPACH.
SPECIESWITH SHORT TERM IN VITRO TEST METHODS
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In this stduy, genotoxic/antigenotoxic effects of Hypericum adenotrichum Spach. and
Hypericum olympicum L. species are investigated with in vitro test methods in human
lymphocyte culture. For that purpose, in vitro Sister Chromatid Exchange and
Micronucleus (MN) assays were performed.

Hypericum adenotrichum was seperated to trunk+flower, trunk and flower parts. 10%
DMSO and 50% DMSO were used as solvent control. Hypericum adenotrichum
extracts (HAE) were added to lymphocyte cultures at 125, 250 and 500 pug/ml doses.
Slides were prepared with routine harvesting method then chromosome aberrations and
mitotic index were evaluated. None of HAE extracts were statistically significant
compared to slovent control. Slides were prepared with routine harvesting method and
SCEs were scored for each culture. In SCE ratio, when compared to control group, there
was a statistically significant increase at 250 and 500 pug/ml doses of trunk+flower,
trunk and flower parts of Hypericum adenotrichum (p<0,05, p<0,005, p<0,001
respectively). These extracts were evaluated to determine proliferation index (PRI) and
none of the PRI values were statistically significant. The same doses were evaluated for
micronucleus ratio and it was found that there was a statistically significant increase in
only trunk+flower extract at 250 pug/ml dose (p<0,05). For Nuclear Division Index
(NDI), trunk extract at al three doses, increased NDI significantly (p<0,005).
According to data of comet assay, comet square, comet length, comet density, tail
length, tail DNA precentage, taill moment length ve olive moment length rates increased
significantly at al three doses compared to solvent control. For head DNA percentage,
there was a statisticaly significant decrease at all three doses compared to solvent
control. It was aso found that DNA damage index and percentage of damaged cells
rates compared to solvent control in all three doses were statistically (p<0,005,
p<0,0001, p<0,0001 respectively).



Hypericum olympicum was separated to trunk+flower, trunk and flower parts. 10%
DM SO and 50% DM SO were used as solvent control. Hypericum ol ympicum extracts
(HOE) were added to lymphocyte cultures at 250, 500 and 750 pg/ml doses. Slides were
prepared with routine harvesting method then chromosome aberrations and mitotic
index were evaluated. None of HOE extracts were statistically significant compared to
slovent control. Slides were prepared with routine harvesting method and SCEs were
scored for each culture. In SCE ratio, when compared to control group, there was a
statistically significant increase at 250 and 500 pg/ml doses of trunk+flower, trunk and
flower parts of Hypericum adenotrichum (p<0,05, p<0,005, p<0,001 respectively).
These extracts were evaluated to determine proliferation index (PRI) and none of the
PRI values were statistically significant. As a result of micronucleus assay, only trunk
extract at 750 pug/ml dose increased MN significantly (p<0,05). HOE extracts were
evaluated to determine nuclear division index (NDI) and none of the NDI values were
statistically significant. According to result of comet assay, comet square, comet length,
comet density, tail length, tail DNA precentage, tail moment length ve olive moment
length rates increased significantly at al three doses compared to solvent control. For
head DNA percentage, there was a statistically significant decrease at al three doses
compared to solvent control. It was aso found that DNA damage index and percentage
of damaged cells rates compared to solvent control in all three doses were statistically
(p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001 respectively).

In conclusion, it has been suggested in this study that Hypericum adenotrichum and
Hypericum olympicum extracts have induced sister chromatid exchanges, chromosome
aberrration, micronucleus formation and DNA damage in human lymphocytes. So they
may have significant genotoxic effects.

Key Words:  Hypericum adenotrichum, Hypericum olympicum, Sister Chromatid
Exchange, Cromosome Aberration, Micronucleus, Comet, Genotoxic
Effect, Nuclear Division Index, Proliferation Index

2013, xvii + 145 pages
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1. GIRIS

Bitkilerin yaklasik 5000 yildir insanlar tarafindan hastaliklardan korunmada ve
hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Diinya’nin farkli yerlerinde yapilan
arkeolojik kazilar sonucunda elde edilen tabletler, kitabeler, mezarlar gibi arkeolojik

materyaller bu bilgiyi desteklemektedir.

Buguin yerytziinde bulunan bitki tiirii sayisinin 250.000-500.000 arasinda oldugu kabul
edilmektedir. Tiirkiye’deki bitki tiirii sayis1 ise yaklasik 12.000 civarindadir. DUnya
Saglik Orgiitii (WHO), diinyada yaklasik 4 milyar insanin saglik sorunlarm ilk etapta
bitkisel droglarla gidermeye ¢alistiklarini bildirmektedir (Dlnya nifusunun % 80'i). Bu
amagla yararlanilan tibbi bitki tiiriiniin 70.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir.
Yine Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 21.000 bitki tiirii ila¢ hazirlamak igin
uygun bulunmustur (Baser 2003).

20. yy’da organik kimya, biyoloji ve tip bilimindeki gelismeler, etkili sentetik ilaglarin
tanitilmasina ve tliketilmesine olanak saglamis, bitkisel ilaglarin modern tipta
kullanilmasiin oniine ge¢mistir. Bununla birlikte halkin; bitkisel {iriinlerin dogal
yapiya sahip olmasi, globallesme, iirlinlere ulagimin kolaylasmasi, iiriin sekilleri ve
kullanim kolaylig1 yaninda sentetik ilaglarda goriilen beklenmeyen etkilerden dolay1 bu
bitkisel bilesiklere olan ilgisi, endUstrinin gitgide buylyen tiketici isteklerini
karsilamak amaciyla yeni bitkisel {riinler pazarlamasina ve bu bitkilerin daha fazla

miktarda iiretimine baglamasina yol agmistir (Sharifuddin ve ark. 2012).

Tibbi bitkilere kars1 olan bu ilgi sonucunda, Diinya Saglik Orgiitii 1980 yilinda tibbi
bitkileri ‘Bir veya birden fazla organiyla tedavi edici veya hastaliklar1 dnleyici olabilen
veya herhangi bir kimyasal-farmasotik sentezin Onciisii olabilen bitki ¢esitleridir’
seklinde tanimlayarak, bitkisel iirlinlerin tedavide kullanilabileceklerini kabul etmistir.
Fakat bir maddenin ilag¢ olarak kullanilabilmesi ig¢in yapisinin iyi bilinmesi, etki
mekanizmasinin ve dozunun belli olmasi ve giivenilirlik sinirinin detaylandirilmis
olmasi gerekmektedir (Basaran 2012). Bu giivenilirlik siirina dahil olan en blyik
tehlikelerden biri de bitkisel drlinlerin mutasyon vel/veya kansere neden olabilme
riskleridir. Bu nedenle bu risklerin degerlendirilmesi agisindan kisa siireli genotoksisite

testlerinin yapilmasi ¢ok biiylik 6nem arz etmektedir. Bugiine kadar pek c¢ok bitkinin



kisa stireli genotoksisite testleri ile giivenilirlik sinirlar belirlenmistir. Bugiin kisa stireli
genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasa maddenin/natural bir bilesigin
genotoksik veya anti-genotoksik olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilan testlerden
bazilari; Kromozom Aberasyonu (Chromosome Aberration CA), Kardes Kromatid
Degisimi (Sister Chromatid Exchange SCE), Mikroniikleus (MN) ve Komet (Comet)
testleridir.

Dunya da Afrika, Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa da tropik ve subtropik bdlgelerde
yayilig gosteren, 400 kadar tiirle temsil edilen Clusiaceae (Hypericaceae=Guittiferae)
familyasina bagli Hypericum L. cinsinin Turkiye'de 84 tiirii bulunmaktadir (Davis
1967, Davis ve ark. 1988, Giner ve ark. 2000). Yurdumuz Hypericum tarleri

bakimindan 6nemli bir gen merkezidir (Tokur 1988).

Cesitli Hypericum tiirleri diinya ¢apinda farkli halk ilaglarinda ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en popiiler olan ve en ¢ok calisilan tiir
Dunya da genellikle *St. John's Wort’, Tiirkiye’de ise ‘Sari1 Kantaron’ olarak bilinen
Hypericum perforatum’ dur. Hypericum perforatum 0ozellikle yaniklarmn, cilt
yaralanmalarinin ve norolojik semptomlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop
1984). Ayrica hafif ve orta dereceli depresyonun tedavisinde de etkili oldugu klinik
caligmalar ile gosterilmistir. Farmakolojik aktivitesi iceriginde bulunan hiperisin ve

hiperforinden kaynaklanmaktadir.

Calismada kullanilan Hypericum adenotrichum ve Hypericum olympicum subsp.
olympicum’un biyolojik aktivitelerinin gosterildigi birka¢ ¢alisma mevcuttur. Yapilan
bir calismada Tiirkiye’ye endemik olan H.adenotrichum’un ikincil metabolitleri;
hiperforin, hiperisin, pseudohiperisin, klorojenik asit, rutin, hiperosit, quersitrin,
quersetin, kaempferol, apigenin-7-O-glukozid ve amentoflavonun gesitli seviyelerdeki
konsantrasyonlari, hiperforin hari¢ olmak iizere, HPLC ile belirlenmistir (Cirak ve ark.
2009). Bir diger ¢alismada da H. adenotrichum’ un antikanser 6zellikleri arastirilmis ve
bu bitkinin etkili bir p53-bagimsiz antineoplastik 6zelliginin de oldugu gosterilmistir
(Ozmen ve ark. 2009). H. olympicumile yapilan bir ¢alismada bu bitkinin stamenlerinde
hiperisin ve pseudohiperisin bilesiklerinin yaklasik olarak esit miktarda bulunduklar

belirlenmistir (Kitanov 2001). Hypericum olympicum’un esansiyel yaginin igerigi ise bir



baska calismada belirlenmis, bu bilesiklerin (E)-anethole (% 30,7) ve B-farnesene (%
12,4) oldugu gosterilmistir (Gudzic ve ark. 2001).

Bilindigi tizere bu iki bitkiye ait calismalar olmasina karsin genotoksik velveya
antigenotoksik agidan degerlendirmeler mevcut degildir. Bu ¢alismada da Hypericum
cinsine ait Kuzeydogu Tirkiye’ye endemik olan H.adenotrichum ve genellikle
Gilineydogu Avrupa’da yayilis gosteren H.olympicum subsp. olympicum un
genotoksisite ve/lveya antigenotoksisite agisindan giivenilirlik  sinirlart  insan
lenfositlerinde in vitro Kromozom Aberasyonu (CA), Kardes Kromatid Degisimi

(SCE), Mikroniikleus (MN) ve Komet testleri ile belirlenmeye ¢alisilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Genetik Tokskoloji Test Sistemleri ve Bazi Genotoksk Ajanlarla
Gergceklestirilmis Test Calismalar:

Genetik toksikoloji, toksik ajanlarin deoksiribontiklelk asitte (DNA) meydana getirdigi
hasarlar1 ¢alisan bilim dalidir. Kimyasal olarak DNA’da sifrelenmis genetik bilgi,
birbiri ardina gelen nesillerde yiiksek duyarlilikla devam ettirilir, replike edilir ve
transmite edilir. DNA hasari, normal biyolojik islemler siiresince veya kimyasal,
fiziksel ve biyolojik ajanlarin direkt veya indirekt olarak DNA ile etkilesimi sonucu
ortaya ¢ikabilir (Brusick 1980). DNA’da olusan hasarlar tamir edilemediginde DNA
sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlari ile sonuglanabilen tek veya birden fazla
niikleotid degisiklikleri ve bunlarin sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku
hasar1, yaslanma ve kanser olusabilmektedir (Sekil 2.1.1.). Mutasyonlar siklikla gen

fonksiyonlarinda degisiklik ya da kayipla sonuglanabilmektedir (Kramer 1998).

GENOTOKSINLER

¥

HASAR

Mitotik Dll;m Hiicre Déngiisi
1§ Ipliklen l Eontrol Moktalan
DA Onaren Hatalan
Mutasyonlar
Apoptoz
Genetile Fararsizhlc

—/ \ T

- — Genetile ve hulbfaktoryal
| Yaglanma| |Infertlite| |Kanser| Hast

Sekil 2.1.1. Genotoksinlerin DNA Uzerinde etki mekanizmasi ve sonuglari (Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)



Genetik toksikoloji alan1 gelisimine, kalittimin biyokimyasal temeli anlagilmadan once
baslamistir. Daha Onceki arastirmacilar fiziksel ve kimyasal ajanlarin kalitimsal
mutasyonlara yol agabilecegini gozlemlemislerdir. Canli bir organizmada radyasyonun
kalitsal degisiklikler meydana getirdigi ilk olarak Muller (1927) tarafindan
yayilanmistir. Auerbach ve ark. (1947) ise, kimyasallarin mutasyonlara neden
olabilecegini rapor etmektedir. Kalitsal karakterlerde meydana gelen degisikliklerle
ilgili bu ilk incelemeler, daha sonra genetik toksikoloji alanin1 meydana getirecek olan

cekirdek bir ¢alismay1 sekillendirmislerdir (Young 2002).

Giliniimiize kadar genetik toksikolojinin temel rolii, DNA ve RNA yapisimi (Cloutier ve
ark. 2001), DNA onariminm1 (Hanawalt ve Haynes 1965, Rasmussen ve Painter 1966),
bireylerde meydana gelen mutasyonun rolint (McDiarmid ve ark. 1995) ve hasarin
populasyondaki seviyelerini (Jacobsan-Kram 1993, Robinson ve ark. 1994) calismak
icin yontemler saglayarak kalitim mekanizmasini arastirmak olmustur. Genotoksisiteyi
O6lgmek amaciyla yillardir gelistirilen farkli deney sistemlerinin bir bUtin olarak
gerceklestirilmeleri mutajen kimyasallar veya ilaglar1 belirlemek icin en etkili yol
olmustur (Tennant ve ark. 1987, Zeiger ve ark. 1990). Bu islem, dizenleyici
toksikolojide genetik toksikolojinin kullanimina yol agmistir. Bu durum ise, piyasadaki
ve piyasaya c¢ikmak tizere olan kimyasallarin (ilaglar dahil) risk acgisindan

degerlendirilmelerini saglamistir (Cizelge 2.1.1.), (Y oung 2002).

Daha once, DNA ile mutajenlerin biyokimyasal ve biyofiziksel etkilesimlerini
aragtirmak i¢in bu gibi islemler aselliiler sistemler kullanilarak yapilirken (Pouwels ve
ark. 1968, Kuhnlein ve ark. 1979), genetik toksikoloji test sistemleri gelismis
organizmalarin  kullanilmasina olanak saglamigtir. Kullanilan test sistemleri,
bakteriyofgjlar (Weigle 1953), virtsler (Saidman 1989), bakteriler (Ames ve ark. 1975,
Green ve Muriel 1976), mayaar (Zimmermann ve Schwaier 1967), kiltirde memeli
hicreleri (Chu ve Maling 1968, Kao ve Puck 1968), bitkiler (Sparow ve ark. 1972,
Grant 1994), bocekler (Valencia ve ark. 1984, Vogel ve ark. 1999) ve hayvanlardir
(Russell ve ark. 1981, Kohler ve ark. 1991). Genotoksisiteyi degerlendirmek i¢in
yillardir kullanilan sonlanim noktalar1 ise; DNA adductlar1 (Randerath ve ark. 1989,
Reddy 2000), DNA zincir kiriklar1 (Larsen ve ark. 1982, Skare ve Schrotel 1984),
mutasyonlar (Clive ve Spector 1975, Mitchell ve ark. 1997), kromozom sayi ve



yapisinda degisiklikler (Evans 1976, Galloway ve ark. 1994), DNA onarim hatalar1 (San

ve Stich 1975, Mitchdl

ve ak.

1983) ve malignant

fenotiplere htcre

transformasyonudur (Kagunaga 1973, LeBouf ve Kerckaert 1987).

Cizelge 2.1.1. Baz1 6nemli genotoksik karsinojenler (Ergun 2010).
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Genotoksiste testleri kisa veya uzun siireli in vivo, iv vitro ve ex vivo kosullarda
gerceklestirilebilmektedir. Bahsedilen sonlanim noktalariin kullanildigi bazi in vitro

genotoksisite testleri ise su sekildedir:
2.1.1. Bakteriyel Test Sistemleri
2.1.1.1. Ames Testi

‘Salmonella typhimurium mikrozom testi’ olarak da adlandirilan bu test yontemi Dr.
Bruce Ames ve arkadaslar1 (1970) tarafindan gelistirilmigtir. Ames testi, gen
mutasyonlarina yol acan genetik hasart meydana getiren c¢esitli kimyasal maddeleri
belirlemek amaciyla spesifik olarak tasarlanmis, kisa siireli bakteriyel reverse (ters)
mutasyon testidir. Test sisteminde, her biri histidin operonundaki ¢esitli genlerde farkli
mutasyonlar tastyan birkag histidine bagimli Salmonella susu kullanilir (Mortelmans ve
Zeiger 2000). Suslardan birisi baz-¢ifti mutasyonlarini tanimada kullanilir ve diger {igii
cerceve-kaymasi mutasyonlarini tanir. Her mutant sus histidini sentezleyemez ve bu
yiizden treme icin histidine gereksinim duyar (hiS). Deney, yabanil bakteri (his’)
olusturan reverse (ters) mutasyon sikligini dlger (Sekil 2.1.1.1.1) Artan duyarlilik, bu
suslarin hem kesip-¢ikarma onarimi hem de bakterinin yiizeyini ¢evreleyen ve koruyan
lipopolisakkarit engelini yok eden diger mutasyonlar1 bulundurmalart yoluyla saglanir

(Klug ve Cummings 1986).
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Sekil 2.1.1.1.1. Ames testinin uygulanmasi1 ve mutajeniteyi gosteren koloniler (Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).



Gilineydogu Asya’da bobrek disfonksiyonlarinin, diyabetin ve gut hastaliginin
tedavisinde kullanilan Orthosiphon stamineus akoz ekstraktinin genotoksisitesi Ames
testi ile c¢alisilmistir. Ames testi, ekstrinsik metabolik aktivasyon (S9 karisimi)
varhiginda ve yoklugunda gergeklestirilmistir. S9 karisimi ise, karaciger enzimi
seviyelerinin aktivitelerini arttirmak i¢in daha once Aroclor ile muamele edilen,
homojenize sican karacigerinden elde edilen enzimlerin ham bir karisimidir. Sonug
olarak, O. stamineus ekstraktinin, test edilen Salmonella suslarinda (TA97a, TA9S,
TA100 ve TA1535) genotoksik olmadigi belirlenmistir (Muhammad ve ark. 2011).

2.1.1.2. UMU Testi

Escherichia coli'de bulunan umu operonu, kimyasa mutgjenez ve radyasyon
mutgj enezinden sorumludur ve operonun kendi kendine ekspresyonu bu DNA’ya hasar
veren ajanlar tarafindan uyarilabilir. UMU testinin prensibi, bir¢ogu karsinojen olan
ajanlarin umu operonunu indiikleyerek DNA’ya hasar verebilme yetenegine dayanir
(Odave ark. 1985). SOS cevabi esas alinarak gelistirilmistir ve regiilator bir sistem olan
SOS sistemi, DNA hasari ile indiiklenebilen sistemler icerisinde ilk olarak karakterize
edilmis olan en kapsamli, en kompleks ve en iyi anlasilmis sistemdir (Oda ve ark. 1985,
Walker 1985). Yiksek bakteriyotoksik etkilere sahip olan kimyasallarin teshisinde
kullanilabilir. UMU test susu olan TA1535/pSK1002’ye eklenen ¢ok kopyal
plazmidler, NR (nitroaren) geni, NAT (N-asetil transferaz) geni ya da her ikisini de
bakteriye aktarmaktadir. Sonu¢ olarak bu bakteri susu DNA hasarina sebep olan

‘nitroantren’ ve ‘aromatik aminler’ e kars1 hassasiyet kazanir (Josephy ve ark. 1997).

Diaveridine ve Trimethoprim, profilaksi ve koksidiozis ile l6kositozonozis tedavi
amagl antiprotozoal olarak kullanilan bir folik asit antagonisti olan primethamin
analoglaridirlar. Trimethoprim ayni1 zamanda antibakteriyel bir ajandir. Bu iki bilesigin
genotoksisiteleri bakteriyel umu testi ile arastirilmistir. Sonug olarak, her iki bilesigin de
metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda, test edilen suslarda negatif olduklari

gosterilmistir (Ono ve ark. 1997).



2.1.1.3. VITOTOX® Tedti

VITOTOX® testi prensibi, SOS sisteminin bir parcast olan recN geninin
transkripsiyonal kontrolu altinda Vibrio fisheri’nin lux operonunu iceren Salmonella
typhimurium susuna (TA104 recN2-4) dayanir. Genotoksik bir bilesigin varliginda bir
bakterinin inklbasyonu, recN promotorin baskilanmasinin kaldirilmas: ve bunun
sonucu olarak da lux operonunun ekspresyonuyla sonuclanir. Sonunda da bu
ekspresyon, genotoksisitenin bir fonksiyonu olarak 1sik iiretimiyle sonuglanir (Van der
Lelieve ark. 1997). SOS sisteminin bir pargasi olmayan giiglii bir promotér olan pr 1'in
kontrolii altindaki lux operonunu igeren diger susun (TA104 pr 1) eklenmesi, yanlis
pozitif yanitlarin (eger 151k burada da indiiklenirse) veya toksik bir yanitin (arkaplan
15181 Uretimi 6nemli derecede diiserse) belirlenmesine yol agar (Verschaeve ve ark.
1999).

Geleneksel olarak Tunus’ta tibbi bitki olarak kullanilan Marrubium alysson L., Retama
raetam (Forsk.) ve Peganum harmala L. bitkilerinin etil asetat ve metanol ekstraktlari
genotoksik ozellikleri agisindan Salmonella typhimurium'da VITOTOX testi ile
aragtirtlmistir.  Tim  bitki  ekstraktlarimin ~ 4-nitroquinoline oxide (4-NQO) ve
benzo(a)piren’e kars1 antigenotoksik ozellikte oldugu bulunmustur; fakat R. raetam’in
metanol ekstrakti S9 yoklugunda 4-NQO’ya kars1 antigenotoksik bulunmamistir. Ayni
zamanda R. raetam’in etil asetat ekstraktinin S9 yoklugundaki VITOTOX testiyle

mutajenik oldugu belirlenmistir (Edziri ve ark. 2011).
2.1.1.4. SOS-Kromotest

Escherichia coli ve Salmonella typhimurium’un genotoksik ajanlara yaniti, ‘SOS yanit1’
olarak bilinen kompleks bir gen sistemini tetiklemeleridir. SOS-kromotest prosedir, -
galaktozidaz (B —Gal) geni lacZ'ye sahip Escherichia coli PQ37 susunun operon
flzyonu boyunca SOS genlerinden biri olan sfiA’nin kontrolii altina alinmasina dayanir
(Quillardet ve Hofnung 1985).



2.1.2. Sitogenetik Test Sistemleri
2.1.2.1. Kardes Kromatid Degisimi Testi (SCE)

Bu metod, replikasyon siiresince kardes kromatidlerin aralarindaki ¢ift tarafli genetik
degis tokuslart gozlemlemek amaciyla iki kardes kromatidin birbirinden farkli bir
sekilde boyanmasi esasina dayanir. DNA replikasyonu siiresince herhangi bir degis
tokus meydana geldiginde iki kardes kromatid kirilir ve kirilan parcalar bir digeriyle
tekrar bir araya gelir (Sekil 2.1.2.1.1, Wilson ve Thompson 2007); bu dogal mekanizma,
DNA hasarmi indiikleme yeteneginde olan genotoksik ajanlara maruz kalinmakla

birlikte tekrar tekrar meydana gelir (Djelic ve ark. 2006).
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Sekil 2.1.2.1.1. &BrdU ile kardes kromatit degisiminin belirlenmesi b-Kardes kromatit
degisimleri iceren metafaz plagi (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)

Yapilan bir ¢alismada kist hidatikli hastalara operasyon oncesi ve sonrasi, 6zellikle kist
hidatik olmak tizere pek c¢ok helmintiazis tedavisinde kullanilan albendazol ilaci
verilerek albendazolun muhtemel genotoksik etkileri kardes kromatid degisimi
yontemiyle arastirllmistir. Calisma sonunda albendazol uygulanan kist hidatikli 10
hastanin kontrol grubuyla karsilagtirilmas: sonucunda SCE frekansinda istatistiksel

olarak anlamli bir artig saptanmistir (Altintas ve ark. 2005).

Kronik olarak iyonize radyasyona maruz kalan ve maruz kalmayan hastane
calisanlarindan alinan periferal kan lenfositlerine, maruziyeti genotoksisite agisindan

degerlendirmek amaciyla kardes kromatid degisimi testi uygulanmistir. Sonug olarak,
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iyonize radyasyona maruz kalan grup kontrol grubuyla karsilagtirildiginda her bir
hiicredeki ortalama SCE sayist istatistiksel olarak daha ytliksek bulunmustur (Cardosa ve

ark. 2001).

Bir diger calismada ise, Crimean Congo Hemorrhagic Fever nedeniyle tedavi dozunda
antiviral bir ilag olan ribavirin kullanan 15 hastadaki ribavirinin genotoksisitesi kardes
kromatid degisimi yontemiyle degerlendirilmistir. Tiim hastalarda kardes kromatid
degisimi sikligr tedavinin dokuzuncu gilinlinde alinan kan Orneklerinde, tedavi
kesildikten bir ay sonra almman kan Orneklerine gore belirgin bir bicimde yiiksek
bulunmustur. Ayrica tedavi dozu alan hastalarin dokuzuncu giindeki SCE siklig1 kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamda farkli bulunmustur. Sonuglar ribavirinin insanlar
lizerinde geri doniisiimlii bir genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermistir (Tatar ve
ark. 2009).

2.1.2.2. Kromozom Aberasyonu Testi (CA)

Kiiltiire alimmis periferal kan lenfositlerindeki kromozomal aberasyon sikliginin
incelenmesi ve genotoksik hasarin boyutunun tespiti, kromozomlarin en rahat
gozlenebildigi metafaz evresinde yapilir. Kromozomlarin metafaz evresinde
tutulabilmesi icin kultire kolsemid eklenir ve kromozomlardaki makrolezyonlar ile
yapisal kromozom degisiklikleri degerlendirilebilir. En sik rastlanan kromozomal
aberasyonlarin; kromatid agiklig1 (gap), kromatid kirigi, kromozom kirigi, asentrik ve
disentrik fragment, halka kromozom, kromatid degisimi, anoploidi ve poliploidi gibi
sayisal kromozom bozulmalari, inversiyonlar ve translokasyonlar oldugu sdylenebilir

(Sekil 2.1.2.2.1., Brusick 1987, Mateuca ve ark. 2006).
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Sekil 2.1.2.2.1. Kromozom aberasyonlar1 igeren metafazlar a-Fragment, b-Kardes
kromatit birlesmesi, c-Kromatit Kiriklari, d-Kromozom kirigi, e-Poliploidi, f-
Endoreduplikasyon (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)

Un ve peynirin beyazlatilmasinda kullanilan benzoyl peroxide (BPO)’in genetik
potansiyeli kromozom aberasyonu testi ile arastirilmistir. Sonu¢ olarak BPO, doza
bagimli bir sekilde kromozomal aberasyonlar1 (CA) arttirmis ve proliferasyon indeksini

(PI) de istatistiksel anlamda 6nemli olacak sekilde azaltmistir (Yavuz ve ark. 2010).

