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OZET
Doktora Tezi
BAZI BITKISEL DOGAL BILESIKLERIN OLASI
GENOTOKSIK/ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ IN VITRO VE IN VIVO
GENOTOKSITE TEST YONTEMLERI ILE KARSILASTIRMALI OLARAK
ARASTIRILMASI
Ozgiir VATAN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1
Damsman: Prof. Dr. Rahmi BILALOGLU

Giliniimiizde, insanlar bilerek veya bilmeyerek pek c¢ok genotoksik ajanin DNA
tizerindeki zararli etkisi ile karsi karsiyadir. S6z konusu genotoksik ajanlarin etkisi
insanlarda kanserlesmeye kadar varabilen dramatik siireclerin baglangic noktasini
olusturabilir. Bu nedenle, cesitli genotoksik ajanlarin etkilerini indirgeyebilecek,
antigenotoksik ajanlarin tanimlanabilmesine yonelik arastirmalar giin  gectikce
artmaktadir. Bu ¢alisma da Tyrosol (TYR) ve Karnosik asitin (KAR) olas1 genotoksik
ve antigenotoksik etkileri ¢esitli in vivo ve in vitro genotoksite test yontemleri
kullanilarak arastirilmistir.

Antigenotoksik etkinin belirlenebilmesi i¢in genotoksik etkisi bilinen Mitomisin C
(MMC) ve Siklofosfamid (SKF) (in vitro da 4 Hidroperoksisiklofosfamid *SKF)
kullanilmigtir. TYR nin genotoksik / antigenotoksik etkileri in vivo MN, CA ve Komet
yontemleri ile fare kemik iligi hiicreleri kullanilarak arastirilmistir. TYR ve KAR’in
genotoksik / antigenotoksiketkileri in vitro MN, CA, SCE ve Komet yontemleri ile
insan periferik kan lenfositleri kullanilarak arastirilmistir. TYR ig¢in in vivo da intra
peritonel (IP) enjeksiyon yapilarak doz gruplari olusturulmustur. TYR igin in vivo da
olusturulan deney gruplari, Kontrol, Etil alkol (EtOH), 50, 100, 200 mg/kg TYR,
MMC, MMC + 50, 100, 200 mg/kg TYR, SKF, SKF + 50, 100, 200 mg/kg TYR,
seklindedir. /n vitro deney gruplari ise; Kontrol, EtOH, 0,5, 1, 2 pg/mL TYR ve KAR,
MMC, MMC + 0,5; 1; 2 pg/mL TYR ve KAR, *SKF, *SKF + 0,5 ; 1; 2 pg/mL TYR
ve KAR seklindedir.

Genel olarak, TYR i¢in hem in vivo hem de in vitro dozlarimizin herhangi bir
genotoksik etkisi goriilmemistir. Bununla birlikte TYR nin in vivo da MMC ve SKF
tarafindan indiiklenen DNA hasarmi indirgedigi belirlenmistir. /n vitro deneylerde de
hem TYR hem de KAR i¢in kullanilan dozlarimizin genotoksik etkisi goriilmemistir.
Bununla birlikte hem TYR hem de KAR’1in MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen DNA
hasarini indirgedikleri belirlenmistir. Sonug olarak hem TYR hem de KAR’in MMC ve
SKF(*SKF)’nin genotoksik etkilerine karsin, gii¢lii bir antigenotoksik etki gosterdigi
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Tyrosol, Karnosik asit, genotoksite, antigenotoksite, In vivo, In
vitro, MN, CA, SCE, Komet.
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ABSTRACT
PhD Thesis
COMPARATIVE INVESTIGATION OF SOME NATURAL HERBAL
COMPOUNDS OF POSSIBLE GENOTOXIC / ANTIGENOTOXIC EFFECTS BY IN
VITRO AND IN VIVO GENOTOXICITY TESTS
Ozgiir VATAN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Rahmi BILALOGLU

Nowadays, people knowingly or unknowingly, are faced with harmful effects of many
genotoxic agents on the DNA. Genotoxic effect of these agents can be the starting point
for the dramatic processes that can lead to cancer. For this reason, there are increasing
researches about identification of new anti genotoxic agents having antigenotoxic effect
against various genotoxic agents. In this study, we investigated the possible genotoxic
and anti genotoxic effects of Tyrosol (TYR) and Carnosic acid (CAR) by various
genotoxicity tests.

In order to determine of an antigenotoxic effect of TYR and KAR, the Mitomycin C
(MMC) and Cyclophosphamide (CP) (4 hydroperoxycyclophosphamide *CP in in vitro)
were used which are known as genotoxic agents. Genotoxic / anti genotoxic effects of
TYR were investigated with in vivo MN, CA and Comet methods by using mouse bone
marrow cells. Also, genotoxic / antigenotoxic effect of TYR and KAR were
investigated with in vitro MN, CA, SCE and Comet methods by using human peripheral
blood lymphocytes. Dose groups were formed with intraperitoneal (ip) injection for in
vivo assay for TYR group. In vivo experimental groups for TYR, included; Control,
ethyl alcohol (EtOH), 50, 100, 200 mg / kg TYR, MMC, MMC + 50 mg / kg TYR,
MMC + 100 mg / kg TYR, MMC + 200 mg / kg TYR, CP, CP + 50 mg/kg TYR, CP +
100 mg/kg TYR, CP + 200 mg/kg TYR groups. In vitro experimental groups included;
Control, Ethyl alcohol (EtOH), 0,5, 1 and 2 pg/mL TYR , 0,5, 1 and 2 pg/mL CAR,
MMC, MMC + 0,5, 1, 2 pg/mL TYR and MMC + 0,5, 1, 2 pg/mL CAR, *CP, *CP +
0,5, 1,2 pg/mL TYR and *CP + 0,5, 1, 2 pg/mL CAR groups.

In generally, any genotoxic effect has not determined for TYR in in vitro and in vivo.
Also, any genotoxic effects of CAR were not determined in in vitro. In additionally, it
was observed that CAR and TYR have strong antigenotoxic effect against genotoxic
effect of MMC and CP (*CP) in vitro and in vivo

Key words: Tyrosol, Carnosic asid, Genotoxicity, Antigenotoxicity, in vivo, in vitro,
MN, CA, SCE, Comet.

2012, xiii + 227 pages
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1. GIRIS

Genetik materyalimiz olan DNA bir ¢ok eksojen ya da endojen kaynakli ajanin siirekli
olarak tehdidi altindadir. Bilerek ya da bilmeyerek maruz kaldigimiz kimyasal veya
fiziksel etmenleri eksojen kaynakli ajanlar olarak sayabiliriz. Endojen kaynakli ajanlar
olarak ise metabolik faaliyetlerimiz sonrasinda olusan ve DNA gibi hiicrede pek ¢ok
makromolekiile zarar verebilen Reaktif Oksijen Tiirleri ( Reactive Oxygen Species:
ROS) sayilabilir (Evans ve Cooke 2004, Evans ve ark. 2004).

Kaliim materyalindeki hasarlar onarilmadan kalirsa normalden sapma olarak ta
degerlendirilebilen mutasyonlar meydana gelir. Mutajen- hedef etkilesimi sonucu farkli
tiplerde DNA hasarlar1 (DNA adduct, alkalik hassas bdlgeler, zincir kiriklari) olusabilir
ve mutasyonlar bir niikleotid degisiminden (gen mutasyonu) yapisal (kromozom
mutasyonu) veya sayisal kromozom degisimine (genom mutasyonu) kadar degisik
diizeylerde olmaktadirlar. Sonu¢ olarak Genetik materyalimizde olusan hasarlar ¢ok
cesitli olabilmektedir. Bunlar nokta mutasyonlardan, kromozomlarda kiriklara kadar
degisen genis bir yelpaze igerisinde degerlendirilebilir (Bertram, 2000, Burrus ve
Waldor, 2004. Aminetzach ve ark. 2005. Sawyer ve ark., 2007). Meydana gelen bir
DNA hasar1 bir¢ok proteinin koordineli ¢alistigi ¢esitli onarim mekanizmalari
tarafindan tamir edilir. Bu nedenle DNA hasarina kars1 pek ¢cok molekiiler mekanizma
geligsmistir. DNA’da olusan hasarlarin ¢ok biiyiik ¢ogunlugu onarim sistemleri araciligt
ile onarilmaktadir (Hoeijmakers 2001, Lord ve ark. 2006). DNA’da olusan hasarlar
onarilarak uzaklastirilabildigi gibi, hasar igeren hiicreler organizmadan apoptozis ile de
uzaklastirilabilir (Decordier ve ark. 2002). Her iki yolla da uzaklastirilamayan hasarlar
kalict kalitsal degisiklikler ve/veya kanserlesme gibi istenmeyen durumlara neden
olabilmektedir (Bonassi ve ark. 2011). Giiniimiizde pek ¢ok mutajen ajanin ayni
zamanda kanserojen oldugunu da gosteren pek ¢ok kanit bulunmaktadir (Stich ve Dunn,
1986, Kaderlik ve ark. 1992, Cross ve Sinha 2004, Editorial 2005, Bonassi ve ark.
2011).

DNA’da olusan hasarlarin belirlenebilmesi icin giiniimiizde farkli teknikler

kullanilmaktadir. Bu tekniklerin bir kismi 6zellikle nokta mutasyonlarini belirlemeye



yonelik Polimeraz zincir reaksiyonu temelli (Polymerase Chain Reaction, PCR)
yontemlerdir. Bunlarin disinda DNA’da olusacak hasarlarin belirlenmesine yonelik
farkli yontemler de bulunmaktadir. Bu yontemler giiniimiizde gesitli ajanlarin DNA
tizerindeki hasar olusturma potansiyellerinin, yani genotoksik etkilerinin
belirlenmesinde siklikla kullanilan testlerdir. Bunlarin baslicalilari; Mikroniikleus
(Micronuclei, MN), Kromozom Aberasyonu ( Chromosome aberation, CA), Kardes
Kromatid Degisimi (Sister Chromatid Exchange, SCE) ve Komet (Single Cell Gel
Electrophoresis SCGE) testleridir (OECD 1986, 1997a,b,c,d, Tice ve ark. 2000,
Bonassi ve ark. 2001) .

DNA da olusan hasarlarin dramatik sonuglarindan biri de kanser ve mutasyonlarla
iligkili diger hastaliklardir. Kanser ve mutasyonlarla iliskili diger hastaliklardan
korunmak igin, DNA da hasar olusturacak, potansiyel mutajenlere maruz kalmaktan
kaginmak kuskusuz ki ¢ok onemli bir korunma yontemidir. Ancak giliniimiizde kimyasal
engelleme (Chemoprevention) olarak bilinen ve uygun farmakolojik ajanlar veya
diyetsel faktorler tarafindan saglanan c¢esitli bilesikler ile organizmalarin savunma
mekanizmalarimi giiglendirme stratejisi de olduk¢a onemli goriilmektedir. Kimyasal
engelleme stratejisi risk faktorlerinden kaginmanin yaninda koruyucu faktorlerin de

onemini vurgulayan bir stratejidir (Editorial 2005, Taner 2007).

Bircok mutajen ve kanserojen, c¢esitli oksijen radikalleri olusturmak suretiyle DNA
tizerine etki eder (Marnett ve Plastaras 2001). Bundan dolay1 serbest radikalleri etkisiz
hale getiren antioksidan maddeler veya serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip diyetsel
bilesikler cogu zaman antimutajenik ve/veya antikanserojenik olarak adlandirilir (Wang
ve ark., 1989). Temel olarak diisiikk konsantrasyonlarda substratlarinin oksitlenmesini
engelleyen veya geciktiren bilesikler antioksidan olarak tanimlanir (Nordberg ve Arner
2001).

Insanlar sahip olduklar1 detoksifikasyon sistemleri ve antioksidan savunma sistemleri
sayesinde maruz kaldiklar1 ajanlarin olumsuz etkilerine karst koymaktadirlar. Bu
noktada viicudumuzda bulunan dogal antioksidan savunma mekanizmasi oldukca

onemlidir. Ancak yas ilerledik¢e dogal antioksidan iiretimi giderek yavaslamaktadir



(Madrigal-Bujaidar ve ark. 1998, Mallins ve ark. 2001, Taner 2007). Bu nedenle
giiniimiizde pek ¢ok insan disaridan antioksidan takviyesi almaktadir. Ozellikle DNA ile
etkileserek gen ve kromozom mutasyonlar1 olusturan genotoksik kanserojenler ile bas
edebilmek i¢in antioksidanlarin varligi ¢ok onemlidir. Bu nedenle 6zellikle kimyasal
engelleme stratejisi ¢ercevesinde genotoksik ajanlarin hasar etkilerini en aza
indirebilmek adina etkili antigenotoksik maddelerin tanimlanmasi ve insanlarda
kullaniminin  arttirilmasi, kanser ve mutasyonlarla iliskili diger hastaliklardan
korunmada ¢ok onemli bir basamak olarak goriilmektedir (Ferguson 1994, Madrigal-
Bujaidar ve ark. 1998, Garcia ve ark. 2006, Taner 2007).

Bu strateji dogrultusunda, giiniimiizde bilerek ya da bilmeyerek maruz kalinan cesitli
fiziksel veya kimyasal ajanlarin DNA’mizda meydana getirebilecegi hasarlari
(genotoksik etkileri) minimum diizeyde tutabilmek i¢in, koruyucu etkiye sahip oldugu
diisiiniilen farkli maddeler (antigenotoksik)’in etkileri arastirilmaktadir. Ozellikle dogal
bitkisel bilesikler bu anlamda giin gegtik¢e artan bir popiilariteye sahiptirler (Editorial
2005).

Bu ¢aligmada tiim bunlara paralel olarak, 6zellikle zeytinyagi ve beyaz sarabin 6nemli
fenolik antioksidanlarindan olan Tyrosol (TYR; Tirosol) “iin (Mir6-Casas ve ark. 2001,
De Stefano ve ark. 2010) olas1 genotoksik ve antigenotoksik etkileri aragtirildi. TYR ’nin
bu etkilerinin arastirilmasi igin in vivo olarak Swiss albino balb/c tiirii farelerde, MN,
CA ve Komet testleri kullamldi. In vitro olarak ta insan periferik kan lenfosit
kiltirlerinde MN, CA, SCE ve Komet yontemleri kullanildi. TYR’nin olasi
antigenotoksik etkilerinin belirlenebilmesi i¢cin hem in vivo hem de in vitro da TYR’nin
farkli dozlari, genotoksik etkili olduklar1 bilinen ajanlar olan Mitomisin C (MMC),
Siklofosfamid (SKF) veya 4 hidroperoksisiklofosfamid (*SKF, in vitro da) ile

kombinlenerek kullanildi.

Benzer sekilde, Rosmarinus officinalis (biberiye) bitkisinin 6nemli aktif, antioksidan
bilesiklerinden olan Karnosik asit’in (KAR) (Aruoma ve ark. 1992, Frankel ve ark.
1996, al-Sereiti ve ark. 1999, Moran ve ark. 2005, Costa ve ark. 2007, Anderson ve ark.
2008, Ngo ve ark. 2011) olast genotoksik etkileri insan periferik kan Ilenfosit



kiiltirlerinde in vitro MN, CA, SCE ve Komet yontemleri kullanilarak aragtirildi.
Karnosik asit’in olasi antigenotoksik etkileri ise in vitro da MMC ve *SKF ile ile farkli

Karnosik asit dozlar1 kombinlenerek arastirildi.

Yapilan literatiir taramasinda gerek Tyrosol’iin gerekse Karnosik asitin, olasi
genotoksik etkilerinin ve / veya MMC ve SKF(*SKF)’nin genotoksik etkilerine karsi
olas1 antigenotoksik etkilerinin CA, MN, SCE ve Komet testlerinin kullanilarak in vivo
ve/ veya insan lenfosit kiiltlirleri ile in vitro olarak arastirildigni bir calismaya

rastlanilmamustir.

Gergeklestirilen bu calismada Hem Tyrosol’iin hem de Karnosik asidin tek baslarina
herhangi bir genotoksik etkisinin bulunup bulunmadiginin  belirlenmesinin
hedeflenmesinin yaninda, asil olarak MMC ve SKF (veya *SKF) ile indiiklenmis DNA
hasarlar1 iizerinde bir indirgeyici etkilerinin olup olmadigmin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu baglamda &zellikle olas1 antigenotoksik etkinin belirlenebilmesinin,
kimyasal engelleme stratejisi c¢ergevesinde Onerilen, antigenotoksik maddelerin
tanimlanmas1 basamagia onemli katkida bulunacagi diisiiniilmiistiir. Bu durumunda
TYR ve KAR’m, MMC ve SKF’nin DNA iizerindeki hasar etkilerine kargin veya bu
ajanlara benzer yolaklar1 kullanarak DNA hasar1 olusturabilen farkli etmenlerin hasar
etkilerine karsin koruyucu preperatlar olarak kullanilabilecegi konusunda olumlu veriler

elde edilebilecegi diisiiniilmiistiir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. DNA Hasarlan

Kalitim materyalimiz olan DNA, pek ¢ok etmenin tehdidi altindadir. Bu tehdit unsurlar
aerobik canlilarin vazgecilmezi olan Oksijen’den, giinlik yasantilarimizda maruz
kaldigimiz fiziksel ve kimyasal ajanlara kadar degisen etmenlerdir. DNA da degisiklige
neden olan etmen olarak tanimlanabilen potansiyel bir mutajenin genotoksik etkisi onun
hiicresel hedefine baghidir (Elhajouji ve ark. 1995, 1997, Kirsch-Volders ve ark. 2000).
Baz1 kimyasallarin mutajenik  etki goOstermeden oOnce metabolize olmalari
gerekmektedir. Mutajenler dogrudan DNA’ya hedeflenerek ve/veya dolayli olarak
genom biitiinliigli i¢in gerekli proteinlere baglanarak genomik degisikliklere neden
olabilirler ( Sekil 2.1) (Kirsch-Volders ve ark. 2003, Mateuca ve ark. 2006). Sekil 2.1 de
de goriildiigi tizere mutajen hedef etkilesimleri sonucunda degisik tipte DNA hasarlari

olusabilmektedir.

Ornegin mutajenik etkisi bilinen, iyonize radyasyon dogrudan DNA’y1 hedefleyebilir.
Sonu¢ olarak DNA da tek ve cift zincir kirilmalarinda artis gozlenir. Iyonize
radyasyonun DNA iizerindeki dolayli etkisi ise bir su molekiilii ile etkilesmesinden
sonra meydana gelir, bdylece olusan serbest radikaller proteinlere ve DNA’ya atak
yaparak zarar verirler (Mateuca, ve ark., 2006). Radyasyonun bu etkileri Sekil 2. 2’ de
Ozetlenmistir. Radyasyon digindaki pek ¢ok etmen de dogrudan veya dolayli olarak
serbest radikallerin olusumuna neden olabilmektedir. Serbest radikallerin iginde en
onemli olanlar1 reaktif oksijen, reaktif nitrojen tiirleri ve hidroksil radikalleridir (Evans,

ve ark., 2004). Bunlarin olusumu ve DNA iizerine etkileri Sekil 2. 3’te 6zetlenmistir.



Genotoksik Ajanlar Diger Etmenler
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Sekil 2.1. Genotoksik ajanlarin DNA iizerindeki direkt ve dolayh etkileri ve sonuglar
(Kirsch-Volders ve ark. 2003, Mateuca ve ark. 2006).
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Sekil 2.2. Iyonize Radyasyon’un hiicresel hasar etkileri (Mateuca ve ark. 2006).
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Sekil 2.3. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri ve DNA iizerine etkileri ( Burgak ve
Andican 2004, Evans ve Cooke 2004)

Aerop hiicreler normal metabolik siirecleri boyunca da reaktif oksijen tiirleri (Reactive
Oxygen Species: ROS) ve serbest radikaller iiretirler. Olusan bu iriinler bir
antioksidan savunma sistemi tarafindan notralize edilerek zararsiz hale doniistiirtiliirler.
Ancak prooksidan ve antioksidan sistemler arasindaki bu denge zaman zaman
prooksidanlar lehine bozulabilir bu durumda olusan (drlinler c¢esitli hiicresel
kompartmanlara zarar verecek hale doniisiirler. Bu genel durum oksidatif stres olarak

isimlendirilir (McCord 1993, Halliwel 1994).

Aerop bir hiicrede baslica oksidatif stres kaynaklar1 olarak; Aktif Fagositler, Heme
Proteinleri, Mitokondrial Elektron transport zinciri, iskemik — Reperfiizyon, Ilaglarin
redoks tepkimeleri, Iyonize radyasyon, Endojen kaynaklardan dogrudan radikal alimi

sayilabilir (Evans ve ark. 2004, Dizdaroglu 2011).



Aktif fagositler mikroorganizmalari etkisiz hale getirmek icin NADPH onciillii bir
yolak ile serbest radikaller kulanabilirler. Bu radikallerin fazlali§1 organizmada oksidatif

strese neden olabilmektedir (Hinder 1991, Dizdaroglu 2011).

Heme proteinlerinden Serbest radikallerin olusmasinda ya elektronun Fe II ile O;
arasinda delokalize olmas1 ® ya da Met hemoglobinin O ile bag yapamamasi @ rol

oynar (Becker ve Roessler 1995, Dizdaroglu 2011).

heme—Fe(Il)-0; ——>  heme—Fe(ll1)-0," @
heme—Fe(Il)-O, ———> heme—Fe(lIl)-0,"~ @

O, nin H,0 ya indirgendigi elektron transport zincirindeki e sizintilar1 6zellikle O, nin
O," radikaline doniismesine neden olmaktadir. Mitokondride kullanilan O, nin %1-3

{iniin bu yol ile O," radikaline doniismektedir (Dizdaroglu 2011).

Iskemik — Reperfiizyonda, hasar géren dokularin onarimi ve / veya oksijensiz kalan
dokularm yeniden oksijenlenmesi Hipoksantin, Ksantin ve Urik asit iizerinden serbest

radikaller olugsmasina sebep olur (Zimmerman ve Granger 1994).

Insanlar tarafindan kullamlan cesitli ilaglar da, metabolize edilirken serbest radikallerin

olusumuna sebep olabilirler (Murata ve ark. 2004, Wang ve ark. 2010).
Iyonize radyasyonun radikal olusturma potansiyeli Sekil 2.2> de 6zetlenmistir.

Insanlar eksojen kaynaklardan da dogrudan serbest radikal alabilmektedir. Bu duruma
en iyi Ornek sigaradir. Bir nefes sigarada 1014-16 serbest radikal bulunmaktadir
(Church ve Pryor 1985, Dizdaroglu 2011).

Sonug olarak, giinlik yasantimizda karsilasabilecegimiz ¢esitli kaynaklar 6zellikle
serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir ve bu serbest radikaller aracilig ile
DNA larimiza hasar verebilmektedirler. S6z konusu durum Sekil 2.4’te Ozetlenerek

sematize edilmistir.
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Sekil 2.4. Serbest radikaller aracilig1 ile DNA hasar1 (Thomson 2012).

Yukar1 da agiklandigi iizere olusan serbest radikkaller DNA iizerinde yiiksek hasar
olusturma kapasitesine sahiptirler. Serbest radikallerin DNA ile reaksiyonlari 4 temel,
serbest radikal reaksiyonu olan Katilma, Elektron alma, Proton alma ve Peroksil radikali
olusturma seklindeki reaksiyonlar ile gergeklesir. S6z konusu reaksiyonlar araciligr ile
serbest radikaller DNA da 4 temel hasar olustururlar, bunlar; (Evans ve Cooke 2004,
Evans ve ark. 2004, Dizdaroglu 2011)

1) DNA Baz Hasarlari

2) DNA Seker Hasarlari

3) 8,5'"-siklopiirin-2'-deoksiniikleozid
4) DNA Protein Capraz Baglart’dur.

DNA Baz Hasarlarinda serbest radikallerin DNA bazlari ile reaksiyona girmeleri
sonucunda modifiye bazlar olusur (8-hidroksiguanin vb) (Sekil 2.5). Olusan bu
modifiye bazlar DNA replikasyonu sirasinda farkli niiklotid ile esleserek nokta

mutasyonlarin temelini olustururlar (6rnegin 8-hidroksiguanin olusumu ile GC baz ¢ifti
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TA baz giftine doner. Sekil 2.6) . (Evans ve Cooke 2004, Evans ve ark. 2004, Kanvah

ve ark. 2010).
0
W
o H

C4-OH adduct radikal

o O oH
N HN
HM . _ H
e« o 1 SIS
H,N N Ha "
2
N H

C5-0OH adduct radikal

o L
HN )I: OH
S H
HaM ]
H

C8- OH adduct radikal

Guanin

Sekil 2.5. Guanin’in hidroksil radikali ile reaksiyonu sonrasi olusabilecek olasi,
modifiye bazlar (Evans ve ark. 2004, Dizdaroglu 2011).
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Sekil 2.6. Modifiye bazlarin nokta mutasyon olusumundaki rolii. 8 hidroksi
deoksiguanozid (8 oxo dG) olusumu ardindan iki replikasyon sonra GC baz ¢ifti, TA
baz ¢iftine doniisiir. °G; 8 oxo dG.

DNA seker hasarlarinin olusumunda serbest radikallerin, DNA da seker fosfat iskeletine
saldirmalar1 s6z konusudur. Bu durum seker fosfat iskeletinin biitiinliigiinii bozdugu i¢in
DNA zincir krirklari ile sonuglanir (Clarkson ve Thompson 2000, Evans ve Cooke
2004, Evans ve ark. 2004). Sekil 2.7°de bu duruma o6rnekler verilmistir.

Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikaller DNA da 6zellikle adenin ve guanin
niikleotidlerinde azotlu organik baz ile deoksiriboz sekeri arasinda bag olusumuna
neden olabilmektedir. Bunun sonucunda 8,5-siklopiirin-2'-deoksiniikleozid’ler
olusmaktadir. Sekil 2.8°’de 8,5' siklo 2' deoksiguanozin olusumu Ozetlenmistir. Bu
halkasal olusum da DNA da kiriklara neden olabilmektedir (Byung 1994, Evans ve
Cooke 2004, Evans ve ark. 2004, Dizdaroglu 2011).

Oksidatif stres sonucu baz hasarlar1 ile olusan radikal hale gelmis DNA, komsu
proteinlerin aromatik amino asitleri ile bag yapabilmektedir. Bunun tam tersi de
miimkiindiir, yani oksidatif stres sonucunda radikal hale gelmis bir protein DNA ile bag
yapabilmektedir. Bunlarin disinda hem DNA nin hem de proteinin radikal oldugu
reaksiyonlar da bulunmaktadir. Bu DNA protein baglanmalar1 da DNA da kiriklara yol
acabilmektedir (Ahmad 1995, Abuja ve Albertini 2001, Evans ve Cooke 2004, Evans ve
ark. 2004, Dizdaroglu 2011).

12



P—O—CH; Baz
1 H
| H
o H
|
P
C4' - radikal
!
) fl*' - F—0~ -
P"\-\_
+CH: o Baz P—O—CH; Baz
P—0— CHy . | 0
+H K
| | H
o It
. |
P
$ ! Lo
7 CH; Baz !
o _ Baz
P—0—cH; . ; Pr0—tHh o
Ho
k@ﬁ 7 H
| o H
P~ |
F'\-\_

b e

P O—CH; 0
HO O=H H
[ | H H
] H
L 0
- |
P
+2’, +H™
se, +H*
‘Baz

-Baz
! '|:H“" o
F— 0 —CHs 0=y Ly
\_/i ¢ s
P"\-\.
2,3 dideoksipentoz-4uloz 2,5 dideoksipentoz-4uloz 2 deoksipentoz-4uloz

Sekil 2.7. DNA da, serbest radikaller araciligi ile olusturulabilinen seker hasarlarina
ornekler (Evans ve ark. 2004, Dizdaroglu 2011).
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Sekil 2.8. Serbest radikaller araciligi ile Siklopurin deoksiguanozin olusumuna 6rnek.
8,5' siklo 2' deoksiguanozin olusum reaksiyonlar1 6zetlenmistir (Evans ve ark. 2004,
Dizdaroglu 2011).

2.2. DNA Hasar Ajanlari

Yukarida ozetlendigi iizere giinlik yasantimizda karsi karsiya oldugumuz pek cok
fiziksel veya kimyasal ajan DNA larimizda c¢esitli yollar ile hasar olusturma
potansiyeline sahiptir. Burada ¢alismamizda kullanilan iki farkli DNA hasar ajaninin

Ozellikleri 6zetlenecektir.

2.2.1. Mitomisin C (MMC)

Yun-He ve ark. (1994)’a gore MMC, ilk olarak lyer ve Szybalski (1964) ve Tomasz ve
ark. (1974) tarafindan, Streptomyces caespitosus bakterisinden elde edilebilen, DNA

capraz baglayic1 ve alkilleyici 6zellikleri oldugu belirtilen, dogal bir antibiyotik ve

antitlimoral bilesiktir.
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CAS numarasi 50-07-7 dir. Kimyasal formiilii C15sH1gN4O5’tir. Kimyasal yapis1 Sekil
2.9°da gosterilmistir. Molekiiler agirligt 334,33 g/mol’diir. MMC, DNA da cesitli

yolaklar ile hasar olusturarak hiicre 6liimiine yol agmaktadir.

