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OZET

Yiksek Lisans Tezi

FLORIDZININ MOLEKULUNUN GENOTOKSIK VE ANTI-GENOTOKSIK
OZELLIKLERININ in vitro ARASTIRILMASI
Sindi VEKSHARI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Genel Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Serap CELIKLER KASIMOGULLARI

Dogal bilesikler, cesitli hastaliklara kars1 koruyucu etkileri nedeniyle yillar boyunca ilgi
odag1 olmustur. Floridzin (Phl), anti-genotoksik, antioksidan, antienflamatuar ve anti-
kanser Ozelliklere sahip bir dogal bilesiktir. Bununla birlikte, Phl’nin insan lenfosit
hlcreleri Uzerindeki anti-kanser ve anti-genotoksik etkileri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, Phl’nin genotoksik/anti-genotoksik etkileri insan lenfosit
kiltdrlerinde in vitro genotoksisite testleri ile belirlenmeye caligilmistir. Bu amacla 4
saglikli dondrden alinan insan periferik kan lenfositleri iizerinde, in vitro Kromozom
Aberasyonu (CA), Mikronikleus (MN) ve Komet Testleri (CT) gerceklestirilmistir.

Calismada Phl’nin 125, 250 ve 500 pg/ml’lik dozlari ve genotoksik ajan olarak
kullanilan Mitomisin C (MMC)’nin 0,25 pg/ml’lik dozu kullanilmigtir. Ayrica Phl’nin
125, 250 ve 500 pg/ml’lik dozlart ile MMC’nin 0,25 pg/ml’lik dozu kombine halde
kullanilmigtir. PhlI’nin genotoksisiteyi inhibe ettigi degerlendirilmisti. MMC ile
muameleden Once, lenfositlerdeki anormalliklerin siklig1 kontrol ile benzer sonuglar
gostermistir. Sonug¢ olarak MMC tek basina kromozom aberasyonu, mikronikleuslu
hiicre ve hasarli DNA oranim1 anlamhi sekilde artirmistir. Ayrica kombine dozlarda,
MMC’nin Phl ile etkilesimi sonucu DNA hasar oraninda azalma gozlenmistir. Bununla
birlikte, kombine dozlarda, MMC+250ug/ml Phl dozunun uygulandig1 kiiltiirlerde
MMC’nin neden oldugu DNA hasarinda énemli olgiide bir azalma gdzlenmemistir.
Bulgularimiz MMC ve Phl’nin kombine halde sinerjik bir etki gosterdigini ve Phl’nin,
MMC’ye kars1 anti-genotoksik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Anti-genotoksisite, Floridzin, Komet testi, Kromozom aberasyon,
Mikronikleus testi, Mitomisin C
2021, x +106 sayfa.
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Natural compounds have been under focus for their protective effects against various
diseases. Since they have few or no side effects, they have been recognized as an
alternative for cancer treatments. One of these natural compounds is Phloridzin (Phl),
which has been under investigation for its anti-genotoxic, antioxidant, anti-
inflammatory and anti-cancer properties. However, there is scarce information on its
anti-cancer and anti-genotoxic effects on human lymphocyte cells. In this study, anti-
genotoxic effects of Phl have been investigated on human peripheral blood
lymphocytes, taken from 4 healthy donors. To demonstrate that Phl is a potential anti-
genotoxic agent, three in vitro tests are performed: Chromosome aberration,
Micronucleus and Comet tests. The isolated lymphocytes were incubated with nine
different concentrations.

There were used 250 pg/ml doses of Phloridzin and 0,25 pg/ml doses of Mitomycin C
(MMC). It was evaluated and confirmed, that Phl inhibited genotoxicity. Before
treatment with MMC, the frequencies of aberrations in lymphocytes were similar to
those control doses. MMC alone was shown to significantly increase the rate of
chromosome aberrations, micronucleated cells and damaged DNA. Besides, in
combinated doses (Phl+MMC), the frequencies of DNA damages decreased by
returning to lower values because of exposure of MMC to Phl. However, at combined
doses, Phloridzin was not able to significantly reduce the rate of Mitomycin C-induced
damage, particularly in MMC+250 pg/ml Phl. Combined, they showed a synergetic
effect. As a conclusion, the reults indicated that Phl exhibited an anti-genotoxic effect
against MMC in tested concentrations in vitro on human lymphocytes.

Key words: Anti-genotoxicity, Chromosome aberration, Comet assay, Micronucleus
test, Mitomycin C, Phloridzin
2021, x +106 pages.
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Simgeler Ag¢iklama

dk Dakika
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gr Gram
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M Molar

°C Santigrat derece

% Yizde

Kisaltmalar Aciklama

FDA Amerikan Gida ve ilag Dairesi
CH3COOH  Asetik asit

DSB Cift zincir kiriklarin

DNA Deoksiribo Nukleik asit

KH2PO4 Di Potasyum Fosfat
Na2HPO4  Di Sodyum Fosfat

dH20 Distille Su

DDR DNA hasar yanitini
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NGC Genotoksik olmayan karsinojenler
HHY Hasarli hiicre yizdesi
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KCL Potasyum Klortr
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Cyt.B Sitokalazin B
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NaCl Sodyum Klorir
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1. GIRIS

Antik ¢aglardan beri bitkiler ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir.
Tibbi bitkilerin kullanim1 60.000 yil dncesine kadar dayanmaktadir (Sumner J, 2000).
Gegmisten gilinimiize, bitkileri toplama ve isleme gibi siire¢ler nesilden nesile
aktarilmistir. Bu bitkiler bilimsel ila¢ olarak tanimlanamasa da modern tibbin temelini

olusturmaktadir (Ogbonna ve ark., 2012; Fridlender ve ark., 2015).

On sekizinci yilizyilin sonunda, hem teknik hem de organik ve analitik kimyadaki
gelismelerle birlikte, bitkilerin, tedavi amagli kullanirma uygun hale getirilmesi
kolaylasmistir. Boylece, ilag gelistirme calismalari da hiz kazanmistir. Papaver
somniferum bitkisinden morfin analjezik ilacin ekstraksiyonu, ila¢ gelistirmenin ilk
adimint olusturmaktadir. Daha sonra farmasotik amacli ¢ok sayida bitkisel ilag
iiretilmistir. (Newman ve ark., 2000; Butler, 2004; Ogbonna ve ark., 2012). ilk bitki
kokenli ilaglar, farmakoloji biliminin gelisiminde bir déniim noktas1 olmustur (Newman

ve Cragg, 2016).

Bitkilerde bulunan dogal maddeler olan fitokimyasallar, ila¢ gelistirme sahasinda yeni
ilaclarin iizerine dayandirildig1 ve esin kaynagi olarak yararlanilan 6nemli bir molekiil
grubudur. Fitokimyasallar, meyvelerde, sebzelerde, tibbi/aromatik bitkilerde, koklerde,
ciceklerde veya bitkilerin yapraklarinda bulunan, bitkiye tat, renk ve aroma veren dogal
bilesiklerdir (Vasanthi ve ark., 2012). Fitokimyasallar insanlar tarafindan tiiketilen

temel besinler degildir.

Fitokimyasallar oksidasyona karsi korumada oOnemli bir rol oynamaktadir.
Cevremizdeki ortam son derece oksidatiftir ve bircok metabolik stre¢ oksidan
gelisimine yol agmaktadir. Bir¢cok arastirmaci, 6zel biyolojik degerlere ve aktivitelere
sahip fitokimyasallarin tespiti ve izolasyonuna odaklanmistir; ancak, mevcut
fitokimyasallarin sadece kiiglik bir yiizdesi ayrintili olarak calisilmistir (Muceniece ve
ark., 2016). Fitokimyasallarin bir kismi, su ana kadar sagladiklar1 olumlu saglik
katkilarindan dolay1 insan sagligin1 korumak i¢in yaygin olarak diyet ve ilag takviyesi

olarak kullanilmaktadir (Rios ve Recio, 2005; Naghibi ve ark., 2013; Lemma ve ark.,



2017). Fitokimyasallar cesitli bitkilerden elde edilmektedir. Bir fitokimyasal olan
Floridzin (Phl), diinya iizerinde yaygin bulunan ve insan sagligi lizerine faydali etkileri

olan elma meyvesinden elde edilmektedir (Niederberger ve ark., 2020).

Bilindigi gibi insan viicudunda oksidanlarin (reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri) liretimi
cesitli hastaliklara neden olabilmektedir. Insanlar dahil tim organizmalar, antioksidan
komplekslerle karsi savunma mekanizmalar1 gelistirmekte, ancak bu yeterli
gelmemektedir. Oksidatif stresin kardiyovaskiiler hastaliklarda ve kanserde rol oynadigi
bilinmektedir (Boyer ve Liu, 2004). Antioksidan fitokimyasallarin, oksidatif hasar
sonucu gelisen hastaliklarin tedavisi ve 6nlenmesinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Sung ve Lee, 2010; Soobrattee ve ark., 2005). Insan kaninin oksidatif kapasitesini
artirarak polifenollerin kirmizi kan hiicrelerine baglanmasi buna bir 6rnektir (Koren ve
ark., 2010). Ayrica, antioksidan fitokimyasallarin ¢ogunda anti-enflamatuar 6zellikler

tanimlanmistir (Wu ve ark., 2012; Deng ve ark., 2012).

Ek olarak, bugiine kadar yapilan caligmalar, fitokimyasallarin yiiksek aliminin, kanser
riskinin azalmastyla iligkili oldugunu gdstermistir (Johnson, 2007; Key, 2011; Block ve
ark., 1992). Aslinda fitokimyasallar, meyve, sebze ve bitkilerden elde edilen besleyici
olmayan bilesiklerdir. Bu bilesikler, kanser Onleyici ve iltihap Onleyici ajan olarak
davranmalarin1 saglayan benzersiz Ozelliklere sahiptir (Srivastava ve ark., 2015).
Bugiine kadar 10.000'den fazla fitokimyasal kesfedilmistir ve bazilari anti-kanser
ozelliklerinden dolay1 kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Chukwuebuka ve
Chinenye, 2015). Ayrica fitokimyasallar, kanser onleyici ilaglarin etkisini artirirken yan
etkilerini de azaltma potansiyeline sahiptir (Siddique ve ark., 2010; Tan ve ark., 2011).
Dabhasi, fitokimyasallar antioksidan enzimleri aktive ederek etki ettikleri igin ¢evresel
kanserojenlere kars1 daha yiiksek bir koruma saglamaktadir. Fitokimyasallar, DNA
onariminda rol alirlar ve kanserin ilerlemesini engellerler. Cok cesitli fitokimyasallar
vardir, ancak en yaygin ve en iyi bilinen polifenol grubudur. Bununla birlikte,
fitokimyasallar veya bunlardan zengin besinler, sahip olduklar1 saglik yararlar
nedeniyle tip alaninda birgok caligmanin parcasi haline gelmektedir (Thomas ve ark.,

2015).



Son yillarda kanser hastalarinin tedavisinde anti-kanser ve kemoprotektif etkilerinden
dolay1 kanser oOnleyici Ozelliklere sahip fitokimyasallara odaklanilmistir. Bu
fitokimyasallar geleneksel kanser tedavilerinin yan etkilerini azaltmaktadir. Kanitlar,
eski caglardan beri kullanilan sifali bitkilerin ¢esitli tiimorlerin  6nlenmesi ve
bastirilmasinda rol oynadigini gostermektedir (Premalatha ve Rajgopal, 2005). Ek
olarak, fitokimyasallarin DNA hasarina karsi koruma sagladigini gosteren ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bitki diinyasinda giiclii fito-antimutajenlerin varliginin ortaya
kondugu daha fazla kesif yapilmaktadir (De Flora ve Ferguson, 2005; Ferguson ve ark.,
2005; Liu, 2004).

Antimutajenler, desmutajenler ve biyo-antimutajenler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
Desmutajenler, genotoksik ajanlarin viicuttan atilmasina yardimci olan maddeleri
icermektedir. Ayn1 zamanda, DNA'y1 hedeflemeden once, mutajenleri kimyasal veya
enzimatik aktivite yoluyla kismen veya tamamen inaktive eden maddeleri de
igermektedir. Ote yandan, DNA yapisi mutajenlerden etkilenmis ise biyo-antimutajenler
mutasyon siirecini baskilayarak hasarli DNA’nin tamirinde rol alan faktorler olarak

ortaya ¢ikmaktadirlar (De Flora ve Ferguson, 2005; Stoczynska ve ark., 2014).

Bununla birlikte, anti-genotoksik ve anti-kanser ajanlarin spesifik etki mekanizmalari
mevcuttur. Bu maddeler viicudu mutajenlerden ve kanserojenlerden korur veya bunlarin
olumsuz etkilerini minimize ederler. Kanserojenik hastaliklarin Onlenmesinin,
transmembran taginmasinin modifikasyonu, metabolizmanin modiilasyonu, hiicre
replikasyonununinhibisyonu, DNA yapisinin korunmasi, DNA onarimi gibi
mekanizmalarla  saglanabilecegi  gozlenmistir.  Bu, proteazlar1 ve  hiicre
proliferasyonunuinhibe eder, hiicre farklilagsmasini destekler ve apoptozu modeller (De

Flora ve Ferguson, 2005; Ferguson ve ark., 2004).

Genotoksikoloji, genetik materyali etkileyen cok cesitli ajan ve faktorleri aragtirmay1
hedeflediginden, farkli tip genotoksik etkileri izlemek i¢in farkl testler gelistirilmistir.
Bu analizler, ¢esitli maddelerin genotoksik veya anti-genotoksik etkilerini
degerlendirmeyi amaglamaktadir (Kaur ve ark., 2018; Brusick, 1988; Abilev ve Glaser,
2013). Bu amagcla kullanilan en yaygin testler, Kromozom aberasyon testi (CA),



Mikroniikleus testi (MN), Komet testi (CT), Ames testi, Kardes kromatid degisimi gibi
genotoksisite testleridir (Bhattachar, 2011; Mortelmans ve Zeiger, 2000; Costa ve ark.,
2015; Majer ve ark., 2001; Liao ve ark., 2009).

Fitokimyasallar cesitli bitkilerden elde edilmektedir. Bir fitokimyasal olan Floridzin
(Phl), diinya {izerinde yaygin bulunan ve insan sagligi lizerine faydal etkileri olan elma
meyvesinden elde edilmektedir (Niederberger ve ark., 2020). Phl ilk olarak, yaklasik
180 yil oOnce ates ve sitma tedavisinde kullanilmistir. Giinlimiizde ise diyabet
tedavisinde potansiyel bir etkiye sahiptir, ancak yine de gdzden gecirilmesi gereken bazi
sinirlamalar vardir (Kumar ve ark., 2019). Ayrica, antioksidan, anti-enflamatuvar,
hepatoprotektif, anti-kanser, anti-genotoksik, anti-bakteriyel ve kardiyoprotektif
aktiviteleriyle de dikkat cekmektedir (Tian ve ark., 2021).

Bu c¢aligmada, Phl’in genotoksisite ve/veya anti-genotoksisite agisindan giivenilirlik
smirlar1 insan lenfositlerinde in vitro Kromozom Aberasyonu, Mikronukleus ve Komet
testleri ile belirlenmeye caligilmistir. Bunun yanmi sira, Phl ve Mitomisin C (MMC)
etkilesimleri de genotoksisite ve/veya anti-genotoksisite agisindan degerlendirilmistir.
MMC, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 1974 yilinda onaylanan, anti-
timor Ozelliklere sahip bir antibiyotiktir. MMC, cesitli tiimor tiplerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Doll ve ark., 1985). Bu caligmada, genotoksik bir anti-kanser ajan
olan MMC, Phl ile kombine edilerek ortaya ¢ikan genotoksik etki degisimleri

Kromozom aberasyonu, Mikroniikleus ve Komet testleri araciligiyla degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Kanser, hucrelerin normal blylme ve farklilasma o6zelliklerini kaybetmesi sonucu
kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerden olusan kompleks bir hastaliktir. Bu hastalik, diinya
genelinde insan Oliim nedenlerinde de ilk siralarda gelmektedir. Kanser gelisimi ¢ok
basamakli bir siirectir; baslangic hiicresinde meydana gelen mutasyonlarin birikmesi
sonucu kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalmay1 takiben invazyon, kanser olusumunun genel

basamaklarini olusturmaktadir. (Bray ve ark., 2018).

Tiimor kitle cerrahisi ile tedavi, en eski ve temel yontemlerden biridir, ancak ayni
zamanda bir risk tasir. Cogu kanser daha hizli yayilabildiginden, uzmanlar ameliyat
yoluyla kanseri kontrol edememe durumuyla karsilasabilir. Ayrica, bir doku veya
organin cerrahi miidahaleyle ¢ikarilmasinin ardindan, hastanin iyilesmesine yardimci

oldugu igin, bircok timérde adjuvan tedavilerin eklenmesi gerekir (Costa, 2021 ).

Radyasyon tedavisi, iyonlastirict radyasyonun, X-iginlari, gama 1ginlar1 veya nétronlar
gibi atom alt1 parcaciklarin kanser hiicrelerinin tahrip edilmesi amaciyla kullanilmasidir.
Kanser teshisi konan tiim insanlarin yaklasik %50'si radyasyon tedavisi gérmektedir.
Tedavide maruz kalinan radyasyon, hiicrelerde genetik hasar olusumunu indiikler ve
hiicreleri ¢ogalamaz hale getirebilir. Bununla birlikte radyasyon, apoptozu tetikleyebilen
Onemli bir faktordiir. Radyasyon tedavisi etkili bir yontem olmasina ragmen, timor
boyutunun biiyilikligii tedavi etkinligini kisitlar. Radyasyon, esas olarak timdriin
cevresinde, merkezine gore daha biiytik yikici etkiye sahiptir. Daha yararli sonuglar elde
etmek i¢in cerrahi islemler radyasyon tedavisinin bir kombinasyonu bigiminde ortaya

cikmaktadir (Costa, 2021).

Genel olarak kemoterapi, kanseri iyilestirmeye yardimci olan cesitli kimyasal
bilesiklerin kullanilmas1 olarak tanimlanabilir. Bu tedavi sekli digerlerine kiyasla
avantajlara sahiptir ¢ilinkii kimyasallar, kan dolasimi yoluyla tiimériin herhangi bir
yerine yayilabilir. Bu tedavinin olumsuz tarafi ise kanser hiicrelerinin ilaglara karsi
direng  gelistirebilmesidir. Bunun sonucunda apoptoz siirecinin  uyarilmasi

indiiklenemeyebilir. ikincisi, kimyasallarm tiimériin igine ulastiklarinda kanser hiicreleri



tarafindan atilimini igeren bir mekanizmadir. Ayrica kemoterapinin en olumsuz
etkilerinden biri kanser hiicrelerine ek olarak yeni ve saglikli hiicrelerde de bu ajanlara

maruziyet sonrast hiicre 6liimiiniin indiiklenmesidir (Costa, 2021).

Arastirmacilar kanseri tedavi etmek i¢in baska ve yeni yontemler gelistirmislerdir.
Bunlardan biri "hedefe yonelik tedavi'dir. Kemoterapiye benzeyen ancak molekiilleri
daha az toksik olan bu terapide, kanserin viicutta yayilmasina neden olan, tiimdore
gelisimsel avantaj kazandiran spesifik proteinler hedeflenmistir. Bu terapinin
dezavantaji, tedavi sirasinda hedef proteinin bir mutasyon sonucu yapisinin
degismesiyle tedavinin iglevini yitirebilmesidir. Bilim insanlarinin yeni gelistirdigi
hedefli tedaviler arasinda gen ekspresyon modiilatorleri, apoptoz indiikleyicileri,
anjiyogenez inhibitorleri ve immiinoterapiler gibi farkli tedavi tiirleri bulunmaktadir

(Smith, 2021).

Kanser tedavisinde, vicut Gzerinde daha az olumsuz etkiye sahip bir terapi icin, bitki
bazli iirlinler, fitokimyasallar {izerinde durulmaktadir. Fitokimyasallar diyetimizin bir
pargasidir ve bu molekiillerin antioksidan, anti-enflamatuvar ve anti-proliferatif aktivite
gibi bir dizi islevleri bulunmaktadir. Fitokimyasallar lizerine yapilan son arastirmalara
dayanarak, bunlarin hastaligin ilerlemesi ve metastaz tizerinde olumlu bir etkiye sahip
olduklar1 kesfedilmistir. Diinya Kanser Arastirma Fonlarindan (WCRF) elde edilen
veriler, fitokimyasal yodnden zengin gunluk diyet uygulayan bireylerin kansere

yakalanma riskinin daha diisiik oldugunu agiklamaktadir (Thomas ve ark., 2015).

Fitokimyasallar, kansere kars1 miicadelede umut verici bir gelecek sundugundan, in vivo
ve in vitro testlerle bilimsel olarak test edilirler. Elde edilen verilere gore, 1940 ile 2014
yillart arasinda kanseri iyilestirmek icin kullanilan ilaglarin yaklasik % 50'sinin bitki
kokenli oldugu gosterilmistir (Newman ve Cragg, 2016). Genel anlamda,
fitokimyasallarin  anti-kanser etki mekanizmalari, karsinogenezisi yavaslatan
tamamlayict mekanizmalari, serbest radikalleri siipiiriici mekanizmalari, malign
hiicrelerin hayatta kalmasin1 ve bdliinmesini baskilayan ve tiimor anjiyogenezini azaltan

mekanizmalari icermektedir (Lee ve ark., 2013; Lu ve ark., 2018a; Yan ve ark., 2018).



Buradaki perspektif, bitkilerin farmakoloji alanmnin gelisiminde 6nemli bir kaynak
oldugunu gostermektedir. Farkli bilimsel alanlarin gii¢lii bir etkilesim halinde olmasi,

yeni ilaglarin ve tadavi yaklasimlarinin temellendirilmesini kolaylastiran ve buna
katkida bulunan bir baslangi¢ noktasidir (Choudhari, 2020). Fitokimyasallar, diger
terapilerle kombinasyon halinde, kanser i¢in basarili bir tedaviye ulasmada biiylik bir

potansiyele sahip olabilirler.

2.1. Fitokimyasallar

2.1.1. Fitokimyasallar ve ¢zellikleri

Antik caglardan beri bitkiler, cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayurveda veya Geleneksel Hint Tibb1 (TIM) ve Geleneksel Cin Tibb1 (TCM), gesitli
bitkilerin kullanimina dayanmaktadir. Geleneksel Tibbin tarihi MO 4500'lere kadar
uzanmaktadir. Bununla birlikte, bu ilaglar heniiz bilimsel bir ila¢ tanimlama sisteminin

pargasi1 degildir (Ogbonna ve ark., 2012, Fridlender ve ark., 2015).

18. yiizyilin sonunda diger tibbi alanlarin gelismesinden etkilenen bu sifali bitkilerin
gelisiminde 6nemli bir doniim noktasi getirdi. Yeni ilaglarin kesfi bir yenilikti ve ilk
gosterge, analjezik ilagc morfininin Papaver somniferum bitkisinden izole edilmesiydi.
Bu, ilaclarin gelistirilmesi ve iyilestirilmesi agisindan bir biiylik bir sigramadir ve bunun
dolayisiyla da bitkilerden ticari ilaglarin iiretilmesi saglanmistir. Ornek olarak aspirinin
oncust salisilik asit (Salix sp.), kokain (Erythroxylum coca), kinin (Cinchona
officinalis), digitoksin (Digitalis purpurea ve Digitalis lanata) ve farmasotik ve klinik
potansiyeli olan diger ilaclar verilebilir (Newman ve ark., 2000; Butler, 2004; Ogbonna
ve ark., 2012). 1981'den 2014'e kadar olan donem bitkiler agisindan basarilidir ¢linkii
onaylanan ve kullanilan ilaglarin yarisindan fazlasi bitkiseldir (Newman ve ark., 2016).
Bu, ayn1 zamanda bitki diinyasinin tibbi 6zellikler i¢in tiikenmez bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.