Antrasiklin antibiyotikleri kanser kemoterapisinde yaygin bir sekilde kullanilirlar. Bir
caligmada, topoizomeraz hedefleyici antrasiklinler olan Doxorubicin ve Idarubicin’in
kromozomal aberasyonlar iizerindeki etkisi periferal kan lenfositlerinde incelenmistir.
Her iki ilag icin de kromozomal aberasyon frekanslarinda doza bagimli 6nemli bir artis
meydana gelmistir. En sik goriilen aberasyonlar ise; terminal delesyonlar, kiriklar,
gapler, exchangeler, fragment olusumu ve intersitisyel delesyonlardir. Bu durum

ilaglarin klastojenik ve andjenik oldugunu gostermistir (Khan ve ark. 2009).

Peru’daki yer alt1 madenlerinde calisan, kursun ve ¢inko agir metalleri, dizel emisyon
partikiilleri, organik ¢oziiciiler ve maden tozuna maruz kalan erkek maden iscilerinin

periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonlar1 g¢alisilmistir.  Kontrol gurubundaki
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insanlarla karsilagtirildiklarinda maden iscilerinin lenfositlerindeki kromozomal
aberasyonlarin (kromatid delesyonlar1 ve kiriklari, kromozom kiriklart ve asentrik
fragmentler) frekansinda onemli bir artis oldugu goriilmiistiir (Santa Maria ve ark.

2007).

2.1.2.3. Mikronukleus Testi (MN)

MN testi, 1950’1lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6lgiilmesinde, 1970’lerde
hayvan hiicrelerinde ve daha sonra kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde kimyasal
karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir (Schmid
1975, Demirel ve Zamani 2002). Mikrontkleuslar (MN) htcrenin mitoz bolinmes
sirasinda ortaya ¢ikarlar ve ana ¢ekirdege dahil olmazlar. Bunlar, tam kromozom veya
asentrik kromozom pargalarindan kéken alan olusumlardir. Bu olusumlar genellikle
hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan,
kinetokordan veya mitotik aygitin diger parcalarindan ve kromozomlarda meydana
gelen hasardan kaynaklanmaktadirlar (Sekil 2.1.2.3.1.) MN sayisindaki artig, somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizhigin gostergesidir. Bu metod, kuiltirde bir kez
boliinmesini tamamlamis olan ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde MN frekansini saptamaya
yonelik olarak, sitokalazin-B ile sitokinezin bloklanmasi esasina dayanmaktadir (Sekil
2.1.2.3.2). MN testi ayn1 zamanda, in vitro c¢aligmalarda niikleer boliinme indeksi
(NDI) in vivo galigmalarda ise polikromatik eritrositler ile normokromatik eritrositler
arasindaki oran kullanilarak sitotoksisitenin tahmin edilmesini de saglamaktadir (Atl

Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).
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Sekil 2.1.2.3.1. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hicrelerdeki
mikronukleuslar (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)
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Sekil 2.1.2.3.2. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN iceren biniikleat hucre
olusumu (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)

Cesitli kanser hastalarina ait, radyasyon tedavisinin baslangicindaki, tedavinin
ortasindaki ve tedavinin tamamlanmasindan sonraki mikronukleuslu biniikleat
lenfositlerin (MNBNC) frekanst belirlenmistir. Radyasyon tedavisinin baslangicinda
olan hastalarin mikronukleus frekansinda, tedavi amayan saglikli goniilliilerle
karsilastirildiginda onemli bir artisin oldugu goézlenmistir. Radyoterapinin ortasindaki
hastalarin ¢ogunun mikronukleus frekansinda, tedavinin baslangicindaki hastalarla
karsilastirildiginda anlamli bir artis olmustur. Yine aynmi sekilde, tedavisi tamamlanan
hastalarin mikronukleus frekans1 diger iki gruba gore anlamli bir sekilde artmistir

(Jagetiave ark. 2001).

Helicobacter pylori peptik iilser hastaligmmin patojenezinden sorumlu olan, gastrik
karsinoma ve gastrik limfoma, koroner kalp hastalilari, aterosiklerozis ve ekzokrin
pankreas kanseri ile iliskili bulunan bir bakteri tUradir. H. pylori ile infekte olmus
hastalarin periferal kan lenfositlerine olasi genotoksik hasar belirlemek amaciyla
mikronukleus testi uygulanmistir. Sonu¢ olarak, infekte grubun mikronukleuslu
biniikleat hiicre frekansi kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda yiiksek bulunmustur.
Fakat kontrol grubu ve infekte grup arasinda niikleer boliinme indeksi agisindan anlaml

bir farklilik bulunamamistir (Suarez ve ark. 2007).

Mesleki yasamlarinda kursuna maruz kalan otomotiv is¢ilerinin periferal kan lenfositleri
genotoksiste agisindan incelenmis, lenfositlerdeki mikronukleus frekanst kontrol
grubuna gore onemli derecede yiiksek bulunmustur. Ayn1 zamanda, kursunun niikleer

proliferasyon Uzerindeki etkisinin gostergesi olan nikleer boliinme indeksi degerleri de
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kursuna maruz kalan grupta kontrol grubuna gore énemli derecede yliksek bulunmustur

(Minozzo ve ark. 2004).
2.1.2.4. Komet Testi (Tek Hucre Jel Elektroforezi)

Kirtk DNA’nin alkali elektroforez sirasinda hiicre disina ¢ikmasi ile iplik kivrilmalari,
capraz baglanma, alkali labile site gibi DNA hasarlarin1 ve kesip-cikarma onarim
bolgelerindeki hatalar1 yansitan kuyruklu yildiz goriintiisiinden adini alan floresan
mikroskobik bir yontemdir (Singh ve ark. 1988, Kramer 1998) (Sekil 2.1.2.4.1.) Komet
testi, Singh ve ark. (1988) tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA hasarin1 saptamak i¢in
alkali sartlar altinda (pH>13) elektroforezi iceren mikrojel teknigi kullanilarak
uygulanmistir. Diger genotoksisite test yontemleri ile karsilastirildiginda diisiik
diizeydeki DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki yiiksek duyarliligi, tek hiicre
diizeyinde caligilabilir olmasi, kisa siirede ve kolay uygulanabilirligi ve diisiik maliyeti

Komet yonteminin avantajlarindandir (Tice ve ark. 2000).

Imidacloprid ve RH-5849 adli iki pestisitin genotoksisitesi komet yontemiyle insan
perifera kan lenfositlerinde arastirilmistir. Pestisitiere maruz kalan tim insanlar bu
pestisitlere maruz kalmayan insanlarla karsilastirildiklarinda DNA hasar dizeyi

dagiliminin 6nemli derecede farkli oldugu gozlemlenmistir (Feng ve ark. 2005).

Periferal kan lenfositleri kadmiyum kloridin (CdCl,) genotoksik etkileri in vitro olarak
comet yontemiyle degerlendirilmistir. Saglikli, sigara igmeyen dondrlerden alinan tam
kanlar belirli dozlardaki kadmiyum klorid ile inkiibe edilmis, test sonuglarinda da dikkat
ceken bireyler arasi farkliliklar goriilmistiir (Rozgaj ve ark. 2002).

Iki inhalasyon anestezi ilac1 olan Halotan ve Isofluran’m genotoksik dzellikleri iv vitro
comet yontemiyle ¢alisilmistir. Sonug olarak, her iki anestezi ilaci ile indiiklenmis DNA
zincir kiriklart ve alkali-labile bolgeleri toplam komet uzunlugu olarak 6lgiilmistiir.
Ayn1 zamanda her iki ilacin da doza bagimli olarak DNA goc¢linii arttirma yeteneginde

olduklar1 bulunmustur (Jatoszynski ve ark. 1999).
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Sekil 2.1.2.4.1. Komet testi sonucu elde edilen hiicrelerdeki DNA hasar tipleri A-Tip O,
B-Tip 1, C-Tip 2, D-Tip 3, E-Tip 4, F-Apoptotik hticre (Silvave ark. 2000)
2.2. Halk Tibbinda Tedavi Amach Kullanilan Bitkiler ve

Genotoksik/Antigenotoksik Arastirmalari

Bitkiler binlerce yildan beri tedavi amacgh kullamlmaktadir. ilk caglardan kalan
arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek ve saglik sorunlarini gidermek i¢in

oncelikle bitkilerden faydalanmiglardir (Kogyigit 2005).

Tibbi bitkiler, hastaliklar1 6nlemek, saglig: siirdiirmek veya hastaliklari iyilestirmek igin
ilag olarak kullanilan bitkilerdir. Tibbi bitkilerin hastaliklarin tedavisinde bir kaynak
olarak kullanilmasinin ilk bilimsel izleri ve yazili delilleri 5000 y1l 6ncesi erken donem
Cin, Hint ve Yakindogu medeniyetlerine kadar uzanmaktadir (Siitliipinar 2005). Kuzey
Irak’ta Sanidar Magarasi’nda 1957-1961 yillar1 arasinda yapilan kazilarda bulunan
Neandertal insan kalintilari yaninda mezarda bulunanlar, bitki-insan iliskisinin
baslangicina ait ilk veri olarak kabul edilir. 60 bin y1l 6ncesinden giiniimiize gelen ve bir
samana ait oldugu distnilen bu mezarda, civanpercemi (Achillea millefolium), kanarya
otu (Senecio ovatus), mor sumbil (Hyacinthus orientalis), gil hatmi (Alcea rosea),
peygamber cigcegi (Centaurea cyanus) ve efedra (Ephedra sinica) gibi bitki tdrlerinin
bulundugu tespit edilmistir. Olilerini gdmmeye baslayan bir toplumda, len kisinin
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tekrar yasama donduginde kullanacagi diistincesiyle mezara konuldugu tahmin edilen
bu bitkilerin, yenenler ve sifali olanlar diye ayrilmaya baslandiginin da bir gostergesi
olabilecegi dusiiniilmektedir. Ciinkii bu bitki tiirleri glinlimiizde de 6zellikle tibbi bitki
olarak hala 6nemlidir (Lewin 2000, Heinrich ve ark. 2004).

Anadolu’da tibbi bitkilerin kullanilisina ait en eski bilgiler ise Hititlerin bagkenti
Hattusas’ta kesfedilen Hitit tabletlerinde bulunmustur. Adem otu, badem, sarimsak,
sOgiit, zeytin, iizerlik, hashas, hardal, maz1 ve meyanin regetelerde kullanilmis oldugu
kayithdir. Adana-Kozan yakinlarinda Anazarva’da dogan Dioscorides’in M.S. 1. yy’da
yazdig1 ‘Materia Medica’ isimli kitabinda 500°den fazla tibbi bitki kayitlidir. Selguklu
ve Osmanli donemlerinde birgok tibbi bitkinin kiiltiirii ve ticareti yapilmis ve bunlar
tedavide de kullanilmigtir. Bu bilgiler tibbi bitkilerin Anadolu’da binlerce yildir
kullanildigin1 géstermistir (Siitliipinar 2005).

Bitkilerin Urettigi dogal Urinler olan primer ve sekonder metabolitler dogrudan ve
dolayli olarak endiistrinin en temel iirlinleridir. Bitkiler, topraktan aldiklari su, mineral
ve baz1 Ogeleri kendi metabolizmalarinda insan viicudunun o&ziimleyebilecegi
bilesimlere donustiirtirler. Temel besin 6gelerinden, karbonhidratlar, proteinler, yaglar,
vitaminler ve minerdler bunlara 6rnektir. Bunlar bitki metabolizmasinda olusan
agirlikli olarak kullanilan etken maddelerdir (Ornegin eterik yaglar (ugucu yaglar,
esanslar), alkaloidler, tanenler ve act maddeler). Viicudun savunma giiclinii artirir,
organlarin islevlerini destekler ve/veyaiyilesmeyi hizlandirirlar. Boylece organizmadaki
belirli dokularin ve organlarin islevlierine olumlu etki yaparlar (Faydaoglu ve
Siiriiciioglu 2011).

Tibbi bitkiler 6nemli biyolojik aktif bilesiklerin kaynagidir. Bazilar1 antiinflamatuar ve
antikanser aktivitelerinin yaninda bakteriyel, fungal ve protozoal organizmalara karsi
guclt antimikrobiyal aktivitelere sahiptirler (Hernandez ve ark. 2000; Polya 2003).
Bircogunun ise antispazmodik etkilerinin oldugu, gastrointestinal tagimay1
geciktirdikleri, gut motilitesini baskiladiklari, su absorbsiyonunu uyardiklar1 ve
elektrolit salinimini azalttiklar1 belirtilmektedir (Palombo 2006). Tibbi bitkilerden elde
edilen biyolojik aktif bilesikler yeni ve etkili farmosdtiklerin gelistirilmesinde dnemli

rol oynamaktadirlar (Cizelge 2.2.1.) Bu durumun o6nemli bir nedeni de kullanilan
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antibiyotik ajanlarmma kars1 gelisen patojen organizmalarin direng ve yan etki

olusturmalaridir (Essawi ve Srour 2000).

Cizelge 2.2.1. Modern tip pratiginde yaygin olarak kullanilan ana ilaglardan bitkisel
kaynakli olanlara ¢ok bilinen 6rnekler (Siitliipinar 2005)

Atropine, Hyoscyamine ve

Scopolamine

Codeine

Colchicine

Digitoxin ve Digoxin
Ephedrine ve Pseudoephedrine

Morphine

Physostigmine

Pilocarpine

Quinidine

Quinine ve Artemisinin

Reserpine

Stereoitler (Diosgenin’ den)

Vincristine ve Vinblastine

Insanlik tarihi boyunca birgok hastalik (Seker hastalig, sarilik, nefes darlig1 vb.) bitkiler
kullanilarak tedavi edilmeye calisilmis ve calisilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), dinyada yaklasik 4 milyar insanin saglik sorunlarini ilk etapta bitkisel
droglarla gidermeye calistiklarin1 bildirmektedir (Diinya niifusunun % 80’1). Ayrica,
gelismis Ulkelerde regeteli ilaglarin yaklasik % 25’ini bitkisel kokenli etken maddeler
(vinbilastin, rezerpin, kinin, aspirin vb.) olusturmaktadir (Farnsworth ve ark. 1985).

20. yy’da organik kimya, biyoloji ve tip bilimindeki gelismeler, etkili sentetik ilaglarin
tanitilmasina ve tiiketilmesine olanak saglamis, bitkisel ilaglarin modern tipta
kullanilmasinin oniine gegmistir. Bununla birlikte, halkin bitkisel bilesiklere olan ilgisi
endiistrinin gitgide biiyliyen tliketici isteklerini karsilamak amaciyla yeni bitkisel
iriinler pazarlamasina ve bu bitkilerin daha fazla miktarda {iretimine basglamasina yol
acmistir (Sharifuddin ve ark. 2012). Tibbi bitkilerin 20. yy’dan itibaren yaygin bir

sekilde kullanilmaya baglanmasinin nedenleri su sekilde siralanabilir:
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1- Yeterli dizeyde bir kimya endiistrisine sahip olmayan kalkinmakta olan iilkelerde
bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanagi saglanmaktadir.

2- Tedavi alanina sokulan yeni sentetik maddelerin bazilarinda gorilen tehlikeli yan
etkiler bitkisel ilaglarda daha az siklikta goriilmektedir.

3- Baz1 bitkisel ilag hammaddeleri sentetik olanlardan daha ucuza ve daha basit elde
edilmektedir.

4- Genellikle tek bir etkiye sahip olan sentetik ilaglara gore etki alanlari daha genistir
(Toker 2002).

Tiim dogal {irlinlerin giivenli ve yan etkisiz olduklarinin kabul edilmesi halk arasinda
popiiler bir goriistiir. Ayrica, bitkisel {iriinlerin besin takviyesi olarak dagitimi da riskleri
acisindan ayrintili bir bi¢imde degerlendirilmis olan sentetik ilaglarin dagitimindan ¢ok
daha kolay olmaktadir. Bu durum, minor ve kronik hastaliklarin tedavisi i¢in regetenin
gerekli olmadigi bitkisel Triinlerin kalitesi, yararlilifi ve giivenliligini saglamak
gerektiginin altin1 ¢izmektedir. Pek ¢ok bitki geleneksel kullanimlarina dair uzun bir
gecmise sahiptir; fakat birgogunun uygun bilimsel standartlar tarafindan ispatlanmamis
etkileri mevcuttur. Buna ek olarak, bu bitkilerin tarih boyunca kullanimi onlarin,
Ozellikle hizli ve kesin bir sekilde klinik belirtiler ortaya ¢ikarmayan toksik ve
genotoksik etkilere kars1 tamamen giivenli oldugunu géstermemektedir (Sharifuddin ve
ark. 2012). Yaygin bir sekilde kullanilan tibbi bitkilerin bazilar1 yan etkilere neden
olabilirler ve diger ilaglarla etkilesime girme potansiyeline sahiptirler (Zinck and
Chaffin 1998). Ayrica bu bitkilerin insan genomunda mutasyona sebep olup
olmadiklarinin ortaya c¢ikarilmasi da son derece Onemlidir. Bir kimyasal
maddenin/natural bir bilesigin bOyle bir etkisinin olup olmadigimin belirlenmesi kisa
sureli genotoksisite testleri ile belirlenebilmektedir. Bu nedenle bitkisel tedavinin

potansiyel riskleri lizerine bazi ¢aligsmalar yapilmistir.

Genotoksisite ve antigenotoksisite caligmalar1 halk tibbinda kullanilan bitkilerin ve
bitkisel trtinlerin giivenliligi ve etkililigini degerlendirmeye yardimei olabilir. Fiziksel
ve kimyasal mutgjenlerin etkisi ile karyotlarda meydana gelebilecek gen ve kromozom
hasarlarinin analizi igin monitdr sistem olarak Zea mays, Hordeum wulgare,

Lycopersicon, Arabidopsis thaliana, Glycine max, Vicia faba, Tradescantia, Allium
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cepa, Crepis capillaris, Lilium, Pisum sativum ve Nicotiana tabacum gibi bitkilerin
kullanilabilecegi Nilan ve Vig (1976), Grant (1978 ve 2001) tarafindan Onerilmistir.
Kihlman (1975) ile Nilan ve Vig (1976) bitkilerin genotoksisite deneylerinde
kullanilmasimin avantajlarini, hayvanlarinkine benzer kromozom organizasyonlarinin
olmasi, ¢ogu bitkinin kolay biiyiimesi, iireme siirelerinin kisa olmasi, diisiik maliyet ve
kiigiik alanlarda yasatilabilmeleri, dogal ortamlarinda farkli ¢evresel kosullar (pH ve

sicaklik) altinda yetistirilebilir olmalar1 seklinde 6zetlemislerdir.

Dinya'da ve Turkiye'de tedavi amagli kullanilan bitkiler ve bu bitkilerle yapilan

genotoksisite ve antigenotoksisite arastirmalari su sekildedir:

Asteraceae familyasina ait olan Helichrysum Mill. ¢ogunlukla ‘6lmez ¢igek’ olarak
bilinir. Helichrysum tiirleri, safra diizenleyici ve diliretik 6zelliklerinden dolay1
Tirkiye’de ylizyillardir safra kesesi hastaliklarina karsi  bitki c¢ay1r olarak
kullanilmislardir. H. arenarium antioksidan, hepatoprotektif, kolagog (safra sokttrtcu),
koleretik (safra hacmini fazlalastirici), antibakteriyel, antiviral ve antifungal aktiviteleri
iceren ¢esitli biyolojik Ozellikler gosterir. Bundan baska bu tiirler flavonoidler,
fenolikler, polifenoller, flavonlar, esansiyel yaglar, polisakkaritler, glikozidler ve
kumarinler gibi pek ¢ok aktif bilesigin kaynagidirlar. Bunlarin yaninda, Helichrysum
turlerinden Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum’un insan lenfositlerinde MN
olusumunu indiikledigi, MiI ve PRI'1 ise diisiirdiigii bulunmustur. Bu Helichrysum
arenarium subsp. erzincanicum'un genotoksik etkileri olduguna dair degismez bir
gostergedir. Hiicre proliferasyonundaki disiis Helichrysum arenarium  subsp.
erzincanicum’'un ayni zamanda antimitotik ve antikarsinojenik bir ajan olma
potansiyelini  gosterebilir. Caligilan diger Helichrusum tlrlerinden Helichrusum
arenarium subsp. rubinducum ve Helichrysum arenarium subsp. aucheri’nin ise,

genotoksik etkilerinin olmadig1 gosterilmistir (Eroglu ve ark. 2009).

Senecio L. cinsi Asteraceae familyasindandir. Senecio trapezuntinus Trabzon'a ait
endemik bir tarddr. Senecio trapezuntinus’un metanol ekstraktinin in vitro genotoksik
potansiyeli insan lenfositlerinde mikroniikleus test yontemiyle (MN) arastirilmigtir.
Senecio trapezuntinus insan lenfositlerinde mikroniikleus olusumunu indiiklemis,

mitotik ve proliferatif indeksi ise azaltmistir. Mitotik ve proliferatif indekslerin azalmasi
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Senecio trapezuntinus’un bir antiproliferatif ve antimitotik ajan oldugunu gosterirken,
mikroniikleuslarin artmasi1 yiiksek konsantrasyonlardaki Senecio trapezuntinus un

karsinojenik ve genotoksik olabilecegini gosterir (Eroglu ve ark. 2009).

Esansiyel yaglar, genellikle distilasyon metodu ile bitkilerden ekstrakte edilen kimyasal
bilesiklerin veya kompleks hidrokarbonlarin (genellikle terpenler) karisimindan olusan
ucucu yag c¢esitlerindendir. Bitkilerden elde edilen bu esansiyel yaglar kozmetik
sektoriinde giizel koku vermeleri, yiyecek ve icecekleri tatlandirmalari, ¢esitli temizlik
tirtinlerine koku vermeleri ve parfim kimyasallarinin sentezinde ara iiriin olmalari
nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Woolf 1999). Bu nedenlerden dolay1
siklikla kullanilan Anethum graveolens (Dereotu), Mentha piperita (Nane) ve Pinus
sylvestris (Sarigam) bitkilerinin esansiyel yaglarinin genotoksisites insan lenfositlerinde
kromozom aberasyonu (CA) ve kardes kromatid degisimi (SCE) testleri ve SMART
testi ile calisilmistir. Kromozom aberasyonu (CA) testinden elde edilen bulgulara gore
en genotoksik esansiyel yag dereotu tohumlarindan elde edilen yag olurken bunu
dereotunun govdesinden elde edilen yag, nane gdvdesinden elde edilen yag ve saricam
ignesinden elde edilen yag izlemistir. SCE testinde ise yine en genotoksik esansiyel yag
dereotu tohum ve govdesinden elde edilen yaglar olmustur. Dereotu tohum ve
gbvdesinden ve saricam ignesinden elde edilen yaglar doza bagimli olarak CA ve SCE
frekansini indiiklerken, nane gévdesinden elde edilen yag doza bagimli olmaksizin SCE
frekansin1 indiiklemistir. Bununla birlikte bu ii¢ bitkiden elde edilen yaglar insan
lenfositleri icin sitotoksiktir. SMART testinde ise, saricam ignesi ve dereotu
govdesinden elde edilen esansiyel yaglarin mutasyon frekansini doza bagl bir sekilde
arttirdiklar1 goézlemlenmis, yine naneden elde edilen yagin mutasyon frekansini dozdan

bagimsiz olarak arttirdig1 gézlenmistir (Lazutka ve ark. 2001).

Etiyopya’da halk tibbinda sitma ve ¢esitli topikal ve sistemik mikrobik enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan, temel kimyasal bilesenleri plumbagin, plumbagic asid glikozidi
ve kumarin olan Plumbago zeylanica koku; antifertilite ajan1 olarak kullanilan, temel
kimyasal bilesenleri saponin, fitosterol ve polifenol olan Rumex steudelii koku; temel
kimyasal bilesenleri timol ve karvakrol olan, halk tibbinda hipertansiyon, fungal ve
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan Thymus schimperi kuru yapraklari;

saponin ve flavonoidlerin farkli tiplerdeki kimyasal bilesenlerine sahip, tenya
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enfestasyonu tedavisinde kullanilan Glinus lotoides tohumlarinin hidroalkolik
ekstraktlarinin DNA’ya hasar verici etkileri comet testi kullanilarak degerlendirilmistir.
Mouse lymphoma L5178Y hiicreleri bu bitki ekstraktlarina maruz birakildiginda tim
ekstraktlarin hiicre canliligimi etkilemeksizin DNA hasarin1 énemli 6l¢iide indiikledigi

bulunmustur (Demma ve ark. 2009).

Bir diger ¢alismada, diinya ¢apinda antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle kullanilan alti
bitkisel inflizyona (Matricaria chamomilla, Tilia cordata, Mentha piperita, Mentha
pulegium, Uncaria tomentosa ve Valeriana officinalis) antigenotoksisitelerinin
belirlenmesi amaciyla Drosophila melanogaster’de SMART testi uygulanmuistir.
Oksidatif genotoksikant olarak hidrojen peroksit kullanilmis olup infiizyonlarin higbiri
anlamli bir genotoksisite gostermemistir, aksine mutajen hidrojen peroksiti detoksife
ederek desmutajen gibi davranmiglardir. Bu bitki inflizyonlarinin fenolik igeriklerinin,
hidrojen peroksit tarafindan fretilen reaktif oksijen radikallerinin muhtemel

stiptirticiileri olduklar1 da 6ne siiriilmistiir (Romero-Jimenez ve ark. 2005).

Tayland’da seksiiel egilimi arttirmak amagli baharat olarak kullanilan Mucuno colletti
bitkisinin mutgjenik/antimutagjenik potansiyeli Ames testi ve in vivo mikronukleus testi
(MN) ile belirlenmistir. Ames testi sonuglari Mucuno colletti ekstraktinin doza bagimli
olarak guclu bir sitotoksik etkisi oldugunu gdstermistir. Mikronukleus testi de Mucuno
colletti ekstraktinin yiliksek dozda ve uzun siireli maruziyette, test edilen deney
hayvanlarinda mikronukleus olusumunu indiikleyerek mutajenik oldugunu kanitlamistir

(Cherdshewasart ve ark. 2007).