Sekil 2.9. MMC’nin kimyasal yapis1 (Anonim 2012a).

MMC, temelde ¢apraz baglayici ve alkilleyici ajan olarak DNA iizerine hasar etkisini
gostermektedir. Ancak bu hasar etkileri sirasinda 6zellikle serbest radikaller olusturarak
ta baska bir yolak ile DNA iizerinde hasar olusturma potansiyeli de bulunmaktadir.
MMC’nin bioaktivasyonu NADPH- sitokrom P450 rediiktaz, Mitokondrial NADH-
dehidrogenaz, fagosit NADPH-oksidaz, Ksantin oksidaz gibi pek ¢ok enzimin
aktivitesini etkilemektedir. Yukarida s6z konusu edilen pek ¢ok enzimin de etkili
olabilecegi redoks sikluslar1 ile MMC elektron rediiksiyon reaksiyonlarinda serbest
radikal, semiquinon ara iirlinii olusabilir. (Pristos ve Satorelli 1986, Durse ve ark. 1989,
Bligh ve ark. 1990, Afanas’ev ve ark. 1990, Joseph ve ark. 1996, Clarke ve ark. 1997,
Krokina ve ark. 2000). Bu nedenle bir antikanser antibiyotik olan MMC, kuvvetli
prooksidan aktivitesi ile DNA hasar etkisi bulunan quinonlara benzer etki
gostermektedir (Krokina ve ark. 2000). MMC’nin redoks siklusunda, Serbest radikal ara
triinii disinda, H,0,, Hidroksil radikali, siiperoksit anyonu gibi farkli, serbest
radikallerin olusumu da ger¢eklesmektedir (Komiyama ve ark. 1982, Butler ve ark
1988, Baumann ve ark. 2001, Wang ve ark. 2010). Sekil 2.10°’da MMC’nin redoks

siklusuna ornek goriilmektedir
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Sekil 2.10. MMC’nin Redoks siklusu (Wang ve ark. 2010).

Sonu¢ olarak MMC, DNA c¢apraz baglayic1 6zelligi, alkilleyici 6zelligi ile DNA’da
hasar yaratmasinin yaninda oksidatif stres kosullarinin olusumuna da neden olarak

DNA hasarina neden olmaktadir.

2.2.2. Siklofosfamid (SKF)

Siklofosfamid temelde alkilleyici ajan olarak bilinen bir anti kanser ilactir.
Siklofosfamid, alkilleyici etkisiyle, DNA da yanlis baz eslesmelerine, DNA/DNA veya
DNA/protein capraz baglarina neden olarak niikleik asit fonksiyonlarimi ve DNA
sentezini inhibe ederek etki gostermektedir (Zhang ve ark. 2005). Calismamizda
monohidrat formu kullanilan siklofosfamid monohidrat’in (SKF) CAS numarasi 6055-
19-2 molekiiler agirligi 279,10 g/mol’diir. Kimyasal formiili C;H;5CIoN2O2P - H,0
isim sinonimi 2-[Bis(2-chloroethyl)amino]tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorine  2-

oxide, Cytoxan seklindedir. Kimyasal yapisi sekil 2,11°de goriilmektedir.
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Sekil 2.11. SKF’nin kimyasal yapis1 (Anonim 2012b).

Siklofosfamid’in DNA iizerindeki temel hasar mekanizmasi alkilleyici ajan olarak
calismasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle 16semi ve benzeri malignansilerde anti
kanser ajan olarak kullanilan siklofosfamid’in, sitokrom p450 enziminin gorev aldig
redoks dongiisii sirasinda olusan 4-hidroperoksisiklofosfamid yolagi tizrinden oksidatif
stres kokenli DNA hasarina sebep verdigi de belirlenmistir (Chabner ve ark. 2001,
2006). S6z konusu hasar mekanizmast Sekil 2.12’de gosterilmistir (Murata ve ark.
2004).

o SH,CHG

“"‘F'/ /CH?CHQCI p? /.‘H LCH LI '\ \J

J l” 2O Q H CHC! H2CH2CI
4- Hidroperoksisiklofosfamid + 4-Hidroksisiklofosfamid

NAD

Hz0o ‘moz'j |
\J
Oz |
NADH  NAD-
Gu(ll cull) Fosforamid mustrad
(V |
Y
Cu(l)OOH |
|
(OH) DNA adducts

Il l

Oksidatif DNA Hasari T Apotozis =D Anti Kanser etki

Sekil 2.12. Siklofosfamid’in oksidatif DNA hasar1 olusturma mekanizmasi (Murata ve
ark. 2004).

Sonu¢ olarak SKF alkilleyici ajan olarak DNA da hasar yaratirken, dolayli olarak

oksidatif stres yolaklar1 ile de DNA da hasar olusturma potansiyeline sahiptir.
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2.3. DNA Hasari Belirleme Yontemleri

DNA’da olusan hasarlarin belirlenmesinde farkli yotemler ve belitegler kullanlmaktadir.
Ozellikle nokta mutasyon seviyesindeki ¢esitli hasarlar PCR temelli molekiiler
yontemler kullanilarak belirlenebilmektedir. Bunlarin disinda 6zellikle, temelinde DNA
kiriklart olan hasalar i¢in kullanilan farkli yontemler bulunmaktadir. Bu ydntemler
OECD (The Organisation for Economic Co-operation and Development: Ekonomik
Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii)’nin Kimyasallar icin test rehberinde yer alan genetik
toksikoloji yontemleridir. Bunlarin c¢aligmada kullanilanlari; Mikroniikleus (MN:
Micronuclei), Kromozom Aberasyonlart (CA: Chromosome Aberrations), Kardes
Kromatid Degisimi (SCE: Sister Chromatid Exchange) (OECD 1986, 1997a,b,c,d) ve
OECD’nin Kimyasallar i¢in test rehberinde yer almasa da FDA (Food and Drug
Administration; Amerika Gida ve ilag¢ dairesi) (FDA 2012) raporlarinda genotoksite

testi olarak Onerilen ve siklikla kullanilan bir yontem olan Komet yontemleridir

2.3.1. Mikronukleus (MN) yontemi

Mikroniikleuslar; anafazdan sonra telofazda yeni olusan yavru hiicre niikleusuna
katilmayan, kii¢iik, extraniiklear pargalardir. Boliinen hiicrede asentrik kromozom ya da
kromatid pargalarindan veya tam kromozom ya da kromatidlerden olusabilirler (Fenech
ve Morley 1985, Mateuca ve ark. 2006). Mikroniikleuslar1 olusturan kromozomal
pargalar, direkt ¢ift zincir DNA kiriklarindan olusabilecekleri gibi hiicre
replikasyonundan sonra SSBs’nin (tek zincir kiriklart) DSBs’lere (¢ift zincir kiriklar)
dontismesi sonucunda olusabilirler. Bununla birlikte iki kromozom kiriginin yanlis
onarilmasi asimetrik kromozom rearanjmani ile bir disentrik ve bir asentrik parcanin
iiretilmesine neden olur (Mateuca ve ark. 2006). Genelde disentrik kromozomun
sentromerleri hiicrenin karsi kutuplarina gekilir, boylece anafazda kardes niikleuslar
arasinda niikleoplasmik koprii (NPB) olusur ve gecikmis olan asentrik fragman bir
mikronukleus (MN) olusturur (Thomas ve ark 2003, Fenech 2005). Bunlarin disinda
Mikroniikleuslar tam kromozomlar da igerebilir, bu kromozomlarin MN olusturma
sebepleri olarak ise; kromozom ayrilma mekanizmasindaki veya hiicre siklusu kontrol

genlerindeki defektler, mitotik ig ipliklerinin veya kinetekorun ya da diger mitotik
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araglarin hasarli olmasi, kromozomlarin yapisal olarak hasarli olmasi1 ya da sentromerik
DNA’nin hipometilasyonu gibi nedenler sayilabilir (Albertini ve ark. 2000; Fenech ve
ark. 2005). Mikroniikleuslar, kirilma- birlesme- koprii (BFB) sikluslar1 sayesinde
olusan gen amplifikasyonlarinca da olusabilir. Amplifiye DNA niikleusun dis kenarinda
spesifik bolgelerde lokalize olur ve hiicre dongiisiiniin S fazi boyunca niikleer tomurcuk
(NBUD) vyolu ile ortadan kaldirilir. Sekil 2.13-19. MN olusumu mekanizmalarini
gostermektedir. Yukarida ve Sekil 2.13-19°da agiklanan yollarla olusan MN mitoz

sonrasinda birkag farkli olaya maruz kalabilir. Bunlar:

1- MN igeren hiicreler apoptosis ile elemine edilebilir (Decordier ve ark. 2002).

2- Gerekli sitoplazmik komponenetlerin eksikliginden dolayr MN igerisindeki DNA nin
fonksiyonel olmamas1 ve ya replikasyon kabiliyetinden yoksun olmasi durumunda MN
hiicreden atilabilir (Leach ve Jackson-Cook 2004).

3- MN yeniden ana niikleus igerisine girebilir ve ana nukleustan ayirtedilemez bir
sekilde normal biyolojik aktivitesine devam edebilir (Leach ve Jackson-Cook 2004).

4- MN bir veya birka¢ replikasyonu tamamladiginda hiicre sitoplazmasinda ekstra

niikleer yap1 olarak varliginit devam ettirebilir (Leach ve Jackson-Cook 2004).

{2N+MNH2N)

(2N)+ {(2N)+MIN}

[

Anafaz Yavru Hiicreler

Kromatid pargasi igeren MN

{2ZNH+MN}H(2ZN)

fli.'" (EN}H{(2N)+MIN}
Metafaz Anafaz

Yavru Hiicreler

Kromozom pargasi igeren MN

Sekil 2.13. Mikronukleus formasyonun temel mekanizmasi (Cimini ve Degrassi 2005,
Mateuca ve ark. 2006) MN’ler temel olarak DNA kiriklarindan kaynaklanan asentrik
kromozom ya da kromadit pargalarindan olusur.
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1) Amfitelik

—_— 2NH2N)

—_— » ON+)+RN-D

{2N)+MN}+(2N-1)

(2N)+ {(2N-1)+MN}

(2N)+{(2N-1)+MN}

{2N)+MN}+(2N-1)

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

Sekil 2.14. MN olusum mekanizmalarinda mikrotiibiillerin rolii. MN’ler
mikrotubiillerin  kinetekorlara yanlis baglanmasindan dolayi, kromozom yada
kromatidlerin anafazda geride kalmasiyla olusabilir. (Cimini ve Degrassi 2005,
Mateuca ve ark. 2006).

[{2N) + MN] + {2N-1)

{2N) + [{(2N-1) + MN]

Metafaz
Yavru Hiicreler

[{2N-1) + MN] + (2N-1)

{2N-1) + [{2N-1) + MN]

Anafaz Yavru Hiicreler

Metafaz

Sekil 2.15. MN olusumunda Tubiilinlerin rolii. MN’ler tubiilin depolimerizasyonu
nedeniyle olusabilirler. (Cimini ve Degrassi 2005, Mateuca ve ark. 2006)
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(D
[{2N} + MN] + (2N-1)

(2N} + [{2N-1} + MN]

Anafaz Yavru Hiicreler

@ [(2N-1) + MN] + (2N-1)

{2N-1) + [{2N-1} + MN]

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

Sekil 2.16. MN olusumunda kinetekorlarin rolii. MN’ler sentromerik DNA’daki
kinetekor proteinlerindeki ya da kinetekor aygitindaki defektler nedeniyle olusabilir
(Cimini ve Degrassi 2005, Mateuca ve ark. 2006)

Gec Replikasyon [(2N-1) + MN] + (2N-1)
Niikleusta

Periferal Lokasyon
_

) Histonlarm Epigenetik

Modifikasyonlari:

Hiperasetilasyon,

Metilasyon, Fosforilasyon

{2N-1) + [{2N-1) + MN]

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

Sekil 2.17. MN olusumunda ge¢ replikasyonun rolii. MN’ler nukleustaki periferal
lokalizasyon ve histonlarin epigenetik modifikasyonlarindan kaynaklanan gec
replikasyonla olusabilir. (Cimini ve Degrassi 2005, Mateuca ve ark. 2006)
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Niikleoplazmik

P [(ZN + x) + MN]+{2N - x)
kidprii formasyonu

< {2N +x} + [{2N - x) + MN]

Kipriiniin
Kinlmasi

Metafaz Anafaz

[{2N - x) + MN{x) + MN] + {2N-x}

(2N - 3 + [{2N - x) + MN(x) + MN]

[(2N - X} + MN(x)] + [(2N - x) + MN]

A [(2MN - x} + MN] + [(2N - x) + MN{x)]
Anafaz Yavru Hiicreler

Niikleoplazmik koprii
formasyonu

—p (2N +X) + (2N - X}

J\

\ A
w \L/ Yavru Hiicreler
Anafaz l

Metafaz

Kiprii karllmasi

< [(2H - 3} + MNQO]+ (2N-X)
a {2N-x} + [{2N - x) + MN(x)]
Anafaz

B Yavru Hiicreler

Sekil 2.18. MN olusumunda NPB (Niikleoplazmik Koprii) lerin rolii. MN’ler NPB
(Niikleoplazmik koprii) olusumu ve kirilimi ile olusabilirler. Cift kromozom kiriklarinin
yanlis onarimi A) bir disentrik kromozom ve bir de asentrik fragmandan olusan
asimetrik kromozom yeniden diizenlenmesine neden olabilir. Alternatif olarak disentrik
kromozomlar telomer kaynagmasi sonucunda da olusabilir. B) Anafazda disentrik
kromozomlarin sentromerlerinin farkli kutuplara c¢ekilmesi ile yavru niikleusla ana
niikleus arasinda NPB olusumuna neden olur (A ve B). Olusan asentrik fragmanin
disentrik kromozoma eslik etmesiyle (A) ya da etmemesiyle (B) MN olusur. Sonug
olarak NPB olusumu ile MN olusabilir (Ave B) (Fenech 2002, Cimini ve Degrassi
2005, Mateuca ve ark. 2006).
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[(2N + x) + MN]+(2N - x)

(2N +X) + [(2N - X) + MN]

Yavru Hiicreler Anafaz Metafaz

[(2N+ 1) + MN]+ (2N + 1)

(2N + 1) + [(2N + 1) + MN]

Yavru Hiicreler

Sekil 2.19. MN olusumunda BFB (Kirik-Kaynasma-Koprii) lerin roli. MN’ler BFB
(Breakage-Fusion-Bridge; Kirik-Kaynasma-Koprii) siklusu sayesinde olusan gen
amplifikasyonu nedeniyle olusabilirler. Amplifiye DNA niikleus periferinin spesifik bir
bolgesine secici bir lokalizasyon gerceklestirir ve burada hiicre bolinmesinin S fazi
boyunca olusan NBUD (Nuclear Budding; Niikleer tomurcuk) ile elemine edilir.
(Fenech 2002, Cimini ve Degrassi 2005, Mateuca ve ark. 2006).

Mikroniikleuslarin belirlenmesi ve sayimi olduk¢a kolay olarak ekstra in vitro kiiltiir
yontemlerine gereksinim duymadan gergeklestirilebilir. Ornegin insanlarda, lenfosit,
fibroblast, epitel hiicreleri gibi farkli hiicrelerden in vivo olarak mikroniikleus
belirlenmesi gerceklestirilebilir. Bunun disinda deney hayvanlari kullanilarak da in vivo
MN testi gergeklestirilebilir. Siklikla kullanilan ise fare kemik iligi hiicrelerinde
gerceklestirilen mikronukleus testidir. Gereken siirenin sonunda fare kemik iligindeki
eritrositler lam tizerine yayilir ve MN testinin spesifik boyama yontemi olan May-
Griinwald-Giemsa ile boyanarak, eritrositler igerisindeki MN’ler incelenir. Ancak
burada dikkat edilecek nokta polikromatik eritrositler (PCE) ile Normokromatik
eritrositlerin (NCE) ayirt edilmesidir. PCE’ler ¢ekirdeklerini yeni kaybetmis olan geng
eritrositlerdir ve mavi mor renkte boyanirlar. NCE’ler ise daha yasli olan yani
cekirdeklerini ¢ok daha oOnce kaybetmis olan eritrositlerdir ve pembe sar1 renkte

boyanirlar. MN acisindan degerlendirmeye alinanlar yashliklar1 nedeniyle DNA,

23



kromozom ya da ig ipligi hasarlarin1 tam olarak yansitmayacak olan NCE’ler degil daha

geng olan ve dolayistyla s6z konusu hasarlar1 tam olarak yansitacak olan PCE’lerdir.

In vivo olarak hiicre icerisindeki MN’ler belirlenebilse de iduklenmis DNA hasarinin ya
da DNA yanlis onariminin, post mitotik hiicrelerde MN olusturmasi igin ex vivo niikleer
boliinmeye ihtiyag vardir. /n vitro yéntemde bu eksiklik, Fenech ve Morley (1985)
tarafindan, sitokinez engellenen MN (Cytokinesis- block MN CBMN) yonteminin
gelistirilmesi ile asilmustir. /n vitro veya ex vivo lenfosit analizinde, kiiltiir ortamina 44.
saatte bir aktin inhibitorii olan sitokalasin-B’nin katilmasi ile boliinmemis olan tek
niikleuslu hiicrelerle, kiiltlir siiresince bir niikleer boliinme gegiren iki niikleuslu
hiicrelerin ayirt edilmesi saglanmistir. MN iceren iki niikleuslu hiicrelerin siklig1 kiiltiir
oncesi hasar birikiminin ve ilk in vitro mitoz siiresince olusan mutasyon baskisinin

gostergesidir (Kirsch-Volders ve ark. 2003, Mateuca ve ark. 2006).

Gerek in vitro gerekse in vivo MN yontemleri OECD tarafindan yayimlanan

Kimyasallar icin test rehberinde, genotoksite testi olarak kabul edilmis durumdadir

(OECD 1997a,b).

2.3.2. Kromozom Aberasyonlari (CA) Yontemi

Kromozmal hasarlar, normal kromozom yapisindaki veya sayisindaki degisimlerle
olusan farkliliklardir. Bu farkliliklar, spontan olarak olusabildigi gibi kimyasal /
radyasyon muamelesi sonucu olarak ta olusabilir. Yapisal kromozom hasarlari,
dogrudan DNA kirilmalariyla, zarar gérmiis DNA kalibi iizerindeki replikasyonla, DNA
sentezinin inhibisyonuyla ve diger mekanizmalarla (topoizomeraz II inhibisyonu gibi)
meydana gelebilir (Albertini ve ark. 2000). Morfolojik kriterlere gore yapisal kromozom
hasarlar1 iki temel smifa ayrilabilir, birincisi: Kromozom tipi hasarlardir, bunlar, bir
veya ¢ok sayida kromozomun her iki kromatidini iceren hasarlardir. Ikincisi ise
kromatid tipi hasarlardir, bunlar ise bir veya birka¢ kromozomun bir kromatidini icerir

(Albertini ve ark. 2000, Hagmar ve ark. 2004, Mateuca ve ark. 2006).
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Genel olarak yapisal kromozom hasarimin olusumu bir veya birkag DNA ¢ift zincir
kirmimina gerek duyar. Kromozom tipi hasar S fazindan bagimsiz klastojenlerle in vivo
GO — G1 hiicrelerinde tam onarilmamis veya onarilmamis ¢ift zincir kiriklar ile ortaya
cikar (6rnegin iyonize radyasyon). DNA sentezinden ve kromozom duplikasyonundan
sonra GO —G1 de olusan hasarlar ikiye katlanir ve metafazda kromozom tipi kiriklar ve
degisimler olusur (6rnegin  disentrik ve halkasal kromozomlar, dengeli
translokasyonlar). Kromatid tipi kiriklar ve degisimler, kiiltiire edilmis hiicrelerin S-
faz1 boyunca in vitro olarak ortaya ¢ikar, in vivo S- fazinda ise klastojenlere bagli olarak
(6rnegin kimyasallar) tek zincir kiriklart ve baz degisimi gortiliir. Sekil 2.20° de yapisal

CA olusumundaki miimkiin olan mekanizmalara 6rnekler verilmistir.

Yapisal kromozom hasarlari, sonugta DNA kiriklariyla olusmaktadir. Bu DNA kiriklari
kromozomlar orijinal halinde onarilacak sekilde yeniden birlesebilir, yanlis sekilde de
birlesebilir ya da hi¢ birlesmez. Bu son iki durum metafazda mikroskobik olarak
gozlenebilir. Kararsiz hasarlar (6rnegin disentrik, halka ve kromozom fragmentleri)
gosteren hiicreler P53’e bagl yolda apopitoz ile yok edilirler. Dengeli translokasyonlar
gibi kararli hasarlar, organizma i¢in diger taraftan zararli sonuglara neden olabilir ¢iinkii
delesyona ugramis DNA sekanslar1 apoptotik hiicre oliimiinde daha az etkilidirler.

(Mateuca, ve ark., 2006).

In vitro ve in vivo CA ydntemi de OECD (1997¢,d) nin Kimyasallar igin test rehberinde

genotoksite testleri olarak kabul edilmis durumdadir.
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HR tarafindan Resiprokal Translokasyon (1) ve Disentrik kromozom olusumu (2)
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Sekil 2.20. CA olusum mekanizmas:t Ornekleri. Disentrik kromozomlar ve
translokasyonlar farkli kromozomlar iizerindeki homolog DNA sekanslar1 arasindaki
HR ile olusabilir (1 ve 2). Disentrik kromozomlar iki ¢ift zincir kirigmma ve sekans
homolojisinden bagimsiz olarak isleyen NHEJ tarafindan olusturulabilir (3). Tekrar
sekanslarindaki tek bir ¢ift zincir kirigi homoloji bagimli SSA mekanizmas: ile
onarilirken intrakromozomal delesyonlar olusabilir (4). HR; Homolog rekombinasyon
(homologous recombination), NHEJ; Homolog olmayan u¢ birlesmesi (Non
homologous End Joining), SSA; Tek ipliklerin kaynasmasi (single-strand annealing)
(Mateuca, ve ark., 2006).
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2.3.3. Kardes Kromadit Degisimi (SCE) Yontemi

SCE ilk defa, 1958 yilinda J.H. Taylor tarafindan go6zlenmistir. Taylor, yaptigi
calismada Vicia faba bitkisini, ®H Timidin bulunan ortamda cimlendirmistir. Bir
replikasyon  siiresinin  sonunda, *H Timidin bulunan ortamdaki bitkilerin
kromozomlarin1 otoradyografi ile inceleyen Taylor bir kromozomu olusturan iki
kromatidte birden *H Timidin’den kaynaklanan otoradyografik 1simay1 gozlemistir.
Sonra bitkiler bir replikasyon siiresince °H Timidin bulunmayan ortamda
biiyiitiilmiistiir. Ikinci replikasyon sonunda kromozomu olusturan kromatidlerden
sadece birinde *H Timidin’den kaynaklanan ototradyografik 1s1ma gozlenmistir. Ancak
bazi kromozomlarda her iki kromatidin karsilikli bolgeleri otoradyografik 1sima
yapmistir. Bu gdzlemlerine dayanarak Taylor, SCE yi DNA’ya, *H Timidin
baglanmasinin ardindan non-radyoaktif ortamda kromozomlarin kardes kromatidleri
arasindaki parca degisimi olarak tanimlamistir (Taylor 1958). Carrano ve Natarajan
(1988)’a gore Kardes Kromatid Degisimi (SCE) kromozomun her iki kromatidinin
homolog bolgelerinde DNA da kirik olusmasi ve kirilan bolgelerin yer degistirip
yeniden birlesmesi sonucunda olusmaktadir. Cesitli calismalarla, SCE’nin, DNA
hasarinin ve indiikklenmis DNA tamirinin gosterilmesinde basit, duyarl ve kisa zamanda
sonu¢ veren bir yontem olarak kullanilabilecegi onerilmistir. ( Clever ve ark. 1996,
Stoilov ve ark. 2002). SCE de, OECD (1987)’nin Kimyasallar igin test rehberinde

onerilen genetik toksikoloji testlerindendir.

Taylor tarafindan gelistirilen yontem uygulamasi olduk¢a uzun, zahmetli ve zor bir
yontemdi. Ancak 1972 yilinda Zaharov ve Egolina, yontemi, 5 brom deoksiUridin
(BrdU) kullanarak uygulamiglardir. BrdU bulunan ortamda gergeklesen DNA
replikasyonunda BrdU, analogu oldugu Timin bazinin yerine DNA yapisina katilir.
DNA yapisinda BrdU bulunmasi kromozomlarin bir floresan boya olan Hoechst 33258
ile boyanmasini etkilemektedir. Hoechst 33258 DNA da poly A-T bolgelerine
baglanarak kuvvetli floresan 6zellik gosterir. Ancak DNA yapisinda Timin yerine BrdU
var ise bu floresan etki azalir. Bununla birlikte DNA yapisinda BrdU’nun bulunmasi,

DNA nin giemsa ile boyanmasini da etkiler ve yapisinda BrdU bulunan DNA, giemsa
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ile daha agik renkli boyanir. (Zakharov ve Egolina 1972, Latt 1973, 1974, Perry ve
Wolff 1974, Wolff ve ark. 1975, Rodriguez-Reyes ve Morales-Remirez 2003).

Bu aragtirmalarin 1s18inda SCE’nin belilenebilmesi i¢in Floresan ve Giemsa boyamanin
kullanildigi FPG (fluorescence plus giemsa) yontemi kullanilmaktadir. Boylece en az
iki replikasyon boyunca BrdU’lu ortamda bulunan hiicrelerin kromozomlarinda kardes
kromatidlerin biri agik renk digeri ise koyu renk boyanir. Boylece kardes kromatidler
arasinda bir degistokus so6z konusu ise mikroskobik olarak bu degis tokus rahatlikla

gozlenebilir (Carrano ve Natarajan 1988, Rodriguez-Reyes ve Morales-Remirez 2003).

SCE’nin olusum mekanizmasi ile ilgili olarak ta pek cok ¢aligma gerceklestirilmistir.
Evans (1977) gerceklestirdigi calismada, SCE’nin DNA replikasyonu sirasinda,
replikasyon c¢atalinda meydana gelen bir veya iki zincir kirigi sayesinde olusabilecegini
ileri siirmiistiir. Ger¢ekten de replikasyon ¢atalinda homolog ¢ift sarmallar birbirine ¢ok
yakin ve homolog birlesmeler ¢ok kolaylikla meydana gelebildigi i¢in SCE’de, kardes
kromatidler arasinda gozlenen degisim noktalarinin, replikasyon catallarinda olmasi
gerektigi  disiinilmekteydi. Glintimiize gelindiginde, Ozellikle DNA tamir
mekanizmalarmin da aydinlatilmasi ile birlikte SCE olusumunun mekanizmasi daha iyi
anlasilmaktadir. Sonoda ve ark (1999) SCE’nin olusum mekanizmasinda Homolog
rekombinasyonun (HR) roliinii ortaya koymuslardir. DNA daki herhangi bir kirik
noktasina gelindiginde duraksayan replikasyon catalinda, replikasyon HR ile tekrar
baglatilir (Helleday 2003). Bu sirada meydana gelen degisimle SCE ler olusur (Sekil
2.21) (Wilson ve Thompson 2007).
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Sekil 2.21. SCE Olusum Mekanizmasi.1 ve 2; Replikasyon catali kirik bolgesine
ilerler. 3; Catal kirilir 4; Kirik olmayan kromatidde bosluk iizerinde tamir sentezi
gerceklesir. Siyah ok, sonraki olaylarin gorsellestirilmesini kolaylastirmak i¢in yapisal
degisikligi ifade eder. 5; Kirik dopleksin olusumu 3’ ugta tek zincirli kuyruk olusturur.
6; Rad51 aracilig ile iplik yayilmasi gerceklesir. 7; Holliday baglantisinin yesil oklar
dogrultusunda ¢6ziinmesi SCE’ye neden olur. Yeni ‘parental’ iplikte kirmizi/mavi
renklerle ifade edilmistir. Cozlinme kii¢iik mor ok dogrultusunda ise SCE olusmaz. §;
Replikasyon ¢atali onarilir (Wilson ve Thompson 2007).

2.3.4. Komet Yontemi

[k olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarinin
olgiilmesi amaciyla kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilen teknik, notral pH’daki lizis sartlarinda uygulanarak DNA ¢ift sarmal
kiriklarini tayin etmekteydi. 1988 yilinda Singh ve arkadaslari tarafindan protokolde bir
takim degisiklikler yapilarak yontem alkali lizis kosullarinda uygulanmigtir. Singh ve
arkadaglarinin Komet yontemi protokolii bugiin kiigiik degisikliklerle diinya genelinde

en yaygin kullanilan genotoksisite protokollerindendir.