Bitki metabolitleri birincil ve ikincil olarak siniflandirilir. Birincil metabolitler, solunum

veya fotosentez gibi tiim bitki fonksiyonlarinin biiyiimesi ve gelismesinde dogrudan rol



oynar. Bu grup, bitki gelisimi i¢in gerekli proteinleri, lipitleri, niikleik asitleri,
karbonhidratlar1 ve diger tiim elementleri igerir. Ote yandan, ikincil metabolitler,
birincil metabolitlerin edinimi sirasinda tiiretilen bir grup bilesigi temsil eder. Bitki
gelisimi i¢in dogrudan gerekli olmamalarina ragmen, gelisimine dolayli olarak katilirlar
(Scalbert ve Williamson, 2000; Erb ve Kliebenstein, 2020; Broun, 2005; do Nascimento
ve Fett-Neto, 2010).

Fitokimyasallar, bitkiler tarafindan tiretilen ve savunma mekanizmalarinda rol oynayan,
bitkiye renk, tat, koku ve aromasii veren primer veya sekonder metabolitlerdir;
koruyucu veya hastalik Onleyici Ozelliklere sahip esansiyel olmayan bitki
kimyasallaridir (Budisan ve ark., 2017). Bitkilerin bu kimyasallar1 kendilerini korumak
icin TUrettigi bilinmektedir, ancakson arastirmalar bu kimyasallarin insanlar1 da
hastaliklara kars1 koruyabildigini gostermektedir. Cok sayida kanit, fitokimyasallarin ve
bunlarin tiirevlerinin antioksidan, anti-enflamatuvar ve anti-proliferatif aktivite
sergiledikleri icin insan saghigi yararlar1 i¢in olumlu bir kaynak oldugunu

gostermektedir (Igbal ve ark., 2019).

Bugiine kadar, ¢ok ¢esitli fitokimyasallar ve bunlarin tiirevleri bilinmektedir (Sekil 2.1).
Form ve yapilardaki c¢esitlilik nedeniyle fitokimyasallar iki temel gruba ayrilir. Klasik
olarak fitokimyasallar, bitki metabolizmasindaki rollerine bagli olarak birincil veya
ikincil metabolitler olarak siniflandirilir. Birincil metabolitler, yaygin sekerler, amino
asitler, proteinler, nukleik asitlerin, klorofillerin vb. purinleri ve pirimidinlerini igerir.
Ikincil metabolitler ise alkaloidler, terpenler, flavonoidler, lignanlar, bitki steroidleri,
kurkuminler, saponinler, fenolikler ve glikozitler gibi bitki kimyasallarinin geri kalan
kismindan olugmaktadir (Hahn, 1998; Ramawat ve ark., 2009). Fitokimyasallar iginde
en bliylik ve en 1yi incelenmis grup polifenollerdir. Bilinen fitokimyasallar arasinda
kisinin alabilecegi giinliik polifenol miktarinin 1 gr'in lizerinde olmasi onerilmektedir.
Bu, diger tiim fitokimyasallardan ve antioksidanlardan yaklasik 10 kat daha fazla olan
onemli bir miktardir. Dolayisiyla, onlar1 tiiketmekten kaynaklanan saglik yararlar1 giin
gectikce vurgulanmakta ve 6zellikle anti-kanser mekanizmalari agisindan daha dikkatli

diistintilmesi gereken bir konudur (Bauer ve ark., 2012; Uzzo ve ark., 2004).
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Sekil 2.1. Kanser kemoprevensiyonunda fitokimyasallar (Ranian ve ark., 2019)

Bilimsel olarak, "polifenol" veya "fenolik" terimleri, halka yapilarinda diger
fonksiyonel gruplarla (eterler, aldehitler, tiyolatlar vb.) Birlikte bir veya daha fazla
hidroksil grubu iceren maddeler olarak agiklanir. Baska bir agiklamada, "fenol" ve
"polifenol" terimi arasindaki fark, fenollerin fenil halkalarina bagli bir veya daha fazla
hidroksil ikame edicisine sahip oldugunu agiklar. Polifenoller ise ¢ift halkalarina bagh
bir hidroksil grubu veya bir hidroksil grubu ikame edicisine sahip bilesikler olarak
tanimlanir. Fenollerin kimyasal yapisi CsHsOH olarak ve bir fenil halkasina bagl bir
hidroksil (-OH) grubu yapisi ile sunulur (Harbone, 1989; Balasundram ve ark., 2006;
Ghasemzadeh ve Jaafar, 2014).



2.1.2. Polifenollerin kompozisyon ve siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler, bitkiler tarafindan iretilen sekonder metabolitlerdir. Fenolik
bilesikler, sagliga daha yararli Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle yaygin olarak
bilinmekte ve dikkate alinmaktadir (Ornston ve Yeh, 1979; Lattanzio, 2013; Lehfeldt ve
ark., 2000; Vickery M.L. ve Vickery B., 1981). Ayrica, fenolik bilesikler 2 ana gruba
ayrilir: suda ¢oziinmeyen (tanenler, odun 6zii ve hidroksisinamik asitler) ve suda
¢cozlndr (kinonlar, flavonoidler, fenilpropanoidler ve fenolik asitler) (Sekil 2.2). Bu
simiflandirma, ¢oziiniirliikleri ve gastrointestinal sistem {iizerindeki etkileri agisindan
biiylik 6nem tasimaktadir. Coziinmeyen fenoller, organizma tarafindan sindirilemezler
ve bunun sonucunda viicuttan atilmaktadirlar. Coziiniir fenoller ise sindirilerek kan
yoluyla bagirsaga taginmaktadir (Manach ve ark., 2004; Aguilera ve ark., 2016; Naczk
ve Shahidi, 2004).
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2.1.3. Fenolik bilesiklerin anti-kanser ve antioksidan etkileri

Cok sayida bilimsel arastirma, fitokimyasallarin anti-kanser Ozellik sergiledigini
gostermektedir (Sekil 2.3). Bu bilesikler, karsinogenezde etkili olan, serbest
radikalolusumu, kontrolsiiz ¢ogalma, anjiyogenez, invazyon ve metastazi engelleyen

mekanizmalara sahiptir (Lee ve ark., 2013; Lu ve ark., 2018a; Yan ve ark., 2018).

Diinya Kanser Arastirma Fonu tarafindan yapilan son incelemelere gore, fitokimyasallar
acisindan zengin gidalar tiikketmek kansere yakalanma olasiligini diigiirmektedir. (Block
ve ark., 1992; Key ve ark., 2011). Diisiik oranda prostat kanseri gelisimi, karnabahar,
turp, brokoli gibi sebzelerin yiksek tiuketimi ile iliskilendirilmistir (Joseph ve ark.,
2004). Akciger kanseri basta olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde, sogan gibi flavonoid
icerigi yiliksek besinleri tiiketmenin kansere yakalanma riskini diislirdiigii gosterilmistir
(Knekt ve ark. 1997; Murphy ve ark., 2000). ilaveten, antoksantin iceren bitter
cikolatanin kolon kanseri riskini azalttigi gosterilmistir (Rodriguez-Ramiro ve ark.,
2011). Yiiksek yesil ¢ay tiiketimi, prostat, yumurtalik, meme ve 6zofagus kanseri riskini
azaltmistir (Sun ve ark., 2007; Wu ve ark., 2004). Ayrica, son c¢alismalar, kahve

tiiketiminin cilt kanseri riskini azaltici etkisini ortaya koymustur (Song ve ark., 2012).

Breast cancer Anticancer plants W Breast cancer phytochemicals Plant based anticancer drugs
5 Plant derived anticancer phytochemicals Plants and cancer

/' \ 91300 (16.92%)

17400 (3.22%)
16700 (3.09%)
17200 (3.24%)
29800 (5.52%)

367000 (68.00%)

Sekil 2.3. Fitokimyasallar ve kanser tedavisinde kullanimlari. Grafige bakildiginda
2010-2017 yillarina ait literatiirde kanser hastaligt ve tedavisi alanindaki

arastirmacilarin temel amacinin fitokimyasallara odaklandigi aciktir (Igbal ve ark.,
2017).
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Meme kanserinden kurtulan, sonrasinda bol miktarda meyve ve sebze tliketen
kadinlarda hastaligin tekrarlama olasiligimin {i¢ kat azaldigin1 gosteren kanitlar
mevcuttur (Pierce ve ark., 2007). Sangay'da yapilan bir baska 6nemli ¢aligma, kanser
savaglarindan kurtulan kadinlar tarafindan polifenol, flavanon ve izoflavon bakimindan
zengin gidalar1 tiikketmenin Onemini gosterdi. Fenolik madde agisindan zengin bir
beslenme rejiminin,meme kanseri hastaligin tekrarlama olasiligimi %29 azalttig

bulunmustur (Boyapati ve ark., 2005).

Fitokimyasallarin etki alan1 karmasik oldugu kadar genistir ve bu nedenle de hala
incelenmektedir. Fitokimyasallar, antioksidanlarin aktivasyonu yoluyla hastaligin
Onlenmesine veya gelisimine etki etmektedir. Antioksidan aktivite iki yoOnde
gerceklesmektedir; birincisi, serbest radikallerin absorbsiyonu, ikincisi ise molekler
diizeyde bir dizi mekanizmanin etkisi altinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon gibi antioksidan enzimlerin induksiyonudur ( Sekil 2.1.3.1, Reuland ve ark.,
2013; Johnson, 2007). Bilinen molekiler mekanizmalardan biri, Nrf2'nin aktivasyonu
ile ilgilidir. Bu sistem sayesinde, antioksidan enzimleri kodlayan ilgili genler ve
detoksifikasyon aktive edilmektedir (Reuland ve ark., 2013; Johnson, 2007).

Fitokimyasallarin antioksidan o6zelliklerinin anlasilmasi i¢in ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Antioksidan etkilerini gdstermenin somut bir Ornegi, evde kullanilan
deterjanlarda yaygin olarak bulunan bir bilesen olan kanserojen olan karbon
tetraklorlir’diir. Calisma, saglikli hiicrelerin  bu kanserojene maruz kalmasini
icermektedir. Kurkumin varliginda, hiicrelerin diisiik bir karsinogenez gelisim oranina
sahip oldugu goriilmiistiir (Sood ve ark., 2013). Baska bir ¢alismada, Kaempferol
acisindan zengin diyet uygulayan bireylerin serum ve idrarlarinin analizi sonucu, bu
bireylerin daha yuksek SOD aktivitesi ve daha yiiksek polifenol konsantrasyon oranina
sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 2.1.3.1, Kim HY ve ark., 2003). Diger bir ¢aligmada,
sigara dumanina maruz birakilan farelerde, sebzelerde bulunan 6nemli bir fitokimyasal
olan indol-3 karbinol diyeti uygulanan farelerin diyet uygulanmayan farelere gore
akciger kanseri gelistirme riskinin diisiik oldugunu gosterilmistir (Morse ve ark., 1990).
Sandhir ve Mehrotra (2013), 3-nitropropiyonik asitin neden oldugu mitokondri

hasarmin, kuersetin varlifinda iyilesme gosterdigini belirtmistir. Son zamanlarda, etin

12



biberiye ve kekik ile pisirilerek tiiketiminin, kanserojen heterosiklikamin (HCA)
seviyesini azalttig1 gosterilmistir. Smith (2007) makalesinde, bu fitokimyasallari diyetle
alan bireylerin almayanlara kiyasla %87 daha diisiik HCA oranina sahip oldugunu
sOylemektedir. Fenolik bilesikler antioksidan &zelliklerinin yani sira, antienflamatuar
etkiye de sahiplerdir. Enflamasyon, oksidatif stres ve transkripsiyon faktor ailesi NF-
kB'nin aktivasyonu ile yakin etkilesim igerisindedir.Yaban mersini igerisindeki yesil
cay, kuersetin, kurkumin, kafeik asit gibi fitokimyasallar, NF-kB sinyal yolaginin

inhibitorleri olarak tanimlanmaktadir (Reuland ve ark., 2013; Carlsen ve ark., 2010).

Fenolik bilesiklerin, hiicresel mekanizmalarin modifikasyonu ve iyilestirilmesi yoluyla
karsinogenez siirecine etkisi oldugu kanitlanmigtir (Johnson, 2007). Nar meyvesi, elajik
asit polifenolii bakimindan zengindir. Bu fitokimyasalin, prostat kanseri hiicrelerinde,
bu hucrelerin buylimelerini inhibe ederek ve apoptoz sirecini uyararak hucreleri
dogrudan etkiledigi gosterilmistir (Malik ve ark., 2005). Ayrica nardan ekstrakte edilen
meyve suyu, meme kanseri hiicre hatlari ile ilgili tiim metastatik siire¢leri inhibe etmede
anahtar bir rol oynamaktadir (Lansky ve ark., 2005). Nar 6zii iizerine yapilan bagka bir
calismada, meme kanseri hiicrelerini ¢eken ve onlart kemiklere yoOnlendiren bir
kemokiniinhibe edebildigi gosterilmistir (Rocha ve ark., 2012). Kurkumin, apoptozu
hizlandirarak kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve c¢ogalmasin1 engelleyen bir bagka
onemli fitokimyasaldir (Somasundaram ve ark., 2002; Park ve ark., 2015; Butterfield
ve Keller, 2012; Zhang ve ark., 2007). Kurkumin ayrica, saglikli hiicrelere zarar
vermeden, meme kanserinde, kanser kok hucrelerinin biiyiimesini inhibe etmistir (Dorai
ve ark., 2000). Ayrica, kurkumin, kolorektal kanser hiicre hattinda, tiimor baskilayict
geni stabilize etme etkisiyle de bilinmektedir (Yang ve ark., 2002). Gunlik
tiketimimizde yer alan Grtinlerden biri de epigallocaetchin gallate (EGCG) igeren yesil
caydir. Bu fitokimyasalin, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin engellenmesinde, DNA
sentezinin engellenmesinde (Sekil 2.4) ve bu hiicrelerin farklilasmasinda olumlu bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Shanafelt ve ark., 2009; Yang ve ark., 2002). Cesitli
meyve ve sebzelerde bulunan luteolin, tiimoriin ilerlemesini ve metastazi durdurma

potansiyeline sahiptir (Butterfield ve Keller 2012).
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Potansiyel koruyucu etki

Antioksidan aktivite
-Serbest radikallere, siklooksijenaz 2 (COX 2) ve
miyeloperoksidaza (MPO) karg: koruma. Hepsi
Ba$latma —+ UV-B radyasyonu ile indiiklenir.
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Hicresel DNA ve RNA polimerazin inhibisyonu
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v
Baglatici hiicre
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< Cox ve hidroperoksidaz inhibisyonu
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invazyon ve metastaz

o,
@

. Anti-anjiyojenik aktivite
llerleme ————4 Hiicre proliferasyonunun inhibisyonu
Hiicre farklilagmasinin indiiksiyonu

2

Sekil 2.4. Farkli kanser evrelerinde fenolik bilesiklerin potansiyel koruyucu
mekanizmalar1 (Vejarano ve ark., 2019)

Yukaridaki mekanizmalara ek olarak, polifenoller ve fitokimyasallar, hormonal
sistemlerin aktivasyonu yoluyla da kanser siirecini etkilemektedirler. Ostrojenler, kadin
ozelliklerinin gelisimine katilan steroid hormonlar1 igeren bir kategoridir. Bu
fitoostrojenik bilesikler bir laboratuvarda iiretilip ilag seklinde alinabilir; ancak, ayni
zamanda soya Uriinleri ve baklagilleri tiikketerek de elde edilirler. Bu bilesikler, dstrojen
reseptorii ile zayif bir bag kurarak Ostrojenlerin bloke edilmesinde rol alirlar (Hecht ve
ark., 2004). Benzer sekilde, fitoostrojenik iiriinler, steroid metabolizmasinda yer alan bir
enzim olan 5 alfa rediiktaz araciligiyla endojen testosteron seviyelerini diisiirerek
erkekler Gzerinde olumlu bir etki yaratirlar. Fitodstrojenik bilesikler bakimindan zengin
yiyeceklerle beslenen erkeklerin prostat kanseri gelisme riskinin daha diisiik oldugu

sonucuna varilmistir (Boyapati ve ark., 2005).
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2.2. Floridzin

2.2.1. Floridzin tarihcesi

Floridzin (glukoz, 1- [2- (beta.D - glukopiranosiloksi) -4,6 - dihidroksifenil] -3- (4 -
hidroksifenil) -1 - propanon) veya “Floridzin” (Phl), dihidrokalone ailesine ait bir
flavonoiddir. 1887'de, Kimyasallar Ansiklopedisi olarak da bilinen Merck indeksi,
Floridzin'i elma agacinin kabugundan tiiretilen bir glukozit olarak tanimlamistir (Merck,
1885; Blickl¢, 2014). Floridzin, bir glikoz kismi ve bir alkil ayirici ile birlestirilmis iki
aromatik halkadan olugmaktadir (Sekil 2.5). Phl ile ilgili ¢alismalar, bazi1 Fransiz
kimyagerlerin elma kabugundan Phl'yi izole ettigi 1835 yilina kadar uzanmaktadir
(Petersen, 1835). Arastirmacilar, Phl'nin aci tadinin, sitmay1 tedavi etmek i¢in kullanilan
sogiitler veya kopek agaci gibi diger ilaclara benzedigini kesfetmis ve Phl'nin grip
tedavisi igin bir ates diisliriicii bilesim olarak uygun oldugu sonucuna varmistir (de
Koninck, 1836). Daha sonra yapilan bir arastirmada, 1886'da vonMering, 1,0 g'dan daha
biiylik dozlarda alinan Phl'nin glikoziiriye (vonMering) neden oldugunu kesin olarak
aciklamistir. Glikoziiri, idrarla yliksek miktarda seker atilmasina neden olan bobrek
hastaligidir (Flint, 1886). Ilk olarak, daha dnce Phl enjekte edilmis kdpeklerde yapilan
bir ¢alismada, glikoziirinin bobrekler tarafindan iiretildigi gézlemlendi. lyi isleyen bir
bobrekte, bobrekler tarafindan filtrelenen plazma glikozu yeniden emilir. Phl'nin
sodyuma bagimli glikoz tastyicilarin1 (SGLT'ler) inhibe ettigi belirlenmistir. SGLT'ler,
bagirsaktaki glikoz emilimini bloke ederek ve glikoziiriye yol agarak etki eder. Sonug
olarak, Phl'nin plazma glukoz emilimini durdurma yetenegi, insanlarda diyabet tedavisi
icin bir baslangic noktas1 olmustur (Stiles ve Lusk, 1903). Ayrica, Phl'nin insanlarda
intravenéz kullanimi LeVeen tarafindan gosterilmistir: bu isim, timor hiicreleri
tarafindan glikoz alimin1 bloke ederek hareket eden Phlnin bu 06zelliginden
yararlanarak, Phl malign hastaliklarin tedavisinde kullanmistir (LeVeen H ve ark.,
1989).
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Sekil 2.5. Floridzin'in yapis1 (Tian ve ark., 2021)

2.2.2. Floridzin'in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

C21H24010 molekiiler formiiliine sahip Floridzin, 436,4 g / mol molekiiler agirhiga
sahiptir. Zayif bir temel bilesen olarak siniflandirilir ve aci bir tada sahiptir. Oda
sicakliginda, Phl agik sari toz formundadir. Phl, ilik suda veya % 100 etanolde

¢Oziinmektedir. Erime noktas1 110° C'dir.

Floridzin’in Ozellikleri
Kimyasal ad: Floridzin Erime noktasi: 113-114 °C
CB Numarasi: CB0331801 Kaynama noktasi: 468.89 °C
Molekiiler formiil: C21H24010 Yogunluk: 1.3178
Formiil agirhgx: 436.41 Depolama 2-8°C
sicakhigr:
MOL Dosyasi: 60-81-1.mol pka: 7.15£0.40

Cizelge 2.1. Floridzin’in 6zellikleri

Phl, elma agaglarinda, ozellikle kok, sap, tohum gibi kisimlarda ve meyvenin
kabugunda yaygin olarak bulunmaktadir. Compositae, leguminosae, fabaceae,
ericaceae, lilliaceae (ChemicalBook, 2017) gibi bitkilerde de diisiik miktarlarda

bulunmaktadir.
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2.2.3. Floridzin ekstraksiyonu ve eldesi

Floridzin ekstrakte etme yontemi agisindan, diger fenolik bilesiklerle benzer 6zelliklere
benzerliklere sahiptir. Phl, metanol kullanilarak elmadan ekstrakte edilmektedir.
Elmalardan Phl ekstraksiyonu yiizey tepkisi metodolojisine dayanir ve metanol
kullanim1 durumunda daha yiiksek bir miktar elde edilmektedir (Alberti ve ark., 2014).
Sonrasinda Zhang, Phl'yi ultrasonikasyon yonteminde suyla ¢ikarmanin oldukga
verimli oldugunu kanitlamistir. Sonug olarak, safsizliklar ortadan kaldirildi ve daha
diisiik bir etanol tiiketimiyle ekstraksiyon tamamlanir (Zhang ve ark., 2017). Phl eldesi
icin baska bir yontem de maserasyondur. Ornek bir proseste ilk olarak kurutulmus elma
yapraklar1 ve dallar1 toz haline getirilerek %70’lik metanol ile ekstraksiyon islemine
tabi tutulmaktadir. Ardindan, ekstraktin toplam agirhiginin %0,2’si kadar bir agirliga
sahip antioksidan (C vitamini) ilave edilmektedir. Daha sonra polimerizasyondaki

safsizliklar aliiminyum eklenerek giderilmektedir.

Gunimdazde, Phl ekstraksiyonu (Sekil 2.6) yiiksek hizli ters akim kromatografisi
(HSCCCQ) ile yapilmaktadir. Ote yandan recine emici teknoloji de kullanilmaktadir.
Fromm, bu yontemin Phl'yi saflastirmada ve tohumlarin kendilerini zenginlestirmede
oldukca etkili olduguna isaret etti (Fromm ve ark., 2012). Malzemenin ayristirilmasi ve
saflagtirlmas1 i¢in yliksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemleri
kullanilmaktadir. Yontem ile ince tabaka kromatografi (TLC) ile isbirligi icinde HPLC
araciligiyla, Lithocarpus polystachyus ekstresinden %99,87 saflikta Phl belirlemek
miimkiin oldu (Dong ve ark., 2007). Liang tarafindan yapilan bir arastirmaya gore,
HSCCC-HPCL-diyot dizili dedektor-kiitle spektrometresinin karmagik yonteminin,
daha hizli, daha basit kosullarda gerceklestirilen bir yontem oldugu ve Phl'nin Malus'un
yapraklarindan elde edilen safliginin doumeri agact (% 99'un) {lizerine c¢iktigini

goriilmiistiir (Liang ve ark., 2015).
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Elma dallan
_veya yapraklar | [ri toz halinde ufalanmus.