Halk tibbinda antiinflamatuar etkisinden dolay1 soguk alginligi tedavisinde ve ayni
zamanda baharat olarak kullanilan Zingiber zerumbet’in (Zencefil) rizomlarindan izole
edilen seskiterpen bir bilesik olan zerumbon (ZER) un genotoksik potansiyeli insan
lenfositlerinde kromozom aberasyonu (CA) ve mikronukleus (MN) test yontemleri ile
belirlenmeye ¢alisilmistir. ZER’in gesitli insan timor hiicrelerine karsi antikanser ve
apoptozisi indiikleyici 6zelligi oldugu bulunmus bu durum da arastiricilart ZER’in
genotoksik potansiyelini ¢alismaya itmistir. Kromozom aberasyonu test sonuglari
ZER’in klastojenik olmadigini, MN test sonuclar1 ise mikronukleus olusumunda doza

bagimli bir artisin oldugunu gostermistir; fakat ZER’in insan periferal kan lenfositleri
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Uzerindeki tiim klastojenik etkisi anlamli degildir. Sonug¢ olarak ZER, insan periferal
kan lenfositleri Uzerinde sitotoksiktir, fakat klastojenik degildir (Al-Zubairi ve ark.
2010).

Mide ile ilgili hastaliklarin tedavisinde antibakteriyel ve antifungal aktivelerinden
dolayr kullanilan yedi tane medikal bitkinin (Canthium spinosum, Conostomium
natalensis, Cassinopsisilicifolia, Coddia rudis, Crassula multicava, Lagynia lasiantha,
Tetradenia  riparia) genotoksik  potansiyelleri Ames  testi  kullanilarak
degerlendirilmistir. Tim etanol bitki ekstraktlarinin metabolik aktivasyonsuz
Salmonella typhmurium test soylart TA98, TA100 ve TA1537’ye karst nonmutajenik
olduklar1 bulunmustur (Okem ve ark. 2012).

Daha 6nce yapilan in vitro ve in vivo calismalar bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde
edilen bitki ekstraktlarinin ksenobiyotik etkilerde diizenleyici rol oynadiklarini agiga
cikarmigtir. Bazi aktif prensiplerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu insanlarda kanser
olusma riskini azaltmaya yonelik stratejilerin gelistirilmesine yol acabilir. Antioksidan,
antiinflamatuar, immuin sistem dizenleyici, antitimor, antiproliferatif, radyoprotktif ve
antigenotoksik 6zelliklere sahip olan ve Hindistan’da ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan, Centella asiatica L.’nin aseton ekstraktinin antigenotoksik etkisi, insan
lenfositleri Uzerinde CPA’nin (cyproterone acetate, hem genotoksik bir gjan hem de
tiimor olusturucu bir ajan olan sentetik progestin) indiikledigi genotoksik etkiye karsi
calisilmistir. Antigenotoksik etkileri belirlemek amaciyla kromozom aberasyonu (CA)
ve kardes kromatid degisimi (SCE) testleri kullanilmistir. Her iki test sonucunda da
CPA’nin genotoksik hasarinda agik bir sekilde doza bagimli bir diislis gozlenmistir
(Siddigue ve ark. 2008).

Brezilyada antillserojenik, anajezik, erkek antifertilites, antiinflamatuar
ozelliklerinden dolayr geleneksel halk tibbinda yaygin bir sekilde kullanilan
Austroplenckia populnea bitkisinin kabuk kismindan elde edilen kloroform ekstraktinin
genotoksik etkileri ¢esitli test sistemleriyle arastirilmstir. Swiss farelerin periferal kan
hicreleri ve Wistar sicanlarin kemik iligi hiicreleri {izerinde in vivo comet testi
uygulanmistir. Test sonuclarina gore test edilen dozlarda periferal kan hiicrelerinde

DNA hasarmi indiiklemistir; fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli bir artis degildir.
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Mikronukleus ve kromozom aberasyonu testlerinde ise, Swiss farelerinin ve sigan
kemik iligi hiicrelerinin mikronukleuslu polikromatik eritrosit (MNPCE) sayilarinda ve
sigan kemik iligi hiicrelerindeki kromozom aberasyonu sayilarinda onemli bir artis
gbzlenmemistir. Dolayisiyla A. populnea kabuk ekstrakti test edilen hiicrelerde herhangi

bir genotoksik ve klastojenik etki gdstermemistir (Ribeiro ve ark. 2009).

Aloesin, Aloe spp. bitkisinin bir bilesenidir (chromone). Piirgatif (bagirsaklar bosaltici),
antiinflamatuar, antidiyabetik, antineoplastik, immiin sistem baskilayici, antioksidan,
serbest radikal siipiiriicii ve organ koruyucu 6zelliklerinin yaninda metabolik sendromlu
veya pre-diyabetik durumu olan insanlarda yararl etkileri oldugu gosterilmistir ve
fonksiyonel bir gida bileseni potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Bir ¢alismada, in
vitro ve in vivo testlerle aloesinin giivenilirligi degerlendirilmistir. Buna gore aloesin,
10.000 pg/plate’e kadar test edilen highir dozunda Salmonella typhimirium ve
Escherichia coli’de reverse mutasyonlar1 indiiklememis (Ames testi), benzer bir
bicimde 10.000 pg/ml’ye kadar test edilen konsantrasyonlarinin higbirinde Chinese
hamster akciger hiicreleriyle inkiibe edildiginde kromozom aberasyonu sikligini
arttirmamistir. In vivo ¢alismada ise, farelere ora yoldan iki gun Ust Uste verilen
aloesinin mikronukleuslu eritrosit sikliginda herhangi bir etkisinin olmadigi
gozlenmistir. Bu c¢alismalarin  sonucglar1 aloesinin  genotoksik  potansiyelinin

bulunmadigini kanitlamistir (Lynch ve ark. 2011).

Besin ve kozmetik endiistrisinde ticareti yapilan, halk tibbinda antihipertansif,
antinosiseptif, anksiyolitik, antipsikotik ve antioksidan etkilerinden dolay:1 intestinal
hastaliklarin, hipertansif kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan Alpinia
zerumbet’ in esansiyel yaginin genetik toksisitesinin kiiltiire edilmis insan 16kositlerinde
calismalar1 yapilmistir. Bunun icin in vitro comet, kromozom aberasyonu testleri ve in
vivo comet ve mikronukleus testleri uygulanmistir. Tiim testlerde elde edilen sonuglar
Alpinia zerumbet’in insan l16kositlerinde ve fare kemik iliginde herhangi bir genotoksik

etki olusturmadigini gostermistir (Cavalcanti ve ark. 2012).
Sabun, dis macunu, sampuan, deodorant ve gargara gibi pek c¢ok farkli {iriiniin

igeriginde bulunan, Thymus vulgaris ve Thymbra spicata tiirlerinin esansiyel yaglarinin

temel bileseni olan timoliin; bronsit ve akciger rahatsizliklarini rahatlatici, diiz kaslari
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rahatlatici, sindirime yardimci, menstrual kramplar1 azaltic1 ve solunum rahatsizliklarini
azaltic1 etkileri bilinmektedir. Timoltn genotoksik etkileri insan perifera lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi (SCE), kromozom aberasyonu (CA) ve mikronukleus (MN)
testlerinde incelenmistir. Ayn1 zamanda sitotoksik etkilerini belirlemek i¢in de niikleer
bolinme indeks (NDI), replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MIl) de
hesaplanmistir. Yapilan calismalarin sonucunda su bulgular elde edilmistir: Timol,
diisiik konsantrasyonlarda bile SCE frekansin1 onemli Olgiide arttirmis ve tiim
konsantrasyonlarinda hem yapisal kromozom aberasyonlarini indiiklemis hem de MN
frekansin1 arttirmustir. Iki uygulama periyodunda (24. ve 48. saat) doza bagimli olarak
NDI'y1 azaltmigtir. 24 saatlik uygulamada RI’y1 istatistiksel olarak anlamsiz bir sekilde
azaltmis ve en yiiksek konsantrasyonda MI’y1 da azaltmistir (Biiyiikleyla ve
Rencuzogullar1 2009).

Meksika halk tibbinda mental hastaliklarin tedavisinde yatistirici ve sakinlestirici amacl
olarak yaygin bir sekilde kullanilan Galphimia glauca bitkisinin ti¢ farkli ekstraktinin
(akoz, etanolik ve metanolik) genotoksik etkileri in vitro ve in vivo modellerde
incelenmistir. Kardes kromatid degisimi (SCE) ,in vitro, testi uygulanan insan perifera
lenfositlerinde Galphimia glauca’nin  tiim  ekstraktlarinin  test edilen higbir
konsantrasyonunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda genotoksik etki gostermedigi
kanmitlanmistir. Yine aynmi sekilde, lenfositlere uygulanan mikronukleus (MN) testi
sonuclarina goére; tiim ekstraktlarin  higbir konsantrasyonunun lenfositlerdeki
mikronukleuslu hiicre frekansini kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttirmadigi

gosterilmistir (Aguilar-Santamari ve ark. 2007).

Chenopodium ambrosioides, Latin Amerika halk tibbinda kullanilan antihelmintik bir
baharattir. Bu baharatin akéz ekstrakti insan lenfosit kiiltiirlerine bitkinin
genotoksisitesini belirlemek amaciyla eklenmistir. Sonuglar kromozom aberasyonu
(CA), kardes kromatid degisimi (SCE) ve mitotik indeks (MI) parametrelerine gore
degerlendirilmistir. Testler sonucunda bitki ekstraktinin test edilen tiim dozlarinin
kontrol grubuna gore kromozom aberasyonlu hiicre ortalamasinda ve SCE frekansinda
bir artis, mitotik indekste ise bir azalis meydana getirdigini gostermistir. Bitkinin,
icerigindeki farkli aktif maddelerden dolayr muhtemel bir genotoksik etkisinin oldugu
kanitlanmistir (Gadano ve ark. 2002).
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Hemidesmus indicus, ciizzam, 16koderma (ak deri), vajinal akinti, sifiliz, romatizma,
astim ve bronsit tedavileri i¢in Ayurveda (eski Hindu hekimlik ve uzun yasam sanati)
tibbinda yaygin bir bicimde kullanilmakta olan bir bitkidir. Ayn1 zamanda yine halk
tibbinda yilan 1sirmasina karsi kan temizleyici olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir
caligmada, bitkinin kokiinden elde edilen etanolik ekstraktinin genotoksik ve
antigenotoksik potansiyeli kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde degerlendirilmistir.
Antigenotoksik etkinin degerlendirilmesi i¢in pozitif kontrol olarak mutajen bir ajan
olan cisplatin kullanilmistir. Yapilan testler sonucunda, diisiikk konsantrasyonlarda
kiiltiirlere eklenen bitki ekstraktinin, cisplatin ile indiiklenmis kardes kromatid
degisimleri (SCE), kromozom aberasyonlari (CA) ve mikronukleuslu biniikleat hiicre
frekanslarinda onemli bir azalis meydana getirdigi bulunmustur. Yiiksek dozlardaki
ekstrakt ise kromozom aberasyonu ortalamasinda anlamli bir artis meydana getirmistir.
Bununla birlikte ekstrakt, proliferatif indeksi (PRI), mitotik indeks ve sitokinez-blok
proliferatif indeksi de diistirmiistiir. Sonug olarak, Hemidesmus indicus kok ekstrakti
diisiik konsantrasyonlarda genoprotektif etkiye sahipken, yiksek dozlarda sitotoksik ve
genotoksiktir (Ananthi ve ark. 2010).

Yapilan bir ¢alismada, Meksika halk tibbinda bobrek hastaliklar1 ve tip II diyabet
tedavileri i¢in kullanilan Equisetum myriochaetum bitkisinin fitoterapotik ekstraktinin
genotoksisites in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve in vitro
mikronukleus testi (MN) ile arastirilmistir. Yapilan her iki testte de es zamanl negatif
kontrol (su ¢Ozgeni) serisi ile karsilastirilan ekstraktla muamele edilen seriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmamistir. Sonuglar géstermistir Ki; Equisetum
myriochaetum bitkisinin fitoterapotik ekstrakti test edilen deneysel kosullar altinda in

vivo ve in vitro ¢alismlarda genotoksik degildir (Tellez ve ark. 2007).

Sedatif ve anksiyolitik 6zelliklerinden dolayr halk tibbinda ve hatta ilag sanayinde
yaygin bir sekilde kullanilmakta olan Passiflora alata’nin genotoksik olup olmadig
Brezilya’da yapilan bir ¢alismada arastirilmistir. Bu amagla genotoksisite, fare periferal
kan ve kemik iligi hiicrelerinde mikronukleus testi (MN) ve fare periferal kan
16kositlerinde comet testi ile degerlendirilmistir. Comet testi sonucunda Passiflora

alata’nin akoz ekstraktinin gesitli konsantrasyonlar1 kontrol grubuna gore doza bagimli
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olarak artig gosteren DNA hasart meydana getirmis, MN testi sonucunda ise her iki
sistemde de doza bagimli olarak mikronukleuslu hiicre frekansinda artis belirlenmistir

(Boeirave ark. 2010).

Punica granatum (Nar) meyvesi, solunumsal hastaliklarin tedavisi igin etkili bir ilag
olarak Kiiba halk tibbinda uzun yillardir kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda bu meyvenin
akoz ve hidroalkolik ekstraktlarinin influenza viriisiine karsi yiiksek bir antiviral aktivite
gosterdigi de kanitlanmigtir. Yapilan ¢alismada Punica granatum’'un genotoksisites
ames, kardes kromatid degisimi (SCE), mikronukleus (MN) ve kromozom aberasyonu
(CA) testleri ile arastirilmis ve her bir test sisteminde bu meyvenin gentoksik 6zelliklere

sahip oldugu sonucuna ulasilmistir (Sanchez-Lamar ve ark. 2008).

2.3. Halk Tibbinda Hypericum’un Tedavi Amac¢h Kullamim ve Genotoksisite

Arastirmalari

Dunya da Afrika, Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa da tropik ve subtropik bolgelerde
yayilis gosteren (Sekil 2.3.1), 400 kadar tirle temsil edilen Clusiaceae
(Hypericaceae=Guittiferae) familyasina bagli Hypericum L. cinsinin Turkiye' de 84 turt
bulunmaktadir (Davis 1967, Davis ve ark. 1988, Guner ve ark. 2000). Y urdumuz

Hypericum tiirleri bakimindan 6nemli bir gen merkezidir (Tokur 1988).

Sekil 2.3.1. Hypericum tUrlerinin Diinya tizerindeki dagilimi (Robson 1977)
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Hypericum L. cinsine ait bitkiler genellikle kuru, kalkerli veya eski kalker tash
topraklarda, 1s1kli ormanlarda, ¢ayirlarda, bataklik ve sahillerde, kayalik yerlerde, yol
kenarlarinda, ekim yapilmayan tarlalarda ve 2000-2400 m yiksekliklerde yayilis
gostermektedir. Dunya da Afrika, Kuzey Amerika, Asya ve Avrupa da tropik ve
subtropik bolgelerde yayilis gdsteren bitkiler, Tiirkiye’de ise I¢ Anadolu, Dogu Anadolu
ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde daha ¢ok yayilis gostermelerine ragmen hemen

hemen her bolgede yayilis gostermektedirler (Karamanoglu 1974, Toker 2002).

Hypericum L. cinsi bitkileri ¢ok yillik, otsu veya ¢alimsi bitkilerdir. Kaliks 5 sepalli,
korolla 5 petalli ve genellikle sar1 renkli, kirmiz1 benekli ve kirmizi damarli, nadiren
nektaryum uzantilidir. Stamenler 5°’li demet halinde, petallerin {istiinde filamentler
tabanda birlesik, ender olarak steril haldeki demetlere rastlanir. Ovaryum 3-5 gozlu
veya kismen ya da tamamen bir gozlUdur, her iki plasentaya bagl iki veya ¢ok sayida
tohum taslagi bulunur, stilus 3-5 adet, serbest ve incedir. Meyve; septisit kapsil,
cogunlukla recine iceren salgi kanallar1 veya cepleri tasir, nadiren etli ve agilmayan

tiptedir (Davis 1965).

Cesitli Hypericum tirleri dinya g¢apinda farkli halk ilaglarinda ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en popiiler olan ve en ¢ok caligilan tiir
Dunya da genellikle *St. John's Wort’, Turkiye' de ise ‘Sar1 Kantaron' olarak bilinen
Hypericum perforatum'dur. Hypericum perforatum Ozellikle yaniklarin, cilt
yaralanmalarinin ve norolojik semptomlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop
1984). Birkag ¢alisma Sar1 kantaronun, depresyonun (Hunt ve ark. 2001, Werneke ve
ark. 2004) ve distiminin (kronik depresyon) (Rothblatt ve Ziment 2002) hayvan
davranis modelleri iizerinde test edilmesinin yaninda insanlar iizerinde antidepresan
ajan olarak etkisini de kanitlamistir. Bu dogal {iriin aym1 zamanda, vazodilatasyonu
indUklemekle birlikte hemoroid ve ¢iiriikkleri tedavi etmek igin halk tibbinda
kullanilmigtir (Hunt ve ark. 2001). Sari kantaron, immiinosupresantlar, oral
kontraseptivler, oral antikoagulantlar ve HIV proteaz inhibitorlerini kapsayan birkag
ilacin etkisini azaltir (Mannel 2004, Bobrov ve ark. 2007). Ayrica noronal uyarilabilirlik
tizerindeki farmakodinamik etkileri de rapor edilmistir (Neagoe ve ark. 2004). Son
gunlerde, deneysel bir modelde bir antiinflamatuar etki kanitlanmistir (Sosa ve ark.
2007).
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Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan Hypericum ekstraktinin temel bilesenlerinin
hiperisin, hiperforin ve fenoliklerin oldugu diistiniilmektedir (Conforti ve ark. 2007).

Hiperisinin (Sekil 2.3.2.), insan bagisiklik yetmezligi viriislerine dahil olan zarfli
viriislere kars1 antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Miskovsky 2002). Yine
son yillarda hiperisinin drog ve tibbi uygulamalarda multifonksiyonel bir ajan oldugu
kanitlanmigtir.  Son calismalar fotoaktif hiperisinin, antiviral, antiretroviral,
antineoplastik, fotodinamik ve fotodiagnostik etkilerini rapor etmislerdir (Miskovsky
2002). Giincel yaymlanmig bir kanit, fotoaktif hiperisinin hafif bir sekilde
fotogenotoksik oldugunu ileri siirmesine ragmen (Kersten ve ark. 1999); fotoaktif
olmayan hiperisinin potansiyel genotoksik velveya antigenotoksik etkilerine yetersiz
olarak dikkat cekilmistir (Miadokova ve ark. 2008). Ozellikle hiperisin benzeri
bilesikler olan naftodiandronlarin da ¢ok giiclii bir antiviral etkiye sahip olduklar
gOsterilmistir (Meruelo ve ark. 1988). Hiperisin yalmizca Hypericum tirlerinde
bulundugundan dolayr Hypericum cinsinin infrajenerik siniflandirmasinda da

kemotaksonomik olarak onemlidir (Kitanov 2001).

OH 0 OH

HO @O%‘@ CH,
" O‘@ -

OH 0 OH

Sekil 2.3.2. Hiperisin’in kimyasal yapisi (Agostinis 2002)

Hiperforinin (Sekil 2.3.3.) ise, antidepresan aktiviteden sorumlu olan temel bilesik
oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda hiperforinin, in vitro ve in vivo ¢alismalarda farkli
tiimor hiicre hatlarina kars1 antitimor etkisinin oldugu, hem murin hem de insan timor
hiicrelerinde apoptozisle iliskili sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmis ve metastatik
biiyiimeyi kontrol ettigi bulunmustur (Dona ve ark. 2004). Ayrica antiinflamatuar ve

antiangiogenic etkileri de mevcuttur (Donave ark. 2004).
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Sekil 2.3.3. Hiperforin’in kimyasal yapisi (Beerhues 2006)

Flavonoidler de Hypricum tirlerinde bulunan bir grup biyoaktif fenoliktir. Klinik
calismalardan elde edilen sonuclar flavonoidlerin, kardiyovaskiiler hastaliklari ve bazi
kanser turlerini onlemede rolii oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Ayrica hiperisin ve
hiperforinin, Hypericum ekstraktinin farmakolojik etkilerinden sorumlu olduklarinin
belirtilmesine ragmen; flavonoidlerin bunlarin antidepresan aktivitelerine dnemli bir

katki sagladig: bildirilmistir (Gastpar ve ark. 2005).

Ayrica Hypericum turleri ksantonlar (Gunatilaka ve ark. 1979), kromenil ketonlar
(Ishiguro ve ark. 1990), hiperforin ttrevleri (Trifunovic ve ark. 1998), floroglukinoller
(Ishuguro ve ark. 1998), n-akanlar (Brondz ve ark. 1983), naftodiantronlar (Kitanov
2001) ve esansiyal yaglar (Cakir ve ark. 2005) gibi ¢esitli bilesikler de igerirler.

Hypericum perforatum’un genis ¢apli arastirilip kanitlanmis ve bunun sonucunda
populer hale gelmis antidepresan aktivitesi, Hypericum tiirlerini ¢alismada genis ¢apl
etki yaratmistir (Ozmen ve ark. 2009). Bu tiirlerin halk tibbinda bu siklikta ve cesitli
amaglarla kullaniliyor olmasi bitkileri biyolojik aktiviteleri ve
genotoksisite/antigenotoksisite agisindan degerlendirmeye itmistir. Bu ¢alismalardan

bazilari su sekildedir:

Yapilan bir c¢alismada Tiirkiye’ye endemik olan H.adenotrichunun ikincil
metabolitleri; hiperforin, hiperisin, pseudohiperisin, klorojenik asit, rutin, hiperosit,

quersitrin, quersetin, kaempferol, apigenin-7-O-glukozid ve amentoflavonun ¢esitli
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seviyelerdeki konsantrasyonlari, hiperforin hari¢ olmak iizere, HPLC ile belirlenmistir

(Crrak ve ark. 2009).

Yapilan bir ¢alismada da Aydin — Karincali Dagi’ndan toplanan H. adenotrichum’ un
antikanser ozellikleri arastirilmis ve bu bitkinin etkili bir p53-bagimsiz antineoplastik

ozelliginin de oldugu gdsterilmistir (Ozmen ve ark. 2009).

H. olympicum ile yapilan bir g¢alismada bu bitkinin stamenlerinde hiperisin ve
pseudohiperisin bilesiklerinin yaklasik olarak esit miktarda bulunduklar1 belirlenmistir

(Kitanov 2001).

Giiney Bat1 Sirbistan, Rujan Dagi’ndan toplanan Hypericum olympicuny un esansiyel
yaginin igerigi ise bir baska ¢alismada belirlenmis, bu bilesiklerin (E)-anethole (% 30.7)
ve B-farnesene (% 12.4) oldugu gosterilmistir (Gudzic ve ark. 2001).

H. linarioides’in esansiyel yagi ve petrolyum eter, kloroform, aseton ve metanol
ekstraktlart 11 farkli zirai patojene (Fusarium acuminatum, Fusarium culmorum,
Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum, Fusarium sambucinum, Fusairum solani,
Rhizoctonia solani’nin ¢ anostomoz gurubu [AG-5, AG-9 ve AG-11], Alternaria
solani ve Verticillum albo-atrum) karsi antifungal aktivite agisindan test edilmistir.
Esansiyel yag, sadece AG-9 ve V.albo-atrum’a karsi1 antifungal aktivite gésterirken,
ekstraktlar A. solani, F. culmorum, F. equiseti ve R solani’nin tim anostomoz

gruplarina kars1 antifungal aktivite gostermistir (Cakir ve ark. 2005).

Antidepresan benzeri etki ve antinosiseptif etki gosteren H. polyanthemum'un siklo-
hekzan ekstraktinin (POL) toksisite gilivenlik profili 28 giinliik tekrarlayan dozlarda
farelere verilmistir. Buna gore, 450 ve 900 mg/kg dozlardaki POL farelerdeki vicut
agirhigit kazanimimi etkilemis, biyokimyasal, hematolojik ve karaciger histolojik
degisiklilerini indiiklemistir. 90 mg/kg dozda ise herhangi bir toksik etki
gostermemistir. Sonug¢ olarak, H. polyanthemum OECD akut toksisite parametrelerine
gore giivenli olarak (kategori 5) smiflandirilabilir. Bununla birlikte, yiiksek dozda
POL’un tekrarli muamelesinden sonra gozlenen degisimler, potansiyel H.
polyanthemum toksisitesinde karacigerin hedef organ olabilme olasiligini da ileri
stirmiistiir (Betti 2012).
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Yunanistan’da yapilan bir ¢caligmada H. perforatumun ham akdz ekstraktinin antifaj
aktivites, antiviral ve antineoplastik aktivetelerinin belirlenmesinde ilk sirada kullanilan
6 bakteriyofgja (T1, T2, T4, T7, MS2 ve $X174) kars1 ¢alisilmistir. H. perforatum tim
T kolifajlarina kars1 antifaj etkisi gostermistir (Delitheos ve ark. 1997).

Andjezik ve antidepresif etkileri nedeniyle Brezilya’da halk tibbinda kullanilan
H.brasiliense ekstraktinin muhtemel klastojenik etkisi Wistar si¢anlarin kemik iligi
hicrelerinde in vivo test edilmis ve H.brasiliense ekstraktinin ¢aligilan test sistemlerinde
MN ve kromozom aberasyonlart (CA) miktarlarini istatistiki olarak dnemli Olcilide

indiikledigi bildirilmistir (Esposito ve ark. 2005).

Halk tibbinda cogunlukla antidepresan, anksiyete, antiviral, yara iyilestirici ve
antimikrobiyal aktivitelerinden dolayr kullanilan Hypericum perforatum L. etanol
ekstraktinin sitogenetik etkisi kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde calisilmis, bu bitki
ekstraktinin kromozomal aberasyonlar1 (CA) ve anormal metafaz frekansini arttirdig

bulunmustur (Saadat 2006).

Psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde besin takviyesi olarak kullanilan, igerigi
Hypericum perforatum (Sar1 kantaron), Rosmarinus officinalis (Biberiye) ve Spirulina
(Filamentoz siyanobakteri) karisimindan medyana gelen St. John's Wort takviye edici
gida maddesinin (SJWS) genotoksik/antigenotoksik aktivitesi arastirilmistir. Bunun igin
in vivo olarak mikronikleus (MN) ve kromozom aberasyonu testleri (CA) testleri
gerceklestirilmistir. (SJWS) doza bagimli olarak, femoradaki polikromatik eritrositlerde
MN frekansini arttirmis ve fare testisi kromozomlarinda aberasyonlara neden olmustur.
Rosmarinus officinalis (Biberiye) ve Spirulina (Filamentoz siyanobakteri) bu karisimda
¢ok az miktarda bulunmasi ve karisimin ¢ok biiyiik bir kismmi Hypericum perforatum
(Sar1  kantaron) olusturmasindan dolayr bu genotoksik etkinin Hypericum
perforatum’ dan kaynaklandig: diisiiniilmiistiir (Aleisa 2008).

Yapilan  bir  ¢alismada  Hypericum  perforatum’un  akoéz  ekstraktinin
genotoksik/antigenotoksik etkisi in vitro (HGPRT - hypoxanthine guanidine
phosphoribosyl transferase testi, UDS - unscheduled DNA synthesis testi ve hiicre
transformasyonu testi)ve in vivo (fare spot testi ve kromozom aberasyonu (CA) )test
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sistemlerinde arastirilmig ve bu bitki ekstraktinin herhangi bir mutajenik potansiyelinin

olmadig1 bulunmustur (Okpanyi ve ark. 1990).