Yontemin temel prensibi, tek hiicre DNA’sinin agaroz jel igerisinde elektroforetik
alanda go¢ etmesi esasina dayanmaktadir. Bu nedenle ilk onceleri, tek hiicre jel
elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis SCGE) olarak isimlendiriliyordu. Daha
sonra, sonugta elde edilen gorintii kuyruklu yildizi andirdigi i¢in komet (comet;
kuyruklu yildiz) ismini almigtir. Mikroskoptaki goriintii tipki bir kuyruklu yildiza

benzemektedir, niikleusu iceren genis bir bag kism1 ve DNA fragmentlerini igeren bir
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kuyruk kismi bulunmaktadir. Yani yontem fragmente olmus DNA’nin non fragmente
DNA’dan ayrilmasina izin vermektedir. Bu sayede yontem ile bircok ¢esit DNA hasar

irlintinii belirleyebilmek miimkiindjir.

Piperakis (2009), Komet yonteminin diger genotoksite yontemleri ile karsilastirildiginda
cesitli avantajlara sahip oldugunu belirtmistir. Piperakis’e gore bu avantajlar; 1) Komet
yontemi hiicre hatlarina uygundur. 2) Komet yontemi, bitkileri de igeren herhangi bir
eukaryotik hiicreye ve pek cok prokaryotik hiicreye basarili bir sekilde uygulanabilir. 3)
Yontem, tek hiicre seviyesinde hasar belirleyebilir. 4) Yontem, hiicre basina 50-15000
kirik belirleyebilecek kadar hassastir. 5) Yontem sayesinde, ayni glinde sonug alinabilir.
6) Yontem, hasarlari siklusta olmayan hiicrelerdeki kadar siklustaki hiicrelerde de
belirleyebilir. 7) Olduk¢a hizli ve pahali olmayan bir yontemdir. 8) Noninvaziv bir
tekniktir. 9) Taze veya dondurulmus 6rneklere uygulanabilir. 10) Yontem az sayidaki

hiicre ile gerceklestirilebilir (Piperakis 2009).

In vitro ve in vivo olarak uygulanabilen alkali komet yontemi, DNAda tek ve ¢ift zincir
kiriklarini, yiiksek alkali ¢ozelti icerisinde hizli bir sekilde DNA kiriklarina doniisen
alkalilenebilecek noktalar1 olduk¢a hassas bir sekilde belirleyebilmektedir. Yontem
Sekil 2.22 de oOzetlenmistir. Bu Ozellikleri ile komet yonteminin kullanildigr veya
yontemin kendisi ile ilgili olarak, 1980°li yillarin sonundan bu giinlere kadar 150 farkl

bilimsel dergide, 4700’{in lizerinde makale yayimlanmistir ( Rojas 2009).

Sekil 2.22. Komet Yontemi (Anonim 2012e).
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2.4. Antioksidanlar

Diisiik konsantrasyonlarda substratlarinin oksitlenmesini engelleyen veya geciktiren

bilesiklere antioksidanlar denir (Halliwell ve Gutreridge 1989, Sies 1997).

Organizma icin antioksidanlar eksojen ve endojen kaynakli olabilir. Endojen
antioksidanlar organizmada hiicre i¢i, hiicre zar1 ve hiicre dis1 antioksidanlar1 olarak
siniflandirilabilir. Hiicre i¢i antioksidanlara ornek olarak ozellikle katalitik aktiviteye
sahip; stiperoksitdismudazlari (SOD), Katalazi, Glutatyon S trensferazi sayabiliriz. Zar
antioksidanlarina 6rnek olarak; Koenzim Q, a tokoferol, B karoten sayilabilir. Hiicre
dis1 antioksidanlara Ornek olarak ise; Askorbik asiti, Laktoferrini, Transferini,
Ekstraselliiler Siiperoksit Dismutazi, Ekstraselliiler Glutatyon Peroksidazi sayabiliriz.

(Nordberg ve Arner 2001, Hanukoglu 2006, Yeu ve ark. 2010).

Bunlarin digindaki grubu olusturan antioksidanlar, eksojen kaynakli antioksidanlardir.
Bu antioksidanlar insanlar tarafindan genellikle besin ile alinan antioksidanlardir.
Antioksidan igerigi bakimindan zengin sebze ve meyveler, insanlar igin 6nemli eksojen

antioksidan kaynagi olarak goriilmektedir.

Antioksidan maddeler temel olarak prooksidan maddelerin oksitleyici 6zelliklerini
inhibe etmek i¢in serbest radikallere bir elektron vererek, serbest radikali inaktive etme
Ozelligine sahiptir, antioksidanlar bu 6zellikleri nedeniyle, serbest radikal siipiiriicii
olarak tamimlanmaktadir (Nordberg ve Arner 2001). Sekil 2.19.°da antioksidan
maddelerin bu oOzellikleri 6zetlenmistir. Bu 6zellikleri ¢ergevesinde antioksidan
maddeler farkli reaksiyonlar ile prooksidan maddeleri inhibe edebilirler. Bu

reaksiyonlart dort baglik altinda 6zetlemek miimkiindiir (Kumar 2011).

1) Lipid faz igerisinde gezinerek serbest radikalleri yakalayan o Tokoferol tarafindan
gerceklestirilen reaksiyonlarda oldugu gibi, zincir kirma reaksiyonlari.
2) Glutatyon tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlarda oldugu gibi, reaktif oksijen

tirlerinin konsantrasyonu azaltan reaksiyonlar.
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3) Lipid faz igerisinde siiperoksit radikallerine tuzak kurarak hareket eden
stiperoksitdismutaz aktivitesinde oldugu gibi radikal siipiiriicii reaksiyonlar.
4) Ferritin fonksiyonlarinda oldugu gibi gegis metal Kkatalizorliigiinde selatlama

reaksiyonlari.

ORTAKLANMAMIS ELEKTRON

ANTIOKSIDAN

ELEKTRON AKTARIMI

SERBEST RADIKAL

Sekil 2.23. Antioksidan, serbest radikal etkilesimi (Anonim 2012f)

Yukarida genel oOzellikleri Ozetlenen antioksidanlardan, caligmamizda iki tanesi

kullanilmistir bunlardan birincisi Tyrosol (TYR) ikincisi ise Karnosik asittir (KAR).
2.4.1. Tyrosol
Kimyasal olarak (2-hidroksietil) fenol veya p-hidroksifeniletil alkol veya 2-(4-

hidroksifenil) etanol sekilinde adlandirila bilinen Tyrosol (TYR)’iin (CAS-No: 501-94-
0) kimyasal yapis1 Sekil 2.20 ‘de gosterilmistir.

OH

HO

Sekil 2.24. Tyrosol’tin Kimyasal yapisi (Anonim 2012c)
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Oda sicakliginda renksiz bir katt madde olan TYR’nin molekiil agirhigr 138,17
g/mol’diir. TYR nin 4 torr basing altinda, erime noktas1 91-92 °C kaynama noktasi 158
OC dir (Rodis ve ark. 2002, Napolitano ve ark. 2010). TYR’nin suda ¢oziiniirligii ile
ilgili olarak Sigma-Aldrich® katologunda veri bulunmadig1 belirtilmektedir. Rodis ve
ark. (2002), makalelerinde TYR’nin suda, Hidroksityrosol’den daha zor ¢oziindiigiinii
belirtmektedir. Hidroksityrosol igin verdikleri sudaki ¢oziintirlik degeri 5 g/ 100
mL’dir. Buna gore Hidroksityrosol’iin sudaki ¢oziiniirliigii %5 olarak diisiiniiliirse TYR

i¢in bu yiizdelik deger daha diisiiktiir.

Zincir kiric1 ve radikal siipiiriicii etkileri ile TYR’nin antioksidan Ozellige sahip
oldugunu gosterir pek cok c¢aligma bulunmaktadir (de la Puerta ve ark. 1999,2001,
Giovannini ve ark. 1999,2002, Moreno 2003).

TYR, dogal olarak, en bol zeytin meyvesi ve zeytinyagi ile sarap ve Argania

spinosa’dan elde edilen argan yaginda bulunan bir biofenolik bilesiktir.

Argan yagindaki TYR miktar yaklasik 52 pg/kg (Khallouki ve ark. 2003) dir. Argan
yaginda TYR disinda, valinik asit, ferrulik asit, syringic asit gibi farkli fenolik
antioksidanlar da bulunur (Cherki ve ark. 2005). Birgok antioksidan igermesi nedeniyle
argan ile ilgili yaymlar genellikle argan yaginin olasi antikanserojenik etkilerinin

arastirildig calismalardir.

Khallouki ve ark. (2003) 6zellikle argan yagimin antikanserojenik bir ajan olabilecegini
gostermistir. Drissi ve ark. (2006) ile Bennani ve ark (2007) gergeklestirdikleri
caligmalarda insan prostat kanseri hiicre hatlarinda argan yagmin antiproliferatif etki

gosterdigini bildirmislerdir.

Beyaz saraptaki tyrosol miktar1 ortalama olarak 11- 37,6 mg / L’ dir. Beyaz sarapta
Tyrosol disinda Hidroksityrosol, Sikimik asit, vanilik asit, kafeik asit, ferrulik asit,
kuamarik asit, quercetin gibi farkli antioksidanlar da bulunmaktadir (Bertellini ve ark.
2002). Bu zengin antioksidan icerigi ile ozellikle kardiyovaskiiler rahatsizliklara karsi

ve antikanser oOzelikleri iizerine gergeklestirilmis farkli calismalar bulunmaktadir.
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Perissinotto ve ark. (2010) 2303 erkek ile ger¢eklestirdikleri calismalarinda, 1limli sarap
tilketenlerin tiiketmeyenlere oranla, kardiyovaskiiler risk parametreleri agisindan (total
kolestrerol, HDL, LDL vb) daha diisiik risk igerdiklerini belirlemislerdir. Sarap ve
sarabin temeli olan tiziim ile ilgili olarak, 1limh tiiketiminin Kardiyovaskiiler
rahatsizliklarin yaninda, tip 2 diyabet ve cesitli kanser tiirleri ile diger kronik
komplikasyonlarin risk faktorlerini de diisiirdiigii belirlenmistir (Preuss ve ark. 2000,
Brooker ve ark. 2006, Castilla ve ark. 2006, Castilla ve ark. 2008, Vivantus ve Moreno
2008, Kar ve ark. 2009, Mellen ve ark. 2010, Feringa ve ark. 2011, Zhou ve Raffoul
2012).

Bunlarin disinda Vauzour ve ark. (2007) fare embriyolarindan hazirladiklart néron
hiicre kiiltiiriinde, peroksinitrit ile indiiklenmis yaralanmalara karsi beyaz sarabin

koruyucu bir etki gosterdigini belirtmiglerdir.

Mir6-Casas ve ark. (2001) dogal zeytinyagindaki TYR igerigini yaklagik 34,5 mg/L
olarak bildirmislerdir. Zeytin kuru agirliginda bu deger yaklasik 2 g / 100 g olarak

belirtilmektedir (Marisilio, ve ark 2001, Vivancos ve Moreno 2008).

Insanlar tarafindan ozellikle zeytin ve zeytinyag: ile aliman TYR’nin emiliminden
sonraki plazma konsantrasyonlari ve konjuge metabolit tipleri kesin olarak
bilinmemektedir ve arastirilmaya devam edilmektedir (Napolitano ve ark. 2010).
Ozellikle, gergeklestirilen hayvan deneyleri TYR’nin, biiyiik olasilikla O-metil
Hidroksityrosol’e metabolize oldugunu disiindiirmektedir ( Tuck ve Hayball 2002,
Napolitano ve ark. 2010).

Zeytin ve zeytinyaginda TYR disinda ¢ok cesitli farkli biofenolik antioksidanlar da
bulunmaktadir (Segura-Carretero ve ark. 2010). Bu antioksidanlardan 6nemli olan
bazilar1 sunlardir; Hidroksibenzoikasit, Dihidroksibenzoikasit, Gentisik asit, Vanilik
asit, Gallik asit, Syringik asit, Kumarik asit, Kafeik asit, Ferrulik asit, Sinapinik asit,
Hidroksityrosol, Hidroksifenil asetikasit, Hidroksifenil propanoikasit, Oleuropein,
Ligstrosid, Taksifelon, Apigenin, Luteolin, Pinoresinol (Owen ve ark. 2000a, Bianco ve
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ark. 2001, Carrasco-Pancorbo ve ark. 2004, 2005, 2006, 2007, Segura-Carretero ve ark.
2010).

Bu zengin antioksidan igerigi nedeniyle, zeytinyagmnin pek cok alanda kullanimi
bulunmaktadir.  Ornegin bircok farmakolojik formiilasyon ve kozmetik iiriiniinde
zeytinyagt ile karsilasmak miimkiindiir (Ruiz ve ark. 2010). Zeytinyagi iceren
kozmetiklerle  gergeklestirilen  calismalarda,  deride;  dermatitlerin,  c¢esitli
enfeksiyonlarin, aknelerin hatta seliilitlerin tedavisi i¢in olumlu sonuglar alinmigtir
(Ruiz ve ark. 2008, 2010). Zeytinyag1 yine zengin antioksidan igerigi nedeniyle pek ¢ok

antikanser ¢alismalarina da konu olmustur (Juan ve ark. 2010Db).

Kolorektal kanserler beslenme ile dogrudan iligkilidir (Levi ve ark. 1999, Watson
2006). Ozellikle diyetlerinde zeytin ve zeytinyag: agirlikta olan Akdeniz iilkelerinde
kolorektal kanserlerin insidansinin ve mortalitesinin  diger bati iilkeleriyle
kiyaslandiginda daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun temelinde de zeytin ve
zeytinyagindaki antioksidanlarin oldugu vurgulanmistir (Levi ve ark. 1999, Juan ve ark.
2010). Trichopoulou ve ark. (2000) beslenme tarzinin Akdeniz diyetine kaydirilmasi ile
kolorektal kanserlerin %25, Meme kanserlerinin %15, Prostat, Pankreas ve Endometrial
kanserlerin %10 oranlarinda azalabilecegini ileri siirmiiglerdir. Bu o6nemli etkinin
sebebinin de Akdeniz diyetinin merkezinde olan zeytinyagi oldugu belirtmislerdir
(Owen ve ark. 2000b, 2004). Bu baglamda zeytin, zeytinyagi ve igeriklerinin

antikanserojen 6zelliklerinin arastirildig1 pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Stoneham ve ark. (2000) calismalarinda 28 farkl iilkede kolorektal kanser insidansi ve
zeytin yagi kullanimi arasinda ters bir korelasyon oldugunu belirlemislerdir (Fabiani ve
Morozzi 2010). Benzer sekildeki ters korelasyonu, Martin-Moreno ve ark. (1994), La
Vecchia ve ark (1995), Trichopoulou ve ark. (1995), Garcia-Segovia ve ark. (2006)
meme kanserleri igin belirlemiglerdir (Fabiani ve Morozzi 2010). Norrish ve ark.
(2000), Hodge ve ark. (2004) gerceklestirdikleri caligmalarda ayni sekildeki ters
korelasyonu prostat kanserleri i¢in belirlemislerdir (Fabiani ve Morozzi 2010).
Franceschi ve ark. (1999) ise caligmalarinda oral kanserler ile zeytinyagi kullanimi

arasinda ters korelasyon belirlemislerdir (Fabiani ve Morozzi 2010). Bunlarin aksine iki
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farkli ¢alismada Franceschi (1999) zeytinyagi kullanimi ve prostat kanser insidansi
arasinda, Tzonou ve ark (1999)’da zeytinyagi kullanimi ve kolorektal kanserlerin
insidans1 arasinda herhangi bir korelasyon belirleyememislerdir (Fabiani ve Morozzi
2010).

Bartoli ve ark (2000) gergeklestirdikleri calismada zeytinyaginin, sicanlarda kolon
kriptlerinin ve kolon karsinomanin gelisimini engelledigini gostermislerdir. Juan ve ark.
(2010) zeytin meyve ckstraktlarmin  ve zeytinyagindaki Onemli pentasiklik
triterpenlerden olan, Eritrodiol, Olenoik asit ve Maslinik asidin antikanserojenik
etkilerini arastirmislardir. Insan kolon kanseri hiicre hatti olan HT-29 hiicrelerinin
kullanildig1 bu ¢alismada hem zeytin meyve ekstrakti hem de pentasiklik triterpenler

kanser hiicrelerinde proliferasyonu azaltmis ve apoptozisi arttirmistir.

Ozellikle Hidroksityrosol’iin antikanserojen etkilerinin arastirildigi farkli calismalar
bulunmaktadir. Ragione ve ark. (2000) Insan Promiyolatik Lékemi hiicre hatt: olan HL-
60 hiicrelerinde Hidroksityrosol’iin antiproliferatif etki gosterdigini belirlemislerdir.
Fabiani ve ark. (2002, 2008) yine HL-60 hiicrelerinde Hidroksityrosol’iin hiicre siklusu
kontrol proteinlerine etki ederek proliferasyonu ve hiicre biiylimesini engellediklerini
belirlemislerdir. Hashim ve ark. (2008) ¢alismalarinda Hidroksityrosol’iin HT115 insan

kolon kanseri hiicrelerinde metastasi engelledigini gostermislerdir.

Zeytin, zeytinyagl ve igerikleri ile gergeklestirilmis genotoksite ve antigenotoksite

caligmalar1 da bulunmaktadir.

El-Nahas ve ark. (1993) sicanlarda radyasyonla indiikledikleri kromozom kiriklarina
kars1 zeytinyaginin, E vitamininden daha etkili bir koruma sagladigini belirlemislerdir
(Antunes ve Bianchi 2010). Antunes ve Takahashi (1999) vyine siganlarda
Doksorubusin tarafindan indiiklenmis kromozom aberasyonlarinin zeytinyag ile
indirgendigini gostermiglerdir. Evangelista ve ark. (2004, 2006) sican kemik iligi
kromozom aberasyonlar1 testi ile gerceklestirdikleri calismalarinda zeytinyaginin
herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkisinin bulunmadigini gostermislerdir. Rojas-

Molina ve ark. (2005) calismalarinda Drosophila SMART (Somatic Mutation and
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Recombination Test) yontemini kullanarak soya yagi, susam yagi ve zeytinyaginin
mutajenik etkilerini arastirmislardir. Sonucta, susam ve soya yagmin aksine, dogal
zeytinyaginin herhangi bir mutajenik etkisinin bulunmadigini belirlemislerdir. Nousis
ve ark. (2005) ¢alismalarinda T- lenfotik Jurkat hiicrelerinde komet yontemi ile H,O,
tarafindan indiiklenmis DNA hasar1 {izerine zeytinyaginin antigenotoksik etki
gosterdigini belirtmiglerdir. Ancak ayni ¢alismada 100 pg/ ml’nin tizerindeki zeytinyagi
dozlarinin genotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir. Nousis ve ark. (2005) PC3 insan
prostat kanser hiicre hattinda, zeytin fenolikleri olan Hidroksityrosol, Tyrosol ve Kafeik
asitin genotoksik etkilerini ve H;0, tarafindan indiiklenmis DNA hasar1 {lizerine
antigenotoksik etkilerini Komet yontemi kullanarak arastirmiglardir. Sonugta her {i¢
fenolik bilesigin de genotoksik olmadigini, aksine her {i¢iiniin de antigenotoksik
oldugunu belirtmislerdir. Gill ve ark. (2005) HT29 insan kolon kanseri hiicre hattinda
komet testini kullanarak zeytinyagmin fenolik ekstraktlarinin, H,O, tarafindan
indiiklenmis DNA hasarlarini azalttiklarin1 belirlemiglerdir. Grasso ve ark. (2007) insan
periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde H,O, tarafindan indiiklenmis DNA hasarlarina karsi
hidroksityrosol’iin antigenotoksik etkisini aragtirmiglardir. Hidroksityrosol’tin H,O,
tarafindan indiiklenmis DNA hasarlarina karsi, antigenotoksik etki gosterdigini

belirlemiglerdir.

Weinbrenner ve ark. (2004) 12 saglikli erkek dondrle 4 giin siireli bir ¢aligma
gerceklestirmiglerdir. Giinde 25 ml zeytinyag: tiikketen donorlerin lenfositlerinde 8- 0xo-
dG (8 — Oksijen deoksiguanozin) miktarlarinda azalma belirlemislerdir. Benzer sekilde
Machowetz ve ark. (2007) 182 saglikli erkek donérle 3 hafta siiren bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Calismada dondrler, giinde 25 ml zeytinyagi tiiketmistir.
Donorlerin lenfositlerinde 8- oxo0-dG (8 — Oksijen deoksiguanozin) miktarlarinda

azalma belirlenmistir.

Hillestrom ve ark. (2006) caligmalarinda 3 hafta siire ile giinde 25 ml zeytinyag: tiiketen
28 saglikli erkek dondriin trinlerinde Etano-DNA adduct seviyelerini arastirmislardir.
Ancak zeytinyagi tiiketiminin bu parametre {izerine herhangi bir etkisini
belirleyememisglerdir. Salvini ve ark. (2006) 8 hafta siire ile giinde 50 g zeytinyagi

tilketen postmenopozal donemdeki 10 goniilli kadinla gerceklestirdikleri ¢alismada
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komet yontemi ile lenfositlerde DNA hasari arastirmiglardir. Sonug olarak zeytinyagi

tiiketiminin DNA hasarini azalttigin1 belirlemislerdir.

2.4.2.Karnosik asit (KAR)

Kimyasal formiilii CyoH2304 ((4aR,10aS)-5,6-dihidroksi-1,1-dimetil-7-propan-2-yl-
2,3,4,9,10,10a-hekzahidrofenanteren-4a-karboksilik asit) molekiiler agirligi 332,43
g/mol, CAS numarasi; 3650-09-7 olan karnosik asitin genel kimyasal yapis1 Sekil 2.21

de gosterilmistir.

Sekil 2.25. Karnosik asit’in Kimyasal yapist (Anonim 2012d)

Karnosik asit, Lamiaceae familyasindan biberiye (Rosmarinus officinalis) ve Adacay1
(Salvia officinalis) bitkilerinde bulunan bir diterpendir. (Wenkert ve ark. 1965,
Aeschbach ve ark. 1990, Schwarz ve Ternes 1992. Aruoma ve ark 1992, Cuvelier ve
ark. 1994, Frankel ve ark. 1996. Cuvelier ve ark. 1996, Bosch ve ark. 1999, Masuda ve
ark. 2001, Munne’- Del Ban“o ve ark. 2004, Del Bano ve ark. 2006). Shan ve ark.
(2005) gergeklestirdikleri ¢alismada biberiye ekstraktlarinda kuru agirlik olarak KAR
miktarint 655,2 mg/100g Adagay1 ekstraktlarinda ise KAR miktarini yine kuru agirlik
olarak 273,8 mg/100g olarak belirlemislerdir.

Dogrudan KAR ile gergeklestirilmis ¢caligmalar sinirl sayida olsa da biberiye ve adagay1
ekstraktlari ile gerceklestirilmis pek ¢ok calisma bulunmaktadir.
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Adacayinda KAR disinda, ekstraktlara atioksidan 6zellik kazandiran farkli kimyasallar
da bulunmaktatir. Bunlarin 6nemli olanlar;; Rosmarinik Asit, Syringic Asit, P
Koumarik Asit, Kafeik Asit, Resveratrol, Astringin, Katesin, Epikatesin, Kaempferol,

Kuersetin, Luteolin, Apigenin seklinde siralanabilir (Generalic ve ark. 2012).

Adacaymin ve ekstraktlarinin, ¢esitli etkileri iizerine gergeklestirilmis pek ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin, Rutherford ve ark. (1992) ile Kavvadias ve ark. (2003)

caligmalarinda adagayinin sedatif ve hipnotik etkilerini ortaya koymuslardir.

Akhondzadeh ve ark (2003) galismalarinda ada ¢ay1 ekstraktlarinin hafiza giiclendirici
etkilerini ortaya koymuslardir. Adagay1 bitkisinin ekstraktlari ile ilgili, 6zellikle hafiza
gliclendirici etkisine yonelik pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Kennedy ve ark. (2006),
Scholey ve ark. (2008), Moss ve ark. (2010) benzer ¢alismalarla Salvia ekstraktlarinin
hafiza giliclendirici etkilerini ortaya koymuslardir. Salvia ekstraktlarinin hafiza
giiclendirici etkisini daha once gerceklestirdikleri caligmalarla ortaya koyan; Perry ve
ark. (1996, 2000, 2003), Savelev ve ark. (2003) Salvia ekstraktlarinin Alzheimer
hastaliginin semptomatik tedavisinde kullanilabilecegini 6nermislerdir. Rodriguesa ve
ark. (2012) gergeklestirdikleri caligmada Salvia ekstraktlarinin Antinociceptiv (agrili
uyaranlara karsi duyarliligin azalmasi) ve anti-inflammatuar etkiye sahip olduklarini
belirtmislerdir. Amin ve Hamza (2005) gergeklestirdikleri ¢alismalarinda Azathioprin
tarafindan indiiklenen hepatotoksisitenin Salvia ve Rosmery ekstraktlar1 tarafindan
azaltildigini belirlemislerdir. Bunlarin disinda Mayer ve ark. (2011) gerceklestirdikleri
olgu sunumunda Salvia ekstraktinin bir dermal allerji tiirii olan kontakt dermatit

gelisimine neden oldugunu belirtmislerdir.

Salvia ekstraktlarinin, karsinogenez ve timdr biiyiimeleri lizerine etkileri, kanser
tedavisinde yardimci etkileri, antikanser ve antigenotoksik etkilerinin arastirildig

caligmalar da bulunmaktadir.

Loizzo ve ark. (2007) gergeklestirdikleri ¢alismada, amelanotik melanoma C32, renal
hiicreli adenokarsinoma ACHN, hormon-bagimli prostat karsinoma LNCaP ve MCF-7

meme kanser hiicre hatlarin1 kullanmiglardir. Arastirmacilar, bu ¢alismalarinda Salvia
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ile birlikte ¢esitli bitkilerin esansiyel yaglarinin bu hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik
etkilerini siilfordamin B (SRB) yontemi ile aragtirmislardir. Salvia esansiyel yaglarmin
GC (Gaz kromatografisi) analizlerinde Karnosik asit i¢cermedigini belirlemislerdir.
Salvia nin ICsg konsantrasyonlarin1 pg/ml cinsinden, C32 hiicreleri i¢in 367,43 + 1,5,
ACHN hiicreleri igin 108,70 + 1,2 olarak belirlemislerdir. LNCaP ve MCF-7 hiicreleri
icin ise denedikleri 6 farkli bitkinin esansiyel yaglarinin hepsinin ICso degerlerinin
pozitif kontrol olarak kullanilan Vinblastin ve Taxol’den daha yiiksek ¢iktigini
belirlemislerdir. C32 hiicrelerinde, Karnosik asit igermeyen Salvia yaglarmin IC50
konsantrasyonunun, denenen 6 farkli bitki i¢inde en yiiksek deger oldugunu, ACHN

hiicreleri i¢in ise 4. en yliksek deger oldugunu belirlenmistir.

Lima ve ark (2007) ger¢eklestirdikleri ¢calismalarinda, Salvia ekstraktinin, Hepatoseliiler
karsinoma hiicre hatti olan HepG2 hiicrelerinde, ter-butil hidroperoksit (t-BHP)
tarafindan indiiklenen toksisiteye karsin etkilerini arastirmislardir. Sonug olarak Salvia
ekstrarktlarinin HepG2 hiicrelerini, t-BHP tarafindan indiiklenen hiicre dliimiine, lipid
peroksidasyonuna ve Glutatyon S Transferaz (GST) enzim eksikligine kars1 korudugunu
belirlemislerdir. Arastirmacilar bulgularina dayanarak, in vivo modellemelerle, gesitli
Karaciger hastaliklarina karsit Salvia ekstraktlarinin koruyucu etkilerinin arastirlmasi

gerektigini vurgulamiglardir.

Xavier ve ark. (2009) calismalarinda Salvia ekstraktlarinin, MAPK/ERK ve PI3K/Akt
sinyal iletim yolaginda farkli mutasyonlara sahip, insan kolorektal kanser hiicre hatlar
olan HCT15 ve CO115 hatlar1 iizerine antikanserojenik etkilerini arastirmislardir.
Arastirmada MTT, Tunel ve western blot yontemleri kullanilarak Salvia ekstrakinin
proliferasyon, apoptoz ve sinyal iletim yolagi lizerine etkileri arastirilmistir. Salvia
ekstrakti her iki hiicre hattinda da apoptozisi indiiklerken, proliferasyonu sadece HCT15
hiicrelerinde inhibe edebilmistir. Mutant K-ras nedeniyle siirekli boliinme sinyali ileten
HCT15 hiicrelerinde Salvia ekstrakti ERK fosforilizasyonunu inhibe ederek
proliferasyonu durdurmustur. Salvia ekstraktinin bu antiproliferatif etkisi ve apoptotik
etkisi lizerine Xavier ve ark. Salvia’min antikanserojen bir ajan olarak

kullanilabilecegini 6n gérmiislerdir.
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Patenkovic ve ark (2009) calismalarinda Salvia ekstraktinin antimutajenik etkisini
arastirmilardir. Calismada mutajenik ajan olarak Metil metan Siilfonat (MMS)
kullanilmistir. Yontem olarak ise Drosophila melanogaster somatik mutasyon ve
rekombinasyon test (SMART) yontemi kullanilmistir. Sonug olarak Salvia ekstraktinin
MMS tarafindan indiiklenmis mutasyonlar1 indirgedigi belirlenmis ve Salvia

ekstraktinin kuvvetli bir antimutajenik ajan oldugu vurgulanmistir.