Ufalanmis toz
k, : Alt1 kez %70 metanol, 1 saat ger1 akisla ekstraksiyon, ii¢ kez
Céziimiin 6zil ektrakstyon.
i 1 60 °C disiik basingcta alkolsiiz konsantre olmak i¢in %0.2
| Konsantre st | antioksidanlar ekleyin.
i Filtrat I %0,5 poliamuniyum klortir eklenir ve kalstyum hidroksit
L ) soliisyonu ile pH degeri 7,5'e ayarlamir, 60 °C dkk bekletebilir ve
stiziiliir.
Ekstraksiyon
SIVISI Etil asetatla ekstrakte edin.
Konsantre sivi 60 °C neredeyse kuruluga kadar konsantre olun.
2  Yeniden kristallestirmek igin %40 metanol iginde ¢oziilir.
Floridzin

Sekil 2.6. Floridzin ekstraksiyonu basamaklarini gosteren 6rnek bir siire¢ (Chemical
Book, 2017)

Diger yandan, Phl sentetik olarak da elde edilebilmektedir. Phl sentezinde Malonyl-
CoA ve p-coumaroil-CoA maddeleri kullanilmaktadir. Baglangigta, p-kumaroil-CoA'nin
hidroksi dihidrokinnamoyl-CoA'ya dontisiimii NADPH araciligiyla gergeklesmektedir.
Tekaton sentetaz etkisi altinda dihidroksi hidrokinnamoyl-CoA'ninMalonyl-CoA ile
sentezinden Floretin elde edilmektedir. Son olarak, Floretin'in glikolizisonucu son Uriin
olan Phl olusmaktadir (Gosch ve ark., 2009; Zhou ve ark., 2017; Tian ve ark., 2021).

2.2.4. Floridzin'in antidiyabetik etki

Floridzin, diyabetik farelerde kan hiperglisemisini diisiirmektedir. Glikoz tasiyicilar
(SGLT) araciligiyla Phl, bagirsak glikoz alimin1 ve yeniden emilimini inhibe ederek etki
etmektedir (Boccia ve ark., 1999; Burceli ve ark., 1998; Yamaguchi ve ark., 2011).
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Masumoto ve ark. (2009) gore, diyet Phl anormal glikoz seviyelerini iyilestirmekte,
boylece diyabetik sigcanlarda ince bagirsakta SGLT1, sitokrom PP450 2b10 (Cyp2b10)
ve hidrolize epoksit 1 (Eohxl)’in dogru {iretimini diizenlemektedir. Bagka bir
arastirmacit grubu, Osorio ve ark. (2010), Phl ile yapilan bir tedavinin, hiperglisemiyi
azaltmanin yani sira hipertansiyonun normallesmesine etki ettigini bulmuslardir.
Ayrica, Floridzin SGLT2'min aktivitesini de inhibe etmekte, ancak mesane
membranindaki ekspresyonunu degistirmemektedir. Kobori ve ark. (2012), Phl ile
siirekli tedavinin, glikoz seviyelerini diizenlemenin yani sira, sitrat dongiisii,
glukoneojenez, yag asidi metabolizmasi ve amino asit metabolizmas1 gibi siire¢lerden

sorumlu olan hepatik genlerin ekspresyonlarini da azalttigini gostermistir.

Phl acisindan zengin olan olgunlagsmamis elma diyeti, diyabetli hastalarda glisemiyi
diisiirmiis, genel saglik durumlarinda bir iyilesme saglamistir (Mkarova ve ark., 2015).
Ayrica bagirsak mikrobiyotasinda degisikliklere ve diyabetik farelerin normallestirilmis

tip II diyabet serumunda lipopolisakkarit azalmasina neden olmustur (Mei ve ark.,

2016).

PhI'nin hiperglisemik etkileri halihazirda bilinmektedir, ancak Phl i¢eren ilaglarla uygun
bir tedavi giiniimiizde yoktur. Bunun nedeni, zayif bagirsak emilimi, hizli bozunma ve
diisiik biyoyararlanim sebebiyle Phl kullanimiyla ilgili hala ¢ekinceler olmasidir

(Ehrenkranz ve ark., 2005).

2.2.5. Floridzin'in antioksidan aktivite

Floridzin’in antioksidan etkisi, Lei ve ark. (2021) tarafindan "Floridzin dogal bir
antioksidan gorevi gorur, serbest radikalleri yok eder, lipidperoksidasyonunu engeller,
antioksidan enzimlerin aktivitesini artirir ve oksidatif stresi Onler" seklinde ifade
edilmistir. Phl, ileri glikasyon son driinlerinin (AGE'ler) olusumunu onleyen bir
mekanizma olusturarak antioksidan etki gostermektedir. AGE'ler, sekerle temas eden
proteinler veya lipidlerdir ve bu nedenle ndronalinflamasyonda iyilesmeye neden

olmaktadir (Zielinska ve ark., 2019).
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Yapilan bir ¢alismada, sigan karacigerinin hepatositmi  krozomlarinda lipid

peroksidasyonunun Phl tarafindan engellendigi bulunmustur (Rezk ve ark., 2002).

Floridzin, lipid peroksidasyonunu engelleyen gicli bir antioksidan olarak, peroksil
radikallerinin doymamis yag asitlerinden kaynaklanan oksidasyonu onleme etkisine
sahiptir (Rupasinghe ve ark., 2010). Elma kabugundan izole edilen Phl, in vitro diisiik
yogunluklu insan kolesterolinin (LDL) oksidasyonunu inhibe etmistir (Thilakarathna
ve ark., 2013). Ana bilesen Phl olan Tea E Se, oksidatif stres kokenli hasar1 6nlemis ve
H.O. kaynakl1 apoptozu azaltmistir. Yapilan tiim ¢alismalarinin bir sonucu olarak, Wang
ve ark. (2019), elmadan elde edilen Phl'nin insanlarin yagamini uzattigini, organizmanin
stabilitesini artirdigini, H.O. 'nin neden oldugu 6liim oranini diisiirdiigiinii ve meyve
sineklerinde antioksidan enzimlerin aktivitesini artirdigini vurgulamistir. Chai ve ark.
(2016), bu Ozelliklere dayanarak, Phl'nin ciltteki kok hiicreleri etkiledigini ve bazal
membranin tip IV kollajen sentezine neden oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, Phl'nin
antioksidan etkisine dayanarak gilines 1s181nin neden oldugu DNA hasarini onarabilen
bir krem formunda sunulmasi ilgi goren bir durumdur (Ehrenkranz, 2006; Baldisserotto,
2012).

2.2.6. Floridzin'in anti-kanser aktivite

Floridzin, kanser onleyici 6zellikleri nedeniyle zaten bilinmekte ve kullanilmaktadir ve
dogrudan veya dolayli olarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Qin ve ark. (2015),
elma cicegi yapraklarinda bulunan Phl'nin dort tiimor hiicre hattina karsi test edildigini
bildirmistir. Sadece Phl'nin degil tiirevlerinin de kansere kars1 giiclii bir koruyucu etkiye

sahip oldugunu agiklamistir.

Phl'in glikoz geri emilimini Onleme yetenegi, antikanser Ozellikleri i¢in daha fazla
arastirilabilecegini gostermektedir. Ancak, Phl'in disiikk biyoyararlanimi nedeniyle
simdiye kadar yapilan ¢alisma sayist sinirhidir (Crespy ve ark., 2001). Nelson ve Falk
(1993b), hem in vitro hem de in vivo c¢alismalarda, Phl'in sigan meme
adenokarsinomuna ve mesane karsinomu hiicrelerine glikoz taginmasini engelledigini

belirtmistir. Ayrica, Phl’in meme adenokarsinomu ve mesane karsinomu implante
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edilmis farelerde tiimor hiicresi biiyiimesi iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Nelson ve Falk, 1993a).

Bagka bir ¢alisma, Phl'in tiirevleriyle birlikte bazi insan hiicre hatlar1 (A549 akciger
karsinomu, HepG2 hepatoseliler karsinomu, Bel-7402 hepatoseliiler karsinomu ve HT-
29 kolon karsinomu) iizerinde bir antitimor etkisine sahip oldugunu gostermistir (Qin
ve ark., 2015). Bununla birlikte, diger tiirevleri ile karsilastirildiginda, Phl, bilesiminde
glikozit bulunmasi nedeniyle daha diisiikk bir anti-kanser etki sergilemistir. Glikozit

varligi, daha zayif bir gegirgenlikle iligkilidir (Wu ve ark., 2007).

Bazi galigmalarda Phl tiirevi farkli kimyasallar da kullanilmistir. Phl yag ester asitleri,
alt1 mono ve ¢oklu doymamis yag asidi ile Floridzin enzimatik olarak toplanmasiyla
laboratuvarda sentezlenmistir. Bu Phl ester yag asitleri sunlardir: (Phl-oleik asit), (Phl-
stearik asit), (Phl-linoleik asit), (Phl-dokosaheksanoik asit), (Phl-ekosapentanoik asit).
Bu bilesiklerin, meme adeno karsinomu, hepatoselluler karsinom ve I6semi gibi kanser
tirlerinde antikanser aktiviteye sahip oldugu goriilmiistir. Bu etki, aralarinda bir
etkilesim oldugunda, ayr1 ayr1 alinan Floridzin molekiillerinden veya tiirevlerinden daha
gucludur (Cardile ve ark., 2005). Benzer sekilde, Nair ve Rupasinghe (2014) ise
caligmalarinda Floridzinin yag asidi esterlerinin, HepG2 hiicrelerinde, GO0/G1 faz
tutuklamasimi indiikledikledigini, DNA topoizomerazlla aktivitesini inhibe ettigini,
kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla apoptozu indikledikledigini ve ATP seviyesi ve

mitokondriyal membran potansiyelini diislirdiigii sonucuna varmislardir.

2.2.7. Floridzin'in genotoksik ve anti-genotoksik etkileri

Floridzin'in anti-genotoksik ozellikleri ile bilindigi zaten dogrulanmis olsa da, bu
konuda ¢ok az calisma yapilmistir. Bu nedenle asagida kisa bir 6zet Phl'nin anti-
genotoksik potansiyeline iliskin verileri sunmaktadir. Onceki in vitro galismalar, Phl de
dahil olmak {iizere elmadaki polifenolik bilesiklerin genotoksisiteyi azalttigini

gostermistir.

Bir calismada amag, Phl'in Parkinson hastaliginin (PD) hiicresel modeli iizerindeki

etkisini degerlendirmektir. Bu amagcla rotenona maruz birakilan ndéron benzeri SH-
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SYSY hiicreleri incelenmistir (Imamura ve ark., 2006; Borland ve ark., 2008; Giordano
ve ark., 2012). Rotenon varligina maruz kalan hiicrelerin genetik materyal hasarinda
artis, ROS {iretimi, apoptotik ve nekrotik hiicre hasar1 ve kaspaz-3 aktivasyonunda artis
oldugu bulunmustur (Panov ve ark., 2005; Rezk ve ark., 2002). Floridzin'in rotenon ile
uyarilan hiicreler iizerindeki faydali etkileri Komet testi ile degerlendirilmistir.
Rotenone ile muamele edilen hiicrelerde anlamli DNA hasarina rastlanmistir. Bununla
birlikte, Phl’in mikromolar konsantrasyonlardaki etkisi, rotenona maruz kalan
hlcrelerin 6liminde bir azalmaya neden olmustur. Bu deneysel kosullarda, Phl DNA
hasarini inhibe ettigi gézlenmistir. Sonug olarak, Phl 'in varligi, rotenon ile tedavi edilen
hiicrelerde olusan genotoksik DNA hasarinin 6niine gegip hiicre 6liimiine aktif olarak
kars1 koymaktadir (Barreca ve ark., 2017).

Baska bir calismada, kolon kanserinin HT29 hiicreleri, Phl de dahil olmak iizere elma
ozleri (AE) ile tedavi edilmistir (Veeriah ve ark., 2006). Phl ile tedavi, bir¢ok genin
(6rnegin, GSTP1) modiilasyonu ile sonuglandi. GST maddeleri (enzimler), indiiklenmis
GSTP1'in bir sonucu olarak genotoksisitelerini kaybederler (Ebert ve ark., 2001; Ebert
ve ark., 2003).

2.2.8. Floridzin'in anti-inflamatuar etkiler

Shin ve ark. (2016), Floridzin'nin diyet uygulanan obez farelerde iltihaplanma diizeyini
azaltabildigini bildirmistir. Ayrica Phl metabolitlerinin nitrik oksit (NO) Uretimini

azalttig1 da tespit edilmistir (Zhao ve ark., 2017).

Shin ve ark. (2016), Phl'in anti-inflamatuar potansiyelini belirleyerek Phl'nin diyet
uygulanan obez farelerde inflamasyonu azaltabildigini goOstermistir. Ayrica, Phl
ultraviyole B (UVB) tarafindan indiiklenen proinflamatuar sitokinlerin aktivitelerini
baskilayabilmektedir. Buna bagli olarak, UVB'ye maruz kalan bir ciltteki akut
inflamasyonun Phl varliginda énemli dl¢iide azaldig1 goriilmiistiir (Zhai ve ark., 2015).
Yiiksek miktarda yag enjekte edilen farelerde Phl, proinflamatuar serum sitokinlerini ve
yag dokusu inflamasyonunu etkileyerek sitokin seviyelerini 6nemli 6l¢lide diistirmiistiir

(Tian ve ark., 2017).
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Dekosaheksanoik asit (DHA), atimik farelerde yapilan bir ¢alisma olan kolon kanserinin
ana inhibitoridir (Kato ve ark., 2002). DHA, bazi ajanlarin etkinligini sinerjistik
bicimde artirdig1 i¢in kemoterap6tik bir ajan olarak kullanilmaktadir (Siddiqui ve ark.,
2011). PhI-DHA konjugati, reseptorler ve inhibitorler arasinda daha segici bir hedefleme
nedeniyle daha buylk bir etkinlik potansiyeline sahiptir (Faivre ve ark., 2006). Sonug
olarak, Phl'nin bir antioksidan ve anti-inflamatuar ajan gibi davrandig1 (Hale ve ark.,
2008; Wybranowski ve ark., 2014) ve normal hiicreler tzerindeki sitoprotektif etkilerini
aciklayabilecegi zaten aciktir (Pietta, 2000). Bu bulgular, bu {iriiniin yutulmasinin gida
olarak besin degerine ek olarak antiproliferatif ve nutrasotik 6zelliklere sahip oldugunu

gostermektedir (Aguifiiga-Sanchez ve ark., 2013).

2.2.9. Floridzin'in hepatoprotektif etkiler

Dalak, viicuttaki toksinleri temizlemenin yani sira hormonal diizenleme ve denge ile
ilgilenen en biiyiik i¢ organdir. Metotreksattan kaynaklanan karaciger hasari sonucunda
Phl'in olast koruyucu etkileri kesfedilmistir. Phl, hepatoksisiteye karsi oksidatif stresin
ve karaciger dokularinda inflamasyonun azaltilmasi ve apoptoz mekanizmalari
aracilifiyla etki eder (Khalifa ve ark., 2017). Phl'nin CCI4'lin neden oldugu hepatik
fibrozis hepatoprotektif etkileri oldugu, hepatosit membranlarini hasardan korudugu ve

fibrozu azalttig1 kesfedilmistir (Deng ve ark., 2012).

Ek olarak, Phl viicut agirliginda kayba, toplam kolesterol (TC) ve kan trigliseridlerinde
(TG) diisiise neden olmustur. Ayrica, tip II diyabetik farelerin karaciger hasarini da
inhibe etmistir (Lu ve ark., 2012).

Phl bakimindan zengin sulu meyve Oziitlerinin kombinasyonunun degerlendirilmesi,
normal Isvigre albino fareleri icin hepatik ve renal glutatyon peroksidaz (GPx),
stperoksit dismutaz (SOD) ve ayrica katalaz ve glutatyon (GSH) aktivitesinin
diizenlenmesi i¢in pozitif bir baslangi¢c noktasidir (Illam ve ark. 2019). Elmadan izole
edilen Phl, DNA hasari, apoptoz ve oksidatif stresi iyilestirmis ve hiicre canliligini

artirmistir (Wang ve ark., 2019). Aym1 zamanda, Phl etkisiyle karaciger, glisemik
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aktiviteyi ve hepatik glikoz inhibisyonunu izleyerek de iyilestirilebilir (David-Silva ve
ark. 2020).

2.2.10. Floridzin'in kardiyoprotektif etki

Calismalar Floridzin'in kalbi belirli hastaliklardan korumada oldukga etkili oldugunu
ileri sirmektedir. Yuksek miktarda Phl i¢eren soya tohum katmanlari, THP-1'in insan
gobek kordonu endotel hiicrelerine yapigsmasini inhibe etmistir. Bu, Phl'nin koroner kalp
hastaligin1 6nlemede potansiyel bir faktor oldugunu gostermektedir (Lee ve ark., 2017).
Ayni zamanda, kardiyak lipid aktivitesi ve mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesinde
etkili oldugu tanimlanan proteinlerin ifadesinin Phl tarafindan diizenlenmesi, bu
molekiiliin diyabetik kardiyomiyopatinin gelisimini engelleyebilecegini gdstermektedir

(Cai ve ark., 2013).

2.2.11. Floridzin'in antibakteriyel etki

Literatiir, Floridzin'in bakteri ve mantarlarin tedavisinde etkili oldugunu gostermektedir.
Daha spesifik olarak, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis'in inhibisyonu,
Malus domestica yaprak 6zutlerinden elde edilen Phl'nin antifungal ve antibakteriyel
aktivitesi ile agiklamistir (Sowa ve ark., 2016). Ayrica, mikotoksijenik mantarlarin
bliytimeleri ,antifungal aktivite 6zelligi ile bilinen elma posas1 6zleri ile temas ettirilerek

engellenmistir (Oleszek ve ark., 2019).

2.2.12. Floridzin'in kemiklerdeki etkisi

Floridzin'in diger aktivitelerinden biri de kemiklerin durumunu in vivo iyilestirme
kabiliyetidir. Kemiklerin biiyiik Olgiide etkilendigi osteoporoz siirecinde, Phl'nin
koruyucu etkileri oldugu bildirilmistir (Puel ve ark., 2005). Ayrica Phl ve 6ncusi
Floretin'in osteoblastojenik kemik olusumunu tesvik etme islevine sahip oldugu da

bulunmustur (Antika ve ark., 2017).
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2.2.13. Floridzin'in toksik etkileri

Floridzin'in olumlu etkilerinin yani sira olumsuz etkileri de vardir. Phl'nin hangi sinirlar
icinde normal bir etkiye sahip oldugu ve hangi durumlarda saglik i¢in glivenli olmayan
bir madde olarak goriildiigi heniiz net degildir. Bir yandan seker hastalarinin
yilesmesine etki ederken, kan sekeri seviyelerinde ciddi bir diisiise de yol agabilir.
Ayrica, Phl maruziyetinin temel sonucu olan glukoziiri kendi basmna toksik bir etkidir.
Bununla birlikte, Phl'in de renal hipertrofiye neden olabilecegi gosterilmistir (Singleton
ve Kratzer, 1969).

Phl bitkisel bir {iriin olmasina ragmen, tiiketimi kontrollii olmalidir. Phl ile ilgili bir¢ok
calisma bulunmasina ragmen organizma ve hastalik i¢in gerekli olan uygun dozlar
heniiz belirlenememistir. Dozlar bireyin yasina, sagligina gore belirlenir ve bu nedenle
her zaman uzmanlara danisilmasi onerilmektedir (Crespy ve ark., 2001; Bradford ve

Allen, 2007).

2.2.14. Floridzin'in diger fonksiyonlari

Yukarida belirtilen islevlere ek olarak, Floridzin baska biyolojik etki ile bilinir.
Genistein, kan sekerinin normallesmesini etkileyen, menopoz semptomlarini azaltan,
prostat ilerlemesi ve hatta meme kanseri olasiligini azaltan bir bilesiktir. Andlauer ve
ark. (2004) gore Phl, genisteinin farelerin ince bagirsaginda daha verimli emilmesini
saglamistir. Phl'nin etkisi altinda, tirozinaz transkripsiyonel aktivite sdrecini
melanogenezin baslangici takip etmektedir (Jung ve ark., 2009). Bir baska agidan, Phl,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve SIRTL'in (Xiang ve ark., 2011) artan aktivitesi yoluyla
yaslanmay1 yavaslatarak insan viicudunu etkilemektedir. Phl ile etkilesim halindeki
MAPK sinyal yolu, farelerde polikistik bobrek hastaligiin  gelisimini
engelleyebilmektedir (Wang ve ark., 2013). Baska bir calismada, Phl, stres ytikli
farelerin plazmasindaki lipoproteinlipaz aktivitesini artirmada etkili olmustur (Wang ve
ark., 2014). iceriginde Phl bulunan Malus baccata meyve ekstrelerinin radyoprotektif
ve immino modiilatér koruyucu etkilere sahip oldugu aciklanmistir (Wang ve ark.,
2016).
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Sekil 2.7. Floridzin'in potansiyel uygulamalar1 ve daha fazla kullanimi: A) gidada aktif
bir bilesik olarak ve B) aktif bir farmasdtik bilesen olarak (Tian ve ark., 2021)

2.3. Mitomisin C

Mitomisin  C, agik formiili ile [6-Amino-8a-methoxy-5-methyl-4,7-dioxo-
1,1a,2,4,7,8,8a,8b-octahydroazireno[2',3":3,4]pyrrolo[1,2-a]indol-8-yl]methylcarbamate,
1950'den beri bilinen antitiimor 6zelliklere sahip bir antibiyotiktir. Japonlar tarafindan
kesfedilmis ve Streptomyces caespitosus mikroorganizmasinin fermantasyon
kiiltiirlerinde izole edilmistir (Szybalski ve Iyer, 1964). Mitomisinlerin birkac¢ cesidi
zaten bilinmektedir, ancak en o6nemlisi Mitomisin C'dir (MMC). MMC'nin DNA
sentezini, mutageneziinhibe etmede, genetik rekombinasyonu, kromozom ayrilmasini
ve DNA rekonstriiksiyonunu uyarmada spesifik bir etkisi vardir. MMC, RNA ve protein
sentezini yiliksek konsantrasyonlarda durdurur ve 6zellikle hipoksik hiicrelere karsi daha
fazla toksik aktivite sergiler (Sinawe ve Casadesus, 2020 ). Simdi, MMC ¢esitli klinik
tedavilerde dnemli bir antitimor potansiyeli olarak kabul edilmektedir (Szybalski ve
Iyer, 1964). Ik olarak mide ve pankreas metastazlarinin tedavisi icin Gida ve Ilag

Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Verwetij ve Pinedo, 1990).
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Sekil 2.8. Mitomisin C'nin kimyasal yapis1 (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, 2021)

C1sH18N4Os molekuler formiline sahip MMC, mavi-mor kristal seklinde olarak
goriinmektedir. Normal sartlar altinda toz haldedir. Molekiil agirligi 334,33 g/mol'diir
(Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, 2021). Kaynama noktast 534 °C’dir. Su, metanol,
butil asetat, aseton ve sikloheksanonda ¢oziinebilen bir maddedir. Ote yandan benzen
veya eterde az c¢Ozundr (Sinawe ve Casadesus, 2020). Isiktan korundugunda,
buzdolabinda 0 °C'de yedi giine kadar saklanabilir.

Enjeksiyondan sonra, MMC'nin kan dolasimindan hizla kayboldugu gosterilmistir.
Arastirmalara gore, ilag tiim viicutta yaygin olarak dagilabilirken beyinde tespit

edilememistir (Gilman ve ark., 1990).