Fotoaktif olmayan hiperisinin potansiyel genotoksisite ve antigenotoksisitesi bes deney
modelinde arastirtlmistir. Hiperisin, metabolik ativite ile veya metabolik aktivitesiz
Ames testinde mutajenik degildir. 9-aminoacridin tarafindan indiiklenen mutajeniteye
kars1 koruyucu bir etki gostermez. Maya (Sacchharomyces cerevisae) deneyinde
hiperisin, ade; lokusundaki mitotik krosoverlar ve toplam aberasyonlarin frekansini, trps
lokusundaki konvertantlarin sayisint ve ilv; lokusundaki revertantlarin sayisini
arttirmamustir.  4-nitroquinoline-1-oxide’'li  kombine bir uygulamada, en yiUksek
konsantrasyonu kullanildiginda ilv; lokusundaki revertantlarin sayisini 6nemli bir
sekilde arttirmistir. Hiperisin, Chlamydomonas reinhartdii alginde mutajenik degildir.
Bununla birlikte hiperisin, iic memeli hiicre hatti kullanilan kromozom aberasyonu
testinde yapisal kromozom aberasyonlarinin frekansini degistirmemistir (Miadokova ve

ark. 2010).

Fotosensitizer hiperisinin, iki farkli bag ve boyun skuamoz hiicre karsinomasi (HNSCC)
hiicre hatlar1 tizerinde genotoksik etkisi comet yontemiyle karanlikta calisilmistir.
Hiperisinin test edilen tiim dozlarinda genotoksik oldugu bulunmustur (Gyenge ve ark.

2012).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Hypericum tirleri ise Kuzeydogu Turkiye' ye endemik
olan H.adenotrichum ve genellikle Gilineydogu Avrupa’da yayilis gosteren
H.olympicum subsp. olympicum’ dur.

H.adenotrichum, Kuzeydogu Tiirkiye’ye endemik, kuru otlaklar ve taglik alanlarda
yetisen otsu, ¢ok yillik yabani bir bitkidir. Govdesi 7-32 cm uzunlugunda, dik veya
egik, bazen yere doniiktiir. Yapraklar 7-16 mm uzunlugunda, oblong veya lineare yakin
oblanceolattir. Sar1 ¢igekleri, tipki yapraklar1 gibi ¢ok sayida ve kismen siyah noktalidir.

Kapsilleri 7-10 mm uzunlugunda ve ovoid seklindedir (Sekil 2.3.4., Davis 1988).
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Sekil 2.3.4. Hypericum adenotrichum’ un genel goriiniisii

H.olympicum subsp. olympicumise, yayilici, kiimeler halinde bulunan, kiigiik, gri-yesil
yaprakli ve yazin fincan sekilli, yazdan sonra parlak turuncu-kirmizi renkli tanelere
dontisen sar1 ¢icekleri olan ciice bir calidir. Genellikle asidik, sert toprakli tagh

yiizeylerde yetisir (Sekil 2.3.5, Davis 1988).

Sekil 2.3.5. Hypericum olympicum subsp. ol ympicum’ un genel goriintisii
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismada, halk tibbinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan Hypericum cinsine
ait Hypericum adeneotrichum ve Hypericum olympicum subsp. olympicum turlerinin
ayri ayrt cicek, govde ve govdetcicek kisimlarindan elde edilen metanolik
ekstraktlarinin olasi genotoksik/antigenotoksik etkileri dort tekrarli olarak insan lenfosit
kiltarlerinde (saglikli ve sigara igmeyen 2 erkek, 2 bayan) Kromozom Aberasyonu
(CA), Kardes Kromatit Degisimi (SCE), Mikronukleus (MN) ve Komet Testleri ile

arastirildi.

Ayrica, Ingiltere ‘de York Universitesi'nde her iki bitki tiriinin de govde ve cigek
kisimlarinin, GCXGC-TOF/MS metodu ile igerik analizleri yapildi.

3.1. Calismada Kullanilan Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan Hypericum adneotrichum ve Hypericum olympicum subsp.
olympicum tiirleri 2010 yilinin Haziran ayinda Bursa-Uludag’da yapilan arazi ¢alismasi
ile toplandi. Bitki ornekleri Bursa ili, Uludag Kirkpinar bdlgesinden 1830-1860 m’ den,
Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolmu Ekoloji Anabilim Dali
ogretim iiyesi Prof. Dr. Giircan GULERYUZ tarafindan teshis edildikten sonra toplandi.
Toplanan bitkiler yabanci otlardan ve koklerinden ayiklandiktan sonra 3 partiye ayrildi

(Sekil 3.1.1, Sekil 3.1.2, Sekil 3.1.3 ve Sekil 3.1.4.)

1. Parti: Govde+Cicek
2. Parti: Cigek
3. Parti: Govde

Bitkiler partilere ayrildiktan sonra golgede yaklasik 1 hafta boyunca kurutuldu. Her bir
parti toz haline getirildi.
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Sekil 3.1.1. Hypericum adenotrichum’un gévde+gicek kismi

Sekil 3.1.2. Hypericum adenotrichum’un ¢i¢ek kismi
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Sekil 3.1.3. Hypericum olympicum’un gévde+gicek kismi

Sekil 3.1.4. Hypericum olympicum’un gicek kismi
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3.2. Hypericum adenotrichum ve Hypericum olympicum Tiirlerinin I¢erik Analizi

Her iki tiiriin de gévde ve cicek kisimlariin ayr1 ayr igerik analizi, Ingiltere’de York

Universites’ nde GCXGC-TOF/MS metoduna gore yapild.
3.3. Ekstraksiyon

Her iki bitkinin farkli kisimlarindan (¢igek, govde ve govde+¢icek) 30 g tartilarak 150
ml MeOH ile Soxhlet ekstraktoriinde, 1sitict metanoliin kaynama noktasina kadar
1sinmasini saglayacak sekilde ayarlanarak, ekstraksiyon islemleri yapildi (her biri igin

24 saat).
3.4. Evaporasyon

Elde edilen ekstraksiyonlarin ¢oziiciileri (MeOH) evaporator cihazinda 50 °C’deki su
banyosunda vakum altinda ekstrakte maddelerden tamamen uzaklastirildi (25-30
dakika). Ekstraktlar -80°C’ de muhafaza edildiler.

3.5. Liyofilizasyon

Donmus haldeki ekstraktlar kuru hale getirilmek iizere vakum altinda, uygun kosullarda
ve sicakliklarda liyofilize edildiler (41-42 saat). Elde edilen kuru haldeki ekstraktlar
deneylerde test edilen maddeler olarak kullanilmak iizere hazir hale getirildiler ve

-20°C’ de muhafaza edildiler.
3.6. Kultdr Ortamlarimin Hazirlanmasi

Lenfositler icin % 10 RPMI 1640 Medium (10X, Sigma), % 2 L-Glutamine (Sigma), %
20 Feta Calf Serum (FBS, Biochrom AG), 100 IU/ml penicilinle — 100 pg/mi
streptomycine (Biological Industries) ve lenfositlerin mitoza tesvik edilmesi i¢in de %
2,5 fitohemaglutinin (PHA-L Biochrom AG) iceren, steril sartlarda hazirlanan 5 ml’lik
kiiltirler olusturuldu. Kiiltiirler, pH’lar1 6,8 — 7,2 olacak sekilde hazirlandi ve -25°C’ de
muhafaza edildi.
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3.7. Doz Segimi

Pozitif Kontrol

Pozitif kontrol igin Etil metan sulfonat (EMS; Sigma, M0880), 1250 pg/ml tek dozda
distile su ile sulandirilarak her bir test yontemi (Kromozom Aberasyonu, Kardes
Kromatit Degisimi, Mikroniikleus ve Komet Testleri) i¢in 4 farkli bireyin lenfosit

kiltdrlerine (2 erkek, 2 bayan) uygulandi.
Hypericum adenotrichum Ekstraklari

Hypericum adenotrichum ekstraktlarinin su, metanol, etanol ve dimethylsulfoxide'te
(DMSO) c¢ozinlp ¢cozinmedikleri denendi ve en uygun ¢oziiciiniin DMSO olduguna

karar verilerek, uygun DM SO konsantrasyonu belirlendi.

Hypericum adenotrichum ekstraktlarinin doz se¢imi amaciyla doz belirleme deneyleri
yapildi. 25, 125, 250, 500, 625, 1000, 1250 ve 1875 pg/ml’lik dozlar kultir tiplerine
ilave edildi. Yiiksek dozlarda goriilen diisiik mitotik indeks, yuksek oranda kromozom
yap1 aberasyonlar1 nedeniyle 125, 250 ve 500 pg/mi’lik dozlar ikiser tekrarli olarak

denendikten sonra ¢alisma dozu olarak belirlendi.
Hypericum olympicum Ekstraklari

Hypericum olympicum ekstraktlarinin su, metanol, etanol ve dimethylsulfoxide'te
(DMSO) ¢ozinup ¢ozinmedikleri denendi ve en uygun ¢oziiciinin DMSO olduguna
karar verilerek, uygun DM SO konsantrasyonu belirlendi.

Hypericum olympicum ekstraktlari ile gergeklestirilen doz belirleme ¢aligmalarinda 50,
125, 250, 500, 625, 750, 1000, 1250, 1500 ve 1750 pg/ml’lik dozlar kdltir tiplerine
verildi. Yiiksek dozlarda goriilen diisiik mitotik indeks, yiiksek oranda kromozom yap1
aberasyonlari nedeniyle 250, 500 ve 750 pg/ml’lik dozlar ikiser tekrarli olarak

denendikten sonra ¢aligma dozu olarak belirlendi.
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Cozicu Kontrol

Cozicl kontrol olarak bitki ekstraktlarinin en uygun sekilde ¢oziindigi DMSO
kullanildi. Oncelikle 0.025 g kuru bitki ekstrakt1 tartildi. Daha sonra cesitli
denemelerden sonra her iki bitkinin farkli kisimlarini ¢ézecek minumum DMSO

yuzdeleri belirlendi:

- Hypericum adenotrichum govde+gigek ekstrakti: % 10 DMSO
-Hypericum adenotrichum ¢icek ekstrakti: % 50 DMSO
-Hypericum adenotrichum gévde ekstrakti: % 10 DMSO
-Hypericum olympicum govdetgicek ekstrakti: % 50 DMSO
-Hypericum olympicum gigek ekstrakti: % 10 DMSO
-Hypericum olympicum govde ekstrakti: % 50 DMSO

3.8. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Kan ornekleri 4 (2 erkek ve 2 bayan) goniillii, saglikli, 20-30 yas arasi, sigara ve alkol
kullanmayan bireylerden alindi. Her bir kisiden alinan kan oOrnekleri her bir bitki
ekstraktinin dozlar1 i¢in kontrol, pozitif kontrol (EMS) ve ¢6zlcu kontrol (DMSO)
kiiltlirleriyle birlikte Kromozom Aberasyonu, Kardes Kromatit Degisimi, Mikrontikleus

ve Komet Testleri ile analiz edildi.
3.9. Genotoksisite Calismalari
3.9.1. Lenfosit Kultur i Kromozom Aberasyonu Testi

Calismamizda her bir bitki ekstrakti i¢in 4 kisilik deney gruplar1 (2 erkek, 2 bayan)
olusturuldu. Deney gruplarindaki bireyler 20-30 yas arasi saglikli, sigara ve alkol
igmeyen bireylerden secildi. Her bir kisiden alinan kan Ornekleri her bir ekstraktin
segilen dozlar1 igin pozitif kontrol (EMS), negatif kontrol ve ¢6zlcl kontrol
kiltarleriyle birlikte 4 tekrarli olarak kromozom aberasyon analizi ile test edildi. Her bir
bireyden aliman 0,5 ml’lik tam kan ornekleri 37 °C ’ye getirilmis kiiltiir ortamlarina
katildi1 ve 37°C 'de 72 saat inkibe edildi. Pozitif kontrol ile ¢ozicl kontroliin belirlenen
dozlar1, Hypericum adenotorichum’un govde, ¢igek ve govdetgigek ekstraktlarinin 125,

250, 500 pg/ml olarak segilen dozlari, Hypericum olympicum'un govde, cicek ve
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govdetcicek ekstraktlarinin ise 250, 500 ve 750 pg/ml olarak secilen dozlari kiiltiir
ortamina harvestten 24 saat Once katildi. Harvestten 1-1,5 saat 6nce mitoz geciren
hiicreleri metafaz sathasinda durdurmak i¢in final konsantrasyonu 5 p/ml olacak sekilde
Colsemid ilave edildi. Biitiin bu islemler steril kosullarda yapildi. 72 saatin sonunda
lenfosit hiicrelerini elde etmek amaciyla kiiltiirler 10 dakika 3500 rpm’'de santrifj
edildi. Siipernatan atilarak ¢6ken hiicre kisimlar1 10 dakika 37°C 'de 0.075 M KCL ile
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tekrar 10 dakika 3500 rpm’'de santrifij
edilerek lenfositler c¢okertildi. Elde edilen lenfosit hiicreleri 3:1 oraninda (metanol:
glasiyel asetik asit) taze hazirlanmig fiksatif ile biraz mekanik etki yardimiyla fiske
edildi. Fiksasyon 3 kez tekrarland1 ve her seferinde santrifiij islemi uygulandi (10
dakika — 3500 rpm). Son fiksasyondan sonra elde edilen lenfositler yine bir miktar
fiksatif ile seyreltilerek alkolde temizlenmis ve -25°C ’de bekletilmis lamlar {izerine

yuksekten damlatma metodu ile yayildi ve havada kurutuldu.

Kurutulan preperatlar fosfat bufferla hazirlanmis % 5’'lik Giemsa solusyonu (pH 6,8) ile
15 dakika boyandi. Preperatlar siire sonunda distile suyla durulanarak havada kurutuldu
ve serin bir yerde muhafaza edildi (Landi ve ark. 2000, Rodriguez-Mercado ve ark.
2003, Nigro ve ark. 2003).

Preperatlarin degerlendirilmesi Olympus marka 151k mikroskobu ile 100X objektifle
gerceklestirildi. Her bir ekstraktin her bir dozu ve pozitif, negatif ve ¢oziicii kontroller
icin 4 tekrarl olarak yapilan kiiltiirlerden edilen preperatlarin analizinde, iyi dagilmis 50
metafaz figiirii secilerek sayisal ve yapisal kromozom aberasyonlar1 degerlendirilerek
tanimlandi. Yapisal kromozom aberasyonu olarak kromozom ve kromatid tipte gap,
kromozom ve kromatid tipte kirik, disentrik kromozom olusumu, despiralize kromozom
ve metafaz figilirleri, rearanjman olusumu (exchange figiirler), pulverize metafazlar
degerlendirmeye alinirken nimerik aberasyon olarak kromozom takiminda eksik ve
fazla olan kromozom sayilar1 degerlendirildi. Toplam aberasyon oranlari gap ve
pulverizasyon oranlar1 dahil edilerek ve edilmeden ayr1 ayr1 hesaplandi. Yaklasik 1000
hiicre sayild1 ve %o Mitotik Indeks (%o MI) asagidaki formiille belirlendi (Landi ve
ark. 2000, Nigro ve ark. 2003):

%o Mitotik indeks = Béliinen Hiicre / Toplam Hiicre X 100
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3.9.2. Lenfosit Kiiltiirii Kardes Kromatid Degisimi (SCE) Testi

Calismada her bir bitki ekstrakti icin kromozom aberasyon testi yapilan 4 kisilik deney
gruplarina SCE testi uygulandi. Her bir kisiden alinan kan 6rnekleri her bir ekstraktin
secilen dozlar1 i¢in kontrol kiiltiirleriyle birlikte 4 tekrarli olarak kardes kromatid
degisimi (SCE) andlizi ile test edildi. Her bir bireyden alinan 0,5 ml’lik tam kan
ornekleri 37 °C ’ye getirilmis kiiltlir ortamlarina katildi1 ve karanlik ortamda, 37°C "de
72 saat inkibe edildi. Harvestten 48 saat 6nce kiltUrlere final konsantrasyonu 50 uM
olacak sekilde 5-BrdU katildi. 1250 p/ml pozitif kontrol (EMYS) ile ¢bzlicli kontrolin
belirlenen dozlari, Hypericum adenotorichum'un govde, cicek ve govdetcicek
ekstraktlarmin 125, 250, 500 pg/ml olarak segilen dozlari, Hypericum olympicum un
govde, cigcek ve govdetcgicek ekstraktlarinin ise 250, 500 ve 750 pg/ml olarak secilen
dozlar kiiltiir ortamina harvestten 24 saat dnce katildi. Harvestten yine 1-1,5 saat Once
kolsemid ilavesiyle hiicreler metafaz sathasinda bloke edildi. Kiiltiirlere karanlik
ortamda rutin harvest yontemi uygulanarak islem sonunda hiicreler alkolde temizlendi
ve -25°C ’de bekletilmis lamlar lizerine yiiksekten damlatma metodu ile yayilarak ve

havada kurutul du.

Kurutulan preperatlar final konsantrasyonu 0,5 p/ml olacak sekilde PBS’de hazirlanmis
(Fosfat Buffer Saline) fluoresan Ozellikteki Hoechst 33258 boyasinda 10 dakika
karanlik ortamda bekletildi. Siire sonunda lamlar PBS ile durulanarak lam tizerindeki
hiicreler 45 dakika stiresince 30-50 cm mesafeden bir UV 151k kaynagindan UV 1518a
maruz birakildi. Siire sonunda preperatlar karanlik bir yerde bir gece siireyle muhafaza
edildi.

Bir gece bekletilen lamlar 15 dakika 60-65 °C "de 2xSSC ile muamele edildikten sonra
distile su ile durulandi. Daha sonra yine fosfat bufferda hazirlanmis % 5'lik Giemsa
solusyonunda (pH 6,8) 25 dakika siireyle karanlikta boyandi (Fluoresans Plus Giemsa
Metod, FPG) (Dean ve Danford 1984, Wolf ve ark. 1999, Landi ve ark. 2000, Biri ve
ark. 2002, Mahata ve ark. 2003, Bozkurt ve ark. 2003).
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Boyanan preperatlar distile su ile durulanip havada kurutulup serin ve karanlik bir yerde
muhafaza edildi. SCE preperatlarinin degerlendirilmesi, fluoresan boyanin &zelligini

kisa siirede kaybetmesinden dolay1r hemen yapildi.

Preperatlarin degerlendirilmesi Olympus marka 151k mikroskobu ile 100X objektifle
gergeklestirildi. Hazirlanan preperatlarda her bir ekstraktin her bir dozu, negatif, ¢oziicii
ve pozitif kontroller i¢in 4 tekrarl olarak yapilmis kiiltiirlerden elde edilen preperatlarda
iyi dagilmis ve ikinci mitozu gegiren, ikili boyanmis, 30 metafaz figurt belirlenerek
toplam SCE ve hiicre basina diisen SCE’ler belirlendi (Mahata ve ark. 2003, Bozkurt ve
ark. 2003). DNA replikasyonu Gzerindeki etkileri belirlemek amaciyla da Proliferatif
Indeks (PRI) (Proliferation Index = NDI) hesaplandi. Bunun i¢in incelemeler sirasinda
gozlenen birinci, ikinci ve Uglincli metafaz evresindeki hiicreler sayildi ve PRI su

formUle gore hesaplandt:
PRI = (1X|V| 1+2XM2+3XM3)/M 1+Mo+M3
3.9.3. Lenfosit Kultlr Mikrontkleus Testi

Calismada her bir bitki ekstrakti i¢cin kromozom aberasyon testi ve kardes kromatid
degisimi testi yapilan 4 kisilik deney gruplarina mikroniikleus testi uygulandi. Her bir
kisiden alinan kan 6rnekleri her bir ekstraktin segilen dozlar1 i¢in kontrol kiiltiirleriyle
birlikte 4 tekrarli olarak mikroniikleus analizi ile test edildi. Her bir bireyden alinan 0.5
ml’'lik tam kan Ornekleri 37 °C ’ye getirilmis kiiltiir ortamlarina katildi ve karanlik
ortamda, 37°C ’de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun 44. saatinde kiiltiirlere,
biniikleuslu hiicreler elde etme amaciyla hiicre boliinmesini sitokinez asamasinda
durduran final konsantrasyonu 3 pg/ml olan sitokalazin-B (Cyt-B) ilave edildi. 1250
p/ml pozitif kontrol (EMS) ile ¢oziicii kontroliin belirlenen dozlari, Hypericum
adenotorichum’un govde, ¢igek ve govdetgicek ekstraktlarmin 125, 250, 500 pg/mi
olarak secilen dozlari, Hypericum olympicum'un govde, cicek ve govdetcicek
ekstraktlarinin ise 250, 500 ve 750 pg/ml olarak segilen dozlari kiiltiir ortamina
harvestten 24 saat 6nce katildi. Bu islemlerin steril kosullarda yapilmasina dikkat edildi.
72 saatin sonunda lenfosit hiicrelerini elde etmek amaciyla kiiltiirler 8 dakika 800

rpm’de santrifiij edildi. Stipernatan atilarak ¢oken hiicre kisimlar1 +4°C ’deki 0.075 M
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KCL ile oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tekrar 8
dakika 800 rpm’ de santrifljj edilerek lenfositler ¢okertildi. Elde edilen lenfosit hiicreleri
5:1 oraninda (metanol: glasiyel asetik asit) taze hazirlanmis fiksatif ile fiske edildi.
Fiksasyon 3 kez tekrarland1 ve her seferinde santrifiij islemi uygulandi (8 dakika — 800
rpm). Son fiksasyondan sonra elde edilen lenfositler yine bir miktar fiksatif ile
seyreltilerek alkolde temizlenmis ve -25°C ’de bekletilmis lamlar iizerine yiiksekten

damlatma metodu ile yayild1 ve havada kurutuldu.

Kurutulan preperatlar yine fosfat bufferla hazirlanmis % 5'lik Giemsa solusyonu (pH
6,8) ile 15 dakika boyandi. Preperatlar siire sonunda distile suyla durulanarak havada
kurutuldu ve serin bir yerde muhafaza edildi (Rodriguez-Mercado ve ark. 2003, Nigro
ve ark. 2003, Landi ve ark. 2000).

Preperatlarin degerlendirilmesi Olympus marka 151k mikroskobu ile 40X objektifle
gergeklestirildi. Hazirlanan preperatlarda 2000 biniikleer (iki ntkleuslu) hiicre incelendi
ve bu biniikleer hiicreler igerisinden mikroniikleuslu olanlar saptandi. Ayrica ayni
preperatlarda 1000 tane hiicre sayildi, bu hiicreler arasindan bir, iki, ii¢ ve dort
niikleuslu olan hiicrelerin sayilar1 saptandi. Bu orandan yola ¢ikarak Nukleer B6llUnme
Indeksi (Nuclear Division Indeks = NDI) hesaplandi (Fenech 2000). Hesaplama
asagidaki formiile gore yapildi:

NDi = (1XN1+2XN2+3XN3+4XN4)/(N1+N2+N3+N4)
3.9.4. Lenfosit Kulturu Alkali Komet Testi

Calismada her bir bitki ekstrakti i¢in kromozom aberasyon testi, kardes kromatid testi
ve mikroniikleus testi yapilan 4 kisilik deney gruplarina komet testi uygulandi. Her bir
kisiden alinan kan Ornekleri her bir ekstraktin segilen dozlari i¢in kontrol kiiltiirleriyle
birlikte komet analizi ile test edildi. Her bir bireyden alinan 0.5 ml’lik tam kan 6rnekleri
37°C’ye getirilmis kiiltiir ortamlarina katildi ve karanlik ortamda, 37°C’'de 72 saat
inkdbe edildi. 1250 pg/ml pozitif kontrol (EMS) ile ¢oziicii kontroliin belirlenen dozlari,
Hypericum adenotorichum’un gévde, cicek ve govdetgigek ekstraktlariin 125, 250,
500 pg/ml olarak segilen dozlari, Hypericum olympicun’un goévde, cicek ve

govdeteicek ekstraktlrinin ise 250, 500 ve 750 pg/ml olarak segilen dozlart kiiltiir
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ortamma deneyden 24 saat Once katildi. Inkiibasyon sonunda Kkiiltiirlere lenfosit
izolasyonu yontemi uygulandi. Bunun i¢in kiiltiirler serum fizyolojik solusyonu ile
sulandirildi. Daha sonra kuru tiiplerde bir miktar fikol {lizerine serum fizyolojik ile
sulandirilmis kan ornekleri eklendi ve 15 dk 1500 rpm’de santrif(j edildi. SantrifQj
sonunda orta fazda toplanmis olan lenfositler baska kuru tiiplere alindi. Lenfositler
tekrar serum fizyolojik solusyonu ile karistirilarak 10 dk 1500 rpm’de santrifiij edildi.

Santriflj sonunda dipte toplanan lenfositler ile komet testi gergeklestirildi.

Alkali komet testi Singh ve ark. (1988)’in yontemine gore yapildi. Hiicre-agar karisim
tabakasimnin deney sirasinda lam {iizerinden kayip kaybolmasini engellemek amaciyla
daha piiriizli bir ylizey olusturmak i¢in lamlar 6nceden % 0.65'lik Normal Kaynama
Noktali (NMP) agar ile kaplandi. Elde edilen lenfositler 500 ul PBS ile seyreltildi. Bu
siispansiyondan 100 pl alinarak % 0.65°lik 250 pl Diisiik Kaynama Noktali (LMP) agar
(25-35 °C) ile karistirildi. Bu karisimdan alinan 100 pl 6rnek 6nceden hazirlanan NMP
agar kaplh lama yayildi ve bir lamel ile kapatilarak +4 °C’de 15 dk bekletilerek jelin

katilagmas1 saglandi.

Agar katilagmasindan sonra preperatlar iizerindeki lameller kaldirildi ve sale
igerisindeki soguk Lizis Soliisyonuna yerlestirildi. Daha sonra tekrar +4 °C’'ye
kaldirilarak 24 saat bekletildi. Lizis isleminden gegirilen preperatlar elektroforez tankina
yerlestirildi ve tank soguk Elektroforez Sollisyonu (Running Buffer) (pH:13) ile
dolduruldu. Preperatlar 15 dakika bu soltisyon icinde bekl etildi.

Unwinding (DNA sarmalinin agilmasi) islemi tamamlanan preperatlara ayni tank ve
soliisyon igerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi gerceklestirildi.