Keshavarz ve ark. (2010) calismalarinda Insan Umbilikal vena endotelial hiicreleri
(HUVEC) ve Sican aorta modeli kullanarak farkli ¢ézgenlerle hazirlanmig Salvia
ekstraktlarinin antiangiogenetik etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada Salvia’nin
Etanol ve hekzan ekstraktt hem HUVEC hiicrelerinde hem de sigan aorta modelinde
kapiler tiip formasyonunu inhibe etmistir. Bu bulgularina dayanarak Keshavarz ve ark.
Salvia’nin 6zellikle kanser tiimorlerinin biiyiimesinde ve metastazinda énemli bir siire¢
olan angiogenez siirecine karsin kullanilabilecek bir antiangiogenetik ilag olarak

kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Ramos ve ark (2012) gerceklestirdikleri calismalarinda ise Salvia ekstraktlarinin HCT15
ve COI115 kolon kanseri hiicre hatlarinda DNA hasar1 olusumuna karsi etkilerini
aragtirmiglardir. DNA hasar ajani olarak H,O, N-metil-N-nitrosure (MNU) ve 1,3-bis-
(2-chloroethyl)-1-nitosourea (BCNU) kullanmiglardir. DNA hasar 6lgiimlerini ise
komet yontemi ile gerceklestirmislerdir. Sonuc¢ olarak ise Salvia ekstraktlarinin
yukaridaki ajanlar tarafindan olusturulan DNA hasarlarii  indirgediklerini

belirlemislerdir.

Bauer ve ark. (2012) gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, Salvia officinalis yapraklarinin
etilasetat ekstraktlarindan elde ettikleri karnosol ve karnosik asit’in insan periferik kan
lenfositleri ve Akciger epitel adenokarsinom hiicreleri olan AS549 hiicrelerinde,
Prostaglandin E2 (PGE2) lizerine etkilerini arastirmiglardir. Eicosanoilerden (Hormon
benzeri etkileri olan yag asidi tiirevi 20 karbonlu bilesik) olan PGE2 inflamasyon ve
tiimorogenesisde rol oynamaktadir (Koeberle ve Werz 2009). PGE2 Serbest arasidonik
asitten PGE2 sentaz-1 (PGES-1) veya isenzimi olan COX-2 (Siklooksijenaz) enzimleri

tarafindan sentezlenir. Her iki izoenzimde proinflamatuar durumlar tarafindan indiiklene
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bilmektedir ve pek ¢ok kanser tiiriinde overekspresse olmaktadir. COX -2 ve PGES-1 in
inhibisyonu, inflamasyonu, atesi, agriy1 indirgedigi kadar, tlimdrogenesisi ve metastasi
da indirgemektedir (Smith ve ark. 2000, Koeberle ve Werz 2009, Radmark ve
Samuelsson 2010). Bauer ve ark. (2012) ¢alismalarinda PGES-1 ‘in Salvia dan elde
edilen Karnosol ve Karnosik asit tarafindan kuvvetli bir sekilde inhibe edildigini
gostermislerdir. Bu neddenle arastirmacilar hem Karnosol hem de Karnosik asit’in

antikanserojenik ve anti inflamatuar ajan olarak kullanilabilecegini vurgulamaktadirlar.

Vandecasteele ve ark. (2012). Androjen yoksunlugu terapisi uygulanan prostat kanserli
hastalara, 4 hafta boyunca giinde ii¢ sefer, oral olarak 150 mg Salvia ekstrati
kullandirmislardir. Calismada, Salvia ekstraktlarinin, Androjen yoklugu terapisinin en
onemli yan etkisi olan sicak basmasi sikdyetine etkisi arastirilmistir. Arastirmacilar,

Salvia ekstraktinin sicak basmasi sikayetini azalttigini belirlemislerdir.

KAR’m daha ¢ok miktarda bulundugu Rosmarinus officinalis bitkisi ile de

gerceklestirilmis pek ¢cok benzer ¢alisma bulunmaktadir.

Ornegin biberiye ekstraktlart kullanilarak gerceklestirilmis antimikrobiyal aktivite
calismalar1 bulunmaktadir. Giner ve ark. (2012) yaptiklart ¢alismada biberiye
ekstraktlarinin da bulundugu cesitli bitkisel ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal
etkilerini arastirmuslardir. S. aureus, Bacillus cereus, E. coli, Enterobacter aerogenes,
Salmonella enterica, gibi bakteriler ile Pichia anomala, Pichia membranaefaciens
Saccharomyces cerevisiae, C. albicans, P. digitatum, A. niger gibi mantarlarin {izerine
biberiye ekstraktlarinin ¢esitli dozlarinin antibakteriyel ve antifungal etki gosterdiklerini
belirlemislerdir. Jordan ve ark. (2012) caligmalarinda biberiye ekstraktlarinin Listeria
monoytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli

bakterileri lizerine antimikrobiyal aktivitesini gostermislerdir.

Posadas ve ark. (2009) calismalarinda biberiye ekstraktlarinin yaslanma {izerine
etkilerini arastirmiglardir. Calismada 20 aylik Wistar siganlar kullanilmistir. Siganlar, 12
hafta siire ile %0,2 ve %0,02 oraninda biberiye ekstrakti iceren besinle beslenmislerdir.

Diseksiyon sonrasinda Kalp ve Beyin (Korteks ve Hipokampus) dokularinda, Katalaz,
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Glutatyon peroksidaz, Siiperoksid dismutaz ve Nitrik oksid sentaz enzim aktiviteleri
analiz edilmistir. Ayrica bu dokularda, Lipid peroksidasyon ve ROS diizeyleri
belirlenmistir. Arastirmacilar biberiye ekstraktlarinin  beyin dokularinda lipid
peroksidasyonunu azalttigim1 bulmuslardir. Kalp ve korteks dokusundaki Katalaz
aktivitesinin biberiye tarafindan diistirtildigi belirlenmistir. Yine biberiyenin Nitrik
oksid sentaz aktivitesini kalp dokusunda azalttigini belirlemislerdir. Bununla birlikte
biberiyenin hipokampusdaki ROS seviyesini de diistirdiigiinii belirlemislerdir. Genel
olarak, biberiye ekstraktinin kalp ve beyin dokusunda, lipid peroksidasyonu ve ROS
seviyesini azaltmistir. Bunun disinda, ROS ve Lipid peroksidasyon seviyelerini beyin
dokular1 arasinda farkli bulmuslardir. Arastirmacilar, ¢calismada elde ettikleri sonuglara
dayanarak biberiye takviyesinin yasl si¢canlarda oksidatif stres kosullarini iyilestirdigini

vurglamiglardir.

Biberiye ekstraktlarinin, kanser iizerine etkilerinin arastirildigi pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Ngo ve ark (2011) bu konu ile ilgili bir derleme hazirlamislardir.
Aragtirmacilar, 1996 yilindan Mart 2010 tarihine kadar gergeklestirilmis, biberiye ve
cesitli kanserler tiizerine etkilerini igeren c¢alismalarin derlemesinde 8’i hayvan
deneylerine dayali 28’i in vitro olan toplam 36 c¢alisma belirlemislerdir. Bu

caligmalardan direkt biberiye ekstrakti kullanilanlar asagida 6zetlenmistir.

Singletary ve Nelshoppen (1991) calismalarinda 32 giinliik, 20 sicandan olusan deney
grubu kullanmiglardir. Dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) ile olusturulan meme tiimérleri
tizerine biberiye ekstraktlarinin etkisini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak biberiye

ekstraktlarinin, tiimorleri yaklasik %47 oraninda indirgedigini belirlemislerdir.

Huang ve ark. (1994) calismalarinda, farelerde benzo(a)piren (B(a)P)/ 12-O-tetra
decanonilforbol-13-asetat (TPA) ve DMBA / TPA ile indiikleri epidermel tiimorler
tizerine topikal olarak uyguladiklari, biberiye ekstraktlarinin, Karnosol ve Ursolik asidin
antikanserojenik etkilerini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak, biberiye ekstraktlari
uygulanan doza bagli olarak, fare basimma epidermal tiimor sayisim %40 ile %99
oraninda indirgemistir. Karnosol uygulamalari i¢in bu oran yine doza bagli olarak %38 -

%78 olarak belirlenirken Ursolik asit i¢in % 61- % 45 olarak belirlenmistir.
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Offord ve ark. (1995,1997) calismalarinda, biberiye ekstraktlarinin, benzo(a)piren ve
Aflatoksin B1 (AFB1) ile indiiklenmis oksidatif strese karsin antioksidan ve antikanser
etkilerini insan bronsial epitel hiicreleri olan B.CMVIA2 ve B.CMV3A4 hiicrelerinde
ve akciger epitel hiicreleri olan T.CMVIA2 ve T.CMV3A4 1131 hiicrelerinde
aragtirmiglardir. Sonu¢ olarak arastimacilar, 5 pg/mL’lik biberiye ekstraktlarinin
antikanser ve antioksidan Ozelliklerini belirlemislerdir. Biberiye ekstraktlarinin bu
Ozelliklerini gosterirken faz 1 enzimlerinden sitokrom p450°’yi katalizleyerek
prokarsinojenlerin metabolik aktivitelerini inhibe ettigini ve GST gibi faz Il enzimlerini

katalizleyerek detoksifikayonu indiiklediklerini belirlemislerdir.

Singletary ve ark. (1996) 36 giinliik 5-8 sicandan olusan gruplarla gergeklestirdikleri
caligmalarinda, DMBA ile indiiklenmis, palpasyon ile hissedilen meme adenokarsinomu
tizereine % 0,5 lik biberiye ekstraktinin ve intraperitonal (ip) olarak uyguladiklart 100
mg/kg ve 200 mg/kg Karnosol’iin antikanserojenik etkilerini arastirmislardir.
Arastirmacilar, sonu¢ olarak hem biberiye ekstraktinin hem de Karnosol’iin palpe

edilebilen timor sayisini azalltigini belirlemislerdir.

Amagase ve ark. (1996) 36 giinliik, 4-5 sicandan olusan gruplarla DNA adduct
olusturan DMBA’nin sican meme dokusu hiicrelerinin DNA larindaki DNA adduct
miktari iizerine %0,5-1 lik biberiye ekstraktinin etkisini arastirmislardir. *P yontemi ile
belirledikleri DMBA-DNA adduct miktar1 {izerine %0,5 lik biberiye ekstraktlarinin
daha yiiksek bir indirgeyici etki gosterdiklerini belirlemislerdir. Bunun iizerine
arastirmacilar biberiye ekstraktlarinin doz’a bagli olarak sigan meme dokusu

hiicrelerinin DNA’sin1 korudugunu vurgulamiglardir.

Singletary ve Rokusek (1997) calismalarinda, 7 haftalik, 12 farede viicut agirligimin
%0,6 oranindaki biberiye ekstraktinin mide ve karacigerdeki Glutatyon S Transferaz ve
Oksijen Reduktaz enzimlerinin aktivitesine etkisini aragtirmiglardir. Biberiye
ekstraktlarinin bu enzimlerin aktivitelerini arttirdiklarin1 belirleyen arastirmacilar,
biberiyenin, fare karaciger ve midesini karsinojenik ve/ veya toksik ajanlardan koruma

potansiyeline sahip oldugunu vurgulamislardir.
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Kitano ve ark. (2000) calismalarinda, 7 haftalik, 15 sicanda Dietilnitrozamin ile
indiiklenmis hepatokarsinogenesis iizerine 5 giin siiresince giinde 10 mg/kg olacak
sekilde oral olarak verilen biberiye ekstraktinin etkisini arastirmiglardir. Biberiye
ekstraktin sican karacigerinde cm®’ye diisen Dietilnitrozamin tarafindan iindiiklenen

Glutatyon S Transferaz aktivitesini indirgedigini belirlemislerdir.

Salemonova ve ark. (2002) gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, Kolon kanser hiicre hatti
olan CaCo-2 ve Hamster akciger hiicre hatti olan V79 hiicrelerinde, H,O, ve goriiniir
151k tarafindan olusturulan, Metilen mavisi ile belirlenebilen DNA hasarlar1 tizerine
biberiye ekstraktlarinin etkisini komet yontemi ile arastirmiglardir. Arastirmacilar
calismalarinda hiicreleri maruziyetten 24 saat 6nce 0,3 pg/ml ve 2 saat dnce 30 pg/ml
etanolik biberiye ekstraktlarina maruz birakmislardir. Sonug olarak her iki muamele
grubunda da biberiye ekstraktlarinin, H,O, ve goriiniir 151k tarafindan olusturulan,

Metilen mavisi ile belirlenebilen DNA hasarlarini indirgedigini belirlemislerdir.

Leal ve ark (2003) gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, K562 (16semi), MCF7 (meme),
NCIADR (multi ilag resistant meme), NCI460 (akciger), UACC62 (melanoma),
OVCAR (ovaryum), HT29 (kolon), PCO3 (prostat), 786 (bobrek) olmak tizere dokuz
farkli kanser hiicre hattinda 0,25; 2,5; 25 ve 250 ug/mL’lik biberiye ekstrakti dozlarini
kullanarak siilforodamin B (SRB) yontemi ile antikanser aktivite arastirimislardir.
Arastirmacilar bunun yaninda antioksidan aktivite de 6lgmiisler, biberiye ekstraktlarinda
yiiksek oranda antioksidan aktivite belirlemislerdir. Ancak c¢aligilan biberiye dozlarin
tamaminin, kullanilan hiicre hatlariin hi¢ birinde anti kanser aktivite gdstermedigini

belirlemislerdir.

Visanji ve ark. (2006) gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda, 500-1000 mg/kg’lik biberiye
ekstraktlarinin, farelerde DMBA tarafindan indiiklenen epidermal kanserlere karsin
etkileri aragtirllmistir. Aragtirmacilar, sonug olarak biberiye ekstraktlarinin, epidermal

tiimdrlere karsin indirgeyici etkileri oldugunu belirlemislerdir.
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Biberiye ekstraktlar1 yerine KAR’mn kullanildig1 benzer ¢alismalar da bulunmaktadir.

Bu caligmalardan 6rnekler asagida verilmistir.

Fiander ve Schneider (2000) ¢alismalarinda, insan beyin néroblastoma hiicreleri olan
IMR-32 hiicrelerinde H,O, tarafindan indiiklenen okasidatif strese karsin KAR’in
etkilerini GST aktivitesini Ol¢erek arastirmiglardir. Ayn1 zamanda MTT yoOntemi ile
KAR’1n antiproliferatif etkileri de arastirllmistir. Bu ¢alismada, arastirmacilar KAR’1n
proliferasyonu indirgedigi ayn1 zamanda GST aktivitesini arttirarak hiicreleri oksidatif

stresten korudugunu belirlemistir.

Steiner ve ark. (2001) calismalarinda, insan miyaloid l6semi hiicreleri olan HL-60 ve
U937 hiicrelerini kullanarak KAR’mn antiproliferatif etkilerini arastirmislardir. Sonug
olarak KAR igin ICsg degerini 6-7uM olarak belirlemislerdir. Arastirmacilar, KAR’ 1
I6semi hiicrelerinde tek basina antiproliferatif ajan olarak ve farkli, dogal antikanser
bilesiklerle birlikte biiylime inhibitérii ve diferansiyasyonda etkili ajan olarak

kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Offord ve ark. (2002) gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, 26 yasinda bir erkekten
kokenlenen insan dermal fibroblast hiicre kiiltiirlerinde, UVA harabiyetine karsin
KAR’mm etkilerini arasgtirmislardir. Calismada KAR’m 0,3 ve 3 uM’lik
Konsantrasyonlari kullanilmigtir. Aragtirmacilar UVA tarafindan indiiklenen Kollagenaz
metalloproteinaz 1 (MMP-1) ve heme-oksigenaz | (HO-1) genlerinin ekspresyonuna
KAR’mn etkilerini arastirmiglardir. Arastirmacilar gerek UVA’nin hasarinin belirteci
olarak kullandiklar1 MMP-1 gerekse oksidatif stres belirteci olarak kullandiklar1 HO-1
genlerinin  ekspresyonunun KAR tarafindan indirgendigini  belirlemislerdir.
Bulgularindan haraketle arastirmacilar KAR’m fotoprotektif etkiye sahip bir

antioksidan oldugunu vurgulamislardir.
Danilenko ve ark (2003) gerceklestirdikleri calismalarinda, insan miyaloid l6semi

hiicreleri olan HL-60 hiicrelerinde 1a,25-dihidroksivitamin D3 (1,25D3) ile birlikte
KAR kullanildiginda, diferansiyasyonu pozitif etkiledigi belirlenmistir. Arastirmacilar
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buradan haraketle KAR’in Vitamin D ile birlikte miyaloid ldseminin tedavisinde

kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Sancheti ve Goyal (2006a,b), Sharabani ve ark. (2006) calismalarinda insan miyaloid
16semi hiicreleri olan HL60 ve U937 hiicrelerinde, kemoteropatik ajan olan 1a,25-
dihidroksivitamin D3 (1,25D3)’iin diisiik dozlarinin KAR ile birlikte kullanilmasiyla
antiproliferatif etkinin kuvvetlendigini gostermislerdir. Ayni sekilde farelerle
gerceklestirdikleri ¢alismalar ile yine KAR’in in vivo da da antikanserojenik etkiyi

kuvvetlendirdigini belirlemisleridir.

Del Bano ve ark. (2006) gergeklestirdikleri calismalarinda, KAR, Karnosol ve
Rosmarinik asitin insan lenfositlerinde radioprotektif etkilerini MN yontemi kullanarak
arastirmiglardir. Uygulamalar1 y 1s1n1 ile 1sinlamadan 6nce ve sonra olmak lizere iki
farkli sekilde gergeklestirmislerdir. Her iki uygulama seklinde de y 1sininin arttirdig
MN frekansi lizerine indirgeyici etki gosteren bilesikler sadece KAR ve Karnosol
olmustur. Buradan haraketle arastirmacilar, KAR’in antimutajenik bir ajan olduguna

vurgu yapmiglardir.

Costa ve ark. (2007). Insan Hepatoblastoma hiicreleri olan Hep G2 hiicrelerinde AFB1
ile indiiklenen sitotoksisite ve genotoksisite lizerine KAR’1n etkisini arastirmislardir.
Arastirmacilar KAR’ 1n 10, 20, 30 uM’lik dozlarimi kullanmislardir. Hiicre canliligini
Alamar Blue (AB) yontemi ile DNA hasarlarin1 ise 8- oxo-dG Elisa Kiti ile
belirlemislerdir.  Arastirmacilar, sonu¢ olarak AFBI1 tarafindan indiiklenen
sitotoksisiteyi, 10, 20, 30 uM’lik KAR dozlarinin sirastyla; %16, %26, %63 oraninda
azalttigin1 belirlemislerdir. Bununla birlikte 30 pM’lik KAR dozunun AFBI tarafindan
indiiklenen 8- 0X0-dG miktarin1 da %57 oraninda azalttigini belirlemislerdir. Sonug
olarak arastirmacilar KAR’ i AFBI1 toksisitesine karsin kimyasal engelleyici olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Satoh ve ark. (2008) calismalarinda KAR’1in noéroprotektif etkilerini arastirmislardir.
Aragtirmacilar KAR’m, Keapl/Nfr2 transkripsiyonel yolakta spesifik Keapl sistein

kalintilarina ~ baglanarak noéron  hiicrelerini  oksidatif stresden  korudugunu
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belirlemislerdir. Arastirmacilar bulgularina dayanarak KAR’mn yeni tip noroprotektif

elektrofilik bilesik oldugunu vurgulamislardir.

Takahashi ve ark. (2009) gergeklestirdikleri galismalarinda fare preadiposit hiicreleri
olan 3T3-L1 hiicrelerinde 6zellikle faz Il enzim genlerinin ve glutatyon metabolizmasi
genlerinin  ¢cDNA mikroarrayi ile KAR’in diferansiyasyon {iizerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Arastirmacilar, KAR’in intraseliiler Glutatyon (GSH) seviyesini
arttirdigini belirlemislerdir. Calismada, Preadipositlerin, adiposite doniisiimiinde kritik
bir role sahip olan GSH seviyesindeki artis sayesinde preadipositlerin adiposit
hiicrelerine farklilasamadigini belirlenmistir. Bulgulari 1s18inda, arastirmacilar KAR’1n

obezite iligkili hastaliklara kars1 potansiyel bir ilag olabilecegini vurgulamislardir.

Yu ve ark. (2009) gerceklestirdikleri calismalarinda insan promonositik 16semi
hiicreleri olan U937 hiicrelerinin IL-1 B (interlokin 1 ) uygulanmig insan umbilikal
vena endotel hiicreleri (HUVEC) ile adezyon etkilesimleri lizerine 10 ve 20 umol/L
dozlarda KAR’mn etkilerini adezyon molekiillerinin ekspresyonunu analiz ederek
arastirmiglardir. Arastirmacilar, IL-1p tarafindan indiiklenen adezyon molekiillerinin
ekspresyonunun KAR tarafindan indirgendigini belirlemislerdir. Buradan haraketle,

KAR’1n antiinflamatuar etkili bir bilesik oldugunu vurgulamislardir.

Nabekura ve ark. (2010) g¢alismalarinda, KB C2 multi ila¢ direngli insan servikal
karsinoma hiicrelerini kullanmiglardir. KAR, Karnosol, Rosmarinik asit, Ursolik asidin
50 uM dozlarmin bu hiicrelerdeki ilag akis transfer proteinleri olan P-glikoproteinler ve
ilag resistan proteinleri tizerine etkilerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar sonug olarak,
ozellikle KAR’mn ilag akis transfer proteinlerini inhibe ettgini belirlemislerdir.
Bulgularina dayanarak ozellikle KAR gibi biberiye fitokimyasallarinin kemoterapide
anti kanser ilaclarin etkisini arttirici olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir. Yine aym
calismada insan melanoma hiicreleri olan M14 ve A375 hiicreleri lizerinde biberiye
ekstraktinin 10-80 uM’lik dozlarinin etkisi aragtirilmistir. Biberiye ekstraktinin bu
hiicrelerde proliferasyonu ve DNA hasarini inhibe ettigini, apoptozisi ise indiikledigini

belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada Tyrosol’tin 3 farkli dozunun genotoksik etkisi ile birlikte, Mitomisin C
(MMC) ve Siklofosfamid (SKF) tarafindan indiiklenen genotoksik etkiye karsin
antigenotoksik etkisi, in vivo olarak fare kemik iligi hiicrelerinde MN, CA ve Komet
testleri ile arastirildi. Ayni sekilde Tyrosol’iin 3 farkli dozunun genotoksik etkisi ile
birlikte, MMC ve 4 Hidroperoksisiklofosfamid (*SKF) tarafindan indiiklenen
genotoksik etkiye kars1 antigenotoksik etkisi, in vitro olarak insan periferik kan lenfosit
hiicrelerinde MN, CA, SCE ve Komet testleri ile arastirildi. Calismada ayrica Karnosik
asit’in ¢ farkli dozunun genotoksik etkileri ile birlikte, MMC ve *SKF tarafindan
indiiklenen genotoksik etkiye kars1 antigenotoksik etkisi, /n vitro olarak insan periferik
kan lenfosit hiicrelerinde CA, MN, SCE ve Komet testleri kullanilarak arastirildi.

3.1. Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Cozeltiler

Etiiv (LEEC). Santrifiij (Niive, Hettich). Vorteks ( Velp; vortex classic). pH metre
(Hanna; HI 221). Hassas terazi (Shimadzu; AUW220D). Kaba terazi ( Radwag;
WTB2000). Pastor Firint (Elektromag). Isiticili manyetik karistirict (Mtops MS300HS).
Ultra saf su cihazi (MP; Minipure Destup). Laminar flow. Isik mikroskobu (Zeiss Primo
Star. Olympus CX21. Nikon Eclipse E100). Floresans mikroskop (Nikon, Eclipse 80i).
Dijital Kamera (Kameram 21). Goriintii isleme tabanli gorsel tani ve analiz sistemi
(Mikrosistem; Comet assay yazilimi). Elektroforez gii¢ kaynagi (Peqlab; Power300).
Isik gegirmez elektroforez tanki (Aurogene; CSL-COMZ20).

RPMI 1640 Medium (Sigma R8758). Fetal Bovine Serum (Sigma F9665).
Penisilin  Streptomisin solusyonu (Sigma P4333). L Glutamin (Sigma G7513).
Fitohemaglutinin (Sigma L8754). Metanol (Merck 106008). Glasiyal Asetik Asit
(Merck 100056). Demecolcine (Sigma D7385). Sitokalasin B (Sigma C6762). BrdU
(Sigma B5002). Bis Benzimid Hoechst no:33258 (Sigma B2883). Giemsa (Merck
109204). May-Griinwald Giemsa (Merck 101424). Dietil eter (Merck 100923). Etil
Alkol (Merck 100983). Siklofosfamid (Sigma C0768). Tyrosol (Fluka 79058).
Disodyum hidrojen fosfat iki sulu (Merck 106580). KCI (Merck 104936). NaCl (Merck
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106404). Potasyum dihidrojen fosfat (Merck 104873). Trisodyum sitrat (Merck
106448). Mitomisin C (Sigma M0440). Dulbecco’s PBS (Sigma D5652). Na,EDTA
(Sigma E5134 ). Tris (Merck 1.08387). Low Melting Point Agaroz (Sigma A9414).
Sodyum Hidroksit (Sigma 06203). Triton X100 (Gerbu 2000). Dimetilsiilfoksit DMSO
(Merck 1.6743). Agaroz (Merck 1.01236). Histopaque (Sigma 10771). Etidyum bromiir
(Sigma E7637). Siklofosfamid ( Sigma C0768). 4 Hidroperoksisiklofosfamid (Santa
Cruz sc-206885). Trypan Blue ( Sigma T8154) .

In vitro Kiltir ortami; 20 mL Fetal Bovine Serum, 2 mL L-Glutamin ve 0,5 mL
Penicilin-Streptomisin karistirildi, RPMI 1640 medyum ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu
¢ozeltinin iizerine 1 mL Fitohemaglutinin eklendi. Hazirlanan kiiltiir ortami steril

santrifiij tiiplerine 5’er mL olacak sekilde boliindii ve -20 °C’de saklandu.

Na;HPO,; 18 g Na,HPO, 1000 mL distile suda ¢oziindii.

KH,POy; 6,85 g KH,PO4 500 mL distile suda ¢oziindii.

pH 6,8 Fosfat Tamponu; Yukaridaki sekilde hazirlanmis Na,HPO, ¢ozeltisinden 56
mL, KH,PO4 ¢ozeltisinden 44 mL karistirildi.

pH 7 Fosfat Tamponu; Yukaridaki sekilde hazirlanmis Na,HPO, ¢ozeltisinden 72 mL,
KH,PO, ¢ozeltisinden 28 mL karistirildi. Bu karisim igerisinde 0,03 g KClI ve 0,82 g
NaCl ¢oziindii.

20XSSC c¢ozeltisi; 8,82 g Trisodyum Sitrat ve 17,53 g NaCl 100 mL distile suda
¢oziindii. 4 °C’de saklandi.

Stok Sitokalasin B ¢ozeltisi; 1 mg sitokalasin B, 5 mL %20 lik etanol’de ¢6ziindii. -20
°C’de saklandh.

Stok BrdU ¢ozeltisi; 7,7 mg BrdU 5 mL steril distile su ile ¢oziindii. -20 °C’de

saklandi.
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Stok Hoechst n0:33258 ¢ozeltisi; 0,5 mg Hoechst n0:33258 1 mL steril distile su ile
¢oziindii. -20 °C’de saklandu.

Stok MMC ¢ozeltisi (in vivo igin); 40 mg MMC %20 lik etanol’de ¢6ziindii. Taze olarak

hazirlandi.

Stok MMC ¢ozeltisi (in vitro igin); 0,825 mg MMC %20 lik etanol’de ¢6ziindii. Taze

olarak hazirlandu.

Stok SKF ¢ozeltisi (in vivo igin); 5 mg siklofosfamid 0,25 mL %20 lik etanol’de

¢Oziindii. Taze olarak hazirlandi.

Stok *SKF ¢ozeltisi (in vitro i¢in); 3 mg 4 Hidroperoksisiklofosfamid 3 mL %20 lik

etanol’de ¢oziindii. Taze olarak hazirlandi.

Stok Tyrosol ¢dzeltisi (in vivo i¢in); 10 mg tyrosol 0,25 mL %20 lik etanol’de ¢oziindii.

Taze olarak hazirlandi.

Stok Tyrosol Cozeltisi (in vitro igin); 1,1 mg tyrosol 10 mL %20 lik etanol’de ¢6ziindii.

Taze olarak hazirlandu.
PBS ¢ozeltisi; 0,96 g Dulbecco’s PBS 100 mL steril distile su ile ¢ozlindii.
Lysis ¢ozeltisi; 29,22 g NaCl, 7,4448 g Na,;EDTA, 0,2422 g Tris, Steril distile su ile

¢oziindii. pH 10’a ayarlandi. Lysis isleminden 30 dakika once toplam hacimin %11

kadar Triton X100, %10’u kadar da DMSO eklendi.

Running ¢ozeltisi; 0,747 g Na,EDTA ve 24 g NaOH 2 L steril distile suda ¢6ziindii.
pH > 13 olacak sekilde hazirlandi.