Bobrekler, memelilerde en yiiksek MMC konsantrasyonuna sahiptir, bunu kaslar,
gozler, akcigerler, bagirsaklar ve mide izlemektedir. ilag, hizla inaktive oldugu
karaciger, dalak veya beyinde saptanamamakta, kanser dokularinda normal dokulara
gore daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (McEvoy, 1990).

MMC plazmadan temizlenir ve 8-48 dakika arasinda degisen bir yari-Omre sahiptir
(Gilman ve ark., 1990).

Mitomisin C intravendz ve intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadir.
llaglarm deri altindan veya kas iginden verilmesi Onerilmemektedir. Artmis
ekstravazasyon riski nedeniyle intraven0z infiizyonlarin yakindan izlenmesi

onerilmektedir.
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2.3.1. Mitomisin C’nin anti-kanser etki mekanizmalari

Mitomisin C, DNA sentezini engelleyen bir antibiyotiktir. MMC, bircok kanserin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ornegin, MMC, mide ve pankreas adenokarsinomu igin
diger ilaglarla kombinasyon halinde ve ayrica anal, mesane, meme, servikal, kolorektal,
bas ve boyun ve kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserinin palyatif tedavisinde
kullanilmaktadir (Sasaki ve ark., 2006). MMC ayrica, glokom cerrahisinde, dokularda

asir1 s1vi birikmesini 6nlemek amaciyla da kullanilmaktadir (Cabourne ve ark., 2015).

MMC, DNA zincirinde degisikliklere ve dolayisiyla kromozomal hasara neden
oldugundan 6nemli bir karsinojen ve teratojen olarak siniflandirilmaktadir (Teus ve
ark., 2009). MMC, DNA'ya kovalent olarak baglanabilen ve zincirler arasi capraz
baglar indiikleyebilen bir alkilleyici ajan olarak islev goriir (Roh ve ark., 2008); ancak
bu etki mekanizmalarindan birincisi daha baskindir (Avendafio ve Menéndez, 2015).
Alkilleyici ajanlar veya capraz baglayicilarla tedavi, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve
devaminda c¢ift zincir kiriklarinin (DSB) olusumunu ve YH2AX ekspresyonu i¢in S
fazindan ge¢cmeyi gerektirir (Banath ve ark., 2010). DSB, ¢apraz bagli bir DNA veya
hasarli DNA bazimin, bir replikasyon cataliyla karsilastiginda ortaya ¢ikar (Limoli ve
ark., 2002). Nitekim Al-Minawi et al. (2009), MMC ile indiklenen DSB'nin, zincirler
aras1 ¢apraz bagda durmus replikasyon catallarinin ¢ékmesinin bir sonucu oldugunu
bildirmis, MMC ile indiiklenen DSB'nin, replikasyonun durdurulmasiyla énlendigini
gostermistir. MMC, DNA'ya c¢apraz baglar (iplik i¢i ve sarmallar arasi ¢apraz baglar),
alkilasyon ve serbest radikallerle DNA zinciri kirilmasi yoluyla antineoplastik
aktiviteye sahip bir dizi aktif molekule metabolize edilir (Ray, 2014). MMC’nin
metabolizasyonuile birlikte aktive edilmesinde kinon yapisinin indirgenmesi ilk
adimdir. Sitokrom P-450 rediiktaz, ksantinoksidaz, sitokrom b5 rediiktaz ve diger
enzimler, bir elektron indirgenme reaksiyonuna aracilik ederken, DT-diaforaz,
ksantindehidrogenaz ve diger enzimler bir elektron ¢ifti indirgeme reaksiyonuna aracilik

eder (Ray, 2014).

MMC, bazi olumsuz etkilere de sahiptir. MMC’nin molekiiler agirligr yiiksektir ve
hidrofobik olmasindan dolayr daha sistemik absorpsiyonu diisiiktir. MMC
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kemoterapisinin, diisiik ve orta riskli tlimorlerde tiimdr niiks oranini diisiirmede hala

faydal1 oldugu diistintilmektedir (Volpe ve ark., 2010).

Endotel hiicrelerinde MMC kaynakli DNA alkilasyonu, genotoksik strese yol agar.
Bagka bir ¢alismada, HCAEC (Human Coronary Artery Endothelial Cells) ve HITAEC
(Human Internal Thoracic Artery Endothelial Cells) hicrelerinde MMC ile induklenen
DNA alkilasyonu incelenmistir. MMC ile tedavi edilen endoteliyal hiicreler, kontrol
hiicrelerine kiyasla sitogenetik hasarda bir artiga sahipti (Sinitsky ve ark., 2020).

Endotel hiicrelerinde MMC kaynakli DNA alkilasyonu, genotoksik strese yol acar.
Bagka bir ¢aligmada, in vitro olarak 500 mg/ml MMC'ye maruz birakilan primer insan
koroner arter endotel hicrelerinde (HCAEC) ve insan i¢ torasik arter endotel
hiicrelerinde (HITAEC) DNA hasari, protein salgilanmasi ve IL6 ve IL8 gen
ekspresyonu incelenmistir. MMC ile tedavi edilen hiicreler kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda  sitogenetik hasarda bir artis oldu. Kontrol hiicreleri ile
karsilagtirildiginda, hem HCAEC hem de HITAEC, MMC ile 6 saatlik inkiibasyondan
sonra IL8 konsantrasyonunda ve IL6 ve IL8 mRNA seviyelerinde bir diisiis gdsterdi. Bu
caligmalar, ¢esitli arterlerden kaynaklanan endotel hiicrelerinde MMC'nin neden oldugu
genotoksik stresin, proinflamatuar sitokin salinimi ve gen ekspresyonundaki

farkliliklarla baglantili oldugunu gdstermektedir (Sinitsky ve ark., 2020).

2.3.2. Mitomisin C’nin yan etkileri

Mitomisin C'nin en yaygin ve ciddi yan etkileri kemik iligi toksisitesidir. Zamanla
miyelosupresyona neden olur. Bunun yani sira trombositopeni ve belki de I6kopeni ilag
tedavisine baslandiktan sonraki ilk iki ay i¢inde her an ortaya ¢ikabilir (Sturm ve ark.,

2012).

Sistemik MMC uygulanan hastalarda, mikro anjiyopatik hemolitik anemi,
trombositopeni ve geri doniisiimsiiz bobrek yetmezligi ile karakterize kemoterapinin
yikic1 bir sonucu olan hemolitik iiremik sendrom (HUS) gdzlenmektedir (Salvadori ve

Bertoni, 2013). Sendrom, sistemik MMC tedavisi sirasinda tek basina veya diger
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sitotoksik ilaclarla kombinasyon halinde herhangi bir zamanda ortaya ¢ikabilir. Bununla
birlikte, vakalarin ¢ogu, 60 mg'a esit veya daha biiyiikk olan MMC dozlarinda meydana

gelir. Sendromun siklig1 heniiz belirlenmemistir (Drugs.com, 2020).

2.4. Genotoksik ve Karsinojenik Testler

Giiniimiizde, yeni ilaglarin kesfedilmesi ve gelistirilmesine yonelik talep artmaktadir.
Ancak en etkili ilag ve ilaglara sahip olmak icin bir¢ok engelin asilmasi ve elbette
giivenligin maksimum diizeyde olmasi gerekir. Siirekli olarak yeni ilaglarin kesfine
duyulan ihtiya¢ neticesinde ilag endustrisinin gelisme hizinda bir artis yasanmistir
(Gross ve Kramer, 2003).

Insan genomu deoksiriboniikleik asitten (DNA) olusur. DNA, genetik kalitsal materyali
ebeveynlerden yavrularina tagiyan ve aktaran temel ve iglevsel birimdir (Swift ve
Golsteyn, 2014). Bir molekiil olarak DNA, yapisinda degisikliklerin indiiklenmesine
duyarlidir. Bununla birlikte, hiicreler, hassas biyokimyasal yolaklar1 devreye sokarak
DNA'y1 kopyalayabilir, modifikasyonlarin varligini tespit edebilir ve meydana gelen
degisiklikleri onarabilir (Jackson ve Bartek, 2009). Bir hiicrenin kaderi, tam olarak
genomun potansiyeline ve onu degismeden tutma yetenegine baghdir. Hiicreler, genetik
materyalin degisimini onleyerek ve onu koruyarak, stabilitelerini ve genetik materyalin

bir sonraki nesle dogru bir sekilde iletilmesini saglar (Swift ve Golsteyn, 2014).

Hiicreler DNA'da hasar fark ettiginde, hasar1 6nleyerek ve onararak ¢alisan DNA hasar
yanitin1 (DDR) etkinlestirirler. Yaniti, genomda meydana gelen ve kanser hiicrelerinin

gelisimini ve yayilmasini hizlandiran degisiklikler izler (Swift ve Golsteyn, 2014).

Cesitli tehlikeli maddelerin genetik materyal iizerinde etkili oldugu arastirmacilar
tarafindan uzun bir siiredir bilinen bir durumdur. Bu tiir maddeler, genetik materyalin
degisimini etkiler ve sonug¢ olarak kanser de dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarla
iliskilidir. Tehlikeli maddeler biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlar olarak
siniflandirilmaktadir (Miyamae ve ark., 1998; Engstrom ve ark., 2015; Sun ve ark.,

2016). Genetik alaninda "Genotoksisite" terimi, zararli maddelerin genetik materyalde
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degisiklik meydana getirme yetenegi olarak tanimlanir. Bu terim genellikle "mutajenik"
terimiyle karistirilabilir, ancak ikincisi, hiicrelerin genetik materyalinin yapisinda kalici
bulasic1 degisiklikler anlamina gelir ve bdylece mutasyonlarin sikligini arttirir. Ren ve
ark. (2017), "genotoksisite, mutajeniteyi icerir, ancak DNA dizilerinde genetik
degisikliklere neden olmayabileceginden, tiim genotoksik maddeler mutajenik degildir"
demektedir. Genetik toksisite ya da genotoksisite, cekirdek, kromozom ve DNA
yapisinda meydana gelen hasarlar olarak tanimlanmaktadir. Genotoksisite DNA
eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite gibi
hasarlardan kaynaklanmaktadir. Genotoksinler ise genetik materyalde mutasyona neden

olan mutajenik maddelerdir (Mohamed ve ark., 2017).

Genotoksik degisimlerin meydana geldigi seviyeler ii¢ kategoriye ayrilir:

o Gen duzeyinde mutajenite: Bu, genotoksik etkinin en mikroskobik seviyesidir ve
DNA niikleotid dizisinde bir kodon degisikligi veya tek bir gen ya da gen
segmentinde bir mutasyon ile sonug¢lanan bir degisikligi kapsar.

e Klastojenite: Bosluklar, kirilmalar veya yeniden diizenlemeler gibi
kromozomlarda gergeklesen yapisal bir modifikasyondur.

e Andjenisite: Bir veya daha fazla kromozom kazanci veya kaybi nedeniyle

kromozom sayisinda degisiklige yol acan bir etkidir (Tcheremenskaia, 2019).

Genotoksisite kanserin en onemli nedenlerinden biridir. Genotoksinler, DNA veya
kromozom yapisinda hasara neden olarak mutasyonlara neden olabilen ajanlardir. Farkli
doga, kimyasal veya radyasyon olabilir. Somatik hiicrelerdeki bu hasar kanser dahil
cesitli hastaliklara yol agabilir. Aym1 zamanda esey hiicrenin zarar gormesi kalitsal
hastaliklara yol acacaktir (Sekil 2.9., Mohamed ve ark., 2017). Bu nedenle toksinlerin
aktivitelerini tespit etmek, verdikleri zarar1 6nlemek i¢in dnemlidir. Hiicreler lizerindeki
etkilerine gore genotoksinler su sekilde siiflandirilmaktadir:

o Karsinojenler veya karsinojenlik siirecini, dolayisiyla kanser olusumunu tesvik

eden maddeler.
o Mutajenler veya genetik materyalde geri doniisii olmayan hasara neden olan ve

nesilden nesile aktarilan maddeler.
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e Teratojenler, embriyonal gelisimi etkileyen ve dogustan gelen kusurlara neden

olan ajanlardir (Natarajan, 1993).

Genotoksisite testleri, Mikronikleus testi, Kromozom aberasyon testi ve Ames testi
dahil olmak tiizere genotoksisite Ol¢iim testlerinden olusur (Muller ve ark., 1999).
Testlerin sonuglarina ve yiiksek duyarlilifina ragmen, cesitli gevresel faktorlerden
etkilenmekte, bu da testlerin 6zgiilliiglinli azaltmaktadir (Kirkland ve ark., 2005). Bu
nedenle, daha fazla 6zgiilliige sahip daha bilgilendirici in vitro testlerin acilen gerekli
oldugu aciktir. Kanser hem genotoksik hem de genotoksik olmayan mekanizmalarla
baslatilabilir (Hanahan ve Weinberg 2000, 2011). En 1iyi bilinen karsinojenler,
genotoksik karsinojenler (GC'ler) grubuna dahil olan ve DNA'da kromozomal hasar
veya mutasyona neden olanlardir (Hernandez ve ark., 2009). Ancak genotoksik olmayan
karsinojenler (NGC'ler), endokrin sistemi, epigenetigi ve apoptotik siireci etkileyen
daha genis bir aktivite gosterirler (Melnick ve ark., 1996; Uehara ve ark., 2008;
Williams, 2001).

Karsinojenlik testi, farmasotik, gida ve tarim endiistrilerinde bilesik gelistirme ve
giivenlik degerlendirmesinin ¢ok dnemli bir yoniidiir. Bu tiir testler, kisa siireli in vitro
testleri ve kisa siireli in vivo testleri icerir (Kirkland ve ark., 2005). Karsinojenlerin bir
sonucu olarak farkli kanser tiirlerinin gelismesi halinde, bireylerin kansere kalitim
karakterleri ve kanser gelistirmeye yonelik genomik yatkinliklarinin hesap dahilinde

tutulmalar1 gerekmektedir.

Karsinojenler farkli tiplerdedir ancak mekanizmalari iki form igerir:

1. Karsinojen, hiicrelerin genetik materyali olan DNA'ya dogrudan etki ederek
mutasyonlara neden olur. Bu, hiicrelerin diizensiz boliinmesine ve gelismesine
yol acar.

2. Karsinojen genetik hasara neden olarak hticrelerin daha hizli boliinmesine neden
olabilir. Hiicreler boliindiiglinde, her zaman kanser gelistirme riskini artiran bir

modifikasyon (mutasyon) olasiligi vardir (Eldridge, 2019).
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Insanlar herhangi bir zamanda ve herhangi bir yerde kanserojen maddelerden
etkilenebilirler. Karsinojen maddeler, onlara maruz kalan her insanda kansere neden
olmaz. Karsinojenlerin kanser gelisimini etkileme yetenekleri, maruz kalma miktari,
maruz kalma siiresi, bireyin genel saghigi ve ayrica diger genetik belirleyiciler gibi bir

dizi faktore baglidir (Amerikan Kanser Dernegi, 2019).

1‘ Dogrudan DNA ]

[ DolayliDNA hasa l'l]
~_hasan b

|

Gen ve protein
degisimi, oksidatif
stres, apoptoz

DNA onarmminda
degisiklik, hiicre canlilig,
gogalma

< Kanser >

Sekil 2.9. Genotoksisite ve kanserojenlik arasindaki iliski (Mohamed ve ark., 2017)

Genotoksisite ve etkilerini saptamak ve belirlemek igin gesitli in vivo ve in vitro
caligmalar yapilmaktadir. Bu testler, genetik materyalin degisimini etkileyen maddelerin
cesitli mekanizmalarla belirlemeyi hedeflemektedir. (Cimino, 2006). Bu testlerin
sonuglari, bilesiklerin hiicrelerde kanserojenlik veya genotoksisiteye neden olma

potansiyeli ve kabiliyeti hakkinda bilgi saglamaktadir (Shah, 2012).

2.4.1. DNA hasarlar1 ve genotoksisite mekanizmalar:

Ilag gelistirme alaninda, klastojenik ve mutajenik potansiyelin etkisini belirlemek icin in
vivo ve in vitro testler kullanilarak genetik toksikoloji c¢alismalart yiiriitiilmektedir
(Lilly, 1965). incelenen ilaglar, klastojenite olarak bilinen kromozom hasarmi
indiikkleme kabiliyeti ac¢isindan degerlendirilir (Custer ve Powley, 2015). Bu klastojenik
maddeler, DNA-reaktif ve DNA-reaktif olmayan olmak Uzere iki mekanizma yoluyla
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kromozomlarda yapisal degisiklikler yaratir (Shaw, 1970). DNA-reaktif kimyasallar,
kromozomal hasarin1 ve bunun sikligini artirarak calisir. DNA ile kovalent bag

olusturarak hareket ederler. (Benigni ve ark., 1995).

Artmis kromozomal hasara yol acgabilen DNA-reaktif olmayan mekanizmalar, DNA
polimeraz inhibitdrii aphidicolin ile gozlendigi gibi DNA sentezini engelleyen
molekdlleri icerir (Carme ve ark., 1999). Etoposid gibi topoizomeraz Il inhibitorleri,
DNA-topoizomeraz II kompleksini stabilize ederek ve DNA c¢ift sarmal kiriklarini

neden olarak kromozomal anomaliler meydana getirirler (Galloway ve ark., 1998).

Ote yandan viicudumuzdaki hiicreler, organizmay: spontan veya indiiklenmis
mutasyonlardan koruyarak beden sagligini siirdiirmek iizere bir savunma olusturabilir.
Anti-mutajenler, mutasyon ger¢eklesmesini engelleme yolu ile bu mutajenlerin olumsuz
etkilerini azaltacak bicimde hareket ederler. Oncelikli olarak asagidakileri igeren iki tiir
anti-mutajenez yolu bulunmaktadir:

e Mutajenlerin etkinligini ortadan kaldiran desmutagenlerin varlig;

e Biyo-antimutagenez yolu ile de hasarli DNA'y1 tamir edilmektedir. Sonug

olarak, DNA mutasyonlarinin insidans1 azalir (Bushra ve Mohammed 2001).

Genel olarak ise DNA rejenerasyonu ve onariminin gerceklestirildigi bes farkli DNA
tamir mekanizmast mevcuttur: Dogrudan onarim, Baz eksizyon onarimi (BER),
Niikleotid eksizyon onarimi (NER), Yanlis eslesme tamiri, Tek/¢ift zincir kirilma
onarimi (Tuteja ve Tuteja, 2001; Morgues ve ark., 2007; Bannister ve Schimenti,
2004; Tweats ve ark., 2007).

2.4.2. Kromozom aberasyon testi (CA)

Kromozomal aberasyonlar (CA'lar), kendiliginden veya kimyasal/radyasyon tedavisinin
bir sonucu olarak normal kromozom yapisinda veya sayisinda meydana gelebilecek
degisikliklerdir. Kromozom sapma (CA) tahlili ile degerlendirildigi lizere, periferik kan
lenfositlerindeki (PBL'ler) yapisal CA'lar, 30 yili askin bir stiredir mesleki ve gevresel

ortamlarda genotoksik karsinojenlerin erken etkilerinin bir biyolojik belirteci olarak
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kullanilmaktadir (Boffetta ve ark., 2007; Carrano ve Natarajan, 1988). Ayrica
kromozom aberasyon testi, ilag kesfi agisindan da yeni bir molekiliin genotoksik
oOzelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir parametresidir (Nigam, 2009). Kromozomal
anormalliklerin sikliginin kansere yatkinligin bir gostergesi oldugu da varsayilmistir

(Carrano ve Natarajan, 1988; Mateuca ve ark., 2006; Umbuzeiro ve ark., 2016).

Kromozom Aberasyon testi, in vivo ve in vitro olarak hicre kilturlerinde
kromozomlarin yapisina zarar veren ajan ve maddeleri belirlemeyi amaglamaktadir
(Toropov ve ark., 2019). Yapisal aberasyonlar farkli tiirdedir ve sunlari igerir:
duplikasyon, insersiyon, delesyon, inversiyon ve translokasyon (Sekil 2.10). Genetik
hastaliklar veya genotoksik maddelere maruz kalmanin bir sonucu olarak kromozom
hasarmin meydana geldigi artik iyi bilinmektedir. Insanlar ve hayvanlar iizerinde
yapilan deneylerde CA ile ilgili sonuglarin kanser belirtisi oldugu kanitlanmistir

(Ishidate ve Sofuni, 1985).

Sekil 2.10. Kromozom aberasyonlar turleri (Salem, 2014)
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Cift sarmalli DNA hasari, DNA replikasyonundaki veya onarimindaki hatalarin bir
sonucu olarak, genotoksinlerin etkisiyle dogrudan veya dolayli bigcimde olusabilir.
Dozlarin indiiksiyonundan sonraki ilk metafaz, birgcok DNA hasariin 6liimciil olmasi
veya sonraki hiicre boliinmesinden sonra artitk mevcut olmamasi nedeniyle énemlidir.
Cesitli genotoksinlere baglit DNA hasarlarini test etmek i¢in uygun kiiltiirler kullanilir.
Hiicre soylar1 ¢ogunlukla arzu edilir ve pratiktir, ancak genetik olarak kararsizdir.
Kendiliginden kromozomlarimi kaybedebilir veya kazanabilirler; bu nedenle de
kromozom hasar1 test sonuglarinda daha yiiksek bir degiskenlik olasiligini isaret ederler.
Sonug olarak, dogrudan insanlardan elde edilen lenfositler uygun bir alternatif olarak
kabul edilmektedir. Kiiltiir se¢imi ayrica, kontaminasyon, toksisite degerlendirmesi ve

ayrica lamlarin degerlendirmesini iceren bazi basliklarla da ilgilidir.

Gunimiizde kromozom aberasyon testi, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilat:
(OECD) tarafindan tanimlanan birka¢ asamaya gore yapilmaktadir (Swierenga ve ark.,
1991). Kromozom aberasyonu testinde, kromozomlarin en rahat gozlenebildigi
metafazevresinde tutulabilmesi igin kiiltiire demekolsin, kolsisin veya kolsemid eklenir
(Sekil 2.11). Boylece, segilen hiicrelerin metafazda tutuklanmasi saglanarak daha net bir
hicre morfolojisi elde edilir. Bunu takiben hcreler, lamlara sabitlenmeden 6nce
hipotonik bir ¢ozelti ile muamele edilir. Son asamada, boyama islemine baslamadan
once lamlar havada kurutulur. Isik mikroskobu, kromozom hasarini ve bunun farkli
yapisal tiplerdeki yansimasini belirlemek i¢in kullanilir. Farkli maddelerle tedaviden

kaynaklanan hasarli hiicre sayisindaki artis, bir genotoksisite faktoriidiir.

Hiicre kiiltiirleri, genellikle S9 fraksiyonu (fare karacigerinin bir kismi) isimli bir pozitif
kontrol ile muamele edilir; ancak Mitomisin C de c¢alismalarda kullanilabilir.
Karsilastirmay1 gelistirmek i¢in kiiltiirler ayrica bir ¢6ziicii (solvent kontrol) varliginda
isleme tabi tutulur. Kromozomal yapilarin gdzlemlenmesi ile poliploidi veya hatta
andploidi varlig1 fark edilir. Bu yapilarin mutlaka genotoksisite faktorleri olarak

siiflandirilmasi gerekmez (Obe ve ark., 2002).
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Sekil 2.11. In vitro kromozom aberasyon testi (Mateuca ve ark., 2006)
2.4.3. Mikronukleus testi (MN)

Kromozomal hasarin degerlendirilmesi, bir test bilesiginin genotoksik potansiyelini
belirlemenin énemli bir yoludur. MN, hiicrenin mitoz béliinmesi sirasinda ortaya g¢ikan,
esas c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. Mikroniikleus testi, genotoksik karsinojenlerin taranmasinda
basarili ve giivenilir bir yontem olarak OECD’nin kimyasal test rehberinde 1980’lerin

sonundan itibaren yer almaktadir (Diaz ve ark., 2007).