Elektroforez islemini takiben pH:13 degerinde soliisyon igeren tanktan ¢ikarilan
preperatlar pH ayarlamasini saglamak amaciyla nétrolizasyon islemine alindi. Bunun
icin preperatlar soguk Notralizasyon Tamponu igeren salelere alinmak iizere ndtralize
edildi. Notralizasyon isleminden sonra preperatlar soguk distile sudan gecirildi.
Kuruyan preperatlar Etidyum bromiir (2 pg/ml) ile boyandi ve iizerlerine lamel
kapatildiktan sonra Kameram 21 Kamera Atagmanli Floresans Mikroskobu altinda

incelendi.
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Preperatlar Komet yazilim programi (Kameram 21, Mikrosistem) ile degerlendirildi.
Degerlendirmede Komet alani, Komet uzunlugu, Komet yogunlugu, kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA, kuyruk moment uzunlugu, olive moment uzunlugu, kafa % DNA,

genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesi verilerinden yararlanildi.
Genetik Hasar Indeksi (GHI) su formiile gére hesapland: (Singh ve ark. 1988):

GHI=(1*XTip1)+(2*LTip2)+(3*=Tip3)+(4*XTip4)/(STip0+XTip1+XTip2+XTip3+
>Tip4)

Hasarli Hiicre Yiizdesi Formiilii (Singh ve ark. 1988):

% Hasarli Hiicre= ZTip2+ZTip3+XTip4

3.10. istatistiki Degerlendirme

Kromozom Aberasyonu (CA), Kardes Kromatid Degisimi (SCE), Mikronukleus (MN)
ve Komet testlerinden elde edilen verilerin istatistiki degerlendirmesi tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ile yapildi, fark gruplar1 Tukey HSD testi ile p<0,05 anlamlilik
diizeyinde belirlendi. Istatistiki analizler SPSS 20.00 paket bilgisayar programinda
yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hypericum adenotrichum ve Hypericum olympicum Tiirlerinin icerik Analiz

Sonuglari

Cizelge 4.1.1. Hypericum adenotrichum tirtiniin icerik analizi bulgulari

% Alan®

Bilesik® RI®  Cicek Govde
Acetic acid 600  0.15 ¢
Butanoic acid 763 0.12 0.11
Propanoic acid, 2-methyl- 763 0.24 0.85
2,3-Butanediol 785 0.04 0.20
Methyl pyrazine 819 0.04 0.09
Furfural 828 0.68 3.06
Butanoic acid, 2-methyl- 832 0.21 0.22
2-Hexenal 846 1.19
2-Furanmethanol 866 0.45 1.95
2(5H)-Furanone 871 0.40 1.58
Heptanal 901 0.20 0.76
Pyrazine, 2,5-dimethyl- 908 0.05 0.12
Ethanone, 1-(2-furanyl)- 910 0.18 0.54
Pentanoic acid 911 0.26 0.68
2-Furancarboxal dehyde, 5-methyl- 942 0.25 1.04
2(5H)-Furanone, 5,5-dimethyl- 951 0.74 0.40
Benzaldehyde 952 0.04 0.18
Hexanoic acid 967 191 3.54
Phenol 980 0.14 0.45
2(5H)-Furanone, 3-methyl- 983 0.04 0.18
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5-Hepten-2-one, 6-methyl-
2-Octanone

Furan, 2-pentyl-

Pyrazine, 2-ethyl-3-methyl-

2,4-Heptadienal

Benzyl Alcohol
Hexanoic acid, 2-ethyl-
1-Hexanoal, 2-ethyl-
2-Acetylpyridine
Benzeneaceta dehyde
Butyl 3-methylbutanoate
Acetophenone
Heptanoic acid
2-Nonanone

Undecane

Nonanal

Phenylethyl Alcohol
Maltol

2(3H)-Furanone, dihydro-5-propyl-

2(3H)-Furanone, ethyl-4-
hydroxymethy!-

Furaneol
Octanoic Acid
Mélilota
2-Decanone
1,2-Benzenediol
Decanal

2-Phenoxyethanol

985

988

992

1001
1005
1026
1027
1032
1035
1036
1047
1059
1083
1087
1100
1100
1106
1106
1130

1139
1139
1167
1181
1190
1197
1204
1245
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0.44
0.17

0.04
0.12

0.08
0.17
0.38
0.57
0.16
0.66
0.11
0.21
0.57
0.04
0.05
0.11

0.17
0.28
1.23
0.06

0.05
0.26
0.06

0.30
0.28
0.10
0.07
0.13
0.38
0.18

0.46
147
0.76
0.09
1.15
0.12
0.31
0.73
0.13
0.28
0.26

0.16
0.56
1.79
0.08
0.19
0.27
0.33
0.10



Nonanoic acid

Indanone

Thymol

Indole

2-Undecanone
Butyrolactone
2-Methoxy-4-vinylphenol
a-Cubebene

n-Decanoic acid
a-Ylangene

Tetradecane
B-Gurjunene

Diisobutyl phthalate
2-Propen-1-ol
a-Neoclovene
B-Farnesene

Germacrene D

B-lonone

2-Tridecanone

Butylated Hydroxytoluene
Calamenene
a-Muurolene
(1-Butylhexyl)-benzene
Dodecanoic acid
(1-Ethyloctyl)-benzene
(-)-Spathulenal

| soaromadendrene epoxide

Caryophyllene oxide

1267
1273
1289
1290
1293
1299
1313
1345
1364
1373
1400
1431
1442
1448
1454
1458
1484
1485
1495
1514
1523
1524
1526
1565
1570
1577
1579
1582
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1.42

0.11
0.02
0.51
0.52
0.17
0.90
0.50
0.29
0.34
0.23
0.96
9.60
0.42
0.18
2.89
0.07
0.36
0.34
0.57
5.68

0.17
2.63
1.39
0.53

1.56
0.10
0.13
0.03
0.49
117
0.17
0.69
0.61

0.46

0.92
4.69

1.27
1.76
0.23

0.33
281
0.07
0.51
0.42
1.90

0.64



Diethyl Phthalate
Hexadecane

Ledol
(1-Methylnonyl)-benzene
8-Hydroxylinal ool
Benzophenone
(1-Pentylhexyl)-benzene
o-Cadinol
Aromadendrene oxide-(2)
Cubenol
(1-Propyloctyl)-benzene
a-Cadinol

Methyl dihydrojasmonate
(1-Ethylnonyl)-benzene
Hexadecane, 3-methyl-
Pantol actone
1-Heptadecene
B-Farnesol

Heptadecane
(1-Methyldecyl)-benzene
Tetradecanoic acid
(1-Pentylheptyl)-benzene
2,6-Diisopropylnaphthalene
(1-Propylnonyl)-benzene
D-longifolene

Azulol

Z-10-Pentadecenol

Octadecane

1590
1600
1602
1605
1619
1626
1635
1636
1639
1645
1648
1652
1666
1669
1673
1685
1695
1696
1700
1706
1720
1728
1728
1744
1760
1772
1772
1800
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0.56
1.01
0.99
0.23

0.07
0.18

4.70
0.71
0.31
1.01

0.25
0.31
0.04
0.42
1.51
214
0.31

0.35
1.87
0.61
112
0.22
1.45

0.31
0.23

0.23
0.43
0.09
0.19
1.14
0.34

0.29

0.34
0.20
0.14
0.04

1.36
0.25
0.46
0.37
2.60
0.44
0.24
0.16
1.67
1.67



3-Octadecyne 1890 2.37

Ledene oxide-(11) 1890 4.13 4.17
Hexadecanoic acid, methyl ester 1912 0.43
Hexahydrofarnesyl acetone 1921 3.05 3.25
Dibutyl phthalate 1922 080  1.06
Phytol 1942 0.26 2.35
| sophytol 1946 0.77
9-Eicosyne 1949 121
n-Hexadecanoic acid 1959 0.96 0.98
Nonadecane, 2-methyl- 1966 0.23

Eicosane 2000 4.75 7.42
1-Docosene 2195 7.15 1.34
Docosane 2200 0.99

Heptacosane 2700 8.10 6.58
Bilinmeyen 6.29 6.11

RI, Kovats retensiyon indeksi

% GCXGC-TOF/MS yazilim program ile tammlarak; isimler NIST kutle spectral
kitiphanesine gore belirlenerek, her birinin  Kovats retensiyon indeksleri
karsilastirilarak.

® Her bir bilesigin Kovats retention indeksleri column Rxi 5ms literatiiriine gére
topland1

C

Her bir bilesigin yilizdeleri analitin pik alan1 olarak hesaplandi, total ion
chromatogramin 100 kez pik alanina boliinmesiyle (¢oklu belirleme durumunda, analite
ait piklerin alanlar1 bu partikiil analitin toplam alanin1 bulmak i¢in combine edildi).

4 Belirlenemedi

Icerik analizi sonuglarma gore; H.adenotricum’un ¢igek kisminda % alan olarak en fazla
bulunan bilesikler sirasiyla, % 9,60 2-Propen-1-ol, % 8,10 Heptacosane ve % 7,15
oranindaki 1-Docosene’dir. Govde kisminda ise yine sirasiyla, % 7,42 Eicosane, % 6,58

Heptacosane ve % 4,69 oranindaki 2-Propen-1-ol’ dir.
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Cizelge 4.1.2. Hypericum ol ympicum turtintn igerik analizi bulgulari

% Alan®

Bilesik® RI®  Cicek Govde
Acetic acid 600 2.68 0.08
2-Propanone, 1-hydroxy- 672 d 1.15
Pyrrole 749 0.04

Butanoic acid 763 0.22 0.33
Propanoic acid, 2-methyl- 763 0.96
2,3-Butanediol 785 0.20

Hexanal 801 0.52
Methyl pyrazine 819 0.07
Furfural 828 0.55 2.01
Butanoic acid, 2-methyl- 832 0.51 0.27
2-Furanmethanol 866 0.50 1.22
2(5H)-Furanone 871 0.46 0.73
Heptand 901 0.77
Pyrazine, ethyl- 907 0.10

Pyrazine, 2,5-dimethyl- 908 0.46 0.11
Pentanoic acid 911 0.43 0.85
Pyrazine, 2,3-dimethyl- 915 0.10

a-Pinene 939 0.17
2-Furancarboxal dehyde, 5-methyl- 942 0.37 0.29
2(5H)-Furanone, 5,5-dimethyl- 951 0.86 0.11
Benzaldehyde 952 0.08 0.26
Hexanoic acid 967 2.74 0.91
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Phenol

B-Pinene

2(5H)-Furanone, 3-methyl-
5-Hepten-2-one, 6-methyl-
B-Myrcene

2-Octanone

Furan, 2-pentyl-

Octanal

Pyrazine, 2-ethyl-3-methyl-
2,4-Heptadiend

0-Cymene

Benzyl Alcohol

Hexanoic acid, 2-ethyl-
1-Hexanoal, 2-ethyl-
2-Acetylpyridine
Benzeneaceta dehyde
Butyl 3-methylbutanoate
Acetophenone

2-Nonyne

Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl-

Heptanoic acid
2-Nonanone
Nonanal
Undecane

Phenylethyl Alcohol

980
981
983
985
988
988
992
998
1001
1005
1020
1026
1027
1032
1035
1036
1047
1059
1068
1082
1083
1087
1100
1100
1106
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0.24
0.09
0.08
0.75
0.36

041

0.19

0.07

0.29

0.15

0.50
0.58
0.38

0.12

0.08
1.05
0.13
0.41
0.12

0.10

0.21

0.22

0.36

0.76
0.72

0.76

0.38
0.07
0.23
0.21
0.14
0.12
0.61
0.20
0.12
0.26
0.06
1.89
0.22
1.28
1.47

0.04



Maltol
2(3H)-Furanone, dihydro-5-propyl-

2(3H)-Furanone, ethyl-4-
hydroxymethy!-

Furaneol
Camphor
2,6-Nonadienal
2-Nonend
Borneol
Octanoic Acid
Melilotal
2-Decanone
1,2-Benzenediol
Decanal
2-Phenoxyethanol
Nonanoic acid
Thymol

Indole
2-Undecanone
Butyrolactone
2-Methoxy-4-vinylphenol
a-Cubebene
n-Decanoic acid
Biphenyl
Tetradecane

Diisobutyl phthalate

1106
1130

1139
1139
1143
1150
1157
1165
1167
1181
1190
1197
1204
1245
1267
1289
1290
1293
1299
1313
1345
1364
1375
1400

1442
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0.07

0.21

0.20
0.54

0.11

0.08
1.54
0.11
0.07
0.11
0.21
0.22
1.95
0.09
0.04
0.60
0.65
0.23
1.01

0.51

0.19

191

0.14

0.29

0.27
0.31
0.16
0.12

0.23

2.98
0.11
0.27
0.14
0.57
0.12

3.20

1.13
0.09
0.16
0.94
0.04
0.15

1.15



2-Propen-1-ol
a-Neoclovene
B-Farnesene

Germacrene D

B-lonone

Undecanoic acid
2-Tridecanone
Pentadecane

Calamenene
a-Muurolene
(1-Butylhexyl)-benzene
Tetradecanamide
(1-Propyl heptyl)-benzene
Dodecanoic acid
(1-Ethyloctyl)-benzene
(-)-Spathulenal

| soaromadendrene epoxide
Caryophyllene oxide
Diethyl Phthalate
Hexadecane

Ledol
(1-Methylnonyl)-benzene
T-Muurolol
Benzophenone

y-Eudesmol

1448
1454
1458
1484
1485
1490
1495
1500
1523
1524
1526
1526
1548
1565
1570
1577
1579
1582
1590
1600
1602
1605
1608
1626
1630
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281
0.16
0.80
2.02
0.51
0.61
0.04
1.08
0.43
3.85
0.15

0.16

0.22

3.48

0.43
0.64
0.98

0.24

0.18

0.55

3.77

1.75
121
0.47

0.63

0.43

2.72

0.15
0.08
0.89
0.13
1.68
0.32
121
0.21

0.39

0.24

1.02



(1-Pentylhexyl)-benzene
d-Cadinol
Aromadendrene oxide-(2)
Cubenol
(1-Propyloctyl)-benzene
B-Eudesmoal

a-Cadinol

Methyl dihydrojasmonate
(1-Ethylnonyl)-benzene
Hexadecane, 3-methyl-
Pantol actone
1-Heptadecene
B-Farnesol

Heptadecane
(1-Methyldecyl)-benzene
Tetradecanoic acid
(1-Pentylheptyl)-benzene
2,6-Diisopropylnaphthalene
(1-Propylnonyl)-benzene
Benzyl Benzoate

Azulol

Z-10-Pentadecenol
Octadecane, 2-methyl-
3-Octadecyne

Ledene oxide-(11)

1635
1636
1639
1645
1648
1649
1652
1666
1669
1673
1685
1695
1696
1700
1706
1720
1728
1728
1744
1759
1772
1772
1867
1890
1890
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0.77

1.24
0.35
2.83
1.38
0.45
0.30
0.26

0.23

0.71
1.79
0.39
0.22
0.86
294
0.44
0.24
0.09
1.13
0.83
0.85

321

0.31

1.14

0.31

0.37

0.36

0.23

0.09
0.12
0.12
2.76
0.29
0.31
1.33
321

0.22

1.39

0.89

3.45



Hexadecanoic acid, methyl ester 1912 0.27 0.28

Farnesyl acetone 1918 0.40

Hexahydrofarnesyl acetone 1921 4.02 1.53
Dibutyl phthalate 1922 1.54

Dibutyl phthalate 1922 172 082
Phytol 1942 2.63 2.70
|sophytol 1946 033 045
9-Eicosyne 1949 0.99 1.13
n-Hexadecanoic acid 1959 0.33 0.42
Nonadecane, 2-methyl- 1966 0.43
Eicosane 2000 7.02 11.66
1-Docosene 2195 0.28 1.10
Heptacosane 2700 6.67 5.25
Bilinmeyen 5.74 6.50

RI, Kovats retensiyon indeksi

% GCxGC-TOF/MS yazilim program ile tammlarak; issimler NIST kiitle spectral
kitiphanesine gore Dbelirlenerek, her birinin  Kovats retensiyon indeksleri
kasilastirilarak.

® Her bir bilesigin Kovats retention indeksleri column Rxi 5ms literatiiriine gére
topland1

¢ Her bir bilesigin yiizdeleri analitin pik alan1 olarak hesaplandi, total ion
chromatogramin 100 kez pik alanina bdlinmesiyle (¢oklu belirleme durumunda, analite
ait piklerin alanlar1 bu partikiil analitin toplam alanin1 bulmak i¢in combine edildi).

4 Bdirlenemedi

Icerik analizi sonuglarina gére; H.olympicum’un ¢igek kisminda % alan olarak en fazla
bulunan bilesikler sirasiyla, % 7,02 Heptacosane, % 6,67 Eicosane ve % 4,02
oranindaki Hexahydrofarnesyl acetone dur. Gévde kisminda ise yine sirasiyla, % 11,66
Eicosane, % 5,25 Heptacosane ve % 3,77 oranindaki 2-Propen-1-ol’ dur.
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4.2. Lenfosit Kulttir i Kromozom Aberasyonu Testi (CA) Sonugclar:

HAE (govdetcicek), HAE (govde) % 10 DM SO’ da, HAE (cigek) ise % 50 DM SO’ da
coziilerek 125, 250 ve 500 pg/ml dozlari teste alindi. Insan lenfosit kiiltiir yontemi ile
bireyler arasinda elde edilen yapisal kromozom aberasyonu olarak kromozom ve
kromatid tipte gap, kromozom ve kromatid tipte kirik, disentrik kromozom olusumu,
despiralize kromozom ve metafaz figiirleri, rearanjman olusumu (exchange figiirler),
pulverize metafazlar degerlendirmeye alinirken niimerik aberasyon olarak kromozom
takiminda eksik ve fazla olan kromozom sayilari, Total aberasyon oranlari (gap ve
pulverizasyon oranlari dahil edilerek ve edilmeden) ve %o MI degerleri cizelge 4.2.1°de

gosterilmektedir.

Ayrica, Total aberasyon oranlari (gap ve pulverizasyon oranlari dahil edilerek ve

edilmeden) ve %o MI degerlerin ise gizelge 4.2.2' de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2.1. HAE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom aberasyonu testinin sonuglari

Madde Doz (ppm) N Kromozom Kromatid Kromozom Kromatid Disentrik Spiralizasyon Nimerik Pulverizasy Exchange Total Gap ve %0 Mi
Gap Gap Kirik Kirk Kromozom Hatasi Aberasyon on Aberasyo Pulverizasyon
n Hari¢ Total
Aberasyon
Negatif - 4 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 77.60+16.63
Kontrol
Coziich % 10 4 0.10+0.08 0.13+0.07 0.33+0.23 0.04+0.06 0.00+0.00 0.01+0.02 0.08+0.08 0.00+0.00 0.00£0.00 0.69+0.51 0.46+0.38 69.87+7.25
Kontrol/a DMSO
Cozici % 50 4 0.15+0.12 0.49+0.54 0.24+0.08 0.20+0.20 0.01+0.01 0.04+0.04 0.06+0.05 0.00+0.00 0.00+0.00 1.20+0.66 0.45+0.29 70.51+15.36
Kontrol/b DMSO
HAE 125 4 0.11+0.07 0.15+0.14 0.39+0.25 0.06+0.06 0.01+0.02 0.03+0.07 0.11+0.02 0.00+0.00 0.00+0.00 0.88+0.49 0.61+0.38 68.40+5.00
(Govdet+Cic 250 4 0.14+0.06 0.12+0.05 0.46+0.39 0.08+0.07 0.05+0.10 0.00+0.00 0.13+0.05 0.00+0.00 0.00+0.00 0.93+0.29 0.67+0.36 67.75+4.31
ek)/a 500 4 0.19+0.10 0.42+0.42 0.46+0.40 0.04£0.02 0.00+0.01 0.02+0.04 0.18+0.10 0.00+0.00 0.00£0.00 1.3741.09 0.76+0.61 65.55+4.71
HAE 125 4 0.13+0.11 0.37+0.19 0.27+0.12 0.20+0.06 0.00+0.01 0.08+0.05 0.05+0.03 0.00+0.01 0.00+0.00 1.12+0.41 0.60+0.22 71.50+1.29
(Gévde)/a 250 4 0.14+0.10 0.38+0.13 0.34+0.19 0.17+0.13 0.00+0.01 0.06+0.06 0.08+0.02 0.00+0.00 0.00+0.00 1.20+0.53 0.67+0.32 72.75+3.86
500 4 0.20+0.18 0.48+0.23* 0.31+0.15 0.26£0.17 0.00+0.00 0.10+0.07 0.07+0.04 0.00+0.00 0.01+0.02 1.43+0.67 0.74+0.35 66.50+3.32
HAE 125 4 0.14+0.02 0.11+0.15 0.20+0.16 0.02+0.03 0.00+0.00 0.02+0.05 0.13+0.04 0.00+0.00 0.00£0.00 0.63+0.24 0.38+0.15 76.00£4.24
(Cicek)/b 250 4 0.19+0.18 0.20+0.21 0.38+0.10 0.11+0.11 0.00+0.00 0.02+0.04 0.11+0.08 0.00+0.00 0.00£0.00 0.87+0.67 0.73+0.17 74.25+3.40
500 4 0.18+0.06 0.27+0.23 0.32+0.04 0.07+0.08 0.00+0.01 0.03+0.06 0.18+0.10 0.00+0.00 0.00+0.00 1.07+0.35 0.61+0.14 65.75+3.09

a: Coziicii kontrol grubu ile karsilasgtirma (% 10 DMSO)
b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma (% 50 DMSO)

* : p<0,05
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Cizelge 4.2.2. HAE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom aberasyonu
testinin Total aberasyon oranlari (gap ve pulverizasyon oranlar1 dahil edilerek ve

edilmeden) ve %o Mi degerleri

Gap ve
Madde Doz N Total Pulverizasyon %o Mi
(ng/ml) Aberasyon Haric¢ Total
Aberasyon
Negatif - 4 0.00+0.00 0.00+0.00 77.60+£16.63
Kontrol
Cozicu % 10 4 0.69+0.51 0.46+0.38 69.87+7.25
Kontrol/a DMSO
Cozicu % 50 4 1.20+0.66 0.45+0.29 70.51+15.36
Kontrol/b DM SO
HAE 125 4 0.88+0.49 0.61+0.38 68.40+5.00
(GovdetCicek)la 250 4 0.93+0.29 0.67+0.36 67.75+4.31
500 4 1.37+1.09 0.76+0.61 65.55+4.71
HAE (Govde)/a 125 4 1.12+0.41 0.60+0.22 71.50+1.29
250 4 1.20+0.53 0.67+0.32 72.75+3.86
500 4 1.43+0.67 0.74+0.35 66.50+3.32
HAE (Cicek)/b 125 4 0.63+0.24 0.38+0.15 76.00+4.24
250 4 0.87+0.67 0.73+0.17 74.25+3.40
500 4 1.07+0.35 0.61+0.14 65.75+3.09
Pozitif Kontrol 1250 4 5.4+0.35 2.8+0.12 18.2+1.24

(EMS)
a: Cozici kontrol grubu ile karsilastirma (% 10 DMSO)
b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma (% 50 DMSO)

HAE (Govde+Cicek), HAE (Govde) ve HAE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
kromozom aberasyonu verilerine uygulanan varyans anaizi ve Tukey testi sonucunda
total aberasyon oranina bakildiginda, HAE (G6vdetCigek) icin; ¢oztct kontrol grubu
(% 10 DM SO) 0,69 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 0,88, 250 pug/mi’lik doz grubu 0,93,
500 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,37 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore hicbir doz
grubunda istatistiki olarak anlamlilik olmadigi gozlendi (Sekil 4.2.1.). Gap ve
pulverizasyonun dahil edilmedigi total aberasyon oranlarmna bakildiginda ise; HAE
(Govdet+Cicek) icin; ¢ozucl kontrol grubu (% 10 DMSO) 0,46 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 0,61, 250 pg/mi’lik doz grubu 0,67, 500 pg/mi’lik doz grubunda ise 0,76 oldugu
ve ¢Ozucu kontrole gore hicbir doz grubunda istatistiki olarak anlamlilik olmadigi
gozlendi (Sekil 4.2.2.).
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TOTAL ABERASYON = 1oTAL ABERASYON

6 -
5 .
4 -
3 .
2 .
1 | I
0 T T . T T . T . T T T
Negatif Cozlcu HAE 125HAE 250HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml  pg/mi Kontrol
(% 10 (G+C) (G+C) (G+C) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.2.1. HAE(G6vde+Cicek) uygulamast sonucunda gerceklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin total aberasyon oranlari

GAP ve PULVERiZASYON HARIC TOTAL
3 ABERASYON
2,5 -
2 -
1,5 -
1 i
1l
O T T . T T l T T T T
Negatif Cozucu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(% 10 ug/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C) .
B GAP ve PULVERIZASYON
HARIC TOTAL ABERASYON

Sekil 4.2.2. HAE(Govde+Cicek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin gap ve pulverizasyonlarin dahil edilmedigi total aberasyon
oranlar1
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HAE (Govde) icin; ¢ozicu kontrol grubu (% 10 DMSO) 0,69 iken, 125 pug/ml’lik doz
grubu 1,12, 250 pg/ml’lik doz grubu 1,20, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,43 oldugu

ve ¢Ozlcl kontrole goére hicbir doz grubunda istatistiki olarak anlamlilik olmadigi

gbzlendi (Sekil 4.2.3.). Gap ve pulverizasyonun dahil edilmedigi total aberasyon
oranlarina bakildiginda ise; HAE (Go6vde) igin; ¢oziicii kontrol grubu (% 10 DMSO)
0,46 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 0,60, 250 pug/ml’lik doz grubu 0,67, 500 pg/ml’lik
doz grubunda ise 0,74 oldugu ve ¢Ozlci kontrole gore hicbir doz grubunda istatistiki
olarak anlamlilik olmadig1 gozlendi (Sekil 4.2.4.).

TOTAL ABERASYON
m TOTAL ABERASYON
6 -
5 .
4 .
3 .
2 .
y nnl
0 T T - T T T T T T
Negatif Cozicu HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml  ug/ml  pg/mi Kontrol
(% 10 (G) (G) (G) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.2.3. HAE(GoOvde) uygulamasi
Aberasyonu (CA) testinin total aberasyon oranlari
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GAP ve PULVERIZASYON HARIC TOTAL
;. ABERASYON
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Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(% 10 pg/ml pg/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (G} (G (G mGAP ve PULVERIZASYON
HARIC TOTAL ABERASYON

Sekil 4.2.4. HAE (Govde) uygulamasit sonucunda gerceklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin gap ve pulverizasyonlarin dahil edilmedigi total aberasyon
oranlari

HAE (Cicek) icin; ¢cozicl kontrol grubu (% 50 DMSO) 1,20 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 0,63, 250 pg/ml’lik doz grubu 0,87, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,07 oldugu
ve ¢Ozlcl kontrole gore highir doz grubunda istatistiki anlamlilik olmadigi gézlendi
(Sekil 4.2.5.). Gap ve pulverizasyonun dahil edilmedigi total aberasyon oranlarina
bakildiginda ise; HAE (Cigek) i¢in; ¢6ziicii kontrol grubu (% 50 DMSO) 0,45 iken, 125
pg/ml’lik doz grubu 0,38, 250 pg/ml’lik doz grubu 0,73, 500 pug/ml’lik doz grubunda
ise 0,61 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore higbir doz grubunda istatistiki anlamlilik
olmadigi gozlendi (Sekil 4.2.6.).
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TOTAL ABERASYON
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Sekil 4.2.5. HAE (Cicek) uygulamasi

sonucunda gerceklestirilen Kromozom

Aberasyonu (CA) testinin total aberasyon oranlari

GAP ve PULVERIZASYON HARIC TOTAL
- ABERASYON
2,5 -
2 .
1,5 -
1 .
0,5 -
O T T . T T . T I T l T T
Negatif Coziici HAE HAE  HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(% 50 ug/ml ug/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (€ (€ (€
B GAP ve PULVERIZASYON
HARIC TOTAL ABERASYON

Sekil 4.2.6. HAE (Cicek) uygulamasi

sonucunda gerceklestirilen Kromozom

Aberasyonu (CA) testinin gap ve pulverizasyonlarin dahil edilmedigi total aberasyon

oranlari
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HAE (Govde+Cicek), HAE (Govde) ve HAE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
mitotik indeks (%0 MI) verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi sonucunda
%0 MI oranma bakildiginda, HAE (Gévde+Cicek) igin; ¢dziicii kontrol grubu (% 10
DMSO) 69,87 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 68,40, 250 pg/ml’lik doz grubu 67,75, 500
pa/ml’lik doz grubunda ise 65,55 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore hicbir doz grubunda
anlamlilik olmadig gozlendi (Sekil 4.2.7.).