Notralizasyon ¢ozeltisi; 4,8456 g tris 100 mL steril distile suda ¢6ziindii. pH=7,5 olacak
sekilde hazirlandi.
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3.2. In Vivo Deneyler

3.2.1. Deneylerde kullanilan hayvanlar

Tiim in vivo deneylerde Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezinden temin edilen 6-8 haftalik ortalama 20 g agirlikta balb/c tiirii
erkek fareler kullanildi. Tiim in vivo deneyler, Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’nun 2009-10/03 nolu izni ¢ergevesinde gerceklestirildi.

3.2.2. In vivo doz denemeleri

Genotoksik etkili ajanlar olan MMC ve SKF’nin dozlari, literatiir taramalar1 sonrasinda
belirlendi (Siddique ve Afzal 2009, Agrawal ve Pandey 2009). Buna gére MMC’nin 2
mg/ kg’lik, SKF’nin 50 mg/kg’lik dozlar1 kullanildi. Yapilan literatiir taramasi sirasinda
Tyrosol icin gerceklestirilmis benzer bir ¢alismaya rastlanmadigi i¢in tyrosoliin farkli
dozlar 2 erkek, 2 disi olmak tizere toplam 4 farede MN yo6ntemi ile denendi. Denenen
Tyrosol dozlari; 5 mg/kg, 12,5 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/ kg, 100 mg/kg, 150 mg/kg
seklinde idi.

3.2.3. In vivo deney gruplari

In vivo deneyler igin hayvanlar 6’sar erkek fareden olusan 13 gruba ayrildi. Bu
gruplarda her bir fareye, doz denemeleri sonrasinda belirlenmis olan, asagida belirtilen
dozlarda kimyasal uygulamasi intraperitonal (IP) sekilde, 0,05 mL lik total hacimli
enjeksiyonlar olarak uygulandi. Enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezi altindaki
fareler disekte edildi. Doz denemelerinden sonra belirlenen deney gruplart asagida
belirtildi.

1.grup; Distile su uygulamasinin gerceklestirildigi negatif kontrol grubu,
2.grup; %20 lik Etanol uygulamasinin gergeklestirildigi solvent kontrol grubu,
3.grup; 50 mg/kg Tyrosol grubu,

4.grup; 100 mg/kg Tyrosol grubu,
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5.grup; 200 mg/kg Tyrosol grubu,

6. grup; 2 mg/ kg MMC grubu,

7. grup; 2 mg/ kg MMC + 50 mg/kg Tyrosol grubu,
8. grup; 2 mg/ kg MMC + 100 mg/kg Tyrosol grubu,
9. grup; 2 mg/ kg MMC + 200 mg/kg Tyrosol grubu,
10. grup; 50 mg/kg SKF grubu

11. grup; 50 mg/kg SKF + 50 mg/kg Tyrosol grubu,
12. grup; 50 mg/kg SKF + 100 mg/kg Tyrosol grubu,
13. grup; 50 mg/kg SKF + 200 mg/kg Tyrosol grubu,

3.2.4. In vivo MN testi

Enjeksiyonlardan 24 saat sonra diseksiyon gergeklestirildi. Eter anestezi altindaki
farelerin arka ekstremitelerinden femur ve tibia kemikleri ¢ikarildi. Cikarilan
kemiklerde, kemik iligi 1 mL fetal bovine serum ile yikanarak steril santrifiij tiipiine
aktarildi. Fetal Bovine serum igerisindeki kemik iligi hiicreleri, 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrast siipernatantin bir kismi1 uzaklastirildi ve kalan
stipernatant icerisinde hiicreler siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu lamlara yayildi ve
24 saat siire ile havada kurutularak fiksasyon saglandi. Siire sonrasinda lamlar dnce
%100 lik May Griinwald Giemsa boyasi ile 3 dakika boyandi. Daha sonra 3 dakika
%50 lik May Griinwald Giemsa boyas1 ile boyandi. May griinwald serisinden alinan
lamlar yikandiktan sonra pH 6,8 fosfat tamponu ile hazirlanmis olan % 5 lik Giemsa

boyasinda 20 dk. boyand.

MN preperatlarinin mikroskobik degerlendirmeleri 1s1tk mikroskobunda 100X objektif
ile gergeklestirildi. Boyanmadan sonra daha geng eritrositler olan, ikili boyanma
sayesinde daha koyu renkli ve mavi mor olarak boyanan Polikromatik eritrositler
(PCE) ve daha agik renkli ve sarimsi portakal rengine yakin renkte boyanan
Normakromatik eritrositler (NCE) degerlendirildi. Degerlendirme sirasinda, her bir fare
igin, 1000 adet PCE hiicresi sayildi ve 1000 adet PCE hiicresi icerisindeki MN’ler
kaydedildi. 1000 PCE sayimi sirasindaki gozlenen tiim NCE’ler sayildi ve bu NCE’ler
icerisinde bulunan MN’ler de kaydedildi. Toplam 2000 hiicrede PCE/NCE oranlari
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hesaplandi. Sonug olarak 6’sar fareden olusan bir deney grubu igin toplam 6000 PCE
hiicresi igerisindeki MN ler degerlendirilmis oldu. Ayni sekilde PCE/NCE oraninin
hesaplanmasinda da bir deney grubu i¢in toplam 12000 hiicre degerlendirilmis oldu. in
vivo MN testi sonuglarinin istatistiki degerlendirmesi SPSS 20 paket programi ile tek
yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi (TuT) veya Tamhane’s
T2 testi (TT) kullanilarak gergeklestirildi. Kombin uygulama gruplarinda doza baglilig:

belirleyebilmek i¢in regresyon analizi gerceklestirildi.

3.2.5. In vivo CA testi

In vivo CA testi i¢in diseksiyondan 2 saat nce farelere 4 mg/ kg olacak sekilde kolsisin
enjeksiyonu yapildi. Siire sonunda Eter anestezi altindaki farelerin arka
ekstremitelerinden femur ve tibia kemikleri ¢ikarildi. Cikarilan kemiklerde, kemik iligi
1 mL Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) ile yikanarak steril santrifiij tiipiine
aktarildi. 5 dakika 1000 rpm de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Hiicreler 15
dakika, oda sicakliginda 0,075 M KCI ile muamele edildi. 5 dakika 1000 rpm de
santriflij edildikten sonra siipernatant atildi. Hiicreler Metanol: Asetik asit (3:1) ile fikse
edildi, 5 dakika 1000 rpm de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Bu sekilde fiksasyon
islemi iki kez tekrarlandi, iiglincli fiksasyon 1 gece buzdolabinda gergeklestirildi.

Sonrasinda lam’a yayilan hiicreler %5 lik giemsa ile 20 dakika boyandi.

CA preperatlarinin mikroskobik degerlendirmeleri 151k mikroskobunda 100X objektif
ile gerceklestirildi. Boyanmadan sonra 40 tam kromozom igeren fare metafazlarindan,
her bir fare i¢in 50 metafaz figiirii degerlendirildi. Sonug olarak 6’sar fareden olusan bir
deney grubu i¢in 300 Metafaz degerlendirilmis oldu. Bu sirada sayilan tiim hiicrelerden

yiizde mitotik indeks (%MI) degeri asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi.

. 100 X Mitoz gegiren hiicre sayist
%MI =

Toplam Hucre

Gozlenen kromozomal aberasyonlarin timii kaydedildi. Gap ve pulverizasyon dahil
toplam aberasyon TA, gap ve pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon TA- (G+P),

Aberasyonlu hiicre sayilar1 parametreleri ve %MI degerlerinin istatistiki analizleri SPSS
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20 paket programu ile tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi
(TuT) veya Tamhane’s T2 testi (TT) kullanilarak gerceklestirildi. Kombin uygulama

gruplarinda doza baglilig1 belirleyebilmek i¢in regresyon analizi gergeklestirildi.
3.2.6. In vivo komet testi

In vivo komet testi Singh ve ark. 1988’e gore gergeklestirildi. Ydntemde Tsuda ve ark.
(2000 ) Tice ve ark. ( 2000 ), Dhawan ve ark. (2009)’1n modifikasyonlar1 uygulandi.
Enjeksiyonlardan 24 saat sonra diseksiyon gercgeklestirildi. Eter anestezi altindaki
farelerin arka ekstremitelerinden femur ve tibia kemikleri ¢ikarildi. Cikarilan
kemiklerde, kemik iligi ImL taze hazirlanmis PBS ile yikanarak steril santrifiij tiipiine
aktarildi. Trypan Blue ¢6zeltisi ve thoma lami yardimi ile hiicrelerin canliliklari kontrol
edildi. PBS ile 0,3 X 10° hiicre / mL’ lik siispansiyon hazirlandi (Dhawan ve ark. 2009).
In vivo komet testinden dnce hiicrelerin yayilacagi lamlar hazirlandi. Lamlar % 0,8° lik
agaroz ile kaplandi. Arka ylizeyleri silinerek temizlendi. PBS igerisindeki kemik iligi
hiicreleri siispansiyonundan 100 pl alinarak 37 OC lik su banyosunda mikrosantrifiij
tiipleri igerisinde, 250 pl, %0,65 ‘lik LMA ile karistirildi. Bu siispansiyondan 50 pl
alinarak onceden hazirlanan agaroz kapli lamlara yayildi ve iizerine 24 x 24 mm’lik
lamel kapatilarak buz iizerine alindi. Bu sekilde her bir fare i¢in iki lam hazirlandi. 5
dakika buz iizerinde bekletilen lamlar buzdolabinda O °C bélmesinde 10 dakika
bekletildi. Siire sonunda lameller uzaklastirildi ve lamlar bir gece boyunca 4 °C de lysis
cozeltisi icerisinde bekletildi. Tiim bu islemler 151ks1z ortamda gerceklestirildi. Ertesi
giin lamlar 151k ge¢irmez komet tanklarina yerlestirildi. Tanklara, lamlarin iizerlerini
ortecek sekilde 4 °C lik, Running ¢ozeltisi eklendi. Lamlar 20 dakika bu ¢ozelti
icerisinde bekletildi. Siire sonunda 25 V, 350 mA’de 25 dakika elektroforez islemi
gerceklestirildi. Elektroforez sonrasinda lamlar 5 dakika noétralizasyon ¢ozeltisi
icerisinde bekletildi. Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar havada kurutuldu,
kurutulma sonrasinda soguk absolii etanol’de 5 dakika bekletilerek fiksasyon
gerceklestirildi. Inceleme yapilacagi zaman lamlar 20 pg/mL konsantrasyonlu Etidyum
bromiir boyasinda 2 dakika siireyle boyandi. inceleme floresans mikroskop ile 20X
bliyiitme kullanilarak gerceklestirildi. Her bir fare i¢in, 50, 6’sar fareden olusan bir

deney grubu i¢in toplam 300 hiicrenin DNA sin1 igeren komet goriintiilerinin analizi
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mikrosistem komet yazilimi ile gergeklestirildi. Komet testi sonuglarindan, 2001 yilinda
Almanya’da gergeklestirilen uluslararasi komet calistayinda kabul goren ve halen
uygulamada olan, komet calismalarinda degerlendirilmesi 6nerilen (Browne 2009) ii¢
parametre olan; Olive Tail Moment (OTM), Tail DNA (Kuyruk DNA%) ve Tail
length (Kuyruk uzunlugu (um)) parametreleri degerlendirildi.

Elde edilen sonuglarin istatistiki degerlendirmeleri SPSS 20 paket programi ile tek
yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi (TuT) veya Tamhane’s
T2 testi (TT) kullanilarak gergeklestirildi. Kombin uygulama gruplarinda doza baglilig:

belirleyebilmek i¢in regresyon analizi gerceklestirildi.

3.3. In vitro Deneyler

3.3.1. In vitro deneylerde kullanilan donérler

In vitro deneyleride, sigara ve alkol kullanmayan, bilinen herhangi bir saglik sorunu
bulunmayan toplam 5 goniillic dondr kullanildi. Bu 5 dondrden yas ortalamalari 24,75
olan 2 bay, 2 bayan olmak {iizere 4 goniillii donor tyrosol deneylerinde kullanildi.
Tyrosol deneylerinde de kullanilan 3 donér ve bir farkli bayan dondr olmak iizere
karnosik asit deneylerinde de 2 bay 2 bayan olmak iizere 4 dondr kullanildi. Karnosik

asit deneylerinde kullanilan donoérlerin yas ortalamasi da 24,75 idi.

3.3.2. In vitro doz denemeleri

Geotoksik etkili ajanlar olarak kullanilan MMC ve SKF’nin dozlari daha oOnceki
calismalardan ve literatiir taramalar1 sonrasinda belirlendi. /n vitro deneylerde CAS
numarast; 39800-16-3 kimyasal formiilii C;H15CIoN2O4P olan ve siklofosfamid’in aktif
metaboliti olan 4-hidroperoksisiklofosfamid (*SKF) kullanilmigtir. Buna gore
belirlenen genotoksik etkili MMC dozu 0,3 pg/mL iken *SKF dozu ise 10 pg/mL oldu.
Tyrosol ve Karnosik asit i¢in 6 sar doz yas ortalamalar1 24,5 olan 1 bay 1 bayan donor
kullanilark MN testi ile denendi. Denenen dozlar: 0,0625 ug/mL, 0,125 pg/mL, 0,25
pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 1,5 pg/mL seklinde oldu.
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3.3.3. In vitro deney gruplan

Doz denemelerinden sonra in vitro MN, CA, SCE ve Komet testleri igin asagida

belirtilen deney gruplari olusturuldu.

. grup; Distile su grubu;

. grup; Etanol Kontrol grubu;

. grup; 0,5 ng/mL Tyrosol grubu;

. grup; 1 pg/mL Tyrosol grubu;

. grup; 2 pg/mL Tyrosol grubu;

. grup: 0,30 pg/mL MMC grubu;

. grup; 0,30 pg/mL MMC + 0,5 pg/mL Tyrosol grubu;
. grup; 0,30 ug/mL MMC + 1 pg/mL Tyrosol grubu;

O 00 3 N »n B~ W DN

. grup; 0,30 ug/mL MMC + 2 pg/mL Tyrosol grubu.
. grup;20 pg/mL *SKF;
. grup; 10 pg/mL *SKF+ 0,5 pg/mL Tyrosol grubu;

e
N B O

. grup; 10 pg/mL *SKF+ 1 pg/mL Tyrosol grubu;

[EEN
w

. grup; 10 pg/mL *SKF+ 2 pg/mL Tyrosol grubu;

H
o

. grup; 0,5 pg/mL Karnosik asit grubu;

—
9]

. grup; 1 ng/mL Karnosik asit grubu;

—_
)

. grup; 2 ng/mL Karnosik asit grubu;

—_
3

. grup; 0,30 pg/mL MMC + 0,5 pg/mL Karnosik asit grubu;

—
o0

. grup; 0,30 pg/mL MMC + 1 pg/mL Karnosik asit grubu;

—_
Nel

. grup; 0,30 pg/mL MMC + 2 ug/mL Karnosik asit grubu.

N
o

. grup; 10 pg/mL *SKF+ 0,5 pg/mL Karnosik asit grubu;

N
[

. grup; 10 pg/mL *SKF+ 1 pg/mL Karnosik asit grubu;

N
N

. grup; 10 pg/mL *SKF+ 2 ug/mL Karnosik asit grubu.
Yukaridaki deney gruplari hem Tyrosol hem de Karnosik asit i¢in ortak olan dondrlerde

olusturulan gruplardir. Dondrlerden biri sadece karnosik asit deneyleri igin

kullanilmistir. Bu nedenle s6z konusu donérde 1, 2, 6, 10 ve 14-22. gruplar olusturuldu.
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3.3.4. In vitro MN testi

In vitro MN testi Fenech ve Morley (1985)’e gore gerceklestirildi. Buna gore 4
donérden (2 bay, 2 bayan) alinan periferik kandan 0,5 mL, 3.1°de acgiklanan sekilde, 5
mL olarak hazirlanmig in vitro kiiltiir ortamina steril kosullarda eklendi. Kiiltiirler 72
saat siiresince 37 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakildi. 44. saatte sitokinezi durdurmak
amaci ile 6 pg/mL olacak sekilde sitokalasin B eklendi. 48. saatte ise kiiltiirlere
yukarida agiklanan deney gruplarini olusturacak dozlarda, deney ¢ozeltileri eklendi. 72.
saatte kiiltiirler 800 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve dipteki
hiicrelerin tizerine 0.075 M, 4 C sicakliktaki KCI eklendi ve hiicreler 10 dakika
stiresince oda sicakliginda KCI ile muamele edildi. Siire sonunda kiiltiirler 800 rpm’de 8
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve dipteki hiicrelerin iizerine 3:1 oraninda,
taze olarak hazirlanmis Metanol: Asetik asit ¢ozeltisi pastor pipeti yardimi ile yavas
yavas eklendi. Sonra kiiltiirler 800 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi
ve fiksatif ile hiicre hasadi iki sefer daha ayni sekilde tekrar edildi. Son tekrarin
ardindan hiicrelerin {lizerine taze fiksatiften 0,5 mL eklendi ve her kiiltiirden iki lam
olacak sekilde yiiksekten damlatma seklinde hiicreler lamlara yayildi. Havada
kurutularak lamlara fikse edilen hiicreler pH 6,8 lik fosfat tamponu ile hazirlanmis %5’
lik giemsa boyasi ile 15 dakika boyandi. Tim bu deneyler iki tekrarli olarak
gergeklestirildi. Boyama sonrasinda preperatlarin degerlendirilmesi 1s1k mikroskobunda
40X biiyiitmede gerceklestirildi. Preperatlar degerlendirilirken her bir kiiltiirden 2000
hiicre sayildi ve bu hiicrelerde bir (BNH), iki (INH), iic (UNH) ve doért (DNH)
nukleuslu hiicrelerin sayilart belirlendi. Gozlenen MN’ler ve bu MN’lerin  kag
nukleuslu hiicrelerin iginde gozlendikleri kaydedildi. Iki niikleuslu 1000 hiicre
icerisindeki MN lerin sayilar1 (tekrarlari ile birlikte her bir deney grubu igin toplam
8000 INH igerisindeki MN’ler degerlendirilmistir) belirlendi. Asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanan niikleus boliinme indeksi (Nuclear Division Index NDI) ve
1000 INH igindeki MN sayilarinin istatistiki degerlendirmeleri SPSS 20 paket programi
ile tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi (TuT) veya
Tamhane’s T2 testi (TT) kullanilarak gergeklestirildi. Kombin uygulama gruplarinda

doza baglilig1 belirleyebilmek icin regresyon analizi gergeklestirildi.
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[(1XBNH) + (2 X INH) + (3 XUNH) + (4 X DNH)]

NDI =
Toplam Hiicre

3.3.5. In vitro CA testi

In vitro CA testi Benn ve Perle (1992)’ye gore gerceklestirildi. Buna gore 4 dondrden (2
bay, 2 bayan) alian periferik kandan 0,5 mL, bolim 3.1’de agiklanan sekilde, 5 mL
olarak hazirlanmis in vitro kiltiir ortamina steril kosullarda eklendi. Kiiltlirler 72 saat
siiresince 37 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakildi. 48. saatte kiiltiirlere yukarida
aciklanan deney gruplarimi olusturacak dozlarda, deney ¢ozeltileri eklendi. 70. satte
kiiltiirlere hiicre boliinmelerini metafazda durdurabilmek amaci ile 0,2 pg/mL olacak
sekilde Kolsisin eklendi. 72. saatte kiiltiirler 3500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant atildi dipte kalan hiicrelerin iizerine 0.075 M, 37 °C
sicakliktaki KCI eklendi ve hiicreler 15 dakika siiresince 37 °C ‘de KCI ile muamele
edildi. Siire sonunda kiiltiirler 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild
ve dipteki hiicrelerin iizerine 3:1 oraninda, taze olarak hazirlanmis Metanol: Asetik asit
¢Ozeltisi pastor pipeti yardimi ile yavas yavas eklendi. Sonra kiiltiirler 3500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Stipernatant adild1 ve fiksatif ile hiicre hasadi iki sefer daha, aym
sekilde tekrar edildi. Son tekrarin ardindan hiicrelerin {izerine taze fiksatiften 0,5 mL
eklendi ve her kiiltiirden iki lam olacak sekilde yiiksekten damlatma seklinde hiicreler
lamlara yayildi. Havada kurutularak lamlara fikse edilen hiicreler pH 6,8’ lik fosfat
tamponu ile hazirlanmis %5’ lik giemsa boyasi ile 15 dakika boyandi. Tiim bu deneyler
iki tekrarli olarak gerceklestirildi. Boyama sonrasinda preperatlarin degerlendirilmesi
151k mikroskobunda 100X biiyiitmede gerceklestirildi. Preperatlar degerlendirilirken her
bir kiiltiir icin 46 kromozom igeren 50 farkli metafaz figiirii degerlendirildi (tekrarlar ile
birlikte her bir deney grubu igin 400 metafaz figiirii degerlendirilmistir) ve bu metafaz
figiirleri icerisindeki kromozom aberasyonlar1 kaydedildi. Bununla birlikte in vivo CA
testinde belirtildigi gibi her kiiltiir igin %MI degeri belirlendi. Gap ve pulverizasyon
dahil toplam aberasyon (TA), gap ve pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon (TA- (
G+P)), parametrelerinin degerleri ve %MI degerlerinin istatistiki analizleri SPSS 20

paket programi ile tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi
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(TuT) veya Tamhane’s T2 testi (TT) kullanilarak gerceklestirildi. Kombin uygulama

gruplarinda doza bagliligi belirleyebilmek icin regresyon analizi gergeklestirildi.
3.3.6. In vitro SCE testi

In vitro SCE testi Parry ve Wolff (1974)’a gére gerceklestirildi. Buna gore 4 dondrden
(2 bay, 2 bayan) alinan periferik kandan 0,5 mL, boliim 3.1°de agiklanan sekilde, 5 mL
olarak hazirlanmis in vitro kiiltiir ortamina steril kosullarda eklendi. Kiiltiirler 72 saat
siiresince 37 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakildi. Periferik kanlarla birlikte, SCE
testinde ikili boyama sonrasinda kardes kromatidlerin ayirt edilmesini saglayacak
5BrdU ¢ozeltisinden 10 pg/mL olacak sekilde kiiltiirlere eklendi. 48. saatte kiiltiirlere
yukarida agiklanan deney gruplarini olusturacak dozlarda, deney ¢ozeltileri eklendi. 70.
satte kiiltiirlere hiicre bolinmelerini metafazda durdurabilmek amaci ile 0,2 pg/mL
olacak sekilde Kolsisin eklendi. 72. saatte kiiltiirler 3500 rpm de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrast siipernatant atildi dipte kalan hiicrelerin tizerine 0.075 M, 37 °c
sicakliktaki KCI eklendi ve hiicreler 15 dakika siiresince 37 °C ‘de KCl ile muamele
edildi. Siire sonunda kiiltiirler 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi
ve dipteki hiicrelerin iizerine 3:1 oraninda, taze olarak hazirlanmis Metanol: Asetik asit
¢Ozeltisi pastor pipeti yardimi ile yavas yavas eklendi. Sonra kiiltiirler 3500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatant adild1 ve fiksatif ile hiicre hasadi iki sefer daha ayni
sekilde tekrar edildi. Son tekrarin ardindan hiicrelerin {izerine taze fiksatiften 0,5 mL
eklendi ve her kiiltiirden iki lam olacak sekilde yliksekten damlatma seklinde hiicreler
lamlara yayildi. Havada kurutularak lamlara fikse edilen hiicreler PBS ile taze olarak
hazirlanmis % 5 X 10”’lik Hoechst n0:33258 ile 10 dakika karanlikta boyandi. Sonra
lamlar ikili boyamanin olusmasini saglamak amaci ile 45 dakika UV 1s18ina maruz
birakildi. Siire sonunda lamlar bir gece boyunca karanlikta saklandi. Ertesi giin lamlar
65 °C’de 15 dakika 2X SSC ile muamele edildi. Siire sonunda pH 6,8 lik fosfat
tamponu ile hazirlanmis %5’ lik giemsa boyasi ile 15 dakika boyandi. Tiim bu deneyler
iki tekrarli olarak gergeklestirildi. Boyama sonrasinda preperatlarin degerlendirilmesi
1s1k mikroskobunda 100X biiyiitmede gergeklestirildi. Degerlendirmede 46 kromozoma
sahip, 2. Mitozda (M2) olan 30 farkli metafaz figiiriiniin igerdikleri SCE’ler sayild1 ve
kaydedildi (Tekrarlar ile birlikte her bir deney grubu i¢in 240 M2 degerlendirilmistir).
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Ayrica 1. Metafaz (M1), 2. Metafaz (M2) ve 3. Metafaz (M3) hiicrelerinin sayilar
belirlenerek asagidaki formiille Replikatif Indeks (RI) hesaplandh.

Ri = M1 + 2M2 4+ 3M3
~ Toplam Hiicre

SCE miktarlar1 ve RI degerlerinin istatistik analizi SPSS 20 paket programu ile tek yonlii
varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi (TuT) veya Tamhane’s T2 testi
(TT) kullanilarak gergeklestirildi. Kombin uygulama gruplarinda doza baglilig

belirleyebilmek i¢in regresyon analizi gerceklestirildi.
3.3.7. In vitro Komet testi

In vitro komet testi Singh ve ark. 1988’e gore gergeklestirildi. Buna gére 4 dondrden (2
bay, 2 bayan) alinan periferik kandan 0,5 mL, 3.1°de aciklanan sekilde, 5 mL olarak
hazirlanmis in vitro kiiltiir ortamina steril kosullarda eklendi. Kiiltiirler 72 saat siiresince
37 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kiiltiirlerden Histopaque ile
lenfosit izolasyonu gergeklestirildi. Kiiltiir ortam1 karistirilarak 5 mL histopaque iizerine
aktarildi. 1500 rpm de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda arada bulutsu
tabaka olusturan lenfositler mikropipet ile toplanarak farkli bir tiipe aktarild.
Lenfositlerin iizerine 5 mL steril serum fizyolojik eklendi ve 1500 rpm de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atild1 dipte kalan lenfositler PBS ile sulandirilarak hiicre
siispansiyonu haline getirildi. Bu siispansiyondan Thoma lam1 ile Trypan Blue boyasi
kullanilarak canli hiicre sayim1 gerceklestirildi. Tiim bu islemler ve takip eden prosediir
her bir kiiltiir igin iki tekrarli olarak gergeklestirildi. Sayim sonrasinda PBS ile 0,3 X 10°
hiicre / mL’ lik siispansiyon hazirlandi (Dhawan ve ark. 2009). Komet testinden 6nce
hiicrelerin yayilacagi lamlar hazirlandi. Lamlar % 0,8 lik agaroz ile kaplandi. Arka
yiizeyleri silinerek temizlendi. PBS igerisindeki lenfosit hiicrelerinden olusan
stispansiyonundan 100 pl alinarak 37 OC lik su banyosunda mikrosantrifiij tiipleri
icerisinde, 250 pl, %0,65 ‘lik LMA ile karistirildi. Bu siispansiyondan 50 pl alinarak
onceden hazirlanan agaroz kapli lamlara yayildi ve iizerine 24 x 24 mm’lik lamel
kapatilarak buz tlizerine alindi. Bu sekilde her bir kiiltiir i¢in iki lam hazirlandi. 5 dakika

buz iizerinde bekletilen lamlar buzdolabinda O °C bdlmesinde 10 dakika bekletildi. Siire
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sonunda lameller uzaklastirildi ve lamlar bir gece boyunca 4 °C de lysis cozeltisi
icerisinde bekletildi. Tiim bu islemler 1s1ksiz ortamda gergeklestirildi. Ertesi giin lamlar
151k gecirmez komet tanklarma yerlestirildi. Tanklara, lamlarin iizerlerini Ortecek
sekilde 4 °C lik, Running ¢ozeltisi eklendi. Lamlar 20 dakika bu ¢ozelti icerisinde
bekletildi. Stire sonunda 25 V, 350 mA’de 25 dakika elektroforez islemi gergeklestirildi.
Elektroforez sonrasinda lamlar 5 dakika nétralizasyon ¢ozeltisi igerisinde bekletildi.
Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar havada kurutuldu, kurutulma sonrasinda soguk
absolii etanol’de 5 dakika bekletilerek fiksasyon gerceklestirildi. inceleme yapilacagi
zaman, lamlar 20 pg/mL konsantrasyonlu Etidyum bromiir boyasinda 2 dakika siireyle
boyandi. inceleme floresans mikroskop ile 20X biiyiitme kullanilarak gergeklestirildi.
Her bir kiiltiiriin bir tekrar1 i¢in, 50, her bir deney grubu i¢in tekrar ile birlikte toplam
400 hiicrenin DNA sin1 iceren komet goriintiilerinin analizi mikrosistem komet yazilimi
ile gergeklestirildi. Komet testi sonuglarindan, 2001 yilinda Almanya’da gergeklestirilen
uluslararas1 komet calistayinda kabul goren ve halen uygulamada olan, komet
caligmalarinda degerlendirilmesi 6nerilen (Browne 2009) ii¢ parametre olan; Olive Tail
Moment (OTM), Tail DNA (Kuyruk DNA%) ve Tail length (Kuyruk uzunlugu (pm))

parametreleri degerlendirildi.