Mikronikleer biniikleer lenfositlerin (MNBNC'ler) siklig1, kanser tanisi alan bireylerde
periferik lenfositlerde 6nemli bir gosterge faktorii olarak belirlenmistir. Hasta ve saglikli
bireylerin kan Ornekleri karsilastirildiginda, hasta bireylerde daha fazla kromozom

anormalligi gdzlenmistir (Schmid, 1976).

MN testi, kromozomal hasarlarin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Mikroniikleus olusumunun kokeni, hiicre boliinmesi sirasinda ¢esitli nedenlerle
anafazdaig ipliklerince ¢ekilmeyip geride kalan (lagging) kromatinden gelmektedir. Bu
yapilar, hiicre boliinmesi sonrasinda ¢ekirdekten bagimsiz mikroniikleusun olusumuna
yol acabilirler. Bu nedenle, yavru hiicrelerin sitoplazmasinda, g¢ekirdeklerin aym
morfolojisine ve boyama Ozelliklerine sahip, belirgin sekilde ayr1 kiigiik kiiresel

nesneler olarak gortliirler (Sekil 2.12., Countryman ve Heddle, 1976). Mikronukleus,
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ana ¢ekirdege gore kiigiik boyutlarindan dolay1 boyle adlandirilmaktadir. Mikrontikleus,
ana ¢ekirdegin ligte birinden daha kii¢lik bir ¢apa sahip olmali ve ana ¢ekirdekten agikca
ayirt edilebilmelidir. Sitokinez-blok yonteminde, analiz icin secilen binlkleer hucreler,
acik¢a ayirt edilebilen iki ana g¢ekirdege sahip olmalidir. Ornegin, apoptoza ugrayan
hiicrelerde, mikroniikleus puanlamasi  yapilmamalidir; ¢ilinkii, gdzlemlenen
mikroniikleuslar, apoptotik siire¢ sirasinda niikleer pargalanmanin bir sonucu olabilirler

(Kirsch ve ark., 2000).

@a‘w @w»@

Sekil 2.12. Mikronukleuslu hiicre olusumu. Anafazda bélinen bir hiicrede gecikmeli
tam kromozomlardan ve asentrik kromozom pargalarindan  mikroniikleus
formasyonunun kokeni. Sitokinez-blok mikronikleus tahlilinde, bir nukleer bolinme
gecirmis ve bu nedenle bir mikroniikleus barindiran hiicreler olarak ifade edilebilen
hicreler (Fenech ve ark., 1999).

Mikroniikleus olusumunu agiklayabilen iki ana neden vardir (Jagetia ve ark., 2001). Ilk
neden, ¢ift zincir DNA kirtlmalarinin simetrik veya asimetrik kromatid ya da kromozom
degisimlerine ve ayni zamanda kromatid ve kromozom fragmentlerinin olusumuna yol
agmasidir. Ikinci neden ise homolog rekombinasyon tamir yolaklariyla iliskili
genlerdeki islev bozukluklarinin hiicreyi hataya yatkin bir homolog olmayan ug
birlestirme tamirine yonlendirmesi sonucu olusan kromozom fragmentleridir (Heddle ve

Carrano, 1977).

Sayisal ve yapisal kromozom aberasyonlari i¢in bir 6l¢ii olarak, Mikroniikleus testi
(MN), temsili bir hiicre fraksiyonundaki mikroniikleus iceren hiicrelerin sikligini,
genellikle hayvan bagma (in vivo) veya konsantrasyon basina (in vitro) en az 2000
hiicrenin degerlendirilmesi ile olusmaktadir. Cytochalasin B'nin (Sit. B) eklenmesi

nedeniyle, mikronukleus skorlamasi interfazda bulunan ve bir mitotik dongii gegirmis
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cift cekirdekli hiicreler ile tek c¢ekirdekli hiicrelerde ayri ayri yapilmaktadir (Romagna
ve Staniforth, 1989; Frieuff ve Romagna, 1994).

Ote yandan sitotoksisite, hiicre biiyiimesi, hiicre sayilari, ¢ekirdeklenme (yani, Gift
cekirdekli ylizde), bolinme/cogalma indeksi gibi ¢esitli parametreler de Olgiilebilir

(Kirsch ve ark., 2000).

Literatiir, mikroniikleusun 6nemli bir biyobelirte¢ oldugunu ve MN'nin, kromozomal
kayip veya mitotik aparatin bozulmasinin tespiti i¢in guvenilir bir genotoksisite testi
oldugunu gostermektedir. CA ile karsilastirildiginda, MN daha hizli, daha kolay ve daha
givenilirdir (Evans ve ark., 1959; Pellegri ve ark., 2014). Bazi yazarlar, insan
bireylerinin 6rneklerinde periferik kan lenfositlerindeki MN frekanslarinin takibinin
biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlarin etkilerini tahmin etmek i¢in ¢ok etkili bir test
olabilecegini diisiinmektedir (Fenech, 2007). insan popiilasyonunda artan mikroniikleus
frekanslar ile iliskili kanser olusumu riski yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Ayrica,
diyet faktorlerinin (Fenech ve ark., 1998) ve cok cesitli cevresel klastojen ve andjenlere
maruz kalmanin yani sira MN arka plan sikligin1 etkileyen en 6nemli iki faktor yas ve

cinsiyettir (Fenech ve Morley, 1986; Fenech ve ark. , 1999).

2.4.4. Komet testi (CT)

Genotoksisite i¢in mevcut yontemler arasinda, Komet testi (CT), temel olarak basitligi,
duyarlilig1 ve DNA zinciri kirilmasini veya kromozomal kaybi (potansiyel olarak kabul
edilebilen) olgmek icin ¢ok yonlii 6zelligi nedeniyle genotoksisite i¢in en yaygin
testlerden biridir (Kitamoto ve ark., 2015). Komet testi veya tek hicreli jel elektroforezi
(SCGE) testi, ilk olarak 1984 yilinda, memeli hiicrelerinde radyasyona bagli DNA
hasarinin tespiti i¢in bir mikro-elektroforetik teknik olarak tanitilmistir (Nandhakumar
ve ark., 2011). Hemen hemen tiim dkaryotik hiicrelere uygulandigi ve az miktarda hiicre
gerektirdigi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde, bir fiziksel uyaran veya

kimyasal mutajenin neden oldugu DNA hasarinin derecelendirilmesi miimkiindiir.
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Elektroforetik tamponun farkli pH degerlerine gore, kuyruklu yildiz testinin iki
varyasyonu mevcuttur: nétr yontem (pH 8,4) ve alkali yontem (pH> 13, Sekil 2.13).
Notr yontem, yalnizca ¢ift zincir kirilmalarin (DSB'ler) tespiti i¢in kullanilabilir ve tek
zincir kirilmalar1 (SSB'ler) icin kullanilamaz. Alkali yontem ise daha yiiksek duyarliligi
nedeniyle hem tek hem de ¢ift zincir kirilmalar1 belirlemek i¢in kullanilabilir (Braaflaft

ve ark., 2016; Collins ve ark., 2014).

[ Hiicreler ]

~—

[ moymmn ]
¢ Lizis
Nétralizasyon ] \ l J
Alkali ortamda elektroforez A'k",",’ ¥ d"a ,_DNA .
(pH>13) molekiiliniin ¢oziilmesi
\ (pH>13)

Sekil 2.13. Komet Testi'nin sematik goriiniimii (Tice ve ark. 2000).

Komet yontemi, farkli molekiiler agirliklara sahip DNA molekiillerine ve bu
molekiillerin alkali pH'a bagli olarak gecirdikleri elektriksel degisikliklere dayanir.
YoOntem dogrudan molekiillerin elektriksel goc alani ile ilgilidir. Elektrik alan etkisi
altinda kirtk DNA pargalar1 ¢ekirdekten go¢ eder ve bu gog¢ floresans mikroskobi ile
gozlemlenebilir (Nandhakumar ve ark., 2011). Hasarli DNA fragmentlerinin varligi
durumunda kuyruklu yildiz seklinde bir goriinlim olusur. Yontemin adi da buradan
gelmektedir. Kuyruklu yildiz goériinlimiiniin nedeni, hasarli fragmentlerin elektrik
alaninda, agirliklarinin ve dolayisiyla yiik durumlarimin farkli olmasindan dolay: farkli
hizlarda hareket etmeleridir (Ostling ve Johanson, 1984; McKelvey-Martin ve ark.,
1993; A. Sekeroglu ve ark., 2011; A. Sekeroglu ve ark., 2011).
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Degiskenlik yaratan en onemli nedenler, agaroz konsantrasyonu, elektroforez siiresi ve
voltaj gradyan1 gibi deneysel kosullardir. Par¢alanma ve alkali inkiibasyon siiresi, enzim
konsantrasyonu ve elektroforez sicakligi gibi diger faktorler de sonugta 6nemli bir rol
oynayabilir (Nandhakumar ve ark., 2011). Sonu¢ olarak, Komet yontemi ile komet
alani, komet yogunlugu, kometuzunlugu,kuyruk % DNA, kuyruk momenti, kuyruktaki
DNA yilizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi parametrelerin hesaplanmast miimkiindiir
(Ostling ve Johanson, 1984; McKelvey-Martin ve ark., 1993; A. Sekeroglu ve ark.,
2011).

Bugtine kadar, kolay uygulanabilen ve ¢ok yonli bir test olarak CT, eko-genotoksisite
(Pellegri ve ark., 2014), toksikoloji (Glei ve ark., 2016), farmakoloji (Llana-Ruiz-
Cabello ve ark., 2016) ve nutrigenomik (Bishop ve ark., 2015) gibi bircok alanda
kullanilmistir. Ayrica CT'nin esansiyel hipertansiyon (Subash, 2016), kronik boébrek
hastalig1 (KBH) (Corredor ve ark., 2016), tip 2 diyabet (Pittaluga ve ark., 2015) ve hatta
kanser kemoprevensiyonu (Santoro ve ark., 2016) gibi ¢esitli basliklar altinda da

kullanima ile ilgili literatiir bulunmaktadir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alismada, bir flavonoid olan Floridzinin genotoksik/anti-genotoksik potansiyelini
kan kiiltiirii yontemleriyle ortaya koymak amaglanmistir. Ayrica Phl ve MMC ikili
kombinasyonu ile MMC tarafindan indiiklenen genotoksik etkinin ne yonde ve ne kadar

degistigi degerlendirilmistir.

Bu nedenle ¢ in vitro test uygulanmistir: Kromozom Aberasyon Testi (CA),
Mikronikleus Testi (MN) ve Komet Testi (CT). Kan lenfosit hiicreleri Floridzin, MMC

ve solvent kontrollerine maruz birakilmuistir.

3.1. Kullamilan Kimyasallar

Floridzin (274314-1G, SigmaAldrich, Steinheim) satin alinmistir. Kimyasal, toz

halindedir ve ¢alismalar siiresince +4 °C'de saklanmistir.

0,04 gr Phl tartilir ve 160 ml %100'liik EtOH ve 840 ml dH2O c¢ozeltisinde ¢ozulerek
stok hazirlanir. Daha iyi ¢ozliinmek igin manyetik karistirici tizerinde 60 °C'de 5 dakika
siireyle ¢oziinene kadar 1sitildi. Hazirlanan ¢ozelti sonraki deneyler i¢in buzdolabinda -

20 °C'de sakland1. Caligmamizda, Phl'nin 250 pg/ml'lik doz ile ¢alisilmistir.

Genotoksik/anti-genotoksik veya kanserojen/anti-kanserojen etkiyi belirlemek igin
MMC (Kyowa-Hakko-Kogyo, Tokyo, Japonya) 250 pg/ml konsantrasyonda kullanimdan
hemen 6nce dH.O ile c¢ozdirilerek hazirlanmistir. Hazirlanan MMC ¢ozeltisi kan
kiltiiriine hacimce 1:1000 oraninda seyreltilerek eklenmis, son konsantrasyon 0,25

pg/ml seklinde belirlenmistir.
3.2. Lenfosit Hlcreleri
Bu calisma i¢in, insan periferik kan lenfositleri, saglikli, sigara i¢meyen ve yakin

zamanda herhangi bir kimyasal maddeye maruz kalmamis bireylerden elde edilmistir.

Bu amagla dort dondrden (iki kadin ve iki erkek) alinan kan 6rnekleri kullanilmistir.
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Periferik kan ornekleri (5 ml) steril kosullar altinda venipunktiir yoluyla heparinize
tiplere alinmistir. Toplamadan sonra, tiim kan Ornekleri rastgele kodlanmis,
laboratuvara taginmis ve miimkiin olan en kisa siirede (genellikle kan 6rnegini takip

eden 2 saat icinde) islenmistir. 5 ml kiiltiir ortamina tam kan (0,5 ml) ilave edilmistir.

3.3. Kultlr Ortamlarinin Hazirlanmasi

Lenfosit kiiltiirii, %20 fetal buzagi serumu (FBS, F7524, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Germany), penisilin/streptomisin (P3444, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) ve L-
Glutamin (G7513, Sigma-Aldrich, Irvine, United Kingdom) ile desteklenmis 5 ml
RPMI 1640 (R0883, Sigma-Aldrich, Irvine, United Kingdom) besiyerine (pH 6,8 — 7,2)
0,5 ml heparinize tam kan eklenerek hazirlandi. Lenfositler, sulu bir ¢6zelti formundaki
ham bir ekstrakt olan ve lenfositlerin boliinmesini uyarmak icin kullanilan
fitohemagglutinin  (PHA-L, Biochrom AG) tarafindan uyarildi. PHA-L, Kkultlr
ortaminda yaklasik %2'lik bir nihai konsantrasyonda kullanildi (son konsantrasyon 2-10
pg/ml PHA-L). Lenfosit kiltiirii besiyerleri hemen kullanilmak veya -20 °C'de

saklanmak tizere hazirlandi.

3.4. Doz Secimi

Literattirden elde edilen veriler ve 6n doz deneme galismalari ile Floridzin dozlar1 125
pg/ml, 250 pg/ml ve 500 pg/ml seklinde belirlenmis ve testlerde bu dozlar
uygulanmistir. MMC i¢in ise literatiire basvurularak klinik diizeyde anlaml1 bir doz olan
250 pg/ml segilmistir. Kombinasyon g¢alismalarinda Phl 125 pg/ml, 250 pg/ml ve 500
ug/ml dozlart ile MMC’nin 0,25 pg/ml dozu es zamanli olarak kombine edilmistir.
Bunlara ek olarak, deney gruplar1 diginda negatif kontrol ve solvent kontrol grubu da

caligilmistir.

Kanin kiiltiir ortamina eklenmesiyle inkiibasyonun baslamasindan 24 saat sonra (37°C)
lenfosit kiiltlirline yukarida belirtilen konsantrasyonlar eklenerek deney gruplari
hazirlanmistir. Bu dozlar, 4 dondrden alman lenfosit Kkiiltiirlerine uygulanarak
kromozom aberasyonu, Mikroniikleus ve Komet testleri gerceklestirilmistir. Her bir

donore ait kan ornekleri i¢in secilen ortak deney gruplari su sekilde olusturuldu: Negatif
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kontrol (distile su), solvent kontrol (Etanol %100), 125 pg /ml, 250 pg/ml ve 500
pg/ml Phl, 0,25 ug/ml MMC ve kombinasyon dozlart (125 ug/ml Phl + MMC; 250
pug/ml Phl + MMC; 500 pg/ml Phl + MMC).

3.5. Kromozom Aberasyon (CA) Testi

Bu calismada, saglikli, sigara igmeyen ve alkol kullanmayan dort donérden (2 kadin, 2
erkek) steril ve heparinize tipler kullanilarak kan 6rnekleri alindi. Uygulanacak dozlar
ve diger soliisyonlar deneyden hemen 6nce hazirlandi. Sicaklig1 inkiibatdrde 37 °C'ye
getirilmis 5 ml hiicre kiiltlirii besiyerlerine 0,5 ml tam kan ilave edildi. Besiyerleri
hemen 72 saat 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan 48 saat sonra doz se¢imi kisminda
belirlendigi sekilde uygulama gergeklestirildi. Harvest - uygulamanin 48. saatinden - iki
saat Once, mitoz bolinmenin metafazda durdurulmasi i¢in her kiiltliir ortamina

demecolcine (10 pg/ml) ilave edildi.

Kltir periyodunun sonunda hticreler 3500 rpm'de 10 dakika santriftjlendi. Stpernatan
atildi; ardindan, onceden inkiibatorde 37 °C'de sitilmis 0,075 M KCI hipotonik
solisyon eklendi ve 8 dakika 37 °C'de inklbe edildi. Slpernatan, 3500 rpm'de 10
dakika santrifiij sonrasinda atildi ve daha sonra soguk metanol: glasiyal asetik asit (oda
sicakliginda) (3:1) tiip igerisine pipetlenerek hiicreler fikse edildi. Tiipler -20 °C'de 25
dakika inkiibe edildi. Fiksatif uygulamasi ii¢ kez tekrarland1 ve her seferinde kiiltiirler
3500 rpm'de 10 dakika santrifujlendi. Son hasattan sonra her tipe 2 ml fiksatif eklendi.
Son olarak, konsantre hiicre siispansiyonu énceden etanol ile temizlenen ve -20 °C'de
saklanan lamlarin iizerine damlatilarak metafaz yayma preparatt hazirlandi. Deneyden
once, lamlar {izerine ¢alismanin ad1, uygulama dozu, hazirlanma tarihi ve donor bilgileri
etiketlenerek muhafaza edildi.

Sabit hiicre siispansiyonlar1 temiz lamlara birakildiktan sonra hava ile kurutuldu. Oda
sicakliginda kurutulmus lamlar, 15 dakika boyunca %5 Giemsa (pH 6,8) ile boyandi
(Perry ve Wolff, 1974). Daha sonra lekeleri ¢ikarmak icin distile su ile durulanmis ve

tekrar kuruyana kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
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Slaytlarin incelenmesi i¢in 151k mikroskobu, sirasiyla interfazdaki hiicreler igin 40X ve
metafazdaki hiicreler i¢in 100X kullanildi. Metafaz hiicreleri, immersiyon yagi
kullanilarak incelendi. Kirik, gap, halka ve degisim gibi kromozom ve kromatid
aberasyonlar1 gozlendi. Kromozom sayilar1 farkli olan yani 46 kromozomdan az veya
fazla olan hiicreler de kaydedildi (Nigro ve ark., 2003). Her bir lamda, biitiinligiinii
koruyan ve daha iyi sagilmis kromozomlara sahip olan ve mikroskop altinda kolayca
g6zlemlenen metafazdaki 50 hiicre secildi. Mitotik indeks (M), her konsantrasyon ve

dondr icin analiz edilen 2000 hiicredeki metafaz sayisi olarak hesaplandi.

% Mitotik indeks = Béliinen hiicre / Toplam hiicre X 100

3.6. Mikronukleus (MN) Testi

Lenfositlerde Mikroniikleus testinin analizi i¢in, saglikli, sigara igmeyen ve alkol veya
herhangi bir ilag kullanmayan doért dondrden (2 kadin, 2 erkek) steril ve heparinize
tiipler igerisine periferik kan ornekleri alindi. Heparinize tam kan (0,5 ml) 5 ml kiiltiir
ortamina ilave edildi ve 37 °C'de inkiibe edildi. Doz se¢imi kisminda belirlenmis olan

dozlar ekimden 48 saat sonra kan kiiltiirlerine uygulandi.

Lenfosit kulturlerine 48 saat boyunca secilen dozlarla muamele edildi. Bir sitokinez
inhibitoru olan sitokalasin-B (Cyt-B, 6 pg/ml), inkiibasyonun baglamasindan 44 saat
sonra kulturlere ilave edildi. Cyt-B, cift ¢ekirdekli hiicreler elde etmek i¢in kullanildi.

Kiiltiirler yeniden 37 °C'de inkiibe edildi ve 28 saat sonra uygulama sonlandirildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler 800 rpm'de 8 dakikada santrifiij edilerek hasat
edildi. Daha sonra, peletler oda sicakliginda 4 dakika siireyle hipotonik soliisyonda
(0,075 M KCI) bekletildi. Bundan hemen sonra hicreler, 800 rpm'de 8 dakika
santrifiijlendi. Pelet kisminda bulunan hiicreler {tzerindeki siipernatan atildi ve
metanol:glasiyal asetik asit (3:1) igeren soguk bir fiksatif icinde sabitlendi. Fiksasyon 3
kez tekrarland1 ve lenfositler her seferinde 800 rpm'de 8 dakikada santrifiijlendi. Son
olarak, fikse edilmis hiicre siispansiyonlari, 6nceden etanol ile temizlenmis ve -20°C'de

saklanan temiz lamlara damlatildi. Daha sonra slaytlar havada kurutuldu. Slaytlar, 15

45



dakikada %35 Giemsa boyama soliisyonu (Sorensen Tamponu ile seyreltilmis, pH 6,8)
ile boyanmistir. Boyamadan hemen sonra lamlar distile su ile yikandi ve havada

kurutuldu (Takeiri ve ark., 2017).

Bir mikroniikleus, ana cekirdegin en fazla 1/3 boyutunda ve sitoplazmanin iginde
bulunan ve benzer boyamaya sahip bir ¢ekirdek parcacigi olarak tanimlandi. Slaytlarin
incelenmesi i¢in 400X biiylitmede 151k mikroskobu kullanildi. Her tedavi i¢in toplam
1000 tane cift cekirdekli hiicre sayildi. Biniikleer hiicrelerden mikroniikleuslu olanlar
tespit edilerek kaydedildi. Ayrica her uygulama grubu i¢in 1000 hiicre daha rastgele
kaydedilmis ve bir, iki, iic veya dort ¢ekirdekli hiicre sayisi belirlenmistir (Fenech,
2000). Bu hesaplamalar asagidaki formiil i¢in kullanilmastir:

NDI = (1X N;+2XN.+3XN.+4XN.)/(N.+N.+N.+N.)

Bu formiilde, Niikleer boliinme indeksi (NDI), hiicrenin ¢ogalma kabiliyetine gore
anormal sekilde artan veya azalan hiicresel mitotik bolinmenin bir indeksidir; N.-
mononiikleer hiicre sayisi; N.-biniikleer hiicre sayisi; Ni.-trinlikleer hiicre sayisi; N.-

tetraniikleer hiicre sayisini ifade eder.

3.7. Komet Testi (CT)

Antikoagiilan olarak heparin igeren steril tiiplerde dort saglikli dondrden heparinli tupler
icerisine kan ornekleri alindi. Dort komet ¢alismasi, yukarida doz segimi kisminda
belirtilen dokuz doz ile gergeklestirildi. Se¢ilen dozlar, kan kiiltiiriine periferik kanin
eklenmesinden 24 saat sonra uygulandi. Hiicreler, 37 °C'de 48 saat inkiibasyondan sonra
4 dakika 500 rpm'de santrifiij edildi. Stipernatanlar atildi ve hiicreler, 4 dakika 500
rpm'de tekrar santrifiijlendi. Santrifiij isleminin sonunda peletler dikkatlice karistirildi
ve bunun 1 ml’si etiketlenerek hazirlanmis PBS iceren Eppendorf tiiplerine aktarildi.
Ardindan, 100 pl hiicre 6rnegi baska bir Eppendorf tiipiinde, 37°C'de bir su banyosunda
onceden 1sitilmig diislik erime noktali agaroz (LMA) ile karistirildi.