%0 MI
90 -+
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - B %0 Mi
20 -
10 | l
0 T T T T T T T T
Negatif Cozlclu HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml  pg/ml  pg/ml Kontrol
(% 10 (G+G)  (G+C)  (G+() (EMS)
DMSO)

Sekil 4.2.7. HAE (G6vdet+Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin mitotik indeks (%o MI) oranlari

HAE (Govde) icin; ¢cozicl kontrol grubu (% 10 DMSO) 69,87 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 71,50, 250 pug/mi’lik doz grubu 72,75, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 66,50

oldugu ve coziicii kontrole gore higbir doz grubunda anlamlilik olmadig1 gézlendi (Sekil
4.2.8.).
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%0 Mi
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DMSO) (G) (G) (G)

Sekil 4.2.8. HAE (Govde) uygulamasi

sonucunda gergeklestirilen Kromozom

Aberasyonu (CA) testinin mitotik indeks (%o MI) oranlar

HAE (Cicek) icin; ¢ozicu kontrol grubu (% 10 DM SO) 69,87 iken, 125 pug/ml’lik doz
grubu 71,50, 250 pg/mi’lik doz grubu 72,75, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 66,50

oldugu ve coziicii kontrole gore higbir doz grubunda anlamlilik olmadig1 gézlendi (Sekil

4.2.9).
%0 MI
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(% 50 ug/ml  pg/ml pg/ml (EMS)
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Sekil 4.2.9. HAE (Cicek) uygulamasi
Aberasyonu (CA) testinin mitotik indeks (%o MI) oranlar
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HOE (govdetcicek), HOE (govde) % 10 DM SO’ da, HOE (cigek) ise % 50 DM SO’ da
coziilerek 250, 500 ve 750 pg/ml dozlari teste alindi. Insan lenfosit kiiltiir yontemi ile
bireyler arasinda elde edilen yapisal kromozom aberasyonu olarak kromozom ve
kromatid tipte gap, kromozom ve kromatid tipte kirik, disentrik kromozom olusumu,
despiralize kromozom ve metafaz figiirleri, rearanjman olusumu (exchange figiirler),
pulverize metafazlar degerlendirmeye alinirken niimerik aberasyon olarak kromozom
takiminda eksik ve fazla olan kromozom sayilari, Total aberasyon oranlari (gap ve
pulverizasyon oranlari dahil edilerek ve edilmeden) ve %0 MI degerleri cizelge 4.2.3’de

gosterilmektedir.

Ayrica, Total aberasyon oranlari (gap ve pulverizasyon oranlar1 dahil edilerek ve

edilmeden) ve %o Mi degerlerin ise Gizelge 4.2.4’ de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2.3. HOE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom aberasyonu testi sonuglari
( a: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma (% 10 DMSO), b: Coziicii kontrol grubu ile karsilastirma (% 50 DMSO) *: p<0,05)

Gap ve
Madde Doz N Kromozom Kromatid Kromozom Kromatid Disentrik Spiralizasyon Nimerik Pulverizasy Exchange Total Pulverizasyon %0 Mi
(ng/ml) Gap Gap Kirik Kirk Kromozom Hatasi Aberasyon on Anomali Haric Total
Anomali
Negatif - 4 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 77.60+16.63
Kontrol
Goziict % 10 4 0.10+0.08 0.13+0.07 0.33+0.23 0.04+0.06 0.00+0.00 0.01+0.02 0.08+0.08 0.00+0.00 0.00+0.00 0.69+0.51 0.46+0.38 69.87+7.25
Kontrol/a DMSO
Coziici % 50 4 0.15+0.12 0.49+0.54 0.24+0.08 0.20+0.20 0.01+0.01 0.04+0.04 0.06+0.05 0.00+0.00 0.00+0.00 1.20+0.66 0.45+0.29 70.51+15.36
Kontrol/b DMSO
HOE 250 4 0.14+0.18 0.40+0.53 0.55+0.10 0.29+0.46 0.00+0.01 0.12+0.20 0.07+0.08 0.00+0.00 0.00+0.00 1.62+1.24 1.07+0.54 67.60+13.45
(GovdetCig 500 4 0.15+0.06 0.38+0.42 0.51+0.23 0.19+0.12 0.03+0.04 0.03+0.02 0.07+0.06 0.00+0.00 0.00+0.00 1.21+0.70 0.67+0.29 67.87+13.97
ek)/b 750 4 0.13+0.06 0.47+0.30 0.36+0.18 0.16+0.11 0.02+0.04 0.04+0.02 0.03+0.05 0.01+0.02 0.00+0.00 1.24+0.31 0.63+0.08 70.45+24.16
HOE 250 4 0.15+0.08 0.29+0.06 0.48+0.13* 0.19+0.10 0.00+0.01 0.11+0.11 0.07+0.04 0.00+0.00 0.00+0.00 1.32+0.30 0.83+0.17 73.25+2.75
(Govde)/b 500 4 0.14+0.10 0.34+0.19 0.300.15 0.28+0.17 0.00+0.00 0.09+0.05 0.10+0.09 0.00+0.01 0.00+0.00 1.28+0.51 0.78+0.25 72.00+4.32
750 4 0.19+0.07 0.39+0.15 0.24+0.11 0.21+0.16 0.00+0.00 0.07+0.07 0.20+0.08* 0.01+0.02 0.00+0.00 1.28+0.56 0.63+0.42 69.00+2.45
HOE 250 4 0.08+0.04 0.16+0.05 0.19+0.11 0.05+0.05 0.00+0.01 0.00+0.00 0.13+0.10 0.00+0.00 0.00+0.01 0.64+0.05 0.40+0.07 72.00+4.24
(Cigek)/a 500 4 0.12+0.11 0.18+0.16 0.33+0.10 0.11+0.19 0.00+0.01 0.07+0.15 0.06+0.05 0.00+0.00 0.00+0.00 0.92+0.51 0.61+0.27 65.75+6.13
750 4 0.14+0.16 0.26+0.34 0.32+0.19 0.08+0.13 0.00+0.01 0.05+0.10 0.10+0.02 0.00+0.00 0.00+0.00 0.97+0.68 0.56+0.26 66.50+5.26
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Cizelge 4.2.4. HOE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom aberasyonu
testinin Total aberasyon oranlari (gap ve pulverizasyon oranlar1 dahil edilerek ve
edilmeden) ve %o Mi degerlerin ortalama degerleri

Gap ve
Madde Doz N Total Pulverizasyon %o Mi
(ng/ml) Anomali Hari¢ Total
Anomali
Negatif Kontrol - 4 0.00+0.00 0.00+0.00 77.60+16.63
Cozicu % 10 4 0.69+0.51 0.46+0.38 69.87+7.25
Kontrol/a DMSO
Cozicu % 50 4 1.20+0.66 0.45+0.29 70.51+15.36
Kontrol/b DM SO
HOE 250 4 1.62+1.24 1.07+0.54 67.60+13.45
(Govdet+Cicek)/b 500 4 1.21+0.70 0.67+0.29 67.87+13.97
750 4 1.24+0.31 0.63+0.08 70.45+24.16
HOE (Govde)/b 250 4 1.32+0.30 0.83+0.17 73.25+2.75
500 4 1.28+0.51 0.78+0.25 72.00+4.32
750 4 1.28+0.56 0.63+0.42 69.00+2.45
HOE (Cigek)/a 250 4 0.64+0.05 0.40+0.07 72.00+4.24
500 4 0.92+0.51 0.61+0.27 65.75+6.13
750 4 0.97+0.68 0.56+0.26 66.50+5.26
Pozitif Kontrol 1250 4 5.4+0.35 2.8£0.12 18.2+1.24

(EMS)
a: Coziici kontrol grubu ile karsilastirma (% 10 DMSO)
b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma (% 50 DMSO)

HOE (Govde+Cicek), HOE (Govde) ve HOE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
kromozom aberasyonu verilerine uygulanan varyans anaizi ve Tukey testi sonucunda
total aberasyon oranina bakildiginda, HOE (Gévdet+Cigek) icin; ¢oztct kontrol grubu
(% 50 DM SO) 1,20 iken, 250 pg/ml’lik doz grubu 1,62, 500 pg/mi’lik doz grubu 1,21,
750 pg/mi’lik doz grubunda ise 1,24 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore higbir doz
grubunda anlamlilik olmadig1 gozlendi (Sekil 4.2.10.). Gap ve pulverizasyonun dahil
edilmedigi total aberasyon oranlarina bakildiginda ise; HOE (Go6vdet+Cigek) icin;
¢cOzlcu kontrol grubu (% 50 DMSO) 0,45 iken, 250 pg/ml’lik doz grubu 1,07, 500
png/ml’lik doz grubu 0,67, 750 pug/ml’lik doz grubunda ise 0,63 oldugu ve ¢oziicii
kontrole gore hicbir doz grubunda anlamlilik olmadigi gézlendi (Sekil 4.2.11.).
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TOTAL ABERASYON
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Sekil 4.2.10. HOE (Go6vde+Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin total aberasyon oranlari

GAP ve PULVERIZASYON HARIC TOTAL
. ABERASYON
2,5 -
2 .
1,5 -
1 _
0,5 -
S i ,I,I,I, |
Negatif Cozici HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 50 ug/ml ug/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (G+€) (G+0) (G+0) B GAP ve PULVERIZASYON
HARIC TOTAL ABERASYON

Sekil 4.2.11. HOE (Go6vde+Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin gap ve pulverizayonlarin dahil edilmedigi total aberasyon
oranlari
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HOE (Govde) icin; ¢dzicu kontrol grubu (% 50 DMSO) 1,20 iken, 250 pg/ml’lik doz
grubu 1,32, 500 pg/ml’lik doz grubu 1,28, 750 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,28 oldugu
ve ¢Ozlcii kontrole gore hicbir doz grubunda anlamlilik olmadig gozlendi (Sekil
4.2.12.). Gap ve pulverizasyonun dahil edilmedigi total aberasyon oranlarina
bakildiginda ise; HOE (Govde) icin; ¢ozicu kontrol grubu (% 50 DMSO) 0,45 iken,
250 pg/ml’lik doz grubu 0,83, 500 pg/ml’lik doz grubu 0,78, 750 pg/ml’lik doz
grubunda ise 0,63 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore higbir doz grubunda anlamlilik
olmadigi gozlendi (Sekil 4.2.13.).

TOTAL ABERASYON
6 B TOTAL ABERASYON
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(% 50 (G) (G) (G) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.2.12. HOE (Go6vde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin total aberasyon oranlari
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Sekil 4.2.13. HOE (Govde) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin gap ve pulverizasyonlarin dahil edilmedigi total aberasyon
oranlari

HOE (Cicek) icin; ¢ozicu kontrol grubu (% 10 DMSO) 0,69 iken, 250 pg/ml’lik doz
grubu 0,64, 500 pg/ml’lik doz grubu 0,92, 750 pg/ml’lik doz grubunda ise 0,97 oldugu
ve ¢Ozicl kontrole gore highir doz grubunda istatistiki anlamlilik olmadigi gozlendi
(Sekil 4.2.14.). Gap ve pulverizasyonun dahil edilmedigi total aberasyon oranlarina
bakildiginda ise; HOE (Cigek) i¢in; ¢oziicii kontrol grubu (% 10 DMSO) 0,46 iken, 250
png/ml’lik doz grubu 0,40, 500 pg/ml’lik doz grubu 0,61, 750 pug/ml’lik doz grubunda
ise 0,56 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore hicbir doz grubunda anlamlilik olmadig:

gozlendi (Sekil 4.2.15.).
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Sekil 4.2.14. HOE (Cicek) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kromozom

Aberasyonu (CA) testinin total aberasyon oranlari

GAP ve PULVERIZASYON HARIC TOTAL
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(% 10 (€ (€ (€ (EMS)
DMSO) .
B GAP ve PULVERIZASYON
HARIG TOTAL ABERASYON
Sekil 4.2.15. HOE (Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom

Aberasyonu (CA) testinin gap ve pulverizasyonlarin dahil edilmedigi total aberasyon

oranlari
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HOE (Govde+Cicek), HOE (Govde) ve HOE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
mitotik indeks (%0 MI) verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi sonucunda
%0 MI oranma bakildiginda, HOE (G&évde+Cicek) igin; ¢dziicii kontrol grubu (% 50
DMSO) 70,51 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 67,60, 250 pg/ml’ lik doz grubu 67,87, 500
png/ml’lik doz grubunda ise 70,45 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore hicbir doz grubunda
anlamlilik olmadigr gozlendi (Sekil 4.2.16.).
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Sekil 4.2.16. HOE (Go6vde+Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin mitotik indeks (%o MI) oranlar

HOE (Govde) icin; ¢ozicl kontrol grubu (% 50 DMSO) 70,51 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 73,25 250 pg/mi’lik doz grubu 72,00, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 69,00

oldugu ve coziicii kontrole gore higbir doz grubunda anlamlilik olmadig1 gézlendi (Sekil
4.2.17.).
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Sekil 4.2.17. HOE (Govde) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kromozom
Aberasyonu (CA) testinin mitotik indeks (%o MI) oranlari

HOE (Cicek) icin; ¢ozicu kontrol grubu (% 10 DMSO) 69,87 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 72,00 250 pg/ml’lik doz grubu 65,75, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 66,50

oldugu ve ¢oziicii kontrole gore higbir doz grubunda anlamlilik olmadig1 gozlendi (Sekil

4.2.18).
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Sekil 4.2.18. HOE (Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom

Aberasyonu (CA) testinin mitotik indeks (%o MI) oranlar
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HAE (Go6vde+Cicek), (Govde), (Cicek) kisimlarinin 125, 250 ve 500 pg/ml’lik dozlari
ile elde edilen tim Kromozom Aberasyonu Testi verileri Cizelge 4.2.1-2 ve Sekil 4.2.1-
9'da verilmektedir.

Yine ayn1 sekilde HOE (Govde+Cigek), (Govde), (Cigek) kisimlarin 250, 500 ve 750
ug/ml’lik dozlari ile elde edilen tiim Kromozom Aberasyonu Testi verileri Cizelge
4.2.3-4 ve Sekil 4.2.10-18' de verilmektedir.

HAE ve HOE ile gerceklestirilen Kromozom Aberasyonu Testi sonucunda gozlenen
metafaz  safhasindaki anomalili kromozom fotograflart  Sekil 4.2.19-20'de
gorilmektedir.
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Sekil 4.2.19. 750 pg/ml HAE (Go6vde+Cicek) uygulamasi ile Kromozom Aberasyonu
Testi sonucu elde edilen kromatid ve kromozom gap ile niberik aberasyonun (42
kromozom) goriildiigii metafaz plag ( _lgomozom gap, = kromatid gap)

Sekil 4.2.20. 750 pg/ml HOE (Gdvde) uygulamasi ile Kromozom Aberasyonu Testi
sonucu elde edilen ¢ok sayida kromatid gap’in goriildiigii metafaz plagi (= kromatid

gap
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4.3. Kardes Kromatid Degisimi (SCE) Test Sonuglari

HAE (govdetcicek), HAE (govde) % 10 DM SO’ da, HAE (cigek) ise % 50 DM SO’ da
coziilerek 125, 250 ve 500 pg/ml dozlari teste alindi. Insan lenfosit kiiltiir yontemi ile

bireyler arasinda elde edilen SCE ve PRI verileri Cizelge 4.3.1. de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3.1. HAE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid Degisimi
(SCE) testinin ortalama degerleri

Madde Doz N SCE/Hiicre  Proliferatif indeks
(ug/ml) (PRI)
Negatif Kontrol - 4 4.09+£2.03 2.01+£0.17
Cozicu Kontrol a % 10 4 8.02+0.60 2.16+0.06
Cozlclu Kontrol b DMSO 7.84+2.42 1.92+0.08
% 50 4
DMSO
HAE (Govde + 125 4 9.82+0.78 1.96+0.19
Cicek)a 250 4 11.39+1.16** 1.97+0.11
500 4 13.94+0.64*** 1.87+0.21
HAE (Govde)a 125 4 9.32+0.98 2.10+0.25
250 4 11.98+1.47** 2.09+0.31
500 4 13.25+0.27*** 2.00+0.30
HAE (Cicek)b 125 4 9.41+0.34 2.01+0.12
250 4 12.20+0.97* 2.00+0.09
500 4 14.13+1.21*** 2.03+0.17
Pozitif Kontrol 1250 4 25.37+10.25 1.82+0.22

(EMS)

a : % 10 DMSO ¢oziicii kontrolil ile kargilagtirma
b :% 50 DMSO ¢oziicii kontrolii ile karsilagtirma

* :p<0,05

** 1 p<0,005

**%: p<0,0001

HAE (Govde+Cicek), HAE (Govde) ve HAE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
SCE/Hucre verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi sonucunda SCE/Hicre
oranina bakildiginda, HAE (Govde+Cigek) igin; ¢oziicii kontrol grubu (% 10 DMSO)
8,02 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 9,82, 250 pg/ml’lik doz grubu 11,39, 500 pug/ml’lik
doz grubunda ise 13,94 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore 250 ve 500 pg/ml’lik doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gézlendi (Sekil 4.3.1. p<0,005,

p<0,0001 sirasiyla).

78



SCE/HUCRE m SCE/HUCRE
30 -
25
20 -
%k %k %
15 - * %
10 A
. N |
O 'J T T T T T T T T
Negatif Coziclu HAE 125HAE 250HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml pg/ml Kontrol
(%10 (G+C)  (G+(C)  (G+() (EMS)
DMSO)

Sekil 4.3.1. HAE(Go6vdet+Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes
Kromatid Degisimi (SCE) testinin SCE/Hiicre oranlari (¥*: p<0,005, ***: p<0,0001)
HAE (Govde) icin; ¢dzicu kontrol grubu (% 10 DMSO) 8,02 iken, 125 pug/ml’lik doz
grubu 9,32, 250 pg/ml’lik doz grubu 11,98, 500 pug/ml’lik doz grubunda ise 13,25
oldugu ve ¢oziicii kontrole gore yine 250 ve 500 pg/ml’lik doz gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi (Sekil 4.3.2. p<0,005, p<0,0001 sirastyla).

30 - ..
SCE/HUCRE
25 4
m SCE/HUCRE
20
15 - - * %k
10 -
5 _ I I
O _J T T T T T T T T
Negatif Cozlcu HAE 125HAE 250HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml pg/mi Kontrol
(%10 (G) (G) (G) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.3.2. HAE(Go6vde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin SCE/Hiicre oranlar1 (**: p<0,005, ***: p<0,0001)
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HAE (Cicek) icin; ¢ozicl kontrol grubu (% 50 DMSO) 7,84 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 9,41, 250 pg/ml’lik doz grubu 12,20, 500 pug/ml’lik doz grubunda ise 14,13
oldugu ve ¢oziicii kontrole gore 250 ve 500 pug/ml’lik doz gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu gézlendi (Sekil 4.3.3. p<0,05, p<0,0001 sirasiyla).

30 -
25 -
20 -
15 % * 5k ok
10 -
> J I I m SCE/HUCRE
0 1 T T T T T T T T
Negatif CGozicu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(%50 ug/ml ug/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (@  (© (G)

Sekil 4.3.3 HAE(Cicek) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin SCE/Hiicre oranlarini (*: p<0,05, ***: p<0,0001)

HAE (Govde+Cicek), HAE (Govde) ve HAE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
Proliferatif indeks (PRI) verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi sonucunda
Proliferatif indeks (PRI) degerlerine bakildiginda, HAE (Govde+Cigek) igin; ¢oziicii
kontrol grubu (% 10 DMSO) 2,16 iken, 125 pug/ml’lik doz grubu 1,96, 250 pg/ml’lik
doz grubu 1,97, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,87 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore
hichir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya azalisin olmadigi gozlendi
(Sekil 4.3.4.).
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PROLIFERATIF iINDEKS (PRI)
2,2 -
2,1 - B PROLIFERATIF INDEKS (PRI)
2 .

1,9 -

1,8 -

1,6 = T T T T T T T T
Negatif Cozicu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol

(%10 pg/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C)

Sekil 4.3.4. HAE(Go6vdetCigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes

Kromatid Degisimi (SCE) testinin proliferatif indeks (PRI) oranlari

HAE (Govde) icin proliferatif indeks; ¢oziicti kontrol grubunda (% 10 DMSO) 2,16
iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 2,10, 250 pg/ml’lik doz grubu 2,09, 500 pug/ml’lik doz
grubunda ise 2,00 oldugu ve ¢oziici kontrole gore hicbir doz grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir artis veya azalisin olmadig1 gozlendi (Sekil 4.3.5.).

PROLIFERATIF INDEKS (PRI)
2,2 m PROLIFERATIF INDEKS (PRI)
2,1 -
2 .
1,9 -
1,8 -
i 1
1,6 - T T T T T T T T
Negatif Gozucu HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml pg/mi Kontrol
(%10 (G) (G) (G) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.3.5. HAE(Govde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid

Degisimi (SCE) testinin proliferatif indeks (PRI) oranlart
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Proliferatif indeks degerlerinin HAE (Cicek) igin; ¢ozucu kontrol grubu (% 10 DMSO)
1,92 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 2,01, 250 pg/ml’lik doz grubu 2,00, 500 pg/mil’lik
doz grubunda ise 2,03 oldugu ve ¢6ziicti kontrole gore higbir doz grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir artis veya azalisin olmadig1 gozlendi (Sekil 4.3.6.).

PROLIFERATIF INDEKS

2,05 -
2 .
1,95 - . .
M PROLIFERATIF INDEKS
1,9 -
1,85 -
1,8 -
1,75 -
1,7 = T T T T T T T T
Negatif Coziici HAE HAE  HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(%50 pg/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (©) (€) ()

Sekil 4.3.6. HAE(G6vde) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin proliferatif indeks (PRI) oranlari
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HOE (govdetcicek), HOE (govde) % %0 DM SO’ da, HOE (¢icek) ise % 10 DMSO'da
coziilerek 250, 500 ve 750 pg/ml dozlari teste alindi. Insan lenfosit kiiltiir yontemi ile
bireyler arasinda elde edilen SCE ve PRI verileri Cizelge 4.3.2. de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3.2. HOE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid Degisimi
(SCE) testinin ortalama degerleri

Madde Doz N SCE/Hiicre Proliferatif indeks
(ng/ml) (PRI)

Negatif Kontrol - 4 4.09+£2.03 2.01+£0.17

Cozicu % 10 4 8.02+0.60 2.16+0.06
Kontrol a DMSO

Cozicu % 50 4 7.85+2.42 1.92+0.08
Kontrol b DMSO

HOE (Goévde + 250 4 10.67+2.19 1.96+0.27

Cicek)b 500 4 12.47+2.18* 1.76+0.13

750 4 15.28+1.64** 1.71+0.11

HOE (Govde)b 250 4 8.70+0.82 1.85+0.32

500 4 12.21+0.60** 1.81+0.23

750 4 13.81+0.50*** 1.67+0.18

HOE (Cigek)a 250 4 9.06+0.88 1.99+0.11

500 4 13.38+0.48*** 2.03+0.11

750 4 16.88+1.54*** 1.96+0.05

Pozitif Kontrol 1250 4 25.37+10.25 1.82+0.22

(EMS)

a: Coziicli kontrol grubu ile karsilastirma (% 10 DM SO)
b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma (% 50 DMSO)
*: p<0,05

**: p<0,005

***: p<0,0001

HOE (Govde+Cicek), HOE (Govde) ve HOE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
SCE/Hucre verilerine uygulanan varyans andizi ve Tukey testi sonucunda SCE/Hiicre
oranina bakildiginda, HOE (Govde+Cicek) i¢in; ¢oziicli kontrol grubu (% 50 DMSO)
7,85 iken, 250 pug/ml’lik doz grubu 10,67, 250 pg/ml’lik doz grubu 12,47, 750 pug/ml’lik
doz grubunda ise 15,28 oldugu ve ¢oziicii kontrole gére 500 ve 750 pg/ml’lik doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi (Sekil 4.3.7. p<0,05,
p<0,005 sirastyla).
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SCE/HUCRE

30 -
25 -
20 - o
15 - *
10 7 .
5 I I m SCE/HUCRE
0 “_II T T T T T T T T
Negatif Cozicu HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 50 pg/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C)

Sekil 4.3.7. HOE (Go6vdet+Cicek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes
Kromatid Degisimi (SCE) testinin SCE/Hiicre oranlari (*: p<0,05, **: p<0,005)

HOE (Govde) icin SCE frekansi; ¢6zlct kontrol grubu (% 50 DMSO) 7,85 iken, 250
pa/mi’lik doz grubu 8,70, 250 pug/ml’lik doz grubu 12,21, 750 pg/ml’lik doz grubunda
ise 13,81 oldugu ve ¢ozicii kontrole gore 500 ve 750 pg/ml’lik doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goézlendi (Sekil 4.3.8. p<0,005, p<0,0001

sirastyla).
o SCE/HUCRE
W SCE/HUCRE
25 -
20 -
15 i k k%
10 - k%
5 | I I
O _J T T T T T T T T
Negatif Cozlcu HOE 250 HOE 500 HOE 750 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml  pg/mi Kontrol
(% 50 (G) (G) (G) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.3.8. HOE (Govde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin SCE/Hiicre oranlar1 (**: p<0,005, ***p<0,0001)
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HOE (Cigek) icin SCE frekansi; ¢6zlcu kontrol grubu (% 10 DMSO) 8,02 iken, 250
po/ml’lik doz grubu 9,06, 250 pg/ml’lik doz grubu 13,38, 750 pg/ml’lik doz grubunda
ise 16,88 oldugu ve ¢ozicii kontrole gore 500 ve 750 pg/ml’lik doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi (Sekil 4.3.9. p<0,0001, p<0,0001

sirastyla).
30 -+
25 -
20 -
* % %
15 - %%k %
10 - m SCE/HUCRE
5 _ I I
O 'J T T T T T T T T
Negatif Cozicl HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 10 ug/ml  pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (€) (€) (€

Sekil 4.3.9. HOE (Cigek) uygulamasi sonucunda ger¢eklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin SCE/Hiicre oranlar1 (***p<0,0001)

HOE (GovdetCicek), HOE (Govde) ve HOE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
Proliferatif indeks (PRI) verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi sonucunda
Proliferatif indeks (PRI) degerlerine bakildiginda, HOE (Go6vde+Cigek) icin; ¢cozlcu
kontrol grubu (% 50 DMSO) 1,92 iken, 250 pug/ml’lik doz grubu 1,96, 500 pg/ml’lik
doz grubu 1,76, 750 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,71 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore
hicbir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig veya azalisin olmadig1 gozlendi

(Sekil 4.3.10.).
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Sekil 4.3.10. HOE (Govde+Cicek) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kardes
Kromatid Degisimi (SCE) testinin proliferatif indeks (PRI) oranlar1

HOE (Govde) icin proliferatif indeksin; ¢coziicl kontrol grubu (% 50 DMSO) 1,92 iken,
250 pg/ml’lik doz grubu 1,85, 500 pg/ml’lik doz grubu 1,81,750 pg/ml’lik doz
grubunda ise 1,67 oldugu ve c¢oziicii kontrole goére higcbir doz grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir artis veya azalisin olmadigi gozlendi (Sekil 4.3.11.).