Elde edilen sonuclarin istatistiki degerlendirmeleri SPSS 20 paket programi ile tek
yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve Tukey HSD testi (TuT) veya Tamhane’s
T2 testi (TT) kullanilarak gergeklestirildi. Kombin uygulama gruplarinda doza baglilig

belirleyebilmek i¢in regresyon analizi gerceklestirildi.
3.4. Karsilastirmalar

In vivo, in vitro TYR karsilastirmalarinda MMC + TYR ve SKF (*SKF) + TYR
gruplarinda MN, TA, TA - (GtP), K.U., K.%DNA ve OTM degerlerinin
ortalamalarindan asagidaki formiil yardimi ile % Indirgenme degerleri hesaplanarak

karsilastirilmistir.

In vitro TYR ve KAR karsilastirilmalarinda da MMC + TYR ve MMC + KAR gruplari
ile *SKF + TYR ve *SKF + KAR gruplarinin MN, TA, TA — (G+P), SCE/Hiicre,
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SCE/Kromozom, K.U., K.%DNA ve OTM degerlerinin ortalamalarindan asagidaki

formiil yardimu ile % 1ndirgenme degerleri hesaplanarak karsilastirilmistir.
% indirgeme = 100 — (4 *100/.)

A; Kendi parametresi i¢in kombin uygulama grubunun ortalama degeri, B; Kendi
parametresi igin genotoksik ajan uygulama grubunun ortalama degeri. Ornegin MMC+
50 mg/kg TYR uygulamasi igin

MMC + SOT:—gTYR grubunun ortalama MN degeri * 100

% indi =100 -
% Indirgeme MMC grubunun ortalama MN degeri
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4. BULGULAR

4.1. In vivo Deneylerin Bulgular:

4.1.1. In vivo doz denemeleri bulgular

In vivo doz denemeleri icin uygulanan MN testi sonucunda elde edilen verilerin
ortalama degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir. 1000 PCE / MN ve PCE/NCE
degerlerinin grafikleri de sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

1000 PCE / MN ve PCE/NCE degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey
HSD testleri kullanilarak gerceklestirilmistir. 1000 PCE basina diisen MN frekansi
kontrol grubunda 2,750 + 0,515 Etanol kontrol grubunda ise 3,500 + 0,479 olarak
belirlenmistir. 5; 12,5; 25; 50; 100 ve 150 mg/kg TYR uygulamalarinda ise sirasiyla
3,000 + 0,500; 3,750 £ 1,264; 3,500 + 1,031; 4,250 + 0,987, 4,250 = 1,638 ve 4,750 +
1,264 olarak belirlendi. PCE/NCE degerleri ise Kontrol ve Etanol kontrol grubunda
strastyla 0,985 + 0,006 ve 0,978 + 0,002 olarak belirlendi. 5; 12,5; 25; 50; 100; 150
mg/kg TYR uygulama gruplarinda ise ayni parametrenin degerleri sirasiyla 0,978 +
0,005; 0,979 + 0,005; 0,984 + 0,003; 0,984 + 0,003; 0,982 + 0,003 ve 0,978 + 0,004

olarak belirlendi.

TYR uygulamlarinin 1000 PCE basina MN frekanslari Kontrol, Etanol uygulama
gruplar1 ve kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenememistir (p>0,05). Benzer sekilde, TYR uygulamalarinin PCE/NCE degerleri
de kontrol, etanol uygulama gruplar1 ve kendi aralarinda karsilagtirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05).
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Cizelge 4.1. In vivo Doz denemeleri MN sonuglar1. PCE; Polikromatik Eritrosit, NCE;
Normokromatik Eritrosit, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, SS; Standart sapma.

1000 PCE basina MN+SS PCE/NCE&SS
Kontrol 2,750 £ 0,515 0,985 + 0,006
EtOH 3,500 + 0,479 0,978 + 0,002
5mg/kg TYR 3,000 + 0,500 0,978 = 0,005
12,5 mg/kg TYR 3,750 + 1,264 0,979 + 0,005
25 mg/kg TYR 3,500 + 1,031 0,984 + 0,003
50 mg/kg TYR 4,250 + 0,987 0,984 + 0,003
100 mg/kg TYR 4,250 + 1,638 0,982 + 0,003
150 mg/kg TYR 4,750 + 1,264 0,978 + 0,004

1000 PCE basina MN

5
4
3
2
1
0

Kontrol EtOH 5mg/kg 12,5 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg
TYR TYR TYR TYR TYR TYR

Sekil 4.1. [n vivo Doz denemeleri 1000 PCE basina diisen MN frekanslar1 PCE;
Polikromatik Eritrosit, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol.
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PCE/NCE

0,995
0,99

0,985
0,98
0,975
0,97
0,965
0,96

Kontrol EtOH 5mg/kg 12,5 25mg/kg50 mg/kg 100 150
TYR mg/kg TYR TYR mg/kg  mg/kg
TYR TYR TYR

Sekil 4.2. In vivo Doz denemeleri PCE/NCE degerleri. PCE; Polikromatik Eritrosit,
EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol.

4.1.2. In vivo MN testi bulgulari

In vivo MN testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen mikroskobik
goriintiilerden drnekler Sekil 4.3°te gdsterilmistir. In vivo MN testi sonunda elde edilen

ortalama degerler Cizelge 4.2, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir.

1000 PCE basina diisen MN ortalama degerlerinin istatistiki analizi ANOVA ve Tukey
HSD testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda 1000 PCE basina diisen
MN ortalamasi 3,166 + 0,752 olarak belirlendi. Ayni parametre, EtOH kontrol grubunda
5,33341,032 olarak belirlendi. Bu iki deger karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli
bir farklilik bulunamamistir (p > 0,05). Ayni parametre i¢in bulunan ortalama degerler,
50 mg/ kg TYR, 100 mg/kg TYR ve 200 mg/kg TYR i¢in sirasiyla, 4,666 + 1,211;
5,666 = 2,732; 5,500 + 2,810 seklindedir. Her {i¢ deger de kontrol ve EtOH kontrol
grubu ile ayr1 ayr1 karsilastirildiginda degerler arasinda istatistiki diizeyde anlamli bir
farklilik  bulunamamistir  (p>0,05). Aymi sekilde ¢ grup kendi arasinda
karsilagtirildiginda da uygulanan TYR dozlarinin olusturdugu MN frekansi arasinda
herhangi bir istatistiksel fark belirlenememistir ( p > 0,05).
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Genotoksik ajanlarimiz olan MMC ve SKF i¢in 1000 PCE deki MN ortalamalari
sirastyla 33,500 + 3,271; 28,833 + 3,188 seklinde bulundu. Bu degerleri kontrol ve
EtOH kontrol grubu degerleri ile karsilastirdigimizda MMC ve SKF’nin, MN frekansini
istatistik olarak anlamli diizeyde arttirdigi gortilmustiir ( p < 0,001).

MMC ile birlikte 50, 100, 200 mg/kg TYR uygulama gruplarinda 1000 PCE basina MN
frekanslari sirastyla 13,166 + 3,430; 12,666 +2,338; 11,166 + 3,970 seklindedir. Her bir
grubun MN frekans degerleri ayr1 ayri, MMC grubunun MN frekanslar1 ile
karsilastirildiginda tim TYR dozlarinin, MMC tarafindan arttirilmig MN frekanslarini
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde azalttigi belirlenmistir ( p < 0,001). Bunun
disinda kombin uygulamalarin MN frekanslar1 birbirleri ile karsilagtirildiginda her {i¢
uygulama (MMC + 50 mg/kg TYR, MMC + 100 mg/kg, MMC + 200 mg/kg) grubunun
MN frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi
belirlenmistir ( p> 0,05). Ancak TYR’nin MMC ile birlikte uygulandigi gruplardaki MN
frekanslar1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda da kombin uygulama gruplart ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugu belirlendi ( p <
0,001). Bu nedenle TYR uygulamalart MMC tarafindan indiiklenmis MN frekansini

anlamli diizeyde azaltsa da kontrol diizeyine kadar indiremedigi belirlenmistir.

SKF ile birlikte 50, 100, 200 mg/kg TYR uygulama gruplarinda 1000 PCE basina MN
frekanslari sirasiyla 12,666 + 4,412; 13,333 +2,338; 13,166 + 3,188 seklindedir. Her bir
grubun MN frekans degerleri ayr1 ayri, SKF grubunun MN frekanslar ile
karsilastirildiginda tiim TYR dozlarinin, SKF tarafindan arttirilmis MN frekanslarini
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde azalttigi belirlenmistir ( p < 0,001). Bunun
disinda kombin uygulamalarin MN frekanslar birbirleri ile karsilagtirildiginda her tig¢
uygulama (SKF + 50 mg/kg TYR, SKF + 100 mg/kg, SKF + 200 mg/kg) grubunun MN
frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadigi belirlenmistir
(p > 0,05). Ancak TYR’nin SKF ile birlikte uygulandigi gruplardaki MN frekanslari
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda da kombin uygulama gruplari ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugu belirlenmistir ( p < 0,001). Bu
nedenle TYR uygulamalar1 SKF tarafindan indiiklenmis MN frekansini anlamli diizeyde

azaltsa da kontrol diizeyine kadar indiremedigi belirlenmistir.
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Bunlarla birlikte, MMC ve SKF tarafindan indiiklenen MN frekansinin TYR dozlari
tarafindan indirgenmesinin artan TYR dozuna bagli olup olmadig1 regresyon analizi ile
incelenmistir. Buna gore MMC ve SKF tarafindan indiiklenen MN frekansinin TYR
tarafindan azaltilmasinin artan TYR dozuna bagli oldugu belirlenmistir. MMC
tarafindan arttirtlan MN frekansinin artan TYR dozu ile iliskisini gdsteren grafik Sekil
4,6da gosterilmistir. Bu grafik igin R? degeri 0,493 olarak belirlenmistir bu grafigin
denklemi ise y= 25,667 - 0,092 * Doz olarak belirlenmistir (p < 0,001). Benzer sekilde
SKF tarafindan indiiklenen MN frekanslarinin artan TYR dozu ile iliskisi Sekil 4,7 de
gosterilmistir. Bu grafik i¢in R? degeri 0,371 olarak belirlenmistir bu grafigin denklemi
ise y= 22,4 - 0,062 * Doz olarak belirlenmistir (p < 0,005).

1000 NCE basma diisen MN ortalama degerlerinin istatistiki analizi de ANOVA ve
Tukey HSD testleri kullanilarak gergeklestirilmistir Bulgular, 1000 NCE deki MN
frekans1 acisindan degerlendirildiginde ise tiim istatistiksel karsilastirmalarda sadece

MMC grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik belirlenmistir ( p <0,001).
Bulgular, PCE/NCE degerleri agisindan istatistiksel olarak ANOVA ve Tamhane’s T2

testleri kullanilarak degerlendirildiginde ise tiim istatistiksel kargilastirmalarda anlaml

bir farklilik belirlenememistirmistir ( p > 0,05).
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Sekil 4.3. In vivo MN testi sonunda hazirlanan preperatlardan 6rnek mikroskobik
goriintii.(X100) A) EtOH grubuna ait goriinti B) 200 mg/kg TYR uygulama grubuna ait
goriintii. MN; Mikroniikleus, PCE; Polikromatik Eritrosit, NCE; Normokromatik Eritrosit.
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Sekil 4.4. In vivo MN testi 1000 PCE deki MN frekanslar1. PCE; Polikromatik Eritrosit,
MN; Mikroniikleus, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKEF;
Siklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrol grubu ile karsilagtirilmigtir
karsilastirilmistir. **; p <0,001.
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Sekil 4.5. In vivo MN testi PCE / NCE oranlari. PCE; Polikromatik Eritrosit, NCE;
Normokromatik Eritrosit, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKF;
Siklofosfamid,
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R2 Lingar = 0,493
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Sekil 4.6. In vivo’da MMC tarafindan indiiklenen MN frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, PCE; Polikromatik Eritrosit, MN; Mikroniikleus.
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Sekil 4.7. In vivo’ da SKF tarafindan indiikklenen MN frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi. SKF; Siklofosfamid, PCE; Polikromatik Eritrosit, MN; Mikroniikleus.
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4.1.3. In vivo CA testi bulgular

In vivo CA testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen mikroskobik
goriintiilerden ornekler Sekil 4.8°de gosterilmistir. In vivo CA testi sonunda elde edilen
bulgular Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Ayni1 bulgulardan elde edilen
toplam aberasyon (TA) ortalamalarindan elde edilen grafik Sekil 4.9°da Gap ve
Pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon (TA - (G+P)) ortalamalarindan elde edilen grafik
ise Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Ortalama olarak TA verilerimiz kontrol grubunda 1 + 0,632, EtOH grubunda 1 + 0,632
olarak belirlenmistir. Ayn1 parametre igin TYR uygulama gruplarimizin ortalama TA
bulgularimiz 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg dozlari i¢in sirasiyla 1,166 + 0,753; 1 £
0,894, 1,166 £ 0,753 seklindedir. MMC uygulama grubunun ortalama TA degeri 12,167
+ 2,137 olarak belirlenmistir. MMC + TYR uygulama gruplarinda ortalama TA degeri,
MMC + 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg dozlar i¢in swrasiyla 7,167 + 2,137; 5,5 +
1,871; 4,5 + 1,517 seklinde belirlenmistir. SKF uygulama grubunun ortalama TA degeri
10,333 £ 1,751 olarak belirlenmigtir. SKF + TYR uygulama gruplarinda ortalama TA
degeri, SKF+ 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg dozlari i¢in sirasiyla 6,333 £ 1,751; 5 +
1,673; 4,333 + 1,033 olarak belirlenmistir.

Elde edilen TA verilerinin istatistiksel karsilastirilmalarinda ANOVA ve Tukey HSD
testleri kullanilmistir. 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg TYR uygulamalar: ile kontrol
ve EtOH grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p >0,05).
MMC ve SKF uygulamalarinin, ortalama TA degerini kontrol, EtOH grubu ve tek
basina TYR uygulama gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirdig:
belirlenmistir (p <0,001). Bunlarin yan1 sira, MMC ile birlikte gerceklestirilen 50, 100
ve 200 mg/kg TYR uygulamalarinin, MMC tarafindan yiikseltilmis olan ortalama TA
degerini, MMC grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiirdiigii belirlenmistir (p < 0,001). Benzer olarak, SKF ile birlikte gergeklestirilen 50,
100 ve 200 mg/kg TYR uygulamalarinin, SKF tarafindan yiikseltilmis olan ortalama TA
degerini, SKF grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiirdiigii belirlenmistir (p < 0,001). Bunun disinda hem MMC + 50, 100, 200 mg/kg
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TYR uygulama gruplari hem de SKF + 50, 100, 200 mg/kg TYR uygulama gruplarinin
ortalama TA degerleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p < 0,01).

Ortalama olarak TA — (G+P) verilerimiz Kontrol, EtOH, 50 mg/kg, 200 mg/kg TYR
grubunda 0 + 0 olarak belirlenmistir. Ayn1 parametre agisindan 100 mg/kg TYR
grubundaki deger 0,167 £0,408 olarak belirlenmistir. Ortalama TA — (G+P) degerleri
MMC ve SKF grubu i¢in sirasiyla 5,667 1,966 ve 4,833 1,722 olarak belirlenmistir.
MMC + 50, 100, 200 mg/kg TYR uygulamalar: i¢in ortalama TA — (G+P) degerleri
strastyla 2,5 +1,049; 1,833 + 0,753; 1,667 + 1,033 olarak belirlenmistir. SKF + 50, 100,
200 mg/kg TYR uygulamalar i¢in ise ortalama TA — (G+P) degerleri sirasiyla 2,833 +
0,753; 2,333 £1,366 ve 2 + 0,632 olarak belirlenmistir.

Elde edilen TA — (G+P) verilerinin istatistiksel karsilagtirilmalarinda ANOVA ve Tukey
HSD testleri kullanilmistir. MMC tarafindan arttirtlmis olan ortalama TA — (G+P)
degeri MMC + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR uygulamalar: tarafindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde indirgenmistir (p < 0,001). Bununla birlikte MMC + TYR
uygulamalarinin birbirleri ile karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenememistir (p>0,05). Benzer sekilde SKF tarafindan arttirilmis olan ortalama TA
— (G+P) degeri SKF + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR uygulamalar: tarafindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde indirgenmistir (p < 0,001). SKF + TYR uygulamalar1 arasinda

ise istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05).
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Sekil 4.8. In vivo CA testi sonunda hazirlanan preperatlardan &rnek mikroskobik
goriintii (X100). A) 200 mg/kg TYR uygulama grubundan elde edilmis normal bir
metafaz goriintiisii B) MMC +200 mg/kg TYR uygulama grubundan elde edilmis, bir
kromatid tip kirik igeren metafaz goriintiisii.
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Cizelge 4.4. In vivo CA testi bulgularinin ortalamalari. TA; Toplam Aberasyon, TA-
(G+P) ; Gap ve Pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon, SS; Standart sapma, EtOH;
Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid. %; Ayn1 parametre igin
kendi kontrol grubu olan MMC grubu ile karsilastirilmistir (p < 0,00I).b; Ayni
parametre i¢in kendi kontrol grubu olan SKF grubu ile karsilagtirilmistir (p < 0,001).

ORTALAMA =SS
TA£SS TA - (G+P)+SS
KONTROL 1+0,632 0+0
EtOH KONTROL 1+0,632 00
50 mg/kg TYR 1,166 + 0,753 0+0
100 mg/kg TYR 1+0,894 0,167 +0,408
200 mg/kg TYR 1,166 = 0,753 0+0
MMC (2 mg/kg) 12,167 + 2,137 5,667 +1,966
MMC + 50 mg/kg TYR | 7,167 +2,137° 2,5 +1,049°
MMC + 100 mg/kg TYR | 5,5+ 1,871° 1,833 +0,753%
MMC +200 mg/kg TYR | 45+ 1,517° 1,667 +£1,033°
SKF (50 mg/kg) 10,333 + 1,751 4,833 +1,722
SKF + 50 mg/kg TYR | 6,333+ 1,751° 2,833 £0,753°
SKF + 100 mg/kg TYR |5+1,673" 2,333 +1,366"
SKF +200 mg/kg TYR | 4,333 +1,033° 2 +0,632°
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Sekil 4.9. In vivo CA deneyi sonucunda elde edilen ortalma Toplam Aberasyon
degerleri. TA; Toplam Aberasyon, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C,
SKF; Siklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile karsilastiriimistir
** p=<0,001.
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Sekil 4.10. /n vivo CA deneyi sonucunda elde edilen ortalma, Gap ve pulverizasyon

hari¢ toplam aberasyon degerleri. TA — (G+P); Gap ve pulverizasyon hari¢ Toplam
Aberasyon, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid.
Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile karsilastirilmistir **; p < 0,001.

Ayrica MMC ve SKF tarafindan indiiklenen TA ve TA- (G+P) frekansinin TYR
tarafindan indirgenmesinde artan TYR dozlarinin etkisi regresyon analizi ile
incelenmistir. Sonug¢ olarak MMC ve SKF tarafindan indiiklenen TA ve TA- (G+P)
frekansinin artan TYR dozuna bagli olarak azaldigi belirlenmistir. TA igin, MMC +
TYR dozlan igin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.11°de gosterilmistir, bu egrinin
denklemi ise y= 10,367 - 0,035 * Doz seklinde belirlenmistir (R* = 0,557; p< 0,001).
SKF + TYR dozlar1 i¢in elde edilen regresyon egrisi ise Sekil 4.12°de gosterilmistir, bu
egrinin denklemi ise y= 8,867 - 0,027 * Doz seklinde belirlenmistir (R2 = 0,533; p<
0,001). Benzer sekilde MMC tarafindan indiiklenmis TA- (G+P) frekansi {izerine, artan
TYR dozlarinin etkisi Sekil 4.13’te gosterilmistir. Bu iligki i¢in elde edilen grafigin R?
degeri 0,411 olarak belirlenmistir. Bu grafigin denklemi ise y= 4,433 - 0,017 * Doz
seklinde belirlenmistir (p< 0,001). SKF tarafindan indiiklenmis TA- (G+P) frekansi
izerine, artan TYR dozlarinin etkisi Sekil 4.14’te gosterilmistir. Bu iligski i¢in elde
edilen grafigin R? degeri 0,358 olarak belirlenmistir. Bu grafigin denklemi ise y= 4,1-
0,013 * Doz seklinde belirlenmistir (p< 0,001).
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RZ Linear = 0,557
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MMC + Artan TYR Doz (mg/'kg)

Sekil 4.11. In vivo’da MMC tarafindan indiiklenen TA frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, TA; Toplam Aberasyon.

R? Linear = 0,533
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Sekil 4.12. In vivo’da SKF tarafindan indiiklenen TA frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi. SKF; Siklofosfamid, TA; Toplam Aberasyon.
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2 Linear = 0,411
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Sekil 4.13. /n vivo’ da MMC tarafindan indiiklenen TA- (G+P) frekans iizerine artan
TYR dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, TA — (G+P); Gap ve pulverizasyon harig
Toplam Aberasyon.

R? Linear = 0,358
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Sekil 4.14. In vivo’ da SKF tarafindan indiiklenen TA- (G+P) frekans1 iizerine artan
TYR dozunun etkisi. SKF; Siklofosfamid, TA — (G+P); Gap ve pulverizasyon harig
Toplam Aberasyon.
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% Mitotik indeks (MI) bulgularimiz ve ortalama degerleri Cizelge 3.5 ve Sekil 3.11°de
gosterilmistir. Kontrol grubu icin belirlenen ortalama % MI degeri 11,833 + 0,520
olarak belirlenmistir. Ortalama %MI degerleri EtOH kontrol grubunda; 11,483 + 0,467,
50 mg/kg TYR grubunda; 11,250 + 0,524, 100 mg/kg TYR grubunda; 11,417 + 0,445,
200 mg/kg TYR grubunda; 11,217 + 0,331 olarak belirlenmistir. MMC grubunda; 8,933
+ 0,619 olarak belirlenen %MI degeri MMC + 50 mg/kg TYR grubunda; 9,383 + 0,417,
MMC + 100 mg/kg TYR grubunda; 9,767 + 0,572, MMC + 200 mg/kg TYR grubunda;
9,950 + 0,606 olarak belirlenmistir. SKF grubunda 8,817 + 0,624 olarak belirlenen %MI
degeri, SKF +50 mg/kg TYR grubunda; 10,267 + 0,308,SKF +100 mg/kg TYR
grubunda; 10,200 = 1,032 SKF +200 mg/kg TYR grubunda; 10,250 £+ 0,327 olarak

belirlenmistir.

In vivo % MI bulgularmin Istatistiksel karsilastirmalari, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey HSD testleri ile gergeklestirilmistir. Bu karsilagtirmalar sonrasinda
Kontrol ve EtOH kontrol gruplari arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
belirlenmemistir (p > 0,05). Her ii¢ TYR uygulama dozunun ( 50, 100, 200 mg/kg) tek
baslarina uygulandigr gruplarinin kontrol gruplari (Kontrol ve EtOH kontrol) ile
karsilastirilmast sonunda da TYR uygulamalari ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir (p > 0,05). MMC ve SKF uygulama
grublarinin %MI degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, her ikisinde de %MI
degerinin istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig: belirlenmistir. MMC + 50 mg/kg
TYR, MMC + 100 mg/kg TYR ve MMC + 200 mg/kg TYR uygulama gruplarinimn %MI
degerleri tek basina MMC uygulanan grubunun %MI degerleri ile karsilastirildiginda,
her ii¢ grubun %MI degerinin de, MMC grubunun %MI degerinden istatistiksel olarak
farkli olmadig1 belirlenmistir (p > 0,05). Ancak her ii¢ grubun %MI degeri, kontrol
grubunun %MI degeri ile karsilastirildiginda MMC + TYR uygulamarinmn = % MI
degerini istatistiksel olarak anlamli oranda azalttig1 belirlenmistir ( p < 0,001). Benzer
sekilde SKF + 50 mg/kg TYR, SKF + 100 mg/kg TYR, SKF + 200 mg/kg TYR
uygulama gruplarmin %MI degerleri tek basma SKF uygulanan grubunun %MI
degerleri ile karsilastirildiginda, her ii¢ grubun %MI degerinin de, SKF grubunun %MI
degerinden istatistiksel olarak farkli olmadig: belirlenmistir (p > 0,05). Ancak her ii¢
grubun %MI degeri, kontrol grubunun %MI degeri ile karsilastirildiginda SKF + TYR
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uygulamarmin da % MI degerini istatistiksel olarak anlamli oranda azalttigi

belirlenmistir ( p < 0,001).
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Sekil 4.15. /n vivo CA deneyi sonucunda elde edilen % Mitotik Indeks degerleri. EtOH;

Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid. Kontrol grubu ile

karsilagtirtlmiglardir. **; (p <0,001)

4.1.4. In vivo Komet Testi Bulgulari

In vivo komet testinde elde edilen mikroskobik goriintii &rnekleri Sekil 4.16’da

verilmistir. Bulgular igerisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk %DNA
(K.2%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM: Olive Tail Moment) parametreleri

degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.16. In vivo komet testi sonunda hazirlanan preperatlardan 6rnek mikroskobik
goriintiic (X20). A) SKF uygulama grubundan elde edilen ornek gorinti B) A
fotografindaki yogun hasarli DNA’nin mikrosistem komet yazilimi kullanilarak
esiklemesi yapilmis hali.
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Cizelge 4.6. In vivo komet testinde elde edilen ortalama degerler. K.U.; Kuyruk
Uzunlugu (um), K.%DNA; Kuyruk %DNA miktari, OTM; Olive Kuyruk Momenti,
TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid. ? Ayni parametre i¢in kendi
kontrol grubu olan MMC grubu ile karsilagtirilmistir, b, Ayn1 parametre i¢in kendi

kontrol grubu olan SKF grubu ile karsilagtirilmistir (p<0,001).

K.U. K. % DNA OoT™M
KONTROL 9,703 + 3,178 4,823 + 1,003 0,156 + 0,078
EtOH KONTROL 10,360 + 3,112 5,152 + 1,396 0,166 + 0,073
50 mg/kg TYR 10,317 + 2,850 4,989 + 0,977 0,160 + 0,064
100 mg/kg TYR 10,397 + 2,828 4,966 + 1,399 0,172 + 0,077
200 mg/kg TYR 10,387 + 2,297 4,969 + 1,136 0,167 + 0,063

MMC (2 mg/kg)

66,300 &+ 5,423

53,835 + 7,642

20,904 + 3,931

MMC +50 mg/kg TYR | 51,620+4,772° | 41,329+6,561° | 14,416 + 2,938°
MMC + 100 mg/kg TYR | 42,223 +4,675° | 32,967 +3,482° | 10,513 + 1,560°
MMC +200 mg/kg TYR | 32,807 +3,191° | 21,789+2786% | 4,637 +0,734°
SKF (50 mg/kg ) 64,863 + 4,413 | 52,303 + 5,998 20,326 + 3,431
SKF + 50 mg/kg TYR | 50,467 +5,656° | 39,902 +6,500° | 13,817 + 2,792
SKF + 100 mg/kg TYR | 53,910+ 7,248 | 42,839+7,882° | 14,915+ 3,490
SKF +200 mg/kg TYR | 44,477+5363"° | 38,836+5,873" | 13,373+ 2,590

Bu parametreler igerisinden K.U. degerlerinden elde edilen grafik Sekil 4.17°de
gosterilmistir. K.U. degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2
testleri kullanilarak gergeklestirildi. Ortalama K.U. degerleri (um), kontrol grubunda
9,703 + 3,178, EtOH grubunda 10,360 + 3,112 olarak belirlendi. Yine ortalama K.U.
degeri 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg TYR gruplarinda ise sirasiyla 10,317 +
2,850; 10,397 + 2,828 ve 10,387 + 2,297 olarak belirlendi. Bu bes grubun kendi
aralarindaki istatistiksel karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik belirlenemedi

(p>0,05).

Ortalama K.U. degerleri MMC grubunda 66,300 + 5,423 SKF grubunda ise 64,863 +
4,413 olarak belirlendi. Bu iki grubun ortalama K.U. degerleri Kontrol, EtOH ve tek
basina TYR uygulama gruplar ile karsilastirildiginda MMC ve SKF’nin ortalama K.U.
degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlendi (p<0,001). Ayrica
MMC ve SKF uygulama gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda ise K.U. degeri

acisindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: belirlendi (p>0,05).
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MMC + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR uygulama gruplarinda ortalama K.U. degerleri
sirastyla 51,620 + 4,772; 42,223 + 4,675 ve 32,807 + 3,191 olarak belirlendi. Bu
degerler MMC grubunun degerleri ile karsilastirildiginda her ic TYR uygulamasinin da
MMC tarafindan arttirllmis olan K.U. degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttig1 belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu ii¢ kombin uygulamanin istatistiksel
olarak birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica bu {i¢ grubun K.U.
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).