Alkali tek hiicreli jel elektroforezi, orijinal olarak Singh ve digerleri (1988, 1997)
tarafindan gelistirilen prosediire gore ve tarafimizdan birka¢ modifikasyon ve kiiclik

degisiklikler ile gerceklestirildi. Siispansiyonlar, normal eriyen agaroz (NMA) ile
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onceden kaplanmis lamlar {izerine hemen pipetlendi. Lamlar 76,2x25,4 mm lamelle
kapatildi ve LMA'nin katilagmasina izin vermek igin 25 dakika 4 °C'de bekletildi. Daha
sonra lameller ¢ikarildi ve lamlar dikkatlice soguk lizis tamponuna (2,5 M NaCl, 100
MMNAEDTA, 10 mMTris, %1 Triton ve %10 DMSO) daldirild1 ve gece boyunca 4
°C'de karanlikta tutuldu.

Maksimum 24 saat sonra lamlar, yiritme tamponu (18 g NaOH, 0,5602 g EDTA)
iceren yatay ve 1sik gecirmeyen bir elektroforez tankina yerlestirildi. Lamlar,
elektroforezden o©nce tuz konsantrasyonunun dengelenmesi ve daha fazla DNA
¢cozllmesine (unwinding) izin verecek bicimde 25 dakika sire ile bu ¢ozeltiye maruz
birakildi. Daha sonra elektroforez gerceklestirildi (300 mA, 50 V, 28 dakika). Lamlar
elektroforez tankindan bir saleye tasinarak noétralizasyon tamponu (pH 7,5) ve soguk
damitilmig su ile 5’er dakika yikandi ve oda sicakliginda kurutuldu. Ardindan, lamlar 5

dakika soguk etanol i¢inde tutuldu ve havada kurutuldu.

Kurutulan lamlar etidyum bromiir (10 ug/ml) ile boyandi. Ornek bagina iki kopya olarak
hazirlanan lamlarin her birinde toplam 50 hiicre incelendi. Slaytlar, bir kamera ile
donatilmis bir floresans mikroskobu (Novel, N-800M, Cin Halk Cumhuriyeti) altinda
degerlendirildi. Her uygulama i¢in mikroskop altinda rastgele elli komet gdoriintiisii
Kameram 21 yazilimi (Argenit, istanbul) yardimiyla analiz edildi. Analiz edilen komet
parametreleri: komet alani, komet yogunlugu, komet uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk
moment uzunlugu, olive kuyruk momenti ve kafa % DNA, genetik hasar indeksi ve

hasarli hiicre yiizdesidir.

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler ortalama degerler ve standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel analizde
SPSS 23.0 paket bilgisayar programi kullanilmistir. Her bir parametrenin normal
dagilim analizleri i¢in Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmis, skewness ve kurtosis
degerlerine bakilmistir. Buna gore, normal dagilim gosteren verilerde one-way
ANOVA, normal dagilim gdstermeyen verilerde ise nonparametrikKruskal-Wallis testi

uygulanmistir. Gruplar aras1 farkliliklar1 degerlendirmek igin post hoc analizleri
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gerceklestirilmistir. Bu analizlerde, Levene testinin sonucuna gore Tukey HSD ya da
Tamhane T2 testi secilmistir. Cinsiyetler arasinda uygulamalarin fark yaratip
yaratmadigini belirlemek i¢in nonparametrik testlerden Wilcoxon testi ile degerlendirme

yapilmistir.
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4. BULGULAR (BULGULAR ve TARTISMA)

4.1. Lenfosit Kultiri Kromozom Aberasyonu Testi (CA) Sonuclar:

Bu calismada kromozom aberasyon testi yapilmis ve sonug olarak tek bagina Phl ve
MMC’nin uygulandig1 ve ayni zamanda MMC+Phl kombinasyonunun kullanildigr 9
doz yer almistir. Bu deney sonucunda, farkli kromozom hasar tipleri tespit edilmistir:
kromozom tipte gap, kromozom tipte kirik, kromozom tipte exchange, kromozom tipte
ring. Total kromozom aberasyonu oranlar1 ve %MI (mitotik indeks) degerleri Cizelge
4.1.1., Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Floridzin ve Mitomisin C ile tedavi edilen her dondriin lenfosit kulttriinde

kromozom aberasyonlarinin indiiksiyonu ve mitotik indeks degerleri
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Doz (ug/ml) N Kromozom Gap Kromozom Kirikk Kromozom Ring Kromozom Exchange Total Aberasyon % MI (Total)
Negatif Kontrol 4 29,25+3,86 25,00+6,98 1,50+0,58 67,50+29,47 0,63+0,15 4,89+2 41
Solvent Kontrol 4 37,00+13,98 33,00+8,29 6,50+1,91 84,25+36,54 0,80+0,27 6,36+0,38

125 pg/ml Ph 4 47,50+16,94 30,50+16,46 5,2542,22 112,75+57,14 0,98+0,42 5,60+2,54
250 pg/ml Phl 4 63,25+7,14 42,25+9,60 3,75%2,36 161,50+68,09 1,11+0,53 6,79+1,14
500 pg/ml Phl 4 68,75+13,30 43,50+11,56 5,75+2,22 177,25+100,00 1,48+0,55 7,46x1,00
MMC 4 57,25+30,24 51,00+24,15 3,50+0,58 157,00+135,46 1,34+0,91 4,48+1,78

MMC +125 pug/ml Phl 4 68,25+14,00 48,75+18,13 6,25+2,75 261,25+56,75 1,93+0,33* 4,03+3,33
MMC + 250 pg/ml Phl 4 81,25+13,70 52,7515,44 5,75%3,59 267,00+48,00 2,03+0,31**7 3,48+2,16
MMC + 500 pg/ml Phl 4 77,00£12.78 41,75+10,31 5,50+2,08 288,00+44,16 2,05+0,27**F 3,44%2,60

* . Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, *p < 0,05; **p < 0,01

T :Solvent kontrol grubu ile karsilastirma, Tp < 0,05
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Cizelge 4.1, insan periferik kaninda Phl ve MMC'ye maruz kalan lenfositlerde
gerceklestirilen CA testi sonucunda metafazdaki hiicrelerde ortaya ¢ikan kromozom
anomalilerinin sikli§im1  gdstermektedir. Bu ¢izelgede bulunan total kromozom
aberasyon verilerinden yararlanarak Sekil 4.1°deki grafik hazirlanmistir. Total
kromozom aberasyon verilerine, normalite testi uygulanarak parametrik testlerin
kullanilmasima karar verilmistir. Parametrik testlerden one-way ANOVA testi ve
Levene Testi sonucuna gore de post hoc analizlerinden Tukey HSD testi uygulanmustir.
Uygulanan Phl dozlar1 ve solvent kontrol arasinda istatistiki anlamli bir farklilik
degerlendirilmemistir. Floridzinin her ¢ dozunun da total kromozom aberasyonunda
negatif kontrole gore istatistiki anlamli olmayan kiicliik bir artis meydana getirdigi
belirlenmigtir (p > 0,05). Negatif kontrol ve MMC arasinda istatistiki anlamli bir fark
goriilmemistir (p > 0,05). MMC ve Phl’nin ii¢ dozunun kombinasyonlarinin Total
Kromozom Aberasyonlarini negatif kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiikselttigi
(p <0,05 - 0,005) degerlendirilmistir. Ancak, total kromozom aberasyonlarinda MMC
ve Phl kombinasyon dozlarinin MMC’nin tek basina uygulamasinin meydana getirdigi

aberasyon oranlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p > 0,05).

TOPLAM CA (%) .

m Total Aberasyon

*p <0,05; **p < 0,01
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Sekil 4.1. Floridzin uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Kromozom Aberasyonu
(CA) testinin total kromozom aberasyon oranlari (%)

Sekil 4.2, insan periferik kaninda Phl ve MMC'ye maruz kalan lenfositlerde
gerceklestirilen CA testi sonucunda mitotik indeks degisimini gostermektedir. Mitotik
indeks verilerine  normalite  testi uygulanarak  non-parametrik  analizlerin
gerceklestirilmesine karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene Testi sonucuna gore de post hoc testlerden Tukey HSD testi uygulanmstir.
Uygulanan Phl dozlar1 ve solvent kontrol arasinda istatistiki anlamli bir farklilik
degerlendirilmemistir. Phl’nin her ti¢ dozunun da %MI agisindan negatif kontrole gore
istatistiki anlamli olmayan bir artis meydana getirdigi belirlenmistir (p > 0,05). Negatif
kontrol ve MMC arasinda istatistiki anlamli bir fark goriilmemistir (p > 0,05). MMC +
Phl’nin ii¢ dozunun kombinasyonlarinin %MI degerlerinde solvent kontrol grubuna
gore anlamli olmayan bir diisiis kaydettigi goriilmiistiir (p > 0,05). Bununla birlikte, %
MI degerlerinde MMC + Phl kombinasyon dozlarinin MMC’nin tek basina uygulamasi
ile ortaya c¢ikan % MI degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir (p > 0,05).

MITOTIK INDEKSI (%MI)

O=a2NOAAOIOINOD®
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Sekil 4.2. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kromozom Aberasyonu
(CA) testinin mitotik indeks (%MI) oranlari.

Cinsiyetlere gore total kromozom aberasyonu oranlart ve %MI degerleri gizelge 4.2. ve

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmektedir. Cinsiyetler arasinda doz gruplarmin tek tek

toplam kromozom aberasyonu ve MI parametreleri agisindan fark olup olmadigi

nonparametrik testlerden Wilcoxon testi ile analiz edilmistir.

Cizelge 4.2. Floridzin ve Mitomisin C ile tedavi edilen her donért lenfosit kultiriinde

cinsiyete gore kromozom aberasyonlarinin indiiksiyonu ve mitotik indeks degerleri.

Doz (ug/ml) Total Aberasyon % MI
(Kadin) (Erkek) (Kadin) (Erkek)

Negatif Kontrol 0,75+0,02 0,51+0,08 4,55+3,89 5,23+1,38
Solvent Kontrol 0,75%0,33 0,86+0,31 6,20+0,57 6,53+0,04
125 pg/ml Phi 0,94+0,42 1,02+0,58 4,23+3,15 6,98+1,38
250 pg/ml Phl 0,68+0,18 1,54+0,27 5,85+0,07 7,73%0,60
500 pg/ml Phl 1,38+0,71 1,58+0,60 6,7310,11 8,20+0,92
MMC 1,42+1,57 1,27+0,07 3,25+1,63 5,70+0,92
MMC + 125 pg/ml Phi 2,11+0,43* 1,75+0,06* 1,88+0,04 6,18+3,85
MMC + 250 pg/ml Phli 2,11+0,42* 1,96+0,29* 1,70+0,07 5,25+1,20
MMC + 500 pg/ml Phi 2,25+0,17* 1,85+0,18* 1,55+0,28 5,33+2,44

* : Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, *p < 0,05

Cinsiyetin toplam kromozom aberasyonu ve % MI parametreleri Gzerinde istatistiksel

olarak anlamli bir etkisi tespit edilmemistir (Cizelge 4.2, p>0,05). Sekil 4.3’te

gosterildigi gibi, kadinlarda ve erkeklerde tek basina Phl ve MMC uygulamalarindan

sonra toplam kromozom aberasyonu anlamli olmayan bir artis gostermistir.
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* 1 Negatif kontrol grubu ile karsilagtirma, *p < 0,05

Sekil 4.3. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kromozom Aberasyonu
(CA) testinin cinsiyete gore total aberasyon oranlar1 (*:Two-Way ANOVA sonuglarina
gore konulmustur).

Sekil 4.4’te ise Phl, MMC ve Phl+MMC uygulamalarinin ardindan %MI degerlerinin
cinsiyete gore dagilimlar1 gosterilmistir. Biitiin dozlarda, cinsiyetler arasi anlamli bir
fark goriilmemekle birlikte, kombinasyon uygulamasinda kadin %MI degerleri
erkeklerinkinden daha diisiik seyretmistir (p > 0,05). Mitotik indeks degerlerinde, gerek
kombinasyon gerekse tek basina Phl veya MMC uygulamalarinda negatif veya solvent
kontrole kiyasla cinsiyete gore karsilasilan herhangi bir anlamli degisiklik

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.4. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Kromozom Aberasyonu
(CA) testinin cinsiyete gore mitotik indeks (%MI) oranlari.

Degerlendirilen kromozom aberasyon tiplerinin temsili 151k mikroskop fotograflar1 Sekil
4.5 de verilmistir. Sekil 4.5’te kromozom ve kromatid gap adi verilen aberasyona ait

temsili bir gorilintli bulunmaktadir. Ok kromozom aberasyonlarini gosterir.
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Sekil 4.5. Insan lenfosit hiicrelerinde gozlemlenen anormal kromozomlarm temsili
mikroskop gorunttsi (1000x).

A) Negatif kontrol; kromozomal gap adi verilen anomaliyi géstermektedir

B) 125 pg/ml Phl; kromozomal kirik adi verilen anomaliyi gostermektedir

C) 250 pg/ml Phl; kromozomal ring (halka) ad1 verilen anomaliyi gostermektedir

D) MMC; Siyah ok, kromozomal exchange (degisim) adi verilen anormalligi
gostermektedir
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4.2. In vitro Mikroniikleus Test sonuglar:

Bu calismada in vitro mikroniikleus testi ger¢eklestirilmis ve sonug¢ olarak tek basina
Phl ve MMC’nin uygulandigi ve ayni zamanda MMC+Phl kombinasyonunun
kullanildig1 9 doz yer almistir. Bu deney sonucunda, tiim deney gruplarina ait ortalama
nikleer bolinme indeks (NDI) degerleri ve biniikleer hiicrelerde gozlemlenen

mikronUkleus oranlar1 (MN) Cizelge 4.3, Sekil 4.6 ve 4.7’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testi ile

elde edilen niikleer bolinme indeksi, mikroniikleus ve niikleer anomalilerin sayisal

degerleri.
Doz N  Niikleer Boliinme indeksi MN Nikleer Anomaliler
(NDI) a
Negatif Kontrol 4 3,06+0,91 6,8546,50 42
Solvent Kontrol 4 3,03+0,79 9,62+7,18 41
125 pg/ml Phl 4 3,1941,26 11,72+3,35 44
250 pg/ml Phl 4 3,85+0,47 14,4+3,06 78
500 pg/ml Phl 4 3,43+0,85 9,61+3,62 58
MMC 4 2,90+0,80 49,48+43,44 86
MMC + 125 pg/ml Phl 4 3,4240,23 11,99+5,70 105
MMC + 250 ug/ml Phl 4 2,87+0,81 13,08+18,12 50
MMC + 500 ug/ml Phl 4 3,22+0,75 9,70+8,54 71

aSayllan 2000 hiicrede gozlemlenen mikroniikleus disindaki diger niikleer anomalilerin
(niikleer koprii + niikleus tomurcuklanmasi) toplamidir.

Cizelge 4.3, insan periferik kaninda Phl ve MMC'ye maruz kalan lenfositlerde
gerceklestirilen MN testi sonucunda yapilan mikroskobik gézlemlerde ortaya cikan
NDI, MN ve diger niikleer anomalilerin sayimina ait verileri gostermektedir. Bu

cizelgede bulunan NDI ve MN verilerinden yararlanarak Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°deki
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grafikler hazirlanmigtir. NDI verilerine, normalite testi uygulanarak parametrik testlerin
kullanilmasima karar verilmistir. Parametrik testlerden one-way ANOVA testi ve
Levene Testi sonucuna gobre de Post Hoc analizlerinden Tamhane T2 testi
uygulanmistir. Uygulanan Phl dozlari, negatif ve solvent kontrol arasinda istatistiki
anlamli bir farklilik degerlendirilmemistir (p>0,05). Floridzinin her {i¢ dozunun da NDI
degerlerinde negatif kontrole goére anlamli bir degisiklik meydana getirmedigi
belirlenmistir (p > 0,05). Negatif kontrol ve MMC arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmemistir (p > 0,05). MMC ve Phl’nin {i¢ dozunun kombinasyonlarinin,
NDI degerlerinde hem MMC’nin tek basma kullanildigi gruba ve hem de negatif
kontrol grubuna kiyasla istatistiki anlamli bir degisim yaratmadigi degerlendirilmistir

(p >0,05).

Cizelge 4.3te verilen ¢ekirdek anormallikleri degerlendirildiginde, Floridzin tek basina
uygulamasinda insan lenfosit hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde ¢ekirdek boliinmesinde
olusan koprii ve ¢ekirdek tomurcuklanmasi durumlarinda doza baglh bir artis oldugu
dikkati ¢ekmektedir. MMC tek basina ve MMC ile Floridzin kombinasyon
uygulamalarinin da ¢ekirdek anormalliklerini negatif ve solvent kontrole kiyasla

artirdigr goriilmektedir.

NUKLEER BOLUNME iNDEKSI (NDI)

AN ow o oa

o
UL A OO
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Sekil 4.6. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testinde elde
edilen NDI oranlari (%).

Sekil 4.7, Phl ve MMC'ye maruz kalan lenfositlerde gergeklestirilen MN testi
sonucunda biniikleer hiicrelerde  gozlemlenen mikroniikleus oranlarmi  (%o)
gostermektedir. MN verilerine normalite testi uygulanarak non-parametrik analizlerin
gerceklestirilmesine karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene Testi sonucuna gore de Post Hoc Testlerden Tamhane T2 Testi uygulanmaistir.
Uygulanan Phl dozlar1 ve solvent kontrol arasinda istatistiki anlamli bir farklilik
degerlendirilmemistir (p > 0.05). Phl’'nin her {i¢ dozunun da MN agisindan negatif
kontrole gore istatistiki anlamli herhangi bir degisim olmadigi belirlenmistir (p > 0,05).
Negatif kontrol ve MMC ortalama degerleri arasinda carpici bir fark vardi ve bu
nedenle MMC degerleri istatistiksel agidan anlamli goriilmiistir (p < 0,05). Ayrica,
Mitomisine kiyasla negatif kontrol, solvent kontrol, floridzin 500 mikrogram ve MMC
+ Phl’nin 500 pg/ml dozunun kombinasyonunun MN istatistiki anlamli fark

bulunmustur (p < 0,05).

MN

= MN
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Sekil 4.7. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testinde
biniikleer hiicrelerde gézlemlenen MN oranlari (%o, p<0,05).

NDI degerleri ve MN oranlarinda mikroniikleus test sonuglarinin cinsiyetlere gore
dagilimlar ¢izelge 4.4 ve Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da gosterilmektedir. Cinsiyetin NDI ve
MN uzerindeki etkileri two-way ANOVA testi ile analiz edilmistir.

Cizelge 4.4. Floridzin uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Mikroniikleus Testi ile
elde edilen nukleer bolunme indeksi, mikronikleus ve nikleer anomalilerin cinsiyete

gore dagilimlart.

Doz Niikleer Boliinme Indeksi MN Nikleer
(NDI) Anomaliler?
Kadin Erkek Kadin Erkek Kadin Erkek
Negatif Kontrol 3,7910.40 2,33+0,46 6,13+3,17 7,58+10,71 28 14
Solvent Kontrol 3,1940,53 2,87+1,23 12,1245,31 7,13+£10,08 15 26
125 pg/ml Phl 3,35+1,58 3,04+1,47 13,78+4,08 9,66+0,20 17 27
250 pg/ml Phl 3,88+0,81 3,82+0,03 15,39+0,97 13,42+4,83 32 46
500 pg/ml Phl 3,17+1,37 3,69+0,08 8,5745,88 10,64+0,71 16 42
MMC 2,74£0,49  3,07+1,24  7550+53,41*F 23,37+9,04*f 42 44
MMC+125 3,31£0,03 3,54+0,31 15,25+6,87 8,75+2,83 52 53
pg/ml Phli
MMC+250 2,60+0,70 3,15+1,08 6,03+8,53 20,14+26,71 11 39
pag/ml Phli
MMC+500 2,64+0,46 3,81+0,31 6,17+2,96% 13,24+12,65% 17 54
pg/ml Phli

aSayllan 2000 hiicrede gozlemlenen mikroniikleus disindaki diger niikleer anomalilerin
(niikleer koprii + niikleus tomurcuklanmasi) toplamidir.

* . Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, *p < 0,05

T : Solvent kontrol grubu ile karsilastirma, Tp < 0,05

1 : MMC doz grubu ile karsilastirma, £p < 0,05

Yapilan Wilcoxon testine gore, cinsiyetin NDI tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir
etkisi tespit edilmemistir (Cizelge 4.4). Sekil 4.8’te gosterildigi gibi, erkeklerde tek

basima Phl uygulamalar1 negatif kontrole kiyasla NDI degerlerinde anlamli olmayan
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kiiciik bir artis getirmistir. Kadinlarda ise NDI degerleri negatif kontrole kiyasla Phl
muamelesinde degismemistir. Kadin NDI degerlerinde 6zellikle MMC+Phl’nin 250 ve
500 pg/ml dozlarinda negatif kontrole kiyasla kii¢iik ve anlamli olmayan bir azalma
oldugu; benzer durumun erkekler i¢in ise gecerli olmadig1 goriilmektedir. Bununla
birlikte, NDI’da MMC+Phl kombinasyonu ve tek bagina MMC uygulamasi arasinda bir

anlamli bir degisim g6zlemlenmemistir (p > 0,05).
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Sekil 4.8. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testinde elde
edilen NDI oranlarinin cinsiyete gore dagilimi (%).

Sekil 4.9°da ise Phl, MMC ve Phl+MMC uygulamalarinin ardindan MN oranlarinin
cinsiyete gore dagilimlar1 gosterilmis ve verilere Wilcoxon testi uygulanmistir. Negatif
kontrol ve solvent kontrol arasinda anlamli bir fark gézlenmemekle birlikte; MMC
degerleri, negatif ve solvent kontrole kiyasla cinsiyete gore anlamli derecede bir
farklilik gostermektedir (p < 0,05). Ilaveten, MMC+Phl 500 pg/ml dozunda MMC tek
basina uygulandiginda elde edilen MN oranlar1 arasinda cinsiyete gore anlamli bir
degisim oldugu belirlenmistir (p < 0,05). MN oranlar1 agisindan, Phl’nin tek basina
uygulanmas1 ve solvent kontrol arasinda ise cinsiyete gore anlamli bir degisim

gbzlenmemistir (p > 0,05).
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*p < 0,05

Sekil 4.9. Floridzin uygulamas1 sonucunda gerceklestirilen Mikroniikleus Testinde
biniikleer hiicrelerde gézlemlenen MN oranlarinin cinsiyete gore dagilimlari (%eo).