PROLIFERATIF iINDEKS (PRI)

2,5 + . -
M PROLIFERATIF INDEKS (PRI)

2 .

1,5 -

1 .

0,5 -

0 T T T T T T T T T
Negatif Cozici HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol

(%50 ug/ml - pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G) (G) (G)

Sekil 4.3.11. HOE (Gd&vde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin proliferatif indeks (PRI) oranlari
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HOE (Cicgek) icin proliferatif indeksin; ¢ozucl kontrol grubu (% 10 DM SO) 2,16 iken,
250 pg/mli’lik doz grubu 1,99, 500 pg/ml’lik doz grubu 2,03, 750 pg/ml’lik doz
grubunda ise 1,96 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore hicbir doz grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis veya azalisin olmadigi gozlendi (Sekil 4.3.12.).

PROLIFERATIF iINDEKS (PRI)
2,2

2,1 - B PROLIFERATIF INDEKS (PRI)

2
19 -
1,8
1,6 - T T T T T T T T

Negatif Gozucu HOE 250HOE 500HOE 750 Pozitif

Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml ug/mi Kontrol
(% 10 () (€) (€ (EMS)
DMSO)

Sekil 4.3.12. HOE (Cicek) uygulamas: sonucunda gergeklestirilen Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) testinin proliferatif indeks (PRI) oranlari

HAE (Go6vde+Cicek), (Govde), (Cicek) kisimlarinin 125, 250 ve 500 pg/ml’lik dozlari
ile elde edilen tiim Kardes Kromatid Degisimi Testi verileri Cizelge 4.3.1 ve Sekil
4.3.1-6'da verilmektedir.

Yine ayni sekilde HOE (Govde+Cigek), (Govde), (Cicek) kisimlarinin 250, 500 ve 750
ug/ml’lik dozlari ile elde edilen tiim Kardes Kromatid Degisimi Testi verileri Cizelge
4.3.2 ve Sekil 4.3.7-12' da verilmektedir.

HAE ve HOE ile gerceklestirilen Kardes Kromatid Degisimi Testi sonucunda gézlenen
SCE'li metafaz sathasindaki kromozom fotograflar Sekil 4.3.13-15"de gortlmektedir.
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Sekil 4.3.13. 125 pg/ml HAE (Govde) uygulamasi ile Kardes Kromatid Degisimi Testi
sonucunda gozlenen SCE’li hiicre ve kromozom Ornegi (SCE’ler ok isareti ile
gosterilmigtir)

Sekil 4.3.14. 750 pg/ml HOE (Govde+Cicek) uygulamasi ile Kardes Kromatid
Degisimi Testi sonucunda gozlenen SCE’li hiicre ve kromozom Ornegi (SCE'ler ok
isareti ile gosterilmistir)
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Sekil 4.3.15. 750 pg/ml HOE (G6vde) uygulamasi ile Kardes Kromatid Degisimi Testi
sonucunda gozlenen M3 fazindaki metafaz plagi (M3: Ugclincii mitoz boliinmeyi

gegirmis)
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4.4. In Vitro Mikroniikleus Test Sonugclari

HAE (govdetcicek), HAE (govde) % 10 DM SO’ da, HAE (cigek) ise % 50 DM SO’ da
coziilerek 125, 250 ve 500 pg/ml dozlari teste alindi. Insan lenfosit kiiltiir yontemi ile
Mikroniikleus Testi sonucunda bireyler arasinda elde edilen MN ve NDI verileri
Cizelge 4.4.1. de gosterilmektedir.

Cizelge 4.4.1. HAE uygulamas1 sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus Testinin
ortalama degerleri

Nuklear
Madde Doz (pg/ml) N % o MN Bolinme
Indeksi (NDI)
Negatif -
Kontrol 4 13.50+£1.00 1.18+0.08
Cozicu % 10 DM SO 4 19.00+2.16 1.14+0.02
Kontrol a
Cozicu % 50 DM SO 4 15.50+1.91 1.16+0.06
Kontrol b
HAE (Govde 125 4 21.50+1.91 1.16+0.05
+ Cigek)a 250 4 24.25+0.96* * 1.12+0.05
500 4 22.00+2.45 1.11+0.06
HAE 125 4 19.25+2.22 1.31+0.02**
(Govde)a 250 4 20.25+3.30 1.29+0.04**
500 4 21.25+2.22 1.30+0.03**
HAE 125 4 14.20+1.64 1.22+0.13
(Cicek)b 250 4 16.00+1.41 1.18+0.10
500 4 16.75+3.40 1.19+0.08
Pozitif 1250 4 45.00+£7.1 1.15+0.18
Kontrol
(EMYS)

a: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma (% 10 DMSO)
b: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma (% 50 DMSO)
**: p<0,005

HAE (Govde+Cicek), HAE (Govde) ve HAE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
mikronukleuslu bintkleat hiicre verilerine uygulanan varyans anaizi ve Tukey testi
sonucunda %0 MN oranina bakildiginda, HAE (Govde+Cigek) icin; ¢oziicii kontrol
grubu (% 10 DMSO) 19,00 iken, 125 pg/ml’lik doz grubu 21,50, 250 pg/mi’lik doz
grubu 24,25, 500 pg/ml’lik doz grubundaise 22,00 oldugu ve ¢oziicii kontrole gére 250
png/ml’lik doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi (Sekil
4.4.1. p<0,005).
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Sekil 4.4.1. HAE (Govde+Cicek) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus
Testinin %0 MN oranlar1 (**: p<0,005)

HAE (Govde) icin; ¢cozicl kontrol grubu (% 10 DMSO) 19,00 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 19,25, 250 pug/ml’lik doz grubu 20,25, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 21,25
oldugu ve hicbir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya azalis olmadigi
gozlendi (Sekil 4.4.2).

%0 MN

50 -+

45 -

40 A

35 -
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25 -

20 -

15 - m %0 MN

10 -
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Negatif Cozicu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol

(%10 ug/ml  pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G) (G) (G)

Sekil 4.4.2. HAE (Govde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus
Testinin %0 MN oranlari
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HAE (Cicek) icin; ¢ozicu kontrol grubu (% 50 DM SO) 15,50 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 14,20, 250 pg/ml’lik doz grubu 16,00, 500 pg/ml’lik doz grubunda ise 16,75
oldugu ve higbir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya azalis olmadigi

gozlendi (Sekil 4.4.3).
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DMSO) (©) (©) (©)

Sekil 4.4.3. HAE (Cicek) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testinin
%0 MN oranlar1

HAE (Govde+Cigek), HAE (Govde) ve HAE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
mono, bi, tri ve tetranikleuslu hlicre verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi
sonucunda Niikleer Boliinme indeksi (NDI) oranina bakildiginda, HAE (G6vde+Cigek)
icin; ¢ozuct kontrol grubu (% 10 DM SO) 1,14 iken, 125 pug/mi’lik doz grubu 1,16, 250
png/ml’lik doz grubu 1,12, 500 pug/ml’lik doz grubunda ise 1,11 oldugu ve ¢oziicii
kontrole gore hichir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artiy veya azalis
olmadigi gozlendi (Sekil 4.4.4).
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NUKLEER BOLUNME INDEKSI (NDI)
112 ] .. . .o . .
118 - m NUKLEER BOLUNME INDEKSI
(NDI)
1,16 -
1,14 -
1,12 -
1,1 -
1,08 -
1,06 =1 T T T T T T T T
Negatif CGozuci HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(% 10 pg/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+()

Sekil 4.4.4. HAE (Go6vde+Cicek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus
Testinin NDI oranlar1

HAE (Govde) icin; ¢dzicu kontrol grubu (% 10 DMSO) 1,14 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 1,31, 250 pug/ml’lik doz grubu 1,29, 500 pg/ml’lik doz grubundaise 1,30 oldugu
ve 125, 250 ve 500 pg/ml’lik her ii¢ dozun da NDI oranin1 ¢oziici kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdiklart goézlendi (Sekil 4.4.5, p<0,005,
p<0,005, p<0,005 sirasiyla).

NUKLEER BOLUNME INDEKSI (NDI)
1,35 -
* %k %

’ m NUKLEER BOLUNME
1,25 - INDEKSI (NDI)
1,2 -

1,15 -

111 _ I l

1,05 = T T T T T T T T
Negatif Cozicu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol

(%10 ug/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G (G (G)

Sekil 4.4.5. HAE (Govde) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus
Testinin NDI oranlar1 (**: p<0,05)
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HAE (Cigek) igin; ¢ozucu kontrol grubu (% 50 DMSO) 1,16 iken, 125 pg/ml’lik doz
grubu 1,22, 250 pug/ml’lik doz grubu 1,18, 500 pg/ml’lik doz grubundaise 1,19 oldugu
ve ¢oziicii kontrole gore hicbir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya

azalis olmadig1 gozlendi (Sekil 4.4.6).

NUKLEER BOLUNME INDEKSI (NDI)
1,24 -
1,22 - m NUKLEER BOLUNME iNDEKSI
(NDI)
1,2 -
1,18 -
1,16 -
1,14 -
1,12 -

1,1 = T T T T T T T T
Negatif Coziicl HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml (C) ug/ml (C) ug/ml (C) Kontrol

(% 50 (EMS)
DMSO)

Sekil 4.4.6. HAE (Cigek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus Testinin
NDI oranlari

HOE (gbvdetcicek), HOE (gbvde) % 50 DM SO’ da, HOE (cigek) ise % 10 DM SO’ da
coziilerek 250, 500 ve 750 pg/ml dozlari teste alindi. Insan lenfosit kiiltiir yontemi ile
Mikroniikleus Testi sonucunda bireyler arasinda elde edilen MN ve PRI verileri Cizelge
4.4.2. de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.4.2. HOE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus Testinin
ortalama degerleri

Madde Doz N Nuklear
(ng/ml) %o0MN Bolinme
Indeksi
(NDI)
Negatif - 4 13.50+1.00 1.18+0.08
Kontrol
Cozicu % 10 4 19.00+2.16 1.14+0.02
Kontrol a DMSO
Cozicu % 50 4 15.50+1.91 1.16+0.06
Kontrol b DMSO
HOE (Goévde 250 4 34.93+13.33 1.17+0.57
+ Cicek)b 500 4 37.20+8.90 1.17+0.07
750 4 42.35+12.93 1.18+0.02
HOE 250 4 15.75+0.50 1.22+0.16
(Govde)b 500 4 14.25+2.87 1.23+0.11
750 4 21.25+#3.30* 1.23+0.10
HOE 250 4 18.90+4.50 1.13+0.06
(Cicek)a 500 4 20.73+4.87  1.17+0.12
750 4 24.38+4.61 1.15+0.10
Pozitif 1250 4 45.00+£7.1 1.15+0.18
Kontrol
(EMS)

a: Coziicii kontrol grubu ile karsilagtirma (% 10 DMSO)
b: C6zlicl kontrol grubu ile karsilagtirma (% 50 DMSO)

*: p<0,05

HOE (Govde+Cicek), HOE (Govde) ve HOE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
mikronukleuslu bintkleat hiicre verilerine uygulanan varyans anaizi ve Tukey testi
sonucunda %o MN oranina bakildiginda, HOE (Govde+Cicek) icin; ¢oziicii kontrol
grubu (% 50 DMSO) 15,50 iken, 250 pug/ml’lik doz grubu 34,93, 500 pg/mi’lik doz
grubu 37,20, 750 pg/ml’lik doz grubunda ise 42,35 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore
hichir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya azalis olmadigi gozlendi
(Sekil 4.4.7.).
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%0 VIN

I m %0 MN

50 -~
45 -
40 A
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5 .
0 - T T T T T T T
Negatif Cozuci HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 50 ug/ml  pg/ml  ug/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+()

Sekil 4.4.7. HOE (Go6vde+Cicek) uygulamast sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus

Testinin %0 MN oranlar

HOE (GOvde) icin MN frekansi; ¢ozicu kontrol grubu (% 50 DMSO) 15,50 iken, 250
png/ml’lik doz grubu 15,75, 500 pg/ml’ lik doz grubu 14,25, 750 pg/ml’lik doz grubunda
ise 21,25 oldugu ve ¢oziicli kontrole gore 750 pg/ml’lik doz grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi (Sekil 4.4.8. p<0,05).

I H %0 MN

%0 MN
50 -
45 -
40 A
35 -
30 -
25 - .
20 -
15 -
10 -
5 .
0 - T T T T T T T
Negatif Cozicu HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 50 pg/ml  pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G) (G) (G)

Sekil 4.4.8. HOE (Govde) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikronukleus

Testinin %0 MN oranlar1 (*: p<0,05)
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HOE (Cigek) icin MN frekansi; ¢Ozucu kontrol grubu (% 10 DM SO) 19,00 iken, 250
po/ml’lik doz grubu 18,90, 500 pg/ml’ lik doz grubu 20,73, 750 pg/ml’lik doz grubunda
ise 24,38 oldugu ve ¢oziicli kontrole gore higbir doz grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis veya azalis olmadig1 gozlendi (Sekil 4.4.9.).

%0 MN

50 -

45 -

40 -

35 -

30 -

25 -

20 -

15 - ® %0 MN

10 -

5 .

0 - . . . . . . . .
Negatif Cozicu HOE 250 HOE 500 HOE 750 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml pg/ml Kontrol

(% 10 (€ (€ (€ (EMS)
DMSO)

Sekil 4.4.9. HOE (Cicek) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testinin
%0 MN oranlar1

HOE (Govde+Cicek), HOE (Govde) ve HOE (Cigek) uygulamasi ile meydana gelen
mono, bi, tri ve tetranikleuslu hlicre verilerine uygulanan varyans analizi ve Tukey testi
sonucunda Niikleer Boliinme indeksi (NDI) oranina bakildiginda, HOE (G6vde+Cigek)
icin; ¢ozuct kontrol grubu (% 50 DM SO) 1,16 iken, 250 pg/mi’lik doz grubu 1,17, 500
png/ml’lik doz grubu 1,17, 750 pg/ml’lik doz grubunda ise 1,18 oldugu ve ¢oziicl
kontrole gore higbir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis veya azalis
olmadigi gozlendi (Sekil 4.4.10.).
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NUKLEER BOLUNME iNDEKSI (NDI)

1,185 -
1 18 -
1, 175
1,17 -
1,165 -
1,16 - m NUKLEER BOLUNME
1,155 -
115 - INDEKSI (NDI)
1,145 -
1,14 -
1,135 -
1 13 -
Negatlf (;ozucu HOE HOE HOE Posz
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 50 pg/ml ug/ml ug/mi (EMS)
DMSO) (G+) (G+C) (G+C)

Sekil 4.4.10. HOE (Govdet+Cicek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen
Mikroniikleus Testinin NDI oranlari

HOE (Govde) icin NDI degerleri; ¢dzlcu kontrol grubu (% 50 DMSO) 1,16 iken, 250
pg/mi’lik doz grubu 1,22, 500 pg/ml’lik doz grubu 1,23, 750 pg/ml’lik doz grubunda
ise 1,23 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore higbir doz grubunda istatistiksel olarak anlamli

bir artis veya azalis olmadigi gézlendi (Sekil 4.4.11.).

NUKLEER BOLUNME iNDEKSI (NDI)

1,24 -
m NUKLEER BOLUNME INDEKSI

1,22 -
(NDI)
1,2 -
1,18 -
1,16 -
1,14 -
1,12 -
1,1 -

Negatlf (;ozucu HOE HOE HOE Pozitif

Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(% 50 ug/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G) (G) (G)

Sekil 4.4.11. HOE (Govde) uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus
Testinin NDI oranlari
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HOE (Cigek) icin NDI deegrleri; ¢ozucu kontrol grubu (% 10 DMSO) 1,14 iken, 250
po/ml’lik doz grubu 1,13, 500 pg/ml’lik doz grubu 1,17, 750 pg/ml’lik doz grubunda
ise 1,15 oldugu ve ¢oziicii kontrole gore higbir doz grubunda istatistiksel olarak anlaml

bir artis veya azalis olmadigi gézlendi (Sekil 4.4.12.).

NUKLEER BOLUNME INDEKSI (NDI)

1,19 -

1,18 -

1,17 -

1,16 -

1,15 -

1,14 -

1,13 -

1,12 -

1,11 -

1,1 - T T T T T T T T
Negatif Cozici HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol

(% 10 pg/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) © ©@ (@

m NUKLEER BOLUNME iNDEKSI
(NDI)

Sekil 4.4.12. HOE (Cicek) uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikronikleus
Testinin NDI oranlar1

HAE (Govde+Cigek), (Govde), (Cicek) kisimlarinin 125, 250 ve 500 pg/ml’lik dozlart
ile elde edilen tim Mikronikleus Testi verileri Cizelge 4.4.1 ve Sekil 4.4.1-6'da
verilmektedir.

Yine ayn1 sekilde HOE (Govde+Cigek), (Govde), (Cigek) kisimlarmin 250, 500 ve 750
png/ml’lik dozlar ile elde edilen tiim Mikroniikleus Testi verileri Cizelge 4.4.2 ve Sekil
4.4.7-12' daverilmektedir.

HAE ve HOE ile gergeklestirilen Mikroniikleus Testi sonucunda goézlenen
mikronikleuslu hiicre fotograflari Sekil 4.4.13-15 de gortlmektedir.
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Sekil 4.4.13. 500 pg/ml HAE (Go6vde) uygulamasi ile Mikroniikleus Testi sonucunda
gozlenen mikroniikleuslu biniikleat hiicre ve mononiikleat hiicre oOrnegi (-2,
Mikrontkleus)

Sekil 4.4.14. 750 pg/ml HOE (GoOvde) uygulamasi ile Mikroniikleus Testi sonucunda
gozlenen mikroniikleuslu biniikleat hiicre 6rnegi (=, Mikrontukleuslar)
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Sekil 4.4.15. 500 pg/ml HAE (GoOvde) uygulamasi ile Mikroniikleus Testi sonucunda
gozlenen mikrontkleuslu A-mononikleat, B-Binukleat, C-trinikleat hiicre ve D-
tetranUkleat hiicre 6rnekleri (=, Mikronukleuslar)
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4.5. Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi) Sonuclari

HAE (govde+tgigek), 10 DMSO’da ¢oziilerek 125, 250 ve 500 ug/ml dozlar1 teste alind.
Komet Testi sonucunda elde edilen komet alani, komet uzunlugu, komet yogunlugu,
kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk moment uzunlugu, olive moment uzunlugu
ve kafa % DNA verileri Cizelge 4.5.1.°de, genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre

yuzdesi verileri ise Cizelge 4.5.2." de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5.1. HAE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Komet testi sonuglari

Kafa % DNA

Madde Doz N Komet Alam Komet Uzunlugu Komet Yogunlugu Kuyruk Kuyruk % Kuyruk Moment  Olive Moment
(ng/ml) (nm) Uzunlugu DNA Uzunlugu Uzunlugu
(Hm) (Hm) (um)
Negatif - 200 420.06+101.38 29.28+2.84 7281.50+2591.96 3.93+1.22 3.31+2.15 12.99+1.38 0.42+0.28 96.69+2.15
Kontrol
Cozici %10 200 463.55+101.77 32.34£3.70 7446.29+2259.07 5.22+1.49 4.99+2.46 13.89+1.51 0.70+0.37 95.01+2.46
Kontrol DMSO
125 200 951.91+867.38*** 50.25+25.48*** 17355.72+7253.33*** 17.59£25.21*** 10.00+16.37* 22.01£11.97*** 3.85+9.83** 90.00+£16.37*
HAE 250 200 1088.43+997.63*** 53.41+28.14*** 17747.58+6990.68*** 20.45+28.47%** 12.81+20.68*** 23.42+13.39*** 5.39+12.43***  87.19+20.68***
(Govde+C
icek)
500 200 1049.98+898.37*** 52.67+25.38*** 16624.74+5875.06*** 22.08+26.74*** 18.61+27.44*** 23.02£12.01*** 6.70£12.52***  81.39+27.44***
Pozitif 1250 200 4920.52+1159.02 124.32+15.77 37987.38+16089.37 110.71+16.24 96.72+9.19 58.34£7.49 56.94+9.25 3.28+9.19
Kontrol
(EMS)
*; p<0.05
**: n<0.005

#%%:0<0.0001
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Cizd ge 4.5.2. HAE uygulamas: sonucunda gergeklestirilen Komet testinin Genetik
Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerleri

Madde Doz (ug/ml) N Genetik Hasar Hasarh
Indeksi Hicre
Y lizdesi
Negatif - 4 0.14+0.10 0.01+0.01
Kontrol
Cozicu % 10 DMSO 4 0.08+0.04 0.01+0.01
Kontrol
HAE (Govde 125 4 0.62+0.18** 0.17+0.07**
+ Cicek) 250 4 0.64+0.20** 0.18+0.08**
500 4 1.06+0.25***  (0.28+0.05***
Pozitif
Kontrol 1250 4 3.92+0.06 1.00+0.01
(EMYS)
**, p<0.005

#%%:0<0.0001

HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, komet alani oraninin ¢oziicii (% 10 DMSO) kontrol grubunda
463,55, 125 pg/ml doz grubunda 951,91, 250 pug/ml doz grubunda 1088,43 ve 500
pg/ml doz grubunda 1049,88 oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her U¢ doz
grubunda da istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil 4.5.1. ,
p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

0000 KOMET ALANI
5000 -
4000 - B KOMET ALANI
3000 -
2000 -
skk ok * %k k
1000 - ookl I
o . W 1 , . , , l , ,
Negatif Cozicu HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml  pg/ml ppm Kontrol
(%10 (G+C) (G+C) (G+C) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.5.1. HAE uygulamas: ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Alani oranlari
karsilastiritlmasi (***: p<0,0001)
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, komet uzunlugu oraninin ¢oziicii (% 10 DMSO) kontrol grubunda
32,34 um, 125 pg/ml doz grubunda 50,25 pm, 250 pg/ml doz grubunda 53,41 pm ve
500 pg/ml doz grubunda 52,67 um oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her lic doz
grubunda da istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil 4.5.2.,
p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

140 -
120 -
100 -
80 -
60 - ook * % %k * % %
40 - ® KOMET UZUNLUGU
ol
O N T T T T T T T T
Negatif Cozucl HAE  HAE  HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(%10 ug/ml pg/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C)

Sekil 4.5.2. HAE uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Uzunlugu
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, komet yogunlugu oraninin ¢oziici (% 10 DMSO) kontrol
grubunda 7446,29, 125 pg/ml doz grubunda 17355,72, 250 pg/ml doz grubunda
17747,58 ve 500 pug/ml doz grubunda 16624,74 oldugu ve ¢6ziicii kontrol grubuna goére
her {i¢c doz grubunda da istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil
4.5.3., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

KOMET YOGUNLUGU ™ KOMET YOGUNLUGU

40000
35000 -
30000 -
25000 -
20000 - Kok ok * %k *k %
15000 -+
10000 -~
5000 J I
0 - T T T T T T T T
Negatif Cozici HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(%10 ug/ml  pg/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C)

Sekil 4.5.3. HAE uygulamas: ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Yogunlugu
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Kuyruk Uzunlugu oraninin ¢oziici (% 10 DMSO) kontrol
grubunda 5,22 um, 125 pg/ml doz grubunda 17,59 um, 250 pg/ml doz grubunda 20,45
um ve 500 pg/ml doz grubunda 22,08 um oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her
ic doz grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi

(Sekil 4.5.4., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

120 + B KUYRUK UZUNLUGU
100 -~

80 -

60 -

40 -

20 - * ok & * ok ok * % %

0 | mmm — . . . . l . l . .
Negatif Cozicu HAE 125HAE 250HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml  pg/ml pg/ml Kontrol

(%10 (G+C) (G+C) (G+C) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.5.4. HAE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Kuyruk Uzunlugu
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Kuyruk % DNA oraninin ¢oziicii (% 10 DMSO) kontrol grubunda
% 4,99, 125 pug/ml doz grubunda % 10,00, 250 pug/ml doz grubunda % 12,81 ve 500
png/ml doz grubunda % 18,61 oldugu ve ¢6ziicii kontrol grubuna gore her ii¢ doz
grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil
4.5.5., p<0,05, p<0,0001, p<0,0001).

e KUYRUK % DNA
E KUYRUK % DNA
100 -

80 -

60 -

40 -

k k%

20 - * %k

*

0 | mem - .-...l. .
Negatif Cozici HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml  pg/ml ug/ml Kontrol

(%10 (G+C) (G+C) (G+C) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.5.5. HAE uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Kuyruk % DNA
oranlar1 (*: p<0,05, ***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari

degerlendirildiginde, Kuyruk Moment Uzunlugu oraninin ¢oziicii (% 10 DMSO)
kontrol grubunda 13,89 pm, 125 pg/ml doz grubunda 22,01 pm, 250 pg/ml doz

grubunda 23,42 um ve 500 pg/ml doz grubunda 23,02 um oldugu ve ¢oziicii kontrol

grubuna gore her U¢ doz grubunda da istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
belirlendi (Sekil 4.5.6., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

KUYRUK MOMENT UZUNLUGU

70 -+ .
€0 B KUYRUK MOMENT UZUNLUGU
50 -
40 -
30 T %k %k %k 3k kk * %k k
20 -
ol N
0 i T T T T T T T T
Negatif Cozicu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(%10 ug/ml  pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C)

Sekil 4.5.6. HAE uygulamas: ile gergeklestirilen Komet Testinin Kuyruk Moment

Uzunlugu oranlar1 (***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Olive Moment Uzunlugu oraninin ¢6ziicii (% 10 DMSO) kontrol
grubunda 0,70 pm, 125 pg/ml doz grubunda 3,85 pm, 250 pg/ml doz grubunda 5,39 pum
ve 500 pg/ml doz grubunda 6,70 um oldugu ve ¢6ziicii kontrol grubuna gore her ti¢ doz
grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil
4.5.7., p<0,005, p<0,0001, p<0,0001).