SKF + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR uygulama gruplarinda ortalama K.U. degerleri
sirastyla 50,467 + 5,656; 53,910 = 7,248 ve 44,477+ 5,363 olarak belirlendi. Bu
degerler SKF grubunun degerleri ile karsilagtirildiginda her ii¢ TYR uygulamasinin da
SKF tarafindan arttirilmis olan K.U. degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttig1 belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu ii¢c kombin uygulamanin istatistiksel
olarak birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica bu ii¢ grubun K.U.
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).
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Sekil 4.17. In vivo Komet testi Kuyruk Uzunlugu verileri. TYR; Tyrosol, MMC;
Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontroli ile
karsilastirilmistir **; p < 0,001.

90



Ayrica MMC ve SKF tarafindan arttirilan, Komet Kuyruk uzunlugu degerlerinin, MMC
ve SKF + TYR uygulama gruplarinda artan TYR dozu ile azalip azalmadigimi
belirlemek igin regresyon analizi gergeklestirildi. Regresyon analizi sonunda MMC
tarafindan arttirilan kuyruk uzunlugu degerlerinin artan TYR dozuna bagli olarak
azaldig1 belirlendi (R’= 0,813; p< 0,001). Denklemi; y= 62,011- 0,181 * Doz olan
regresyon egrisi Sekil 4.18de gosterilmistir. Benzer sekilde Regresyon analizi sonunda
SKF tarafindan arttirilan K.U. degerlerinin de artan TYR dozuna bagli olarak azaldigi
belirlendi (R?*= 0,464; p< 0,001). Denklemi; y= 60,991 — 0,086 * Doz olan regresyon
egrisi Sekil 4.19’da gosterilmistir.

R? Linear = 0,813
0,000
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Sekil 4.18. In vivo’da MMC tarafindan indiiklenen K.U. frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, K.U.; Kuyruk uzunlugu (um).

91
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Sekil 4.19. /n vivo’da SKF tarafindan indiiklenen K.U. frekansi iizerine artan TYR
dozunun etkisi. SKF; Siklofosfamid, K.U.; Kuyruk uzunlugu (um).

In vivo komet testi sonunda degerlendirilien bir diger parametre Kuyruk % DNA (K. %
DNA) igerigi degerleridir. In vivo komet testi sonunda elde edilen K. %DNA icerigi
bulgularindan hazirlanan grafik Sekil 4.20°de verilmistir. K. %DNA igerigi degerlerinin
istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak gergeklestirildi.
Ortalama K. %DNA igerigi degeri kontrol grubunda 4,823 + 1,003, EtOH grubunda ise
5,152 + 1,396 olarak belirlendi. 50, 100 ve 200 mg/kg TYR uygulamalarinin ortalama
K. %DNA igerigi degerleri sirasiyla 4,989 + 0,977; 4,966 + 1,399 ve 4,969 + 1,136
olarak belirlendi. Bu bes grubun birbirleri ile olan istatistiksel karsilastirilmalarinda,

gruplar arasinda anlamli bir farklilik belirlenemedi (p>0,05).

MMC ve SKF uygulama gruplarinda ortalama K. %DNA icerigi degerleri sirasiyla
53,835 + 7,642 ve 52,303 + 5,998 olarak belirlendi. Bu degerler Kontrol, EtOH ve tek
basina TYR uygulama gruplarinin K. %DNA igerigi degerleri ile karsilastirildiginda
hem MMC hem de SKF’nin K. %DNA igerigi degerlerini istatistiksel olarak anlamli
diizeyde ytikselttigi belirlendi (p< 0,001). MMC ve SKF gruplarinin K. %DNA igerigi
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degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda ise iki grup arasindan anlamli bir farklilik

olmadig1 belirlendi (p>0,05).

MMC + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR gruplarinin K. %DNA igerigi degerleri sirasiyla
41,329 £ 6,561; 32,967 + 3,482 ve 21,789 + 2,786 olarak belirlendi. Bu degerler MMC
grubunun K. %DNA igerigi degerleri ile karsilastirildiginda her ii¢ TYR uygulamasinin
da MMC tarafindan arttirilmis olan K. %DNA igerigi degerlerini istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azalttigi belirlendi (p< 0,001). Bu U¢ grup kendi aralarinda
karsilastirildiginda da tgliniin de birbirlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu
belirlendi (p< 0,001). Ayrica bu ii¢ grubun K. %DNA igerigi degerlerinin kontrol ve
EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<
0,001).

SKF + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR gruplarinin K. %DNA icerigi degerleri sirasiyla
39,902 + 6,500; 42,839 + 7,882 ve 38,836 + 5,873 olarak belirlendi. Bu degerler SKF
grubunun K. %DNA igerigi degerleri ile karsilastirildiginda her ti¢ TYR uygulamsinin
da SKF tarafindan arttirllmis olan K. %DNA igerigi degerlerini istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalttigi belirlendi (p< 0,001). Bu ¢ grup kendi aralarinda
karsilastirildiginda da tgliniin de birbirlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu
belirlendi (p< 0,001). Ayrica bu ii¢ grubun K. %DNA igerigi degerlerinin kontrol ve
EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<
0,001).

93



Kuyruk % DNA

70,000 -
60,000 -
* %
* %
50,000 - *% x
40,000 - * %k
30,000 - *%
20,000 -
10,000 -
0,000 -
«QQ\/ «0 & %\Q* QO‘Z* \\{g} &\\Q\ & X \\{g} «\\% <\Q~ ;6Q~
SRR O P\ N R P SN
L L & & & Q & & O & & &
NQ Q Q @ & & & & &
@9 S P P &P PO
‘<>' R4 v @ (Jx x'» xfl/ S x XN xq'Q
> & W A SRS
AN RN S

Sekil 4.20. /n vivo komet testi Kuyruk % DNA igerigi verileri. TYR; Tyrosol, MMC;
Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontroli ile
karsilastirtlmistir **; p < 0,001.

Ayrica MMC ve SKF tarafindan arttirilan, Kuyruk %DNA igeriginin, MMC ve SKF +
TYR uygulama gruplarinda, artan TYR dozu ile azalip azalmadigini1 belirlemek icin
regresyon analizi gerceklestirildi. Regresyon analizi sonunda MMC tarafindan arttirilan
kuyruk %DNA igeriginin artan TYR dozuna bagl olarak azaldig: belirlendi (R*= 0,788;
p< 0,001). Denklemi; y= 51,068- 0,155* Doz olan regresyon egrisi Sekil 4.21°de
gosterilmistir. Benzer sekilde Regresyon analizi sonunda SKF tarafindan arttirilan
kuyruk %DNA igeriginin de artan TYR dozuna bagl olarak azaldig belirlendi (RZZ
0,218; p< 0,001). Denklemi; y= 48,143 — 0,053 * Doz olan regresyon egrisi Sekil
4.22’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. In vivo’da MMC tarafindan indiiklenen K. %DNA frekansi1 iizerine artan
TYR dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, K.; Kuyruk.
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Sekil 4.22. In vivo’da SKF tarafindan indiiklenen K. %DNA frekansi iizerine artan TYR
dozunun etkisi. SKF; Siklofosfamid, K.; Kuyruk.
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In vivo komet testi sonunda degerlendirilen son parametre OTM (Olive Tail Moment;
Olive Kuyruk Momenti) degerleridir. In vivo komet testi sonunda elde edilen OTM
bulgularindan hazirlanan grafik Sekil 4.23’te verilmistir.

OTM degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirildi. Ortalama OTM degeri kontrol grubunda 0,156 + 0,078 EtOH grubunda
ise 0,166 + 0,073 olarak belirlendi. 50, 100 ve 200 mg/kg TYR uygulamalarinin
ortalama OTM degerleri sirasiyla 0,160 + 0,064; 0,172 + 0,077 ve 0,167 + 0,063 olarak
belirlendi. Bu bes grubun birbirleri ile olan istatistiksel karsilastirilmalarinda, gruplar

arasinda anlamli bir farklilik belirlenemedi (p>0,05).

MMC ve SKF uygulama gruplarinda ortalama OTM degerleri sirasiyla 20,904 + 3,931
ve 20,326 + 3,431 olarak belirlendi. Bu degerler Kontrol, EtOH ve tek basina TYR
uygulama gruplarinin OTM degerleri ile karsilastirildiginda hem MMC hem de
SKF’nin OTM degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlendi (p<
0,001). MMC ve SKF gruplarinin OTM degerleri birbirleri ile karsilagtirildiginda ise iki
grup arasindan anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi (p>0,05).

MMC + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR gruplarinin OTM degerleri sirasiyla 14,416 +
2,938; 10,513 + 1,560 ve 4,637 = 0,734 olarak belirlendi. Bu degerler MMC grubunun
OTM degerleri ile karsilastirildiginda her iic TYR uygulamsinin da MMC tarafindan
arttirilmis olan OTM degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlendi
(p<0,001). Bu ii¢ grup kendi aralarinda karsilastirildiginda da {i¢iiniin de birbirlerinden
istatistiksel olarak farkli oldugu belirlendi (p< 0,001). Ayrica bu ii¢ grubun OTM
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).

SKF + 50, 100 ve 200 mg/kg TYR gruplarinin OTM degerleri sirastyla 13,817 + 2,792;
14,915 £ 3,490 ve 13,373 + 2,590 olarak belirlendi. Bu degerler SKF grubunun OTM
degerleri ile karsilastirlldiginda her ii¢ TYR uygulamasmmin da SKF tarafindan
arttirllmis olan OTM degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlendi

(p< 0,001). Bu ii¢ grup kendi aralarinda karsilastirildiginda da ii¢liniin de birbirlerinden
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istatistiksel olarak farkli oldugu belirlendi (p< 0,001). Ayrica bu {i¢ grubun OTM
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).
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Sekil 4.23. In vivo komet testi OTM verileri. OTM; Olive Tail Moment (Olive Kuyruk
Momenti) TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid. Kombin
uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile karsilastirilmistir **; p < 0,001.

Ayrica MMC ve SKF tarafindan arttirilan, OTM degerinin, MMC ve SKF + TYR
uygulama gruplarinda, artan TYR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek igin
regresyon analizi gergeklestirilmistir. Regresyon analizi sonunda MMC tarafindan
arttirtlan OTM degerinin artan TYR dozuna bagli olarak azaldigi belirlenmistir (R*=
0,807; p< 0,001). Denklemi; y= 19,484- 0,078 * Doz olan regresyon egrisi sekil 4.24’°te
gosterilmistir. Benzer sekilde Regresyon analizi sonunda SKF tarafindan arttirilan OTM
degerinin de artan TYR dozuna bagli olarak azaldigi belirlenmistir (R?= 0,242; p<
0,001). Denklemi; y= 18,031 — 0,028 * Doz olan regresyon egrisi Sekil 4.25°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.24. In vivo’da MMC tarafindan indiiklenen OTM frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi. OTM; Olive Tail Moment
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Sekil 4.25. In vivo’da SKF tarafindan indiiklenen OTM frekans: iizerine artan TYR
dozunun etkisi OTM; Olive Tail Moment.
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4.2. In vitro Deneylerin Bulgular

4.2.1. In vitro doz denemeleri bulgular:

In vitro doz denemelerinden elde edilen ortalama MN ve NDI degerleri Cizelge 4,7°de
verilmistir. Bu verilerden elde edilen MN grafigi Sekil 4.26 NDI grafigi ise 4.27°de

verilmistir.

In vitro doz denemelerinin MN sonuglarmin istatistiksel analizi ANOVA ve Tukey
HSD tetleri kullamilarak gerceklestirilmistir. Istatistiksel karsilastirmalarda, doz
denemelerinde kullanilan tiim TYR ve KAR dozlarinin MN frekanslar1 ile Kontrol ve
EtOH grubunun MN frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

belirlenememistir (p>0,05).

Benzer sekilde NDI degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2
testleri  kullanilarak  gerceklestirilmistir.  Istatistiksel ~ karsilastirmalarda,  doz
denemelerinde kullanilan tiim TYR ve KAR dozlarinin NDI frekanslari ile Kontrol ve
EtOH grubunun NDI frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

belirlenememistir (p>0,05).
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Cizelge 4.7. In vitro doz denemeleri bulgulari. EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, KAR;

Karnosik asit, NDI; Niikleus Boliinme indeksi, SS; Standart Sapma.

MN + SS NDI £ SS
KONTROL 15+0,816 1,803 + 0,024
EtOH KONTROL 14,75+ 0,957 | 1,652+ 0,038
0,0625 pg/mL TYR 14,25+ 0,5 1,803 £0,0239
0,125 pg/mL TYR 14,25+ 0,957 | 1775 +0,028
0,25 ng/mL TYR 15+ 0,816 1,806 + 0,008
0,5 pg/mL TYR 14+ 0,5 1,799 + 0,011
1 pg/mL TYR 14+0,5 1,818 + 0,009
1,5 pg/mL TYR 14,75+ 0,5 1,810 + 0,002
0,0625 ng/mL KAR 13,5+ 0,577 | 1,802 + 0,005
0,125 png/mL KAR 13,75+ 0,5 1,803 + 0,003
0,25 pg/mL K+AR 14,75+ 0,5 1,814 + 0,012
0,5 ng/mL KAR 155+1 1,811 + 0,005
1 pg/mL KAR 13,75+1,708 | 1,798 + 0,003
1,5 pg/mL KAR 14 + 0,816 1,8+ 0,004
1000 INH'DE MN
18
16
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IS U S SR S &
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Sekil 4.26. In vitro doz denemeleri MN bulgular1. INH; Iki Niikleuslu Hiicre, EtOH;
Etanol, TYR; Tyrosol, KAR; Karnosik asit,
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Sekil 4.27. In vitro doz denemeleri NDI bulgulari. NDI; Niikleus Boliinme Indeksi,
EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, KAR; Karnosik asit.

4.2.2. TYR uygulamalari icin In vitro MN testi bulgular

TYR uygulamalari igin /n vitro MN testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintiilerden drnekler Sekil 4.28°de gosterilmistir. [n vitro MN testi
sonunda elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.8, Sekil 4.29. ve Sekil 4.30’da

gosterilmistir.

1000 INH basina diisen MN frekanslarmin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey
HSD tetleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Kontrol grubunda 1000 INH basimna diisen
MN frekanst 16,625 + 2,263 bulunmustur. Bu deger EtOH grubunda 20,125 + 3,603
seklindedir. 0,5 pg/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirasiyla;
16,625 + 4,240; 18,375 + 3,543; 17,875 + 3,720 scklindedir. Istatistiki olarak
degerlendirildiginde Kontrol grubu ve EtOH grubu arasinda her hangi bir istatistiki fark
s0z konusu degildir (p>0,05). Ayn sekilde ii¢ farkli TYR grubu ayr1 ayr1 kontrol grubu
ve EtOH grubu ile karsilastirildiginda da herhangi bir istatistiki fark belirlenememistir
(p>0,05). Ug¢ farkli TYR grubu kendi aralarinda karsilastirilinca da istatistiki olarak

anlaml bir fark belirlenememistir (p>0,05).
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Yine 1000 INH de MN frekans: agisindan MMC grubunun degeri 74,500 + 5,682,
*SKF grubunun degeri ise 63,500 £+ 4,407 seklinde bulunmustur. Bu degerler kontrol
grubunun 1000 INH de MN frekans1 degerleri ile karsilastirildiginda hem MMC hem de
*SKF uygulamalarinin MN frekansini istatistiki olarak anlamli bir diizeyde arttirdigi

belirlenmistir ( p < 0,001).

Kombin uygulamalarda MMC+ 0,5 pg/mL TYR, MMC + 1 pg/mL TYR ve MMC+ 2
pg/mL TYR gruplarinin1000 INH deki MN frekans1 degerleri ise sirasiyla; 26,125 +
1,885; 24,000 + 3,505; 20,000 + 5,398 seklindedir. Bu ii¢ grubun degerleri ayr1 ayri
MMC grubunun degerleri ile karsilastirildiginda her ii¢ doz TYR’nin de MMC
tarafindan arttirilmis olan MN frekanslarini istatistiki olarak anlaml diizeyde azalttigi
belirlenmistir ( p < 0,001). Ug farkli kombin uygulama (MMC+ 0,5 pg/mL TYR, MMC
+ 1 pg/mL TYR ve MMC+ 2 pg/mL TYR) gruplarinin 1000 INH deki MN frekansi
degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda ise herhangi bir istatistiksel farklilik
belirlenememistir (p>0,05). Ayn1 kombin gruplarin 1000 INH deki MN frekansi
degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda da sadece MMC + 2 pug/mL TYR
uygulama grubunun MN frekans degerleri ile kontrol grubunun MN frekans degerleri
arasinda bir fark belirlenememistir (p>0,05). Diger iki grubun MN frekans degerleri ise
kontrol grubunun MN frekans degerlerine oranla istatistiki olarak anlamli diizeyde

yiiksektir (p < 0,001).

Yine kombin uygulamalarda *SKF+ 0,5 ng/mL TYR, *SKF + 1 ug/mL TYR ve *SKF
+ 2 pg/mL TYR gruplarmnin 1000 INH deki MN frekans1 degerleri ise sirastyla; 21,500
+ 4,598; 21,375 + 2,973; 19,750 £ 3,991 seklinde belirlenmistir. Bu degerler *SKF
uygulanan grubun degerleri ile karsilastirildiginda her ti¢ doz TYR’nin de *SKF
tarafindan arttirillmis MN frekansini istatistiki olarak anlamli bir diizeyde azalttig
belirlenmistir ( p < 0,001). Ug farkli kombin uygulama (*SKF+ 0,5 ug/mL TYR, *SKF
+ 1 pg/mL TYR ve *SKF + 2 pug/mL TYR) gruplarmmn 1000 INH deki MN frekans1
degerleri birbirleri ile karsilagtirnlldiginda herhangi bir istatistiksel —farklilik
belirlenememistir (p>0,05). Aym1 kombin gruplarm 1000 INH deki MN frekansi
degerleri kontrol grubu ile karsilastirlldiginda da istatistiki olarak bir fark

belirlenememistir (p>0,05).
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NDi (Niikleus boliinme indeksi) degerlerinin istatistiksel analizleri de ANOVA ve
Tukey HSD testleri kullanilarak gerceklestirilmisti. NDI degerleri agisindan
bulgularimiza baktigimizda, kontrol grubu ve EtOH grubu igin NDI degeri sirasiyla
1,798 £ 0,016 ve 1,649 £ 0,029 seklinde belirlenmistir. 0,5 pg/mL TYR, 1 pg/mL
TYR, 2 pg/mL TYR uygulamalari igin NDi degerleri sirastyla; 1,780 + 0,032; 1,784 +
0,035; 1,781 £ 0,031 seklinde belirlenmistir. Bu degerler ayr1 ayr1 kontrol grubunun
NDI degeri ile karsilastirildiginda EtOH grubunun NDI degeri kontrol grubundan
istatistiki olarak anlaml1 diizeyde diisiik belirlenmistir ( p < 0,05). Ug farkli doz TYR
uygulamasi ile kontrol grubunun NDI degerleri arasinda istatistiki olarak bir fark
belirlenememistir (p>0,05). MMC ve *SKF uygulamalarinin NDI degerleri sirasiyla;
1,548 £ 0,034; 1,756 + 0,021 seklinde belirlenmistir. Bu degerler kontrol grubunun NDI
degerleri ile karsilastirildiginda MMC ve *SKF uygulamalarinin NDI degerini istatistiki
olarak anlamli diizeyde azalttigi belirlenmistir (p < 0,001 ve p < 0,05). Kombin
uygulamalarin NDI degerleri kontrol grubunun NDI degeri ile karsilastirildiginda ise
sadece *SKF + 1 pg/mL TYR uygulamasinin NDI degerini istatistik olarak anlamli
diizeyde indirgedigi belirlenmistir ( p < 0,05).

Ayrica MMC ve *SKF tarafindan arttirilan, 1000 INH’de MN frekansinin, MMC ve
*SKF + TYR uygulama gruplarinda artan TYR dozu ile azalip azalmadigin1 belirlemek
i¢in regresyon analizi gergeklestirilmistir. Regresyon analizi sonunda MMC tarafindan
arttirilan 1000 INH’de MN frekansinin, artan TYR dozuna bagl olarak azaldig
belirlenmistir (R?= 0,547; p< 0,001). Denklemi; y= 55,950- 22,621 * Doz olan
regresyon egrisi Sekil 4.31°de gosterilmistir. Benzer sekilde, regresyon analizi sonunda
*SKF tarafindan arttirilan 1000 INH’de MN frekansinin da istatistiksel olarak, artan
TYR dozuna bagh olarak azaldig1 belirlenmistir (R*= 0,482; p< 0,001). Denklemi; y=
47,025- 17,707 * Doz olan regresyon egrisi Sekil 4.32°de gosterilmistir.

103



Sekil 4. 28. TYR i¢in in vitro MN testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintii 6rnegi (X40) A) 1 pg/mL TYR uygulama grubundan elde edilen
INH’ler B) MMC + 2 pg/mL TYR uygulama grubundan elde edilen MN igeren INH.
MN; Mikroniikleus INH; Iki niikleuslu Hiicre.
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Sekil 4.29. TYR uygulamalarmin in vitro MN deneyinde 1000 INH ‘de ki MN frekans
degerleri. INH: iki Niikleuslu Hiicre, MN: Mikroniikleus, EtOH: Etanol, TYR: Tyrosolt,
MMC: Mitomisin C, *SKF: 4 Hidroperoksisiklofosfamid, SS: Standart Sapma. Kombin
uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile kargilastirilmistir **; p < 0,001.

2
18 * * % *
1,6
1,4
_ 12
gl
0,8
0,6
0,4
0,2
0
A T TS T S S S N S S
'\Q“O /&0 \f\ \S\ \,é & \:d \:d \«Q\ \@\’ \:é \:é /\3‘
> & W W& W& Y C &
(ORI DA\ AN AN ANEPANREANES S NP
RS SO ) N N T N MR- N ) MR )
SNIEPI SEIRS SBN STES LIR SO SIS SN SO AN
O YV TE DS NN E G DD
L% QQ‘X(’*(_)Q‘XX
A\ RN N
V@@* L5 ¥

Sekil 4.30. TYR uygulamalarinm in vitro MN deneyinde NDI degerleri. NDI: Niikleer
boliinme indeksi, EtOH: Etanol, TYR: Tyrosol, MMC: Mitomisin C, *SKF: 4
HidroperoksiSiklofosfamid. Kontrol grubu ile karsilastirilmistir. *; p < 0,05, **; p <
0,001.
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Sekil 4.31. In vitroda MMC tarafindan indiiklenen 1000 INH’de MN frekans: iizerine
artan TYR dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, INH; Iki Nikleuslu Hiicre, MN;
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Mikrontikleus.
20,000=
4]
g00004 ©
(4]
=
=
[-F]
=
jan
£
o 40,000
=
=]
—
8 (o]
Q o
o
20,000 g E D
8 g
o]
T I I 1 T
000 500 1,000 1,500 2,000

*SKF + Artan TYR Dom (ng/mL)

Sekil 4.32. In vitro’da *SKF tarafindan indiiklenen 1000 INH’de MN frekans: iizerine
artan TYR dozunun etkisi. *SKF; 4 Hidroperoksisiklofosfamid, INH; ki Nikleuslu

Hiicre, MN; Mikroniikleus.
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4.2.3. KAR uygulamalari i¢cin In vitro MN testi bulgulari

KAR uygulamalari i¢in /n vitro MN testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintiilerden ornekler Sekil 4.33’te gosterilmistir. /n vitro MN testi
sonunda elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.9, Sekil 4.34. ve Sekil 4.35 ’te

gosterilmistir.

1000 INH basina diisen MN frekanslarinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey
HSD testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda 1000 INH basina diisen
MN frekanst 16,000 + 2,507 bulunmustur. Bu deger EtOH grubunda 18,875 + 2,031
seklindedir. 0,5 pg/mL KAR, 1 pg/mL KAR ve 2 pg/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla;
14,875 + 1,552; 15,875 + 1,959; 15,500 + 2,449 scklindedir. Istatistiki olarak
degerlendirildiginde Kontrol grubu ve EtOH grubu arasinda her hangi bir istatistiki fark
s06z konusu degildir (p>0,05). Ayn1 sekilde ti¢ farkli KAR grubu ayr1 ayr1 kontrol grubu
ve EtOH grubu ile karsilastirildiginda da her hangi bir istatistiki fark belirlenememistir
(p>0,05). Ug¢ farkli KAR grubu kendi aralarinda karsilastirilinca da istatistiki olarak

anlaml1 bir fark belirlenememistir (p>0,05).

Yine 1000 INH de MN frekansi agisindan MMC grubunun degeri 72,625 + 4,274,
*SKF grubunun degeri ise 64,875 + 3,482 seklinde bulunmustur. Bu degerler kontrol ve
EtOH grubunun 1000 INH de MN frekans: degerleri ile karsilastirildiginda hem MMC
hem de *SKF uygulamalarinin MN frekansini istatistiki olarak anlamli bir diizeyde
arttirdigr belirlenmistir ( p < 0,001).

Kombin uygulamalarda MMC+ 0,5 ng/mL KAR, MMC + 1 pg/mL KAR ve MMC + 2
png/mL KAR gruplarinin 1000 INH deki MN frekans: degerleri ise sirasiyla; 26,625 +
3,961; 23,500 + 2,449; 20,250 + 3,845 seklindedir. Bu ii¢ grubun degerleri ayr1 ayri
MMC grubunun degerleri ile karsilastirildiginda her ti¢ doz KAR’1n da MMC tarafindan
arttirtlmis  olan MN frekanslarini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig1
belirlenmistir ( p < 0,001). Ug farkli kombin uygulama (MMC+ 0,5 pg/mL KAR, MMC
+ 1 pg/mL KAR ve MMC+ 2 pg/mL KAR) gruplarinin 1000 INH deki MN frekans1
degerleri birbirleri ile karsilagtirildiginda ise MMC + 0,5 pg/mL KAR grubu ile MMC
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+ 2 pg/mL KAR grubunun istatistiksel olarak birbirlerinden anlamli diizeyde farkl
olduklart belirlenmistir ( p < 0,001). Bunun disinda MMC ile kombinlenmis {i¢
grubunlarin arasinda herhengi bir istatistiksel farklilik belirlenememistir (p>0,05). Ayni1
kombin gruplarm 1000 INH deki MN frekanst degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda da sadece MMC + 2 pg/mL KAR uygulama grubunun MN frekans
degerleri ile kontrol grubunun MN frekans degerleri arasinda bir fark belirlenememistir
(p>0,05). Diger iki grubun MN frekans degerleri ise kontrol grubunun MN frekans
degerlerine oranla istatistiki olarak anlamli1 diizeyde yiiksektir ( p < 0,001).

Yine kombin uygulamalarda *SKF+ 0,5 ng/mL KAR, *SKF + 1 pg/mL KAR ve *SKF
+ 2 pg/mL KAR gruplarinin 1000 INH deki MN frekans1 degerleri ise sirastyla; 20,250
+ 1,388; 19,125 + 1,807; 18,750 £ 2,314 seklinde belirlenmistir. Bu degerler *SKF
uygulanan grubun degerleri ile karsilagtirildiginda her ii¢ doz KAR’mm da *SKF
tarafindan arttirllmis MN frekansini istatistiki olarak anlamli bir diizeyde azalttig1
belirlenmistir ( p < 0,001). Ug farkli kombin uygulama (*SKF + 0,5 pg/mL KAR, *SKF
+ 1 pg/mL KAR ve *SKF + 2 pg/mL KAR) gruplarinm 1000 INH deki MN frekansi
degerleri birbirleri ile karsilastirlldiginda herhangi bir istatistiksel —farklilik
belirlenememistir (p>0,05). Ayn1 kombin gruplarin 1000 INH deki MN frekansi
degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda da istatistiki olarak bir fark
belirlenememistir (p>0,05). Bu nedenle kullandigimiz ii¢ farkli KAR dozu *SKF

tarafindan arttirllmis MN frekansini azaltmus, hatta kontrol diizeyine kadar geriletmistir.

NDI frekanslarinm istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol grubunda NDI degeri 1,787 + 0,011, EtOH grubunda ise
1,665 + 0,025 olarak belirlenmistir. 0,5 pg/mL KAR, 1 pg/mL KAR, 2 ng/mL KAR
uygulama gruplar1 i¢in ortalama NDI degeri sirasiyla 1,758 + 0,017; 1,756 £ 0,017;
1,763 £ 0,007 olarak belirlenmistir. MMC uygulama grubu i¢in ortalama NDI degeri
1,538 = 0,028 olarak belirlenmistir. MMC + 0,5, 1, 2 pg/mL KAR uygulamalar i¢in
ortalama NDI degerleri sirasiyla 1,743 + 0,012; 1,752 + 0,009 ve 1,749 + 0,017 olarak
belirlenmistir. *SKF uygulama grubunda ortalama NDI degeri ise 1,644 + 0,031 olarak
belirlenmistir. *SKF + 0,5, 1, 2 ug/mL KAR uygulamalarinin ortalama NDI degerleri
ise srastyla 1,739 + 0,022; 1,741 £+ 0,016 ve 1,743 + 0,018 olarak belirlenmistir.
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Istatistiksel olarak sadece 0,5 ng/mL KAR, 1 pg/mL KAR ve 2 ng/mL KAR uygulama
gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark belirlenememistir (p >0,05).
Diger uygulamalarin hepsi NDI ortalama degerlerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diisiirmiistiir (p < 0,05).