Mikroskobik incelemeler sonucu goézlenen bazi MN ve diger niikleer anomaliler
fotograf cekilerek kaydedilmistir. Kaydedilen Ornekler arasinda tek cekirdekli MN
iceren ve icermeyen hiicreler, ¢ift gekirdekli hiicreler MN igeren ve icermeyen hucreler

ve polinikleer hiicreler Sekil 4.10°da gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.10. Hducrelerin  mikroskobik incelemelerinde go6zlemlenen nikleus
tomurcuklanmasi (bud) ve mikroniikleus 6rneklerinin temsili goriintiileri (400x).
A) Negatif kontrol, Hasarsiz mononiikleer hiicre;

B) Solvent kontrol, mikrontkleuslu monontikleer bir hiicre;

C) MMC, nukleer bud mononukleer hiicre;

D) Negatif kontrol, Hasarsiz biniikleer hiicre;

E) 125 pug/ml Phl, Mikronukleuslu bintikleer hiicre;

F) 250 pg/ml Phl, Bud ile biniikleer hticre;

G) 500 pg/ml Phl Koprd ile binlkleer hiicre;

H) Solvent kontrol, Hasarsiz triniikleer hiicre;

) MMC+125 pg/ml Phl, Mikrontikleuslu trintikleer hiicre;
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J) MMC+ 250 pg/ml Phl, Bud ile triniikleer hicre;

K) MMC+500 pg/ml Phl, Koprd ile trintkleer hiicre;
L) 125 pg/ml Phl, Hasarsiz tetraniikleer hiicre;

M) MMC, Mikronikleuslu tetrantikleer hiicre;

N) MMC+250 pg/ml Phl, Bud ile tetrantikleer hiicre;
0) MMC+500 pg/ml Phl, Kopru ile tetrantkleer hiicre;
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4.3. Komet Testi (Tek hicre Jel Elektroforezi) Sonuglari

Bu deneyde komet testi yapilmis ve sonug¢ olarak tek basina Phl ve MMC’nin
uygulandigr ve ayni zamanda MMC+Phl kombinasyonunun kullanildigr 9 doz yer
almigtir. Komet testi sonucunda elde edilen komet alani, komet uzunlugu, komet
yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kuyruk moment uzakligi, Olive moment
uzaklig1 ve kafa % DNA verileri Cizelge 4.5.’te, genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre
ylzdesi verileri ise Cizelge 4.6.’da gosterilmektedir. Genetik hasar indeksi ve hasarl
hicre yuzdesi verileri cinsiyete gore bir degerlendirmesi ise Cizelge 4.7.’de yer
almaktadir. Ayrica, komet testinde incelenen her bir parametre i¢in (komet alani,

yogunlugu vd.) asagida ayri grafikler olusturulmustur (Sekil 4.11-22).
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Cizelge 4.5. Floridzin uygulamasi sonucunda ger¢eklestirilen Komet Testinin ortalama degerleri

Doz (pg/ml) N Komet Alam Komet Komet yogunlugu Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Kuyruk  Moment Olive Kuyruk Kafa
Uzunlugu (um) (um) %DNA Uzakhig1 (um) Momenti (um) %DNA
Negatif 200 198,90+98,06 19,2245,37 18597,95+8870,83 2,76+ 0,92 2,47+0,80 8,80+2,31 0,23+0,06 97,54+0,79
Kontrol
Solvent 200  261,16+172,13* 21,15+5,29 18891,26+10315,65 2,98+0,69 2,02+1,15 9,96+2,79* 0,29+0,21 97,98+1,15
Kontrol
125ug/mIPhI 200 240,15%147,67%%  21,15529%* 16879,0049530,48 3,63:091%+1 T 3,26+1,62 9,80+2,60%%* 0,540,36 96,74+1,62
250 pg/ml Phl 200 263,69£216,65 22,31+8,60 16702,40+10604,91 4,33+2,47 3,43+2,78 10,21+3,96 0,59+0,65 96,57+2,78
500 pg/ml Phl 200 259,78+116,86 22,44+437* 18559,88+5542,14 3,77£1,02* 2,97+0,80 10,38+2,01* 0,44+0,21 97,78+1,48
MMC 200  260,23+159,26* 23,47£7,10* 15907,60+700,11 4,93+1,31 4,56+1,33 10,67+3,07** 0,61+0,27 95,43£1,33
Ml\;lCréﬁif) 200 224,65+136,54 20,09+4,72 14608,94+5604,32% 2,75¢0,23 2,87+1,29 9,27+2,34 0,28+0,11 97,13+1,29
Hg/m
MMC+250 200 237,92+104,97 22,1745,34* 16107,30+£5399,80 4,30+£2,47* 3,47+1,86 10,17+2 46** 0,52+0,53 96,54+1,86
pg/ml Phl
MMC+500 200 246,28+181,62 21,15+7,77 16754,73+9512,53 3,45+1,57 3,52+1,12 9,73+£3,54 0,42+0,16 96,48+1,12
pg/ml Phl

* :Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
1 :Solvent kontrol grubu ile karsilastirma, Tp < 0,05; T1p <0,01; T+ip < 0,001
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Cizelge 4.5, insan periferik kaninda Phl ve MMC'ye maruz kalan lenfositlerde
gerceklestirilen komet testi sonucunda jel elektroforezine tabi tutulan hiicrelerde
gozlemlenebilen hasarli DNA’nin yogunlugunu yazilim yardimu ile kantitatif bicimde
gostermektedir. Komet alani, komet uzunlugu, komet yogunlugu, kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA, kuyruk moment uzakligi, Olive moment uzaklig1 ve kafa % DNA
verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin kullanilmasina karar
verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve Levene Testi sonucuna
gore de post hoc analizlerinden Tamhane T2 testi uygulanmistir. Cizelge 4.5°te
belirtilen her parametreye dair bulgular, asagida adi1 gecen parametrelere ait sekillerle

birlikte sunulmustur (Sekil 4.11-18).

Sekil 4.11°de kontrol gruplari ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplart ve
bunlarin kombinasyonlart uygulandiginda komet alaninin degisimi gosterilmistir.
Komet alan1 verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin
kullanilmasma karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi uygulanmistir.
Solvent kontrol, 125 pg/ml Phl ve MMC doz gruplarinda komet alani, negatif kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiikselmistir (sirasiyla p < 0,005; p
<0,005; p<0,05). Diger parametrelerde ise anlamli herhangi bir farklilik
kaydedilmemistir.
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KOMET ALANI
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*p < 0,05; **p < 0,01,

Sekil 4.11. Floridzin uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Komet Alani
degerleri.

Sekil 4.12°de kontrol gruplar ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplar1 ve
bunlarin kombinasyonlar1 uygulandiginda komet uzunlugunun degisimi gosterilmistir.
Komet uzunlugu verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin
kullanilmasma karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi uygulanmistir. Buna
gore, 125 ve 500 pg/ml Phl, MMC ve MMC+Phl 250 pg/ml doz gruplarinda komet
uzunlugu, negatif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yukselmistir (sirasiyla p < 0,001; p < 0,05; p < 0,05; p < 0,05). Bunun disinda, solvent
kontrol ile diger doz gruplar1 arasinda ve tek bagina MMC uygulamasi ve MMC+Phl

kombinasyon gruplar arasinda anlamli herhangi bir farklilik kaydedilmemistir.

68



KOMET UZUNLUGU

m Komet Uzunlugu

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Sekil 4.12. Floridzin uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Uzunlugu

degerleri.

Sekil 4.13’te kontrol gruplart ile birlikte tek basmma Phl ve MMC doz gruplart ve
bunlarin kombinasyonlar1 uygulandiginda komet yogunlugu degisimi gosterilmistir.
Komet yogunlugu verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin
kullanilmasia karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi uygulanmistir.
MMC+Phl 125pg/ml doz grubunda komet yogunlugu, negatif kontrol ve solvent kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diismiistiir (sirastyla p < 0,05; p <
0,01). Bunun disinda, negatif kontrol veya solvent kontrol ile diger doz gruplar
arasinda ve tek basina MMC uygulamas1 ve MMC+Phl kombinasyon gruplar1 arasinda

anlamli herhangi bir farklilik kaydedilmemistir.
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KOMET YOGUNLUGU

m Komet Yogunlugu

*p < 0,05; **p <0,01;

Sekil 4.13. Floridzin uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Komet Yogunlugu
degerleri.

Sekil 4.14’te kontrol gruplar ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplart ve
bunlarin kombinasyonlar1 uygulandiginda kuyruk uzunlugunun degisimi gosterilmistir.
Kuyruk uzunlugu verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin
kullanilmasia karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi uygulanmistir. Buna
gore, 125 ve 500 pg/ml Phl ve MMC+Phl 250 pg/ml doz gruplarinda kuyruk uzunlugu,
negatif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiikselmistir
(swrasiyla p < 0,001; p < 0,05; p < 0,05). Ayrica, 125 pg/ml Phl dozunda kuyruk
uzunlugunun solvent kontrol grubuna goére de yiikselisi anlamhidir (p < 0,001). Bunlarin
disinda, tek bagina MMC uygulamast ve MMC+Phl kombinasyon gruplar1 arasinda
anlamli herhangi bir farklilik kaydedilmemistir; ancak, MMC+Phl kombinasyonunda
125 pg/ml’den ve 250 pg/ml’ye yiikselen konsantrasyon, kuyruk uzunlugunu da anlaml

derecede arttirmistir (p < 0,05).
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KUYRUK UZUNLUGU
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m Kuyruk Uzunlugu

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;

Sekil 4.14. Floridzin uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Kuyruk Uzunlugu
degerleri.

Sekil 4.15’te kontrol gruplan ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplart ve
bunlarin kombinasyonlar1 uygulandiginda kuyruk % DNA degisimi gosterilmistir.
Kuyruk % DNA verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin
kullanilmasia karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve
Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi uygulanmistir. Buna
gore, kuyruk % DNA i¢in negatif kontrol veya solvent kontrol ile diger doz gruplari
arasinda ve tek basina MMC uygulamas1 ve MMC+Phl kombinasyon gruplari arasinda

istatistiki anlamli herhangi bir degisim kaydedilmemistir (p > 0,05).
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Sekil 4.15. Floridzin uygulamas: ile gergeklestirilen Komet Testinin Kuyruk % DNA
degerleri.

Sekil 4.16’da kontrol gruplari ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplar1 ve
bunlarin kombinasyonlar1 uygulandiginda kuyruk moment uzunlugu degisimi
gosterilmistir. Kuyruk moment uzunlugu verilerine, normalite testi uygulanarak non-
parametrik testlerin kullanilmasina karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-
Wallis testi ve Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi
uygulanmustir. Solvent kontrol, 125 ve 500 pug/ml Phl, MMC ve MMC+Phl 250 pg/ml
doz gruplarinda kuyruk moment uzunlugu, negatif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiikselmistir (sirastyla p < 0,05; p <0,001; p <0,05; p<0,01; p
< 0,01). Bunun disinda, solvent kontrol ile diger doz gruplar1 arasinda ve tek basina
MMC uygulamas1 ve MMC+Phl kombinasyon gruplart arasinda anlamli herhangi bir
farklilik kaydedilmemistir.
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*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Sekil 4.16. Floridzin uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Kuyruk Moment
Uzunlugu degerleri.

Sekil 4.17°de kontrol gruplart ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplar1 ve
bunlarin  kombinasyonlar1 uygulandiginda Olive kuyruk momenti degisimi
gosterilmigtir. Olive kuyruk momenti verilerine, normalite testi uygulanarak non-
parametrik testlerin kullanilmasina karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-
Wallis testi ve Levene testi sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi
uygulanmistir. Buna gore, Olive kuyruk momenti i¢in negatif kontrol veya solvent
kontrol ile diger doz gruplar arasinda ve tek basina MMC uygulamasi ve MMC+Phl
kombinasyon gruplari arasinda anlamli herhangi bir degisim kaydedilmemistir (p
>0,05).
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OLIVE KUYRUK MOMENTI

m Olive Moment Uzunlugu

Sekil 4.17. Floridzin uygulamasi ile gergeklestirilen Komet Testinin Olive Kuyruk
Momenti degerleri.

Sekil 4.18’de kontrol gruplar ile birlikte tek basina Phl ve MMC doz gruplar ve
bunlarin kombinasyonlar1 uygulandiginda kafa % DNA degisimi gosterilmistir. Kafa %
DNA verilerine, normalite testi uygulanarak non-parametrik testlerin kullanilmasina
karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve Levene testi
sonucuna gore post hoc analizlerden Tamhane T2 testi uygulanmistir. Buna gore, kafa
% DNA 1¢in negatif kontrol veya solvent kontrol ile diger doz gruplar1 arasinda ve tek
basina MMC uygulamasi ve MMC+Phl kombinasyon gruplar1 arasinda anlaml
herhangi bir degisim kaydedilmemistir (p > 0,05).
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Sekil 4.18. Floridzin uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinin Kafa % DNA
degerleri.

Sekil 4.19 ve 4.20 ile ilgili bulgular yukarida Cizelge 4.6 agiklanirken detayli bigimde
verilmistir. Sekil 4.19 ve 4.20, Cizelge 4.6’da bulunan degerlerin siitun grafik seklinde

ifade edilmesi amaciyla olusturulmustur.

Cizelge 4.6. Floridzin uygulamasi sonucunda gerceklestirilen Komet Testinde elde

edilen Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerleri.
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Doz (pg/ml)

N Genetik Hasar indeksi

Hasarh Hiicre Yiizdesi

Negatif Kontrol 4 0,15+0,07 0,02+0,03
Solvent Kontrol 4 0,16+0,10 0,02+0,02
125 pg/ml Phl 4 0,23+0,05 0,03+0,01
250 pg/ml Phl 4 0,2540,20 0,05+0,08
500 pg/ml Phl 4 0,25+0,14 0,04+0,04
MMC 4 0,52+0,18*f 0,10+0,07

MMC + 125 pg/ml Phl 4 0,17+0,05% 0,01+0,01
MMC + 250 pg/ml Phl 4 0,30+0,26 0,08+0,10
MMC + 500 pg/ml Phl 4 0,2940,10 0,06+0,02

* 1 Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, *p < 0,05
1 :Solvent kontrol grubu ile karsilagtirma, fp < 0,05
1 : MMC doz grubu ile karsilastirma, 1p < 0,05

Cizelge 4.5’te sunulan hiicrelere ait verilerden yararlanarak genetik hasar indeksi (GHI)
ve hasarl1 hiicre yiizdesini (HHY) gosteren Cizelge 4.6 hazirlanmistir. GHI ve HHY
verilerine normalite testi uygulanarak non-parametrik analizlerin gergeklestirilmesine
karar verilmistir. Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve Levene Testi
sonucuna gore de post hoc testlerinden Tukey HSD testi GHI igin, Tamhane T2 testi
HHY igin uygulanmistir. GHI’de, uygulanan Phl dozlar1 ve solvent kontrol arasinda
istatistiki anlamli bir farklilik degerlendirilmemistir; ancak, solvent kontrole kiyasla Phl
ortalama degerlerinde kiiciik bir artis mevcuttur. Ayrica, Phl’nin her ii¢ dozunun da GHI
acisindan negatif kontrole gore istatistiki anlamli herhangi bir degisim olmadig:
belirlenmistir (p > 0,05). Buna karsin, negatif ve solvent kontrol gruplar1 ile MMC
grubunda elde edilen GHI degerleri arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p
<0,05).

Solvent kontrol ile tek bagma Phl’nin dozlari kiyaslandiginda GHI degerlerinde anlamli
bir degisime rastlanmamistir. Ayrica, MMC + Phl’nin 125pg/ml kombinasyonunun
GHI degerlerinde, tek basna MMC doz grubundakine kiyasla anlamli bir fark
bulunmustur (p < 0,05). HHY de ise hi¢ bir doz grubu arasinda anlamli bir degisime
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rastlanilmamistir (p > 0,05). HHYde doz gruplarina ait ortalamalar degerlendirildiginde
ise Phl’nin tek bagina negatif ve solvent kontrole kiyasla kiiciik bir artisa neden oldugu;
MMC’nin ise negatif ve solvent kontrole gore daha yiiksek bir artis kaydettigi
goriilmiistir. MMC+Phl’'nin  125pug/ml  kombinasyonu HHY’yi dramatik bigimde

diisiirmiistiir; ancak, bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.

Cizelge 4.7. Floridzin uygulamasi sonucunda gergeklestirilen Komet Testinin Genetik

Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi cinsiyete gore dagilimlari.

Doz (ug/ml) N  Genetik Hasar indeksi (GHI) Hasarh Hiicre Yiizdesi

4 Kadmn Erkek Kadin Erkek
Negatif Kontrol 4 0,18+0,08 0,12+0,06 0,04+0,03 0,00+0,00
Solvent Kontrol 4 0,18+0,11 0,13+0,10 0,03+0,03 0,01+0,01
125 pg/ml Phl 4 0,21+0,07 0,24+0,03 0,02+0,00 0,04+0,00
250 pg/ml Phl 4 0,39+0,18 0,11+0,04 0,06+0,10 0,00+0,00
500 pg/ml Phl 4 0,35+0,10 0,14+0,06 0,08+0,06 0,02+0,03
MMC 4 0,62+0,23* 0,41+0,01* 0,10£0,10 0,06+0,06
MMC + 125 pg/ml Phi 4 0,19+0,04 0,15+0,07 0,07+0,00 0,01+0,01
MMC + 250 pug/ml Phl 4 0,39+0,41 0,21+0,10 0,01+0,01 0,04+0,03
MMC + 500 pug/ml Phl 4 0,32+0,14 0,27+0,07 0,04+0,01 0,05+0,01

* 1 Negatif kontrol grubu ile karsilastirma, *p < 0,05
1 :Solvent kontrol grubu ile karsilastirma, Tp < 0,05
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GHI ve HHY degerlerinde komet test sonuglarinin cinsiyetlere gore dagilimlari gizelge
4.7°te gosterilmektedir. Cinsiyetin GHI ve HHY iizerindeki etkileri two-way ANOVA
testi ile analiz edilmistir. GHI’de yapilan analize gére tek basina Phl uygulamasinda
kadinlara ait ortalama degerler, biitiin dozlarda negatif ve solvent kontrolln (zerinde
olmustur. Erkeklerde ise sadece 125 pg/ml Phl’de belirgin bir farklilik goériilmiistiir.
Ancak hem kadinlar hem erkeklerdeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir
(p > 0,05). Bununla beraber, GHI’de MMC ile negatif ve solvent kontrol arasinda
cinsiyetlere gore bir etkilesim oldugunu gosteren anlamhi bir degisim oldugu
belirlenmistir (p < 0,05). MMC+Phl kombinasyonunun tiim dozlar1 negatif veya solvent
kontrol ile kiyaslandiginda ise GHI’de cinsiyete gore herhangi bir anlamli degisim
olmadigin1 gostermektedir. HHY agisindan yapilan degerlendirmeye gore ise tek basina
Phl, MMC uygulamalar1 ve bunlarin kombinasyonu negatif ve solvent kontroller ile
kiyaslandiginda cinsiyete gore anlamli bir fark goriilmemistir. Ayn1 durum, MMC+Phl
kombinasyon dozlari, tek basina MMC doz grubu ile karsilastirildiginda da gegerli

olmustur.

GENETIK HASAR INDEKSI (GHI)

0,8 T L. *

® Genetik Hasar Indeksi

*p < 0,05

Sekil 4.19. Floridzin uygulamas: ile gerceklestirilen Komet Testinde elde edilen
Genetik Hasar Indeksi degerleri.
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m Hasarl Hiicre Yizdesi

Sekil 4.20. Floridzin uygulamasi ile gerceklestirilen Komet Testinde elde edilen Hasarl
Hiicre Yiizdesi degerleri.

Floresans mikroskobi ile gozlemlenen hiicrelere iliskin bazi temsili fotograflar Sekil
4.21°de verilmistir. Hiicrelerin GHI degerlerinin belirlenmesinde, Sekil 4.21°de

gosterilen DNA hasar siddetinin degisimi esas alinmustir.
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Sekil 4.21. Insan lenfositlerinde hasarli DNA varhigi ile gozlemlenen Komet
olusumlarinin smiflandirilmasi. DNA hasari, insan lenfosit hiicrelerinde DNA kuyruk
alan1 (%) ve komet kuyruk uzunlugu (DNA baginin merkezinden DNA kuyrugunun
sonuna kadar) olarak hesaplanir. DNA kuyruk alani (%) veya DNA kuyruk uzunlugu
ne kadar yiiksekse hasar o derecede anlamli olur. Tip 0’da DNA hasar1 yoktur; Tip 1-4
ve apoptotik hiicrede ise DNA hasari giderek artmaktadir. A) Negatif kontrol, Hasarsiz
hicre; B) Solvent kontrol, Tip 1; C) 125 pg/ml Phl, Tip 2; D)500 pg/ml Phl, Tip 3; E)
MMC, Tip 4; F) MMC+250 pg/ml Phl, Apoptotik hicre.

Phl-DHA'nin neden oldugu hiicre oliimii, apoptozun morfolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerini inceleyerek ayrica degerlendirildi. Halihazirda, bizim ¢alismamizda, Phl-
MMC ile muamele edilmis lenfositler, faz kontrast 1sik mikroskobu altinda
gozlemlendiginde, hiicre biiziilmesi, zar kabarmasi ve apoptotik (Sekil 4.22) cisimlerin

olusumu gibi apoptozun belirgin 6zelliklerini géstermistir.
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Sekil 4.22. A) Apoptotik cisimler (CA); B) Apoptotik hiicre (MN); C) Apoptotik hiicre
(CT)
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5. TARTISMA ve SONUC

Tarih boyunca insanlik, bitki kullanimi ile genel saglik arasindaki iliskinin her zaman
farkinda olmustur. Kanitlar, bitkilerin temel biyoaktif kimyasallarinin antibakteriyel,
antimikrobiyal, antiinflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser aktivitelere sahip oldugunu
gostermektedir (Dimas ve ark., 2012; Paraschos ve ark., 2012; Giaginis ve Theocharis,
2011). Son yillarda anti-kanser ilaglara kars1 koruyucu etkilerinden dolay1 bitki kaynakli
tirtinlere ilgi artmaktadir (Maatouk ve ark., 2017). Bitkilerin geleneksel tipta birgok

hastaligin tedavisinde 6nemli etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir.

Diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklarin en sik
karsilagilan 6liim nedenlerinden olduklari uzun yillardir kaydedilmektedir. Aragtirmalar
meyve, sebze ve bitkilerin kronik hastaliklara karsi koruyucu islevini ortaya
koymaktadir (Yamada ve ark., 2011; Mursu ve ark., 2014). Bu 6nemli fonksiyon,
fitokimyasal bilesenlere atfedilmektedir. Fitokimyasallarin koruyucu etkileri, anti-
oksidatif aktiviteleri ile ilgilidir. Yiksek miktarda ROS uretiminin bir sonucu olarak
cesitli hastaliklarin ortaya c¢iktigi bu siiregte, antioksidan ozellikteki fitokimyasallar

engelleyici islev gostermektedirler (Zhang ve ark., 2015; Kruk, 2014).