OLIVE MOMENT UZUNLUGU
60 - m OLIVE MOMENT UZUNLUGU
50 -
40 -
30 -
20 -
10 - . xkk kK
O T T T T - T . T . T T
Negatif CGozucu HAE HAE HAE Pozitif
Kontrol Kontrol 125 250 500 Kontrol
(%10 ug/ml pg/ml pg/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+()

Sekil 4.5.7. HAE uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Olive Moment
Uzunlugu oranlar (**: p<0,005, ***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Kafa % DNA oraninin ¢oziicii (% 10 DMSO) kontrol grubunda %
95,01, 125 pg/ml doz grubunda % 90,00, 250 pg/ml doz grubunda % 87,19 ve 500
png/ml doz grubunda % 81,39 oldugu ve c¢oziicii kontrol grubuna gore her li¢ doz
grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir azalis meydana geldigi

belirlendi (Sekil 4.5.8., p<0,05, p<0,0001, p<0,0001).
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Sekil 4.5.8. HAE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Kafa % DNA oranlari
(*: p<0,05, ***: p<0,0001).
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HAE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglarina gore
Genetik Hasar Indeksi verileri degerlendirildiginde bu oranin; ¢dziicii (% 10 DMSO)
kontrol grubunda 0,08, 125 pug/ml doz grubunda 0,62, 250 pg/ml doz grubunda 0,64 ve
500 pg/ml doz grubunda 1,06 oldugu ve c¢oziicii kontrol grubuna gore her lic doz
grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi

belirlendi (Sekil 4.5.9., p<0,005, p<0,0001, p<0,0001).

GENETIK HASAR INDEKSI
4,5 - B GENETIK HASAR INDEKSI
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Negatif Coziclu HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml pg/ml Kontrol
(%10 (G+C)  (G+C)  (G+C) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.5.9. HAE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Genetik Hasar Indeksi
oranlar1 (**: p<0,005, ***: p<0,0001).
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HAE (GovdetCigek) uygulamasi sonucu gergeklestirilen Komet Testi sonuglarina gore
Hasarl1 Hiicre Yiizdesi verileri degerlendirildiginde bu oranin; ¢oziicii (% 10 DMSO)
kontrol grubunda % 0,01, 125 pg/ml doz grubunda % 0,17, 250 pg/ml doz grubunda %
0,18 ve 500 pg/ml doz grubunda % 0,28 oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her ii¢
doz grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi

belirlendi (Sekil 4.5.10., p<0,005, p<0,005, p<0,0001).

HASARLI HUCRE YUZDESI
1,2 - B HASARLI HUCRE YUZDESI
1 .
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Negatif Cozicu HAE 125 HAE 250 HAE 500 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml pg/ml Kontrol
(%10 (G+C) (G+C) (G+() (EMS)
DMSO)

Sekil 4.5.10. HAE uygulamas1 ile gergeklestirilen Komet Testinin Hasarli Hiicre
Yiizdesi oranlar1 (**: p<0,005, ***: p<0,0001).

HOE (gdovde+tc¢icek), % 50 DMSO’da ¢oziilerek 250, 500 ve 750 pg/ml dozlar teste
alindi. Komet Testi sonucunda elde edilen komet alani, komet uzunlugu, komet
yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk moment uzunlugu, olive
moment uzunlugu ve kafa % DNA verileri Cizelge 4.5.3. ‘de, genetik hasar indeksi ve

hasarli hiicre yiizdesi verileri ise Cizelge 4.5.4.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5.3. HOE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Komet testi sonuglari

Madde Doz N Komet Alani Komet Uzunlugu Komet Yogunlugu Kuyruk Uzunlugu Kuyruk % DNA Kuyruk Moment Olive Moment Kafa % DNA
(ng/ml) (um) (um) Uzunlugu Uzunlugu
(um) (nm)
Negatif - 200 420.06+101.38 29.28+2.84 7281.50+2591.96 3.93+1.22 3.3142.15 12.99+1.38 0.4210.28 96.69+2.15
Kontrol
Coziicli %50 200 433.72+100.09 29.96%3.71 6361.28+1984.13 4.23+1.31 3.96+2.09 13.28+1.47 0.53+0.29 96.04+2.09
Kontrol DMSO
250 200 822.18+812.85%** 45.33+22.25%** 14504.09+6826.61*** 15.74423.09*** 11.88£20.12*** 19.66+10.47*** 4.09+10.82** 88.12+20.12***
HOE 500 200 1080.95+1110.83*** 52.65+29.14*** 16602.42+7595.55%** 21.41429.95%** 14.13423.57*** 23.09+13.63*** 6.10£13.51***  85.87+23.57***
(Govde+Ci
cek)
750 200 1194.12+1209.71*** 54.94429.62*** 17480.72+8892.79*** 24.00+30.64*** 18.15426.71*** 24.09+13.93*** 7.66+14.66***  81.85+26.71***
Pozitif 1250 200 4920.52+1159.02 124.32+15.77 37987.38+16089.37 110.71+16.24 96.729.19 58.34+7.49 56.9419.25 3.2849.19
Kontrol
(EMS)
**: p<0,005
***: p<0,0001
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Cizelge 4.5.4. HOE uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Komet Testinin Genetik
Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerleri

Madde Doz (ppm) N Genetik Hasar Hasarh
Indeksi Hucre
Y Uzdes
Negatif - 4 0.14+0.10 0.01+0.01
Kontrol
Cozicu % 50 DMSO 4 0.21+0.12 0,00+0,00
Kontrol
HOE (Govde + 250 4 0.65+0.06* ** 0.17+0.02* **
Cicek) 500 4 0.77+£0.13*** 0.21+0.01***
750 4 1.05+0.09* ** 0.29+0.03***
Pozitif Kontrol 1250 4 3.92+0.06 1.00+0.01

(EMS)

**%. p<0,0001

HOE (Govde+Cicek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari

degerlendirildiginde, Komet Alani oraninin ¢ozicl (% 50 DMSO) kontrol grubunda
433,72, 250 pg/ml doz grubunda 822,18, 500 pug/ml doz grubunda 1080,95 ve 750
png/ml doz grubunda 1194,12 oldugu ve ¢oziicii kontrol grububa gore her ii¢ doz

grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil
4.5.11. , p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

B KOMET ALANI
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Negatif Cozici HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(%50 ug/ml ug/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+()

Sekil 4.5.11. HOE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Komet Alani oranlari

(***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cicek) uygulamasit sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Komet Uzunlugu oraninin ¢ozici (% %0 DMSO) kontrol
grubunda 29,96 um, 250 pg/ml doz grubunda 45,33 um, 500 pg/ml doz grubunda 52,65
pum ve 750 pg/ml doz grubunda 54,94 um oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her
U¢ doz grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi
(Sekil 4.5.12., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

140 -+
120 -+
100 -
80 -
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60 - * ok ¥
40 - ® KOMET UZUNLUGU
ol I
O N T T T T T T T T
Negatif Cozici HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(%50 ug/ml pg/ml pg/mi (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+C)

Sekil 4.5.12. HOE uygulamas: ile gerceklestirilen Komet Testinin Komet Uzunlugu
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cicek) uygulamasit sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, komet yogunlugu oraninin ¢oziici (% 50 DMSO) kontrol
grubunda 6361,28, 250 pg/ml doz grubunda 14504,09, 500 pg/ml doz grubunda
16602,42 ve 750 ug/ml doz grubunda 17480,72 oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gére
her ¢ doz grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
belirlendi (Sekil 4.5.13., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).

® KOMET YOGUNLUGU
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Negatif Cozuci HOE 250 HOE 500 HOE 750 Pozitif
Kontrol Kontrol pg/ml pg/ml ug/ml Kontrol
(%50 (G+C) (G+C) (G+C) (EMS)
DMSO)

Sekil 4.5.13. HOE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Komet Yogunlugu
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cicek) uygulamasit sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari

degerlendirildiginde, Kuyruk Uzunlugu oranmin ¢oziici (% 50 DMSO) kontrol
grubunda 4,23 um, 250 pg/ml doz grubunda 15,74 pum, 500 pg/ml doz grubunda 21,41

pum ve 750 pg/ml doz grubunda 24,00 um oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her

lic doz grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi

(Sekil 4.5.14., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).
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(G+C) (G+C) (G+()

Sekil 4.5.14. HOE uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Kuyruk Uzunlugu
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cigek) uygulamasit sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Kuyruk % DNA oraninin ¢oziicii (% 50 DM SO) kontrol grubunda
% 3,96, 250 pug/ml doz grubunda % 11,88, 500 pug/ml doz grubunda % 14,13 ve 750
png/ml doz grubunda % 18,15 oldugu ve ¢6ziicii kontrol grubuna gore her ii¢ doz
grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil
4.5.15., p<0,001, p<0,0001, p<0,0001).
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Negatif Cozicu HOE HOE HOE Pozitif
Kontrol Kontrol 250 500 750 Kontrol
(%50 ug/ml pg/ml ug/ml (EMS)
DMSO) (G+C) (G+C) (G+()

Sekil 4.5.15. HOE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Kuyruk % DNA
oranlar1 (***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cicek) uygulamasit sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari

degerlendirildiginde, Kuyruk Moment Uzunlugu oraninin ¢oziicii (% 50 DMSO)
kontrol grubunda 13,28 pm, 250 pg/ml doz grubunda 19,66 pum, 500 pg/ml doz
grubunda 23,09 um ve 750 pg/ml doz grubunda 24,09 pm oldugu ve ¢oziicii kontrol

grubuna gore her U¢ doz grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu belirlendi (Sekil 4.5.16., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).
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Sekil 4.5.16. HOE uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Kuyruk Moment

Uzunlugu oranlar1 (***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Olive Moment Uzunlugu oraninin ¢6ziicti (% 50 DMSO) kontrol
grubunda 0,53 pm, 250 pg/ml doz grubunda 4,09 pm, 500 pg/ml doz grubunda 6,10 pum
ve 750 pg/ml doz grubunda 7,66 um oldugu ve ¢oziicll kontrol grubuna gore her t¢ doz
grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Sekil
4.5.17., p<0,005, p<0,0001, p<0,0001).
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Sekil 4.5.17. HOE uygulamas1 ile gerceklestirilen Komet Testinin Olive Moment
Uzunlugu oranlar (**: p<0,005, ***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cicek) uygulamasit sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglari
degerlendirildiginde, Kafa % DNA oraninin ¢6ziicii (% 50 DM SO) kontrol grubunda %
96,04, 250 pg/ml doz grubunda % 88,12, 500 pg/ml doz grubunda % 85,87 ve 750
png/ml doz grubunda % 81,85 oldugu ve ¢o6ziicii kontrol grubuna gore her ii¢ doz

grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir azalis meydana geldigi

belirlendi (Sekil 4.5.18., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).
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Sekil 4.5.18. HOE uygulamasi
oranlar1 (***: p<0,0001).

ile gerceklestirilen Komet Testinin Kafa % DNA
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HOE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gergeklestirilen Komet Testi sonuglarina gore
Genetik Hasar Indeksi verileri degerlendirildiginde bu oranin; ¢dziicii (% 50 DMSO)
kontrol grubunda 0,21, 250 pg/ml doz grubunda 0,65, 500 pg/ml doz grubunda 0,77 ve
750 pg/ml doz grubunda 1,05 oldugu ve ¢6ziicii kontrol grubuna gore her ii¢ doz
grubunda da doza bagimli istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi

belirlendi (Sekil 4.5.19., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).
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Sekil 4.5.19. HOE uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Genetik Hasar
Indeksi oranlar1 (***: p<0,0001).
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HOE (Govde+Cigek) uygulamasi sonucu gerceklestirilen Komet Testi sonuglarina gore
Hasarli Hiicre Yiizdesi verileri degerlendirildiginde bu oranin; ¢oziici (%5DMSO)
kontrol grubunda % 0,00, 250 pg/ml doz grubunda % 0,17, 500 pg/ml doz grubunda %
0,21 ve 750 pg/ml doz grubunda % 0,29 oldugu ve ¢oziicii kontrol grubuna gore her ii¢
doz grubunda da doza bagiml istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana geldigi
belirlendi (Sekil 4.5.20., p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001).
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Sekil 4.5.20. HOE uygulamas1 ile gergeklestirilen Komet Testinin Hasarli Hiicre
Yiizdesi oranlar1 (***: p<0,0001).

HAE (Govde+Cigek) kismimin 125, 250 ve 500 pg/ml’lik dozlar ile elde edilen tiim
KOomet Testi verileri Cizelge 4.5.1-2 ve Sekil 4.5.1-10' da verilmektedir.

Yine ayn1 sekilde HOE (Govde+Cigek) kisminin 250, 500 ve 750 ug/ml’lik dozlari ile
elde edilen tim Komet Testi verileri Cizelge 4.5.2-4 ve Sekil 4.5.10-20'da
verilmektedir.

HAE ve HOE ile gergeklestirilen Komet Testi sonucunda gbzlenen hiicre tiplerinin

fotograflar Sekil 4.5.21." de gorilmektedir.
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Apoptotik
Hcre

Sekil 4.5.21. Komet testi ile agaroz jel Uzerinde elektroforetik ortamda negatif kutuptan
pozitif kutba dogru go¢ eden farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri.
Tip O-Hasarsiz DNA, Tip 1-Cok az hasarlanmigs DNA, Tip 2-Az hasarlanmigs DNA, Tip
3-Hasarlanmis DNA, Tip 4-Cok hasarlanmis DNA, Apoptotik hiicre-TUmiyle
hasarlanmis DNA
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6. TARTISMA ve SONUC

Tibbi bitkilerin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanimi son yillarda
oldukca popiiler hale gelmistir. Bunun sebepleri arasinda da bitkilerin dogal yapiya
sahip olmalari, tiretimlerinin kolay ve ucuz olmasi, sentetik ilaglara gore ¢ok daha az

yan etkiye sahip olmalar ile birden fazla etkiye sahip olmalar1 sayilabilir.

Tibbi bitkilerin  farmakolojik  aktiviteleri icerdikleri kimyasal bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Hypericum cinsine ait tidrlerin de ¢esitli hastaliklarda
kullanilmalarinda sorumlu olan antidepresan, anajezik, antifungal, antitimoral,
antineoplastik, antiinflamatuar, antiviral, antiretroviral gibi farmakolojik aktivitelerinin,
Hypericum tiirlerinin en temel iki bileseni olan hiperisin ve hiperforinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Conforti ve ark. 2007).

Hiperisin ve hiperforin sitotoksisite agisindan degerlendirildiginde; kanser fotodinamik
terapisinde hiperisinin kullanilabilecegi diisiincesi daha dnce ortaya atilmistir (Agostinis
2002). Hiperforinin ise test edilen kanser hiicre hatlarinda biiyiimeyi inhibe ettigi ve
kaspaz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Hostanska ve ark. 2003).Yapilan bir ¢alisma
da, H.perforatum’un metanol ekstraktinin 6nemli Ol¢iide prostat tiimor bUyUmesini
azaltigim1 gostermistir (Martarelli ve ark. 2004). H.hookerianum’dan izole edilen bes
ekstrakt, MCF-7, NCI-H460 ve SF 268 insan timdr hiicre hatti biiylimesine karsi test
edilmistir. Bu ekstraktlardan ikisi ii¢ hiicre hattina karsi Onemli inhibitor etki
gostermistir (Wilairat ve ark. 2005). Wistar siganlar MT-50 memeli karsinoma hticreleri
ile asilanmis ve hiperforinin peri-tiimoral enjeksiyonlariyla muamele edilmiglerdir.
Hiperforin 6nemli bir sekilde tiimor biiylimesini inhibe etmis, tiimdr hiicrelerinin
apoptozisini indiiklemis, tiimor vaskiilerizasyonunu azaltmig (Schempp ve ark. 2005) ve
timor yayilmasi ile metastazi sinirlamistir (Dell ve ark. 2007). Giiney Brezilya’daki alti
Hypericum tiiriiniin metanolik ekstraktlart HT-29 ve H-460 kanser hiicre hatlarina karsi
taranmigtir. Bu tiirlerden ii¢liniin kanser hiicrelerine kars1 aktif oldugu (Ferraz ve ark.
2005) ve H.perforatum’un lipofilik ekstraktinin T24 ve NBT-1I mesane kanser
hiicrelerine kars1 antineoplastik aktivite gosterdigi bulunmustur (Skalkos ve ark. 2005).
Hiperforinin antidepresan aktiviteden sorumlu olan temel bilesik oldugu bilinmektedir.

Ayn1 zamanda hiperforinin, in vitro ve in vivo ¢alismalarda farkli timor hiicre hatlarina
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kars1 antitiimor etkisinin oldugu, hem murin hem de insan tiimor hiicrelerinde
apoptozisle iligkili sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmis ve metastatik biiylimeyi
kontrol ettigi bulunmustur (Dona ve ark. 2004). Ayrica antiinflamatuar ve

antianjiogenic etkileri de mevcuttur (Donave ark. 2004).

Yapilan literatiir calismalarinda ¢alismada kullandigimiz Hypericum adenotrichum ve
Hypericum olympicum tiirlerinin biyolojik aktivitelerine dair ¢aligmalar rapor edilmistir.
Turkiye' ye endemik olan H.adenotrichum' un ikincil metabolitleri; hiperforin, hiperisin,
pseudohiperisin, klorojenik asit, rutin, hiperosit, quersitrin, quersetin, kaempferol,
apigenin-7-O-glukozid ve amentoflavonun g¢esitli seviyelerdeki konsantrasyonlari,
hiperforin hari¢ olmak iizere, HPLC ile belirlenmistir (Cirak ve ark. 2009). Bir diger
calismada da H. adenotrichunt un antikanser 6zellikleri arastirilmis ve bu bitkinin etkili
bir p53-bagimsiz antineoplastik 6zelliginin de oldugu gdsterilmistir (Ozmen ve ark.
2009). H. olympicum ile yapilan bir ¢alismada bu bitkinin stamenlerinde hiperisin ve
pseudohiperisin bilesiklerinin yaklasik olarak esit miktarda bulunduklar1 belirlenmistir
(Kitanov 2001). Hypericum olympicum’un esansiyel yaginin igerigi ise bir bagka
calismada belirlenmis, bu bilesiklerin (E)-anethole (% 30,7) ve B-farnesene (% 12,4)
oldugu gosterilmistir (Gudzic ve ark. 2001).

Hiperisin ve hiperforinin genotoksisite calismalarina bakildiginda ise; hiperisinin
karanlikta diisiik toksik etkili oldugu rapor edilmistir (Siboni ve ark. 2003). Yapilan bir
diger ¢alismada da hiperisin karanlik ortamda ve yiiksek dozda (10 puM/L) insan
lenfositlerinde genotoksik oldugu gosterilmistir (Kastan Yiicel 2006). Analjezik ve anti-
depresif etkileri nedeniyle Brezilya’da halk tibbinda kullanilan H.brasiliense
ekstraktinin muhtemel klastojenik etkisi Wistar siganlarin kemik iligi hiicrelerinde in
vivo test edilmis ve H.brasiliense ekstraktinin calisilan test sistemlerinde MN ve
kromozom aberasyonlar1 (CA) miktarlarini istatistiki olarak énemli 6lciide indikledigi
bildirilmistir (Esppsito ve ark. 2005). Hypericum perforatum L. etanol ekstraktinin
sitogenetik etkisi kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde calisilmig, bu bitki ekstraktinin
kromozomal aberasyonlari (CA) ve anormal metafaz frekansini arttirdigi bulunmustur
(Saadat 2006). Psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde besin takviyesi olarak kullanilan,
igerigi Hypericum perforatum (Sar1 kantaron), Rosmarinus officinalis (Biberiye) ve

Soirulina (Filamentdz siyanobakteri) karigimindan medyana gelen St. John's Wort
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takviye edici gida maddesinin (SJWS) genotoksik/antigenotoksik aktivitesi
arastirtlmistir. Bunun i¢in in vivo olarak mikronikleus (MN) ve kromozom aberasyonu
(CA) testleri gerceklestirilmistir. (SJWS) doza bagimli olarak, femoradaki polikromatik
eritrositierde MN frekansini arttirmis ve fare testisi kromozomlarinda aberasyonlara
neden olmustur. Rosmarinus officinalis (Biberiye) ve Spirulina (Filamenttz
siyanobakteri) bu karisimda ¢ok az miktarda bulunmasi ve karisimin ¢ok biiyiik bir
kismin1 Hypericum perforatum (Sar1 kantaron) olusturmasindan dolayr bu genotoksik
etkinin Hypericum perforatum’dan kaynaklandigi disiiniilmiistiir (Aleisa 2008).
Fotosensitizer hiperisinin, iki farkli bas ve boyun skuaméz hiicre karsinomas: (HNSCC)
hiicre hatlar1 iizerinde genotoksik etkisi comet yontemiyle karanlikta calisilmistir.
Hiperisinin test edilen tiim dozlarinda genotoksik oldugu bulunmustur (Gyenge ve ark.

2012).

Yapilan literatiir taramasinda H. adenotrichum ve H. olympicum subsp. olympicum
tirleri ile yapilmis herhangi bir in vitro genotoksisite ve/veya antigenotoksisite
calismasina rastlanmamistir. Calismamiz bu agidan orjinal olarak degerlendirilmektedir.
Tibbi bitkilerin genotoksik potansiyellerinin ~ degerlendirilmesi, bu iirlinlerin
pazarlanmasi ve farmasétik tirtinlerin onaylanmalar a¢isindan en 6nemli klinik olmayan
giivenlilik calismalarindandir. Ayrica tibbi bitkilerin genotoksisite ¢aligsmalar1 bu
bitkilerin olas1 mutajenik ve karsinojenik risklerinin belirlenmesi i¢in de oldukca
onemlidir. Bu ¢alismada da, Hypericum cinsine ait Kuzeydogu Tiirkiye’ye endemik
olan H.adenotrichum ve genellikle Gilineydogu Avrupa’da yayilis gosteren
H.olympicum subsp. olympicum’un genotoksisite ve/veya antigenotoksisite agisindan
giivenilirlik sinirlar1 insan lenfositlerinde in vitro Kromozom Aberasyonu (CA), Kardes
Kromatid Degisimi (SCE), Mikronikleus (MN) ve Komet testleri ile belirlenmeye
calisild.

Kromozom aberasyonu test sonuglar1 degerlendirildiginde, HAE ve HOE gbvdetcicek,
govde ve ¢igek ekstraktalar ¢oziicii kontrol grubuna gore; HAE (Govde) 500 pg/ml’lik
dozu kromatid gap olusumunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 gozlendi
(p<0,05). HOE (Go6vde)’nin 250 pg/ml’lik dozu kromozom kirigi olusumunu anlamli
bir sekilde arttirdigr (p<0,05), 750 pg/ml’lik dozu ise istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde niimerik aberasyon (kromozom takimi sayisinda azalma) meydana getirdigi
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belirlendi. Her iki ekstrakta da toplam aberasyonlar agisindan anlamli bir artig
gozlenmedi. HAE’ nin her biri ¢oziicli kontrole gore 250 ve 500 pg/ml dozlarinda SCE
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirdi (p<0,05, p<0,005,
p<0,001). HOE' nin her biri ¢ozuct kontrol ile karsilastirildiginda ise 250 ve 500 pg/mi
doz gruplarinda SCE oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0,05,
p<0,005, p<0,001). HAE dozlarinin meydana getirdigi mikroniikleus oranlari
degerlendirildiginde yalnizca govde+tgicek ekstraktinin ¢oziicii kontrole gore 250 pg/ml
dozunda istatistiki olarak anlamli bir artis meydana geldi (p<0,05). HOE her birine
bakildiginda her ii¢ doz i¢in de yalnizca govde ekstraktinin 750 pg/ml dozunun ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir MN artis1 meydana getirdigi gozlendi
(p<0,05). HAE'lerin komet testi verilerine gore, komet alani, komet uzunlugu, komet
yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk moment uzunlugu ve olive
moment uzunlugu oranlarinda her ii¢ doz grubunda da ¢dziicii kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir artisin, kafa % DNA’da ise anlamli bir azalisin oldugu belirlendi.
Genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesi oranlar1 ¢oziicii kontrol ile
karsilastirildiginda yine {ic doz grubunda istatistiki olarak anlamli bir artis gozlendi
(p<0,005, p<0,0001, p<0,0001 sirastyla). HOE’lerin Komet testi verilerine gore, komet
alani, komet uzunlugu, komet yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk
moment uzunlugu ve olive moment uzunlugu oranlarinda her ii¢ doz grubunda da
¢Ozicl kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artigin, kafa % DNA’da ise anlamli
bir azalisin oldugu belirlendi. Genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesi oranlari
¢oziicii kontrol ile karsilagtirildiginda yine li¢ doz grubunda istatistiki olarak anlamli bir

artis gézlendi (p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001 sirastyla).

Dort farkli genotoksisite testinden elde ettigimiz sonuglar Hypericum adenotrichum ve
Hypericum olympicum subsp. olympicum turlerinin insan lenfosit koltUrlerinde
genotoksik etkiler meydana getirdigini ortaya koyarak birbirlerini dogrular niteliktedir.
Bununla birlikte, elde ettigimiz sonuglar Hypericum’un farkli tiirleriyle yapilan
genotoksisite caligmalart ile uyumlu goriinmektedir (Saadat 2005, Esposito 2006,
Aleisa 2008, Gyenge ve ark. 2012).

Calisma sonunda elde edilen verilerin daha sonra yapilacak benzer ¢aligmalara veya

gelistirilecek in vivo ¢alismalara kaynak ve yararli olacagi kanisindayiz. Sonuglar
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dogrultusunda bu c¢alisma, Hypericum adenotrichum ve Hypericum olympicum
tiirlerinin genotoksik etkisini ortaya koymasi ve Hypericum trlerinin genotoksisites ile
ilgili  literatiirdeki ~ bosluklar1 ~ doldurmasindan  dolayr  orijinal ~ olarak

degerlendirilmektedir.

Hypericum cinsine ait bu iki tlr genotoksik Ozellikler gosterdiginden dolayr bu
bitkilerin, bazi spesifik populasyonlar, ozellikle de g¢ocuklar ve hamile bayanlar,
tarafindan kullanilmalarinda dikkatli ve temkinli olunmalidir. Ya da bu bitkilerden elde
edilecek bitkisel bilesiklerin ilag¢ olarak kullanilmalar1 durumunda doz ayarlamalarinin

yapilmas1 6nem arz etmektedir.
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