Yapilan arastirmalar arasinda, elma tiiketiminin ciddi kronik hastaliklarin azaltilmasinda
kritik bir faktor olarak sunuldugu goriilmektedir (Hyson, 2011). Elma tiiketiminin
hastaliklar1 azaltmadaki potansiyelinin, yiiksek antioksidan aktivite, kanser hiicrelerinin
cogalmasini ve yayilmasini engelleme, viicuttaki kolesterolil diisiirme ve hatta lipitlerin
oksidasyonunu engellemeye bagli oldugu gosterilmistir (Aver ve ark., 2007; Amaffei ve
ark., 2007). Elmanin yiiksek fitokimyasal i¢eriginden dolay1 anti-kanser, anti-oksidan
(Shehzadi ve ark., 2020) ve anti-genotoksik aktiviteye sahip bilesenleri barindirdigi
ortaya konmustur (Izquierdo-Vega ve ark., 2017). Bununla birlikte, elmada bulunan
fitokimyasallarin etkilesim mekanizmalar1 ve sekli hala aragtirmacilar tarafindan
arastirilan bir konudur. Fitokimyasallar hakkindaki arastirmalarin artmasi, saglik
anlamida bu molekiillerden daha yiiksek bir oranda yararlanma firsatt anlamina
gelmektedir. Elmalardaki fitokimyasallarin konsantrasyonlari, elma ¢esidi ve g¢evresel

kosullara bagli olarak degisir. Elmalar, baglica Malus tiirlerinde bulunan bir flavonoid
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olan Floridzin agisindan zengindir (Vasantha ve Yasmin, 2010). Floridzin cesitli
aragtirmalarda hipoglisemik, anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-genotoksik ve anti-
kanser oOzellikleri nedeniyle kapsamli bir sekilde incelenmis ve arastirmalarda
kullanilmistir (Gosch ve ark., 2010). Phl konsantrasyonu, yapraklarda, kabuklarda veya
meyvelerde ve aga¢ kabuklarinda yogunlagmaktadir (Gosch ve ark., 2010). Floridzin,
antimikrobiyal, anti-kanser, anti-oksidan ve diger faydali saglik 6zelliklerinden dolay1
blyiik ilgi gérmiistiir (Vlastos ve ark., 2015). Sonug olarak, elma da dahil olmak iizere
meyve ve sebzeler, kronik hastaliklar1 6nlemede ve saglikli bir yasamin
stirdiiriilmesinde kilit faktorlerdir; dolayisiyla, saglikli bir diyetin parcasi olarak diizenli

tlketilmelidirler (Boyer ve Liu, 2004).

Farkli flavonoidlerin genotoksik/anti-genotoksik aktivitesine odaklanan bir takim
caligmalar vardir; ancak Floridzin'in insanlarda hiicresel seviyedeki genotoksik etkileri
hakkinda kisitli veri bulunmaktadir. Bunun yaninda, potansiyel bir anti-genotoksik
flavonoid olan Phl'nin anti-genotoksisitesi {izerine sadece birkag ¢alisma odaklanmuistir.
Hep@G?2 hiicreleri, bu arastirma i¢in temsili hiicre dizisi olarak seg¢ildi ¢linkii bu karaciger
kanseri hiicreleri, floridzin yag asidi esterleri tarafindan oldiiriilmeye duyarliydi.
Fonksiyonel olarak aktif p53 proteinine, yetkin DNA-onarim sistemine, in vivo ve in
vitro genotoksisite i¢in yiiksek bir tahmin verebilen faz-1 ve -1I metabolizmasi i¢in aktif

enzimlere sahiptir (Nair ve Rupasinghe, 2014).

Bu ¢alismada, Floridzin'in olas1 genotoksik/anti-genotoksik 6zelliklerinin belirlenmesi
ve ayrica, Phl'nin genotoksik bir ajan olan Mitomisin C (MMC) ile kombinasyon
seklinde kullanilarak anti-genotoksik aktivite potansiyelinin belirlenmesi amaglanmistir.
Bu kapsamda, insan periferik kanindan kiiltiire edilen lenfositlerde kromozom
aberasyon testi, mikroniikleus testi ve komet testi gergeklestirilerek Phl’nin
genotoksik/anti-genotoksik 6zellikleri degerlendirilmistir. Ote yandan, anti-kanser
kemoterapétik bir ajan olarak kullanilan MMC, tek basina ve floridzin ile kombinasyon
halinde kullanilmistir. MMC, tedavilerde tek basina kullanildiginda in vitro kosullarda
gucli bir oksidatif ve DNA hasar indukleyicisi olarak bilinmektedir (Wolters ve ark.,
2021).
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Bu caligmada Mitomisin C'nin (MMC) genotoksik etkisi ii¢ farkli testte gosterilmistir.
0,25 pg/ml olarak belirlenen MMC konsantrasyonu ile kromozom aberasyonu,
mikroniikleus testi ve komet testleri uygulanmistir. Insan kan lenfositlerinde MMC
muamelesi, daha yiiksek toplam aberasyon ve daha dusiik nukleer bolinme ile
sonuclanmistir. Calismamizdan elde edilen veriler Mitomisin C'nin genotoksik etkiler
olusturdugunu gostererek Onceki literatiir verilerini (Bzeouich ve ark., 2016)
desteklemistir. Sonug¢ olarak, MMC'nin lenfosit hiicreleri iizerine genotoksik bir ajan

olarak hareket ettigi kabul edilmektedir.

Kromozom aberasyon sonuglar1 degerlendirildiginde, tek basma Phl (125, 250 ve 500
pg/ml) ve MMC (0,25 pg/ml) dozlarinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide kromozom
aberasyonu yaratmadig: tespit edilmistir. Buna karsin, MMC+Phl kombinasyonlarinin
tim dozlarinda hem negatif hem de solvent kontrole kiyasla anlamli derecede
kromozom aberasyonu yarattigr gézlenmistir. Phl’nin MMC ile kombine edildiginde
kromozom aberasyonlarini arttirmasi, bu molekiiliin anti-genotoksik etki gosterme
potansiyelinin ~ diisik  oldugunu  disiindiirmektedir. Mitotik  indeks  verileri
incelendiginde istatistiksel anlamli bir degisim gériinmemekle birlikte ortalama degerler
artan Phl konsantrasyonlariyla yiikselmis, MMC+Phl kombinasyonunda ise artan
konsantrasyonlarda diigmistiir. Proliferasyonla iliskili diger bir parametre olan NDI
verilerinde ise istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlenmemekle birlikte ortalama
Phl dozlar1 negatif veya solvent kontrole kiyasla %MI degerlerinde gbzlendigi gibi
yuksektir; ancak, MMC+Phl kombinasyonunda ortalama NDI degerleri, negatif veya
solvent kontrol grubu degerlerinin iizerinde seyretmektedir. Dolayisiyla, artan Phl
dozlarmin hiicre proliferasyonuna olumlu etki ettigi belirtilebilir, fakat MMC+Phl
kombinasyonunda 9%MI ve NDI verilerinin uyumlu olmamasi nedeniyle bu

kombinasyonun hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerini yorumlamak gii¢lesmistir.

Total CA, %MI, NDI, MN, GHI ve HHY verilerinde, her bir uygulama grubu kendi
icinde cinsiyet bazinda Wilcoxon testi ile degerlendirilmistir. Ancak cinsiyetler arasinda
uygulamanin yarattigt anlamli bir fark bulunamamistir. MN testi sonuglarina gore,
donoérler cinsiyete gore gruplandirilmadiklarinda Phl, MMC ve MMC+Phl

uygulamalarinda MN degerlerinde anlamli bir degisim gerceklesmedigi goriilmektedir.
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Tek basina MMC uygulamasimnin ortalama degeri solvent kontroliin yaklasik 5 kati
olmasma ragmen standart sapmanin yiiksek olmasi nedeniyle anlamli olarak
degerlendirilmemistir. Buna karsin, yukaridaki paragrafta belirtildigi gibi cinsiyete gore
dagilimlar incelendiginde tek basina MMC uygulamasinin solvent kontrol karsisinda
MN oranmi anlamli seviyede artirdigi goriilmiistiir. Bununla beraber, MMC ve 500
pg/ml Phl kombinasyonunun ise MMC tarafindan indiiklenen genotoksik etkiyi anlamli
derecede dustirdiigii belirlenmistir. Diger kombinasyon dozlarinda da ortalama
degerlerin tek basina MMC uygulamasinda gore azaldigi gozlenmistir, fakat bu
dozlarda istatistiksel anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Ayrica, tek basima Phl
uygulamasi da MN oranint anlamli miktarda degistirmemistir. Bu sonuglar, cinsiyete
dayal1 bir degerlendirme yapildiginda, Phl'nin en azindan belirli bir kombinasyonunda,

antigenotoksik etkiye sahip olabilecegini isaret etmektedir.

Yalnizca, dondrler cinsiyete gore gruplandirildiginda total CA, MN ve GHI
degerlendirmelerinde kontrol gruplarina kiyasla anlamli degisimler kaydettikleri
gbozlenmistir. Toplam dondr sayist ile total CA degerlendig§inde MMC+Phl
kombinasyonlarinin tiim dozlarinda negatif ve solvent kontrol gruplarina goére anlaml
bir yiikselis goriilmesine benzer sekilde cinsiyetler ayr1 olarak degerlendirildiginde
sadece negatif kontrol grubuna kiyasla total CA sayisinda anlamli bir yiikselis
gostermislerdir. Bunun yaninda, cinsiyete gdre gruplama yapildiginda, MN ve GHI
degerleri tek bagina MMC uygulamasinda negatif ve solvent kontrole kiyasla artmistir.
MMCnin genotoksik karakteri gz oOniline alindiginda bu beklenen bir sonugtur ve
toplam donér sayistyla GHI 6lgiildiigiinde ayni sonuca varilmistir (Cizelge 4.3.2);
fakat, toplam donér sayisi ile MN 6l¢tiimii, MMC ve kontrol gruplari arasinda anlaml
bir farklilik iiretmemistir. Dolayisiyla, MN testinde elde edilen cinsiyete gore dagilim
cizelgesinin (Cizelge 4.2.2), GHI sonuglariyla uyumlu olmasi nedeniyle MMC'nin

genotoksik etkilerini daha isabetli yansittig1 sdylenebilir.

Komet testinin degerlendirilmesinde olusan komete ait alan, kuyruk uzunlugu vd.
parametreler detayli bilgi sunarken GHI ve HHY gibi parametreler de gergeklestirilen
uygulamanin DNA hasar yapici etkisinin daha belirgin bigimde anlagilmasini saglarlar.
Cesitli komet parametrelerinin ifade edildigi Cizelge 4.3.1'de tek basina 125 ve 500
pg/ml Phl, MMC dozlar1 ve MMC+Phl'nin 125 ve 250 pg/ml dozlar1 negatif kontrole
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kiyasla anlamli degisim gostermislerdir. Ancak, bu farkliliklar solvent kontrol
karsisinda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmediginden iizerinde durulmamuistir.
Solvent kontrole kiyasla, 125 ug/ml Phl dozu komet kuyruk uzunlugunu arttirmis, ayni
dozun MMC ile kombinasyonu ise komet yogunlugunu diisiirmiistir. Bu
kombinasyonda komet yogunlugu, ortalama degerler acisindan tek basina MMC
uygulamasina gore de diisiis kaydetmektedir; ancak, bu azalma anlamli bulunmamastir.
Komet testi sonuglarmin kiimiilatif olarak yorumlanabilecegi GHI verileri dikkate
alindiginda ise MMC'nin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda DNA hasarini1 anlamli
derecede indiikledigi, bununla beraber MMC'nin 125 pg/ml Phl ile kombinasyonunda
indiiklenen DNA hasarinin anlamli derecede azaldigi belirlenmistir. Hatta elde edilen
deger, solvent kontrol degerine oldukga yakindir. GHI, tek bagma Phl dozlarinmn
tamaminda anlamli derecede olmasa da ylikselmistir. Bu tablo, elde edilen total CA ve
MN degerleriyle uyumludur. Bunun yani sira, MMC+Phl kombinasyonunun diger
dozlarmda da (250 ve 500 ug/ml) GHI anlamli derecede olmasa da diismiistiir.

Phl'nin MMC Uzerindeki koruyucu etkileri, biiyiikk olasilikla serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi nedeniyle kromozomal hasarlara neden olabilir (Gosch ve ark., 2010).
Calismamiz Phl'nin anti-genotoksik 6zellikler barindirdigini  géstermistir.  Phl'nin
MMC'ye  karsi  genoprotektif  Ozellikleri,  anti-oksidan  aktivitelerine  ve

lipidperoksidasyonu iizerindeki inhibitor etkisine baglanabilir (Maatouk ve ark., 2018).

Onceki bir calismaya benzer sekilde, PhI'nin dokosaheksaenoat asit (DHA) ile birlikte
tek basina Phl veya DHA degerlerine kiyasla yiiksek anti-genotoksik 0Ozellikler
sergiledigi gosterilmistir. Insan hiicreleri Jurkat T-ALL ve K562 iizerinde yapilan
calismadan, Phl-DHA'nin hiicre canliligin1 ve ATP seviyelerini azalttigi, hiicre ici LDH
salmmminm arttirdii, hem Jurkat hem de K562 hiicrelerinde kapsamli morfolojik
degisikliklere neden oldugu, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve secici olarak
dogrulandi. Calismamiza benzer sekilde PhI-MMC kompleksinin birbirinden izole
edilen bilesiklere gore daha diisiik genotoksisite degerlerine sahip oldugu sonucuna
varildi. PhI-MMC, MMC aktivitesini dnemli 6lclide inhibe etti. Benzer bir ¢alismada
bagka bir parametre gozlendi (Arumuggam ve ark., 2017). Phl varligi, MMC ile tedavi
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edilen hiicrelerde genotoksik DNA hasarimi1 ve hiicre 6liminu aktif olarak onler
(Barreca ve ark., 2017).

Calismamiz Phl'nin anti-genotoksik o6zellikler barindirdigin1  gostermistir. Phl'nin
MMC'ye karst  genoprotektif — Ozellikleri,  antioksidan  aktivitelerine  ve

lipidperoksidasyonu iizerindeki inhibitor etkisine baglanabilir (Maatouk ve ark., 2018).

Bu arastirmanin genel amaci, in vitro hiicre kiiltiir ortaminda Phl’nin genotoksik/anti-
genotoksik potansiyelini MMC ile de kombinasyon halinde calisarak belirlemektir.
Elma kabuklarinda bol miktarda bulunan bir flavonoid olan Floridzin ve MMC, tek
basina veya kombinasyon halinde kullanilmistir. Phl'nin MMC ile kombine edildiginde,
beklendigi gibi MMC'nin neden oldugu genotoksik etkileri hafifletmistir. Bu ¢alismanin
gelistirilebilecek yonleri dondr sayisinin arttirtlmasi, dozlar arasi farkliliklar1 daha net
gozlemleyebilmek adina daha genis bir Phl konsantrasyon araliginin segilmesi ve anti-
genotoksik etki deneylerinde hiicrelerin Phl ile 6nceden muamele edilecegi bir
secenegin de eklenmesi bi¢iminde Ozetlenebilir. Son olarak bu c¢alismada, Phl’nin
uygulanan konsantrasyonlarda genotoksik etkiye sahip olmadigi ve MMC gibi
genotoksik bir ajanla birlikte kullanildiginda meydana gelecek genotoksik hasar1 inhibe
ettii sonucuna varimistir. Bununla birlikte, gelecekte Phl ile ilgili yapilacak
caligmalarin sayica artmasi, Phl'nin anti-genotoksik potansiyelinin daha isabetli olarak

ortaya konmasinda fayda saglayacaktir.

Bu calismada, diger fenolik bilesiklerle benzer sekilde vanilik asidin alti farkl
konsantrasyonunun (5, 25, 50, 100, 500 ve 1000 uM) genotoksik ve anti-genotoksik
etkileri Komet ve MN yontemiyle aragtirilmistir. Buna gére hem Komet hem de MN
testlerinde saglikli hiicrelerde tek basma vanilik asit uygulamasinin DNA hasari
olusturmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte Komet testinde vanilik asit muamelesinin
ardindan H20: uygulanan tim gruplarda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) bir azalma oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde MN testinde H»O: ile birlikte
vanilik asit uygulanan tim gruplarda % MN frekansinda azalma gézlenmistir. Bu
azalma en disik doz harici tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli

duzeydedir. Sonug olarak vanilik asit insan lenfositlerinde genotoksik bir etkiye neden
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olmamakta, ancak H;O> tarafindan indiiklenen DNA hasar1 ve MN olusumuna karsi

koruyucu etki gostermektedir.

Bu c¢alisma ile benzer sekilde, Erdem ve digerleri (2012), vanilik asidin in vitro insan
periferal kan lenfosit kultirinde Mitomisin C (MMC) tarafindan indiiklenen DNA
hasarina karsi etkilerini incelemisler, 1 pg/ml konsantrasyonda vanilik asidin MMC
tarafindan inditklenen DNA hasarin1 ve MN igeren hiicre frekansim istatistiksel olarak
onemli oranda azalttigini ancak; komet testi ile yiiksek konsantrasyondaki vanilik asidin
(2 pg/ml) tek basina genotoksik etki olusturabilecegini bildirmislerdir. Komet testinde
benzer sekilde Phl'nin de tek basina 6zellikle 125 ve 500 pg/ml dozlarinda komet alani,
komet uzunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk moment uzakligi parametrelerinde negatif
veya solvent kontrole kiyasla anlamli derecede DNA hasar1 yarattigi anlasilmistir. Bu
farklilik istatistiksel anlamlilik diizeyinde olmasa da biitiin Phl dozlarinda, solvent
kontrole kiyasla daha yiiksek GHI degerleri olarak yansimistir. Bununla beraber,
gbzlenen etkinin vanilik asitte oldugu gibi doza bagimli olmadig1 goriilmiistiir. Anti-
genotoksik etkinin doza bagimliligi incelendiginde her iki yonde de oOrneklerin
bulundugu goriilmektedir. Ornegin, usnik asit metil metan siilfonatin (MMS) yaratt1g1
genotoksik hasar1 doza bagimli olmayan bir bi¢imde inhibe ettigi, diger taraftan
propolisin anti-genotoksik etkisinin siki bir bigimde doza bagimli oldugu gdsterilmistir
(Leandro ve ark., 2013; Bayram ve ark., 2015). Usnik asidin yukselen dozlarda
genotoksik etki yarattifi bilgisine paralel olarak, bitkisel ekstrelerin diisiik
konsantrasyonda antigenotoksik, yuksek konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermesi
beklendigi sdylenmektedir (Choi ve ark., 2003; Cao ve ark., 2007). Saf bir bitkisel
bilesik olan Phl i¢in de ayni durumun daha genis konsantrasyon araliklarinda

gbzlenebilecegi yorumlanmistir.

Fenolik bilesiklerin etkileri altinda yatan mekanizmalarin tam ve dogru sekilde
aciklanabilmesi i¢in farkli deney modellerinin ve yontemlerin segilmesi de dnemlidir.
Yapilan bazi c¢aligmalarda etkisi incelenen fenolik bilesiklerin Komet yontemiyle
genotoksik etki gostermedikleri ancak MN testinde klastojenik etkili olduklari
belirlenmiglerdir. Komet testi, primer DNA hasarinin gostergesidir ve DNA

katimlarinin veya zincir kiriklarinin mutasyon olusumu sirasinda genellikle ilk basamak
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olarak meydana geldikleri, hasar sonrasinda onarilabilecekleri bilinmektedir (Brendler-
Schwaab ve digerleri, 2005). Diger yandan MN yapilar1 genellikle hiicre boliinmesi
sirasinda kromozomal parcaciklarin kaybi ile ortaya ¢ikan klastojenik bir etkinin
sonucudur (Salamone ve digerleri, 1980). MN ayni zamanda tiim bir kromozom kaybi1
ile de ortaya ¢ikabilir ki bu anojenik etkiler comet testi ile tespit edilememektedir.
Maistro ve digerleri (2011) aragtirmalarinda fenolik asitlerden kafeik, ferulik ve
sinnamik asidin HTC hiicrelerinde (karaciger hiicreleri) MN testinde klastojenik etki
gosterdigini bildirmeleri bu durumu desteklemektedir. Tez kapsaminda uygulanan
genotoksisite testlerinde elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, Phl'nin anti-
genotoksik etkisinin belirlenmesi noktasinda CA testi ile MN ve Komet testleri arasinda
bir uyusmazlik oldugu disiiniilebilir. CA testinde MMC + Phl'nin biitiin dozlarinda
negatif ve solvent kontrole kiyasla anlamli derecede toplam CA artis1 kaydedilmistir.
Ancak bu testte MMC'nin yarattig1 toplam CA artisi solvent kontrole kiyasla anlaml
kabul edilmediginden otiirii Phl'nin antigenotoksik potansiyelinin de saglikli bir sekilde
degerlendirilebilmesinin Oniine ge¢mektedir. Bunun nedeni, farkli bireylerden elde
edilen lenfositlerin, total aberasyon acisindan MMC uygulamasina yiiksek oranda farkli
yanitlar vermesi olabilir. Benzer derecede farkli yanitlar solvent kontrol grubunda da
mevcuttur. Toplam CA'nin cinsiyete bagh gosterildigi Cizelge 4.2'de ise so6z konusu
standart sapmanin MMC'de sadece kadinlarda, solvent kontrolde ise her iki cinsiyette
gbzlendigi goriilmektedir. MMC degerindeki standart sapmanin sadece kadinlarda
yiiksek olmast MN ve Komet testlerinde de karsilasilan bir durumdur. Ancak bu
testlerde MMC uygulamasi sonucu gergeklesen MN orani, cinsiyete gore dagilimin
sunuldugu Cizelge 4.4'te, Komet testi ile saptanan GHI ise hem biitiin dondrleri dikkate
alan hem de cinsiyete gore dagilimi gosteren cizelgelerde (Cizelge 4.6 ve 4.7) solvent
kontrole kiyasla anlamli derecede yiikselmistir. Dolayisiyla, Phl'nin anti-genotoksik
potansiyelini degerlendirmede MN ve Komet test sonuglart MMC uygulamasinda
yuksek genotoksik hasar elde edildigi i¢in dikkate alinacak testler olacaktir. Buna gore,
bu testlerde MMC'nin yarattig1 genotoksik hasar, MMC+Phl'nin farkli kombinasyonlari
tarafindan istatistiksel olarak anlamli seviyede tersine g¢evrilebildigi i¢in Phl'nin
antigenotoksik Ozelliklere sahip oldugu sdylenebilir. Literatiirde, genotoksisite
testlerinde elde edilen sonuglar arasinda farkliliklarin goriildiigii 6rnekler mevcuttur.

Leandro vd. (2013), usnik asit ile yaptiklar1 ¢alismada, kullandiklan yiiksek dozlarin
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Komet testinde genotoksik etki gdsterdigini, MN testinde ise herhangi genotoksik/anti-
genotoksik etki gdstermedigini bulmuslardir. Ustelik, genotoksik etki gdsteren usnik
asit konsantrasyonu MMS ile kombinasyon halinde uygulandiginda, bu maddenin
yarattig1 genotoksik hasar1 hafifletici etki sergilemistir (Leandro vd. 2013). Anti-
genotoksik etkinin niceligi de kullanilan teste gore degisiklik gosterebilmektedir. Limon
otunun  (Melissa officinalis) genotoksik ve anti-genotoksik  potansiyelinin
degerlendirildigi bir makalede bu bitkinin ekstresi in vivo MN testinde MMC'nin
indiikledigi genotoksik hasar1 tamamen engellemisken, komet testinde ayni deneysel
kosullarda, MMC tarafindan indiiklenecek hasar1 yaklagik %35-45 oraninda
diistirebilmistir (de Carvalho ve ark., 2011). Phl'nin anti-genotoksik etkisi bu bakimdan
irdelendiginde, 125 pg/ml dozunun Komet testinde MMC'nin yarattig1 genotoksik etkiyi
tamamen ortadan kaldirdigi, fakat ayni boyuttaki etki ile MN testinde kadinlarda

karsilasilirken erkeklerde rastlanmadigi belirlenmistir.
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