Ayrica MMC ve *SKF tarafindan arttirilan, 1000 INH’de MN frekansinin, MMC ve
*SKF + KAR uygulama gruplarinda artan KAR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek
icin regresyon analizi gerceklestirilmistir. Regresyon analizi sonunda MMC tarafindan
arttirilan 1000 INH’de MN frekansinin, artan KAR dozuna bagl olarak azaldig
belirlenmistir (R2= 0,556; p< 0,001). Denklemi; y= 54,875- 21,857 * Doz olan
regresyon egrisi Sekil 4.36’da gosterilmistir. Benzer sekilde regresyon analizi sonunda
*SKF tarafindan arttirilan 1000 INH’de MN frekansinin da istatistiksel olarak, artan
TYR dozuna bagh olarak azaldig1 belirlenmistir (R*= 0,485; p< 0,001). Denklemi; y=
47,1- 18,686 * Doz olan regresyon egrisi Sekil 4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 33. KAR igin in vitro MN testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintii 6rnegi (X40) A) 0,5 ng/mL KAR uygulama grubundan elde
edilen UNH goriintiisii B) *SKF + 1 pg/mL KAR uygulama grubundan elde edilen MN
iceren INH. KAR; Karnosik asit, MN; Mikroniikleus, INH; ki niikleuslu Hiicre, UNH;
Ug niikleuslu Hiicre.
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Sekil 4.34. KAR uygulamalarinm in vitro MN deneyinde 1000 INH ‘de ki MN frekans
degerleri. INH; Iki Niikleuslu Hiicre, MN; Mikroniikleus, EtOH; Etanol, KAR;
Karnosik asit, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin
uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile karsilastirilmistir. **; p <0,001.
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Sekil 4.35. KAR uygulamalarmin in vitro MN deneyinde NDI degerleri. NDI; Niikleer
bolinme indeksi, EtOH; Etanol, KAR; Karnosik asit, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kontrol grubu ile karsilastirilmistir. *; p <0,05.
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Sekil 4.36. MMC tarafindan indiiklenen 1000 INH’de MN frekans: iizerine artan KAR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, KAR; Karnosik asit, MN; Mikroniikleus.
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Sekil 4.37. *SKF tarafindan indiiklenen 1000 INH’de MN frekans1 iizerine artan KAR
dozunun etkisi. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, KAR; Karnosik asit, MN;
Mikrontikleus.
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4.2.4. TYR uygulamalari i¢in In vitro CA testi bulgular

TYR uygulamalarinin gergeklestirildigi in vitro CA testi sonunda hazirlanan
preperatlardan elde edilen mikroskobik goriintiilerden Ornekler Sekil 4.38’de
gosterilmistir. TYR uygulamalari igin in vitro CA testi sonunda elde edilen bulgular
Cizelge 4.10° da gosterilmistir. Toplam Aberasyon (TA) ortalamalart ve Gap ve
Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon (TA-(G+P)) ortalamalar Cizelge 4.11° de
bunlara ait grafikler ise Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°ta gosterilmistir.

TYR uygulamalar1 igin gerceklestirilen CA testinden elde edilen ortalama TA
verilerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey HSD testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol grubunun ortalama TA degeri 1,25 + 0,707 olarak
belirlenmistir. Bu deger EtOH grubunda 1,38 + 0,916 olarak belirlenmistir. 0,5 pg/mL
TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR uygulama gruplarinda belirlenen ortalama TA
degerleri sirasiyla, 1,50 +0,926; 1,13 + 1,126 ve 1,00 + 0,756 olarak belirlenmistir. Her
lic grup da istatistiksel olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark

belirlenememistir (p>0,05).

MMC grubu i¢in ortalama TA degeri 16,25 + 1,488 olarak, *SKF grubu i¢in ise 14,50 +
1,309 olarak belirlenmistir. Her iki uygulama grubunun da TA degerleri kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, her iki uygulamanin da TA degerlerini istatistiksel olarak anlamli

bir diizeyde arttirdig1 belirlenmistir (p < 0,001).

MMC + 0,5 pg/mL TYR, MMC + 1 pg/mL TYR ve MMC + 2 pg/mL TYR
uygulamalari i¢in ortalama TA degerleri sirasiyla, 7,50 + 0,926; 7,00 £ 1,414 ve 4,50 +
0,926 olarak belirlenmistir. Her ii¢ uygulama grubunun TA degerleri MMC uygulama
grubunun TA degerleri ile karsilastirildiginda, tic TYR dozunun da MMC tarafindan
arttirtlmis TA degerini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde azaltmistir (p < 0,001).
Bununla birlikte, bu {i¢ uygulama gurubunun TA degerlerinin, kontrol grubunun TA
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p < 0,001).
Ug, kombin uygulama grubu birbirleri ile karsilastirildiginda ise sadece MMC + 2
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pug/mL TYR grunun TA degerinin, diger iki uygulama grubunun TA degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlendi (p < 0,001).

*SKF + 0,5 pg/mL TYR, *SKF + 1 pg/mL TYR ve *SKF + 2 pg/mL TYR
uygulamalari i¢in ortalama TA degerleri ise sirastyla, 7,75 + 0,886; 5,50 + 0,926 ve 2,88
+ 1,126 olarak belirlenmistir. Ayni1 sekilde her iic TYR dozu da *SKF tarafindan
arttirilmis olan TA degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir (p < 0,001).
Bununla birlikte, bu ti¢ uygulama gurubunun TA degerlerinin, kontrol grubunun TA
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p <
0,005). Ug, kombin uygulama grubu birbirleri ile karsilastirildiginda ise ii¢iiniin de
istatistiksel olarak birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir (p < 0,05).

TYR uygulamalar igin gergeklestirilen CA testinden elde edilen ortalama TA-(G+P)
verilerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol, EtOH, 0,5 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR uygulama
gruplarinda TA-(G+P) degerleri 0,00 = 0,000 olarak belirlenmistir. 1 pg/mL TYR
uygulama grubunda ise 0,13 + 0,354 olarak belirlenmistir. MMC ve *SKF uygulama
gruplarinda ise TA-(G+P) degerleri sirasiyla 7,50 £ 0,926 ve 7,50 + 0,756 olarak

belirlenmistir.

MMC + 0,5 pg/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR uygulama gruplarinda TA-
(G+P) degerleri sirasiyla 3,13 + 0,835; 2,75 + 0,886 ve 1,75 £ 0,707 bu degerler MMC
grubunun TA-(G+P) degerleri ile karsilastirildiginda. Her i¢ TYR uygulamasinin da
MMC tarafindan arttirllmis TA-(G+P) degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttigr belirlenmistir (p < 0,001). MMC + 0,5 pg/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2
pg/mL TYR uygulama gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda ise ii¢ grubun da
birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olmadigi belirlenmistir (p>0,05). *SKF + 0,5
ug/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR uygulama gruplarinda TA-(G+P)
degerleri sirasiyla 4,00 + 0,926; 2,50 + 0,756 ve 1,25 + 0,886 olarak belirlenmistir. Ayni
sekilde Her ii¢c TYR uygulamasinin da *SKF tarafindan arttirilmigs TA-(G+P) degerini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (p < 0,001). Ayrica *SKF +
0,5 pg/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR uygulama gruplarindan sadece *SKF
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+ 2 pg/mL TYR uygulama grubunun TA-(G+P) degerinin, *SKF + 0,5 pg/mL TYR
uygulama grubunun TA-(G+P) degerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik

oldugu belirlenmistir (p < 0,05).
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Sekil 4.38. TYR igin in vitro CA testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintii 6rnegi (X100) A) 2ug/mL TYR preperatindan elde edilmis bir
normal metafaz goriintisit B) MMC + 1 pg/mL TYR preperatindan elde edilmis bir
pulverize metafaz goriintiisii.
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Cizelge 4.11. TYR uygulamalarinin in vitro CA testi ortalamalari. TA; Toplam
Aberasyon TA-(G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon, EtOH; Etanol,
TYR; Tyrosol, SS; Standart Sapma, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. % Kendi kontrolii olan MMC grubu ile karsilastirilmistir, °;
Kendi kontrolii olan *SKF grubu ile karsilagtirilmustir, (p < 0,001).

ORTALAMA =SS
TA +SS TA - (G+P) + SS
KONTROL 1,25 + 0,707 0,00 + 0,000
EtOH KONTROL 1,380,916 0,00 + 0,000
0,5 pg/mL TYR 1,50 £ 0,926 0,00 = 0,000
1png/ mL TYR 1,13+ 1,126 0,13 + 0,354
2 ng/ ML TYR 1,00 + 0,756 0,00 + 0,000
MMC (0,3 pg/ mL) 16,25+ 1,488 | 7,50+ 0,926
MMC + 0,5 ng/ mL TYR | 7,50 + 0,926 3,13 + 0,835
MMC +1 pg/ mL TYR | 7,00+ 1,414 2,75 £ 0,886°
MMC +2 pg/ mL TYR | 4,50 + 0,926 1,75+ 0,707°
*SKF (10 pg/ mL) 14,50 £ 1,309 | 7,50 0,756
*SKF + 0,5 pg/ mL TYR | 7,75 +0,886" 4,00 +0,926"
*SKF+1 ng/ mL TYR |5,50+0,926" 2,50 + 0,756
*SKF+2pg/ mLTYR |[2,88+1,126° 1,25 + 0,886"
20,00 TA
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00 * % * % %
4,00
2,00
0,00
-2,00
é\%o\, % o\r (Q’dQ @Q\Q\ (Qé% \(0 @é% 6:(8* @I&*Q“ \\ @éQ‘ (Q«\\Q‘ (écx%
NS P PN PN \
O OQ\@ . Q@ Qog Qoa \Q?) P Q?o i~ &8 S o o} Q?o Qé
& Qv @@ Q‘ x @ X *(_)‘F XQ\ % x \g(x

Sekil 4.39. TYR i¢in in vitro CA Deneylerinden elde edilen ortalama TA degerleri. TA;
Toplam Aberasyon, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol,

hidroperoksisiklofosfamid.

Kombin

karsilastirilmistir. **; p <0,001.

uygulamalar
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Sekil 4.40. TYR igin in vitro CA Deneylerinden elde edilen ortalama TA- (G+P)
degerleri. TA- (G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon, EtOH; Etanol,
TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin
uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile karsilastirilmistir. **; p <0,001.

Ayrica MMC ve *SKF tarafindan indiikklenen TA frekansinin TYR tarafindan
indirgenmesinde artan TYR dozlarinin etkisi regresyon analizi ile incelenmistir. Sonug
olarak MMC ve *SKF tarafindan indiikklenen TA frekansinin artan TYR dozuna bagl
olarak azaldigi belirlenmistir (p< 0,001). MMC + TYR dozlar1 i¢in elde edilen
regresyon egrisi Sekil 4.41°de gosterilmistir bu egrinin denklemi ise y= 13,25-5,071 *
Doz (R2 = 0,669) seklinde belirlenmistir. *SKF + TYR dozlar1 i¢in elde edilen
regresyon egrisi ise Sekil 4.42°de gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y= 12,1-4,971
* Doz seklinde belirlenmistir (R? = 0,728; p< 0,001). Ayni zamanda, MMC ve *SKF
tarafindan indiikklenmis olan TA - (G+P) frekansinin da artan TYR dozu ile azaldigi
belirlenmistir (p< 0,001). MMC tarafindan indiiklenen TA — (G+P) frekansina, artan
TYR dozlarimin etkisi Sekil 4.43’te verilmistir, bu egrinin denklemi y= 5,95-2,479* Doz
(R? = 0,613) olarak belirlenmistir. Aymi sekilde *SKF tarafindan indiiklenen TA —
(G+P) frekansi da artan TYR dozuna bagh olarak azalmaktadir. Denklemi y= 4,375-
1,607 * Doz (R? = 0,722) olan regresyon egrsinin grafigi ise Sekil 4.44’te verilmistir.
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R2 Linear = 0,689
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Sekil 4.41. MMC tarafindan indiiklenen TA frekansi iizerine artan TYR dozunun etkisi.
TA; Toplam Aberasyon, TYR; Tyrosol.

R? Linear = 0,728
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Sekil 4.42. *SKF tarafindan indiiklenen TA frekansi lizerine artan TYR dozunun etkisi.
TA,; Toplam Aberasyon, TYR; Tyrosol, *SKF; 4 Hidroperoksisiklofosfamid.
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R2 Linear = 0,613
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Sekil 4.43. MMC tarafindan indiiklenen T —(G+P) frekansi iizerine artan TYR dozunun
etkisi. TA — (G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon, TYR; Tyrosol.

R2 Linear = 0,722
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Sekil 4.44. *SKF tarafindan indiiklenen TA — (G+P) frekansi iizerine artan TYR
dozunun etkisi. TA — (G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon, TYR;
Tyrosol, *SKF; 4 Hidroperoksisiklofosfamid.
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Bunlarin disinda in vitro CA testinde degerlendirilen bir diger parametre ise % MI
degeridir. TYR uygulamalar1 igin in vitro CA testinden elde edilen % MI degerleri
Cizelge 4.12 ve Sekil 4.45’te verilmistir. TYR uygulamalari i¢in in vitro CA testinden
elde edilen % MI degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri
ile gergeklestirilmistir. Kontrol grubunun %MI degeri, 11,213 = 0,376 olarak
belirlenirken EtOH grubunun %MI degeri ise 11,075 + 0,705 olarak belirlenmistir. 0,5
pug/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 ug/mL TYR uygulamalarmin %MI degerleri ise
sirastyla; 10,475 + 0,636; 10,475 + 0,480 ve 10,588 + 0,432 olarak belirlenmistir. Uc
farkli doz TYR uygulamasinin %MI degerleri ile kontrol grubunun %MI degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p > 0,05). %MI degeri
8,175 = 0,249 olan MMC uygulamas: ve %MI degeri 8,388 + 0,488 olan *SKF
uygulamasi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda %MI degerini istatistiksel olarak
anlaml bir diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir (p < 0,001). MMC + 0,5 pg/mL TYR,
MMC + 1 pg/mL TYR ve MMC + 2 pg/mL TYR uygulamalarmin %MI degerleri
sirastyla, 9,375 + 0,417; 9,563 + 0,350 ve 9,538 + 0,342 olarak belirlenmistir. MMC
uygulamasiyla diismiis olan %MI degerinin her ii¢ TYR dozu tarafindan da istatistiksel
olarak anlamli bir diizeyde yiikseltildigi belirlenmistir (p < 0,001). *SKF + 0,5 pg/mL
TYR, *SKF + 1 pg/mL TYR ve *SKF + 2 pg/mL TYR uygulamalarinin %MI degerleri
sirastyla, 9,213 £+ 0,613; 9,675 + 0,396 ve 9,738 + 0,250 olarak belirlenmistir. Ayni
sekilde iic TYR dozunun da, *SKF tarafindan diisiiriilmiis olan %MI degerlerini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiikseltildigi belirlenmistir (p < 0,001).
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Sekil 4. 45. TYR igin in vitro CA Deneylerinden elde edilen ortalama %MI degerleri.
EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, SS; Standart Sapma, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kontrol grubu ile karsilastirilmistir. **; p <0,001.

4.2.5. KAR uygulamalar1 icin In vitro CA deneyi bulgular

KAR uygulamalarimin gergeklestirildigi in vitro CA testi sonunda hazirlanan
preperatlardan elde edilen mikroskobik goriintilerden Ornekler Sekil 4.46’da
gosterilmistir. KAR uygulamalart i¢in in vitro CA testi sonunda elde edilen bulgular
Cizelge 4.13° te gosterilmistir. Toplam Aberasyon (TA) ortalamalar1 ve Gap ve
Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon (TA-(G+P)) ortalamalan Cizelge 4.14° te
bunlara ait grafikler ise Sekil 4.47 ve Sekil 4.48’de gosterilmistir.

KAR uygulamalart i¢in gerceklestirilen CA testinden elde edilen ortalama TA
verilerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol grubunun ortalama TA degeri 1,13 + 0,83 olarak

belirlenmistir.
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Bu deger EtOH grubunda 1,25 + 0,886 olarak belirlenmistir. 0,5 pg/mL KAR, 1 pg/mL
KAR ve 2 pg/mL KAR uygulama gruplarinda belirlenen ortalama TA degerleri
sirastyla, 1,25 +0,886; 1,50 + 1,126 ve 1,63 + 0,744 seklindedir. Her iic, KAR
uygulama grubu da kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir

fark belirlenememistir (p>0,05).

MMC grubu i¢in ortalama TA degeri 17,25 =+ 1,982 olarak, *SKF grubu i¢in ise 15,13
+ 2,167 olarak belirlenmistir. Her iki uygulama grubunun da TA degerleri kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, her iki uygulamanin da TA degerlerini istatistiksel olarak anlamli

bir diizeyde arttirdig1 belirlenmistir (p < 0,001).

MMC + 0,5 pg/mL KAR, MMC + 1 pg/mL KAR ve MMC + 2 pg/mL KAR
uygulamalari i¢in ortalama TA degerleri sirasiyla, 7,25 + 1,832; 7,63 + 1,996 ve 5,38 £
2,134 olarak belirlenmistir. Her ti¢ uygulama grubunun TA degerleri MMC uygulama
grubunun TA degerleri ile karsilastirildiginda, iic KAR dozunun da MMC tarafindan
arttirilmis TA degerini istatistiksel olarak anlaml bir diizeyde azalttigi belirlenmistir (p
< 0,001). Bununla birlikte, bu ii¢ uygulama gurubunun TA degerlerinin, kontrol
grubunun TA degerlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu da
belirlenmistir (p < 0,05). Ug, kombin uygulama grubu birbirleri ile karsilastirildiginda
ise Ui¢ grubun da istatistiksel olarak birbirlerinden farkli olmadigi belirlenmistir (p >
0,05).

*SKF + 0,5 pg/mL KAR, *SKF + 1 pg/mL KAR ve *SKF + 2 pg/mL KAR
uygulamalari i¢in ortalama TA degerleri ise sirastyla, 7,63 + 1,408; 6,75 + 1,832 ve 4,00
+ 2,138 olarak belirlenmistir. Ayni sekilde her iic KAR dozu da *SKF tarafindan
arttirllmis olan TA degerini istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaltmistir (p < 0,001).
Bununla birlikte, bu {i¢ uygulama gurubunun TA degerlerinin, kontrol grubunun TA
degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmistir (p < 0,005). Ug, kombin uygulama grubu birbirleri ile karsilastirildiginda

ise licliniin de istatistiksel olarak birbirlerinden farkli olmadig: belirlenmistir (p >0,05).
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KAR uygulamalari igin gergeklestirilen CA testinden elde edilen ortalama TA-(G+P)
verilerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol, EtOH ve 0,5 pg/mL KAR uygulama gruplarinda TA-
(G+P) degerleri 0,00 £ 0,000 olarak belirlenmistir. 1 ve 2 pg/mL KAR uygulama
grubunda ise 0,13 £ 0,354 olarak belirlenmistir. MMC ve *SKF uygulama gruplarinda
ise TA-(G+P) degerleri sirasiyla, 8,00 + 1,069 ve 7,88 + 1,356 olarak belirlenmistir.

MMC + 0,5 pg/mL KAR, 1 ug/mL KAR ve 2 pg/mL KAR uygulama gruplarinda TA-
(G+P) degerleri sirasiyla 3,00 + 1,414; 3,38 + 1,408 ve 2,13 £+ 0,835 olarak
belirlenmistir. Bu degerler MMC grubunun TA-(G+P) degerleri ile karsilagtirildiginda.
Her ii¢ KAR uygulamasinin da MMC tarafindan arttirllmis TA-(G+P) degerini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi belirlenmistir (p < 0,001). MMC + 0,5
pg/mL KAR, 1 pg/mL KAR ve 2 pg/mL KAR uygulama gruplar1 birbirleri ile
karsilastirildiginda ise ii¢ grubun da birbirlerinden istatistiksel olarak farkli olmadigi
belirlenmigtir (p>0,05). *SKF + 0,5 pg/mL KAR, 1 pg/mL KAR ve 2 pg/mL KAR
uygulama gruplarinda TA-(G+P) degerleri sirasiyla 3,63 + 1,061; 3,63 + 1,302 ve 1,63
+ 1,408 olarak belirlenmistir. Ayni sekilde her i¢ KAR uygulamasinin da *SKF
tarafindan arttirllmis TA-(G+P) degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi
belirlenmistir (p < 0,001). Ayrica *SKF + 0,5 ng/mL KAR, 1 pg/mL KAR ve 2 pg/mL
KAR uygulama gruplar1 birbirleri ile karsilastirildiginda ti¢ grubun da TA-(G+P)

degerlerinin istatistiksel olarak anlaml diizeyde farkli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil.4.46. KAR i¢in in vitro CA testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintii 6rnegi (X100). A) 2ug/mL KAR preperatindan elde edilmis
normal bir metafaz goriintiisii B) MMC + 0,5 pg/mL KAR preperatindan elde edilmis
bir kromatid kirik( --->») , Exchange figiir (= - =3 ve kromatid gap ( —>) i¢eren metafaz
goruntuist.
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Cizelge 4.14. KAR uygulamalarmin in vitro CA testi ortalamalari. TA; Toplam
Aberasyon, TA-(G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon, EtOH; Etanol,
KAR; Karnosik asit, SS; Standart Sapma, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. % Kendi kontrolii olan MMC grubu ile karsilastirilmistir, °;
Kendi kontrolii olan *SKF grubu ile karsilastirilmistir (p < 0,001).

ORTALAMA =SS

TA + SS TA — (G+P) + SS
KONTROL 1,13 + 0,83 0,00 + 0,00
EtOH KONTROL 1,25+0,886 | 0,00+ 0,00
0,5 pg/mL KAR 1,25 40,886 0,00 + 0,00
1 pg/mL KAR 1,50+ 1,126 | 0,13 +0,354
2 ng/mL KAR 1,63 £0,744 | 0,13 + 0,354
MMC (0,3 pg/mL) 17,25 +1,982 | 8,00 + 1,069
MMC + 0,5 pg/mL KAR | 7,25 £1,832% |3,00=+ 1,414
MMC +1 pg/mL KAR |7,63+1,996" |3,38+1,408°
MMC +2 pg/mL KAR [538+2,134 |2,13+0,835
*SKF (10 pg/mL) 15,13 +2,167 | 7,88+ 1,356
*SKF + 0,5 pg/mL KAR | 7,63+1408° |[3,63+1,061°
*SKF+1 pg/mL KAR |6,75+1,832° |[3,63+1,302°
*SKF +2 pg/mL KAR | 4,00+2,138° [ 1,63 +1,408°
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Sekil 4.47. KAR igin in vitro CA Deneylerinden elde edilen ortalama TA degerleri. TA;
Toplam Aberasyon, EtOH; Etanol, KAR; Karnosik asit, SS; Standart Sapma, MMC;
Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif
kontrolii ile karsilastirilmistir. **; p < 0,001.
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Sekil 4.48. KAR igin in vitro CA Deneylerinden elde edilen ortalama TA — (G+P)
degerleri. TA; toplam Aberasyon, EtOH; Etanol, KAR; Karnosik asit, SS; Standart
Sapma, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar
kendi pozitif kontrolii ile karsilagtirilmistir. **; p <0,001.

Ayrica MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen TA frekansinin KAR tarafindan
indirgenmesinde artan KAR dozlarinin etkisi regresyon analizi ile incelenmistir. Sonug
olarak MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen TA frekansinin artan KAR dozuna bagl
olarak azaldigi belirlenmistir (p< 0,001). MMC + KAR dozlar igin elde edilen
regresyon egrisi Sekil 4.49°da gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y= 13,7 - 4,943 *
Doz (R? = 0,537) seklinde belirlenmistir. *SKF + KAR dozlar igin elde edilen
regresyon egrisi ise Sekil 4.50°de gosterilmistir, bu egrinin denklemi ise y= 12,675 -
4,914 * Doz (R2 = 0,655) seklinde belirlenmistir. Ayn1 zamanda, MMC ve *SKF
tarafindan indiikklenmis olan TA - (G+P) frekansinin da artan KAR dozu ile azaldigi
belirlenmistir (p< 0,001). MMC tarafindan indiiklenen TA — (G+P) frekansi i¢in artan
KAR dozlarmin etkisinin regresyon egrisi Sekil 4.51°de gosterilmistir, bu egrinin
denklemi y= 6,250 - 2,429 * Doz (R? = 0,497) seklinde belirlenmistir. *SKF + Artan
KAR dozunun TA - (G+P) frekansina etkisinin regresyon grafigi ise Sekil 4.52°de
gosterilmistir. Bu egrinin denklemi y= 6,575 - 2,729 * Doz (R® = 0,612) seklinde

belirlenmistir.
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Sekil 4.49. MMC tarafindan indiiklenen TA frekansi iizerine artan KAR dozunun etkisi.
TA; Toplam Aberasyon, MMC; Mitomisin C, KAR; Karnosik Asit.
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Sekil 4. 50. *SKF tarafindan indiiklenen TA frekansi lizerine artan KAR dozunun etkisi.
TA,; Toplam Aberasyon, KAR; Karnosik Asit. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid.
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R2 Linear = 0,497
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Sekil 4. 51. MMC tarafindan indiiklenen TA — (G+P) frekansi iizerine artan KAR
dozunun etkisi. TA — (G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon, MMC;
Mitomisin C, KAR; Karnosik Asit.
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Sekil 4. 52. *SKF tarafindan indiiklenen TA — (G+P) frekans: iizerine artan KAR
dozunun etkisi. TA — (G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ Toplam Aberasyon, KAR;
Karnosik Asit. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid.
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Bunlarm disinda in vitro CA testinde degerlendirilen bir diger parametre ise % MI
degeridir. KAR uygulamalar1 icin in vitro CA testinden elde edilen % MI degerleri
Cizelge 4.15 ve Sekil 4.53’te verilmistir. KAR uygulamalari igin in vitro CA testinden
elde edilen % MI degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey HSD testleri ile
gerceklestirilmistir. Kontrol grubunun %MI degeri, 11,100 + 0,612 olarak belirlenirken
EtOH grubunun %M1 degeri ise 11,050 + 0,715 olarak belirlenmistir.

0,5 pg/mL KAR, 1 pg/mL KAR ve 2 pg/mL KAR uygulamalarinin %MI degerleri ise
sirastyla; 10,513 + 0,666; 10,675 + 0,757 ve 10,475 + 0,678 olarak belirlenmistir. Ug
farkli doz KAR uygulamasmin %MI degerleri ile kontrol grubunun %MIi degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p > 0,05). %MI degeri
8,213 + 0,318 olan MMC uygulamasi ve %MI degeri 8,450 + 0,553 olan *SKF
uygulamasi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MMC ve *SKF’nin  %MI degerini
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde diistirdiigti belirlenmistir (p < 0,001). MMC +
0,5 pg/mL KAR, MMC + 1 pg/mL KAR ve MMC + 2 pg/mL KAR uygulamalarinin
%MI degerleri sirasiyla, 8,775 + 0,474; 8,863 + 0,609 ve 8,875 + 0,471 olarak
belirlenmistir. MMC uygulamasiyla karsilastirilan Kombine KAR uygulamalarinin
MMC tarafindan diisiiriilen %MI degerine istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde etki
etmedigi belirlenmistir (p>0,05). *SKF + 0,5 ng/mL KAR, *SKF + 1 pg/mL KAR ve
*SKF + 2 ug/mL KAR uygulamalarmin %MI degerleri ise sirasiyla, 8,663+0,320;
8,775 £ 0,501 ve 8,825 + 0,423 olarak belirlenmistir. Ayni sekilde iic KAR dozunun da,
*SKF tarafindan diisiiriilmiis olan %MI degerlerine istatistiksel olarak anlamli bir

diizeyde etki etmedigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.53. KAR igin in vitro CA Deneylerinden elde edilen ortalama %MI degerleri.
EtOH; Etanol, KAR; Karnosik asit, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kontrol grubu ile karsilastirilmistir. **; p < 0,001.

4.2.6. TYR uygulamalari i¢in in vitro SCE testi bulgulari

TYR uygulamalari igin in vitro SCE testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintiilerden drnekler Sekil 4.54’te gosterilmistir. [n vitro SCE testi
sonunda elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.16, Sekil 4.55 ve Sekil 4.56’da

gosterilmistir.

Hiicre basina SCE frekansi degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s
T2 testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda hiicre basina SCE frekansi
4,925 + 0,901 olarak belirlenmistir. Hiicre basina SCE frekans1 degeri EtOH grubu i¢in
5,067 £ 1,258 olarak belirlenmigtir. 0,5 pg/mL TYR, 1 pg/mL TYR ve 2 pg/mL TYR
gruplarinda hiicre bagina SCE frekanslar ise sirasiyla 4,583 + 0,623; 5,058 + 0,376;
4,742 + 0,449 seklindedir. EtOH grubu ve t¢ farkli TYR uygulama gruplari ayri ayri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre basina diisen SCE degerleri agisindan

istatistiki olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05).
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Yine hiicre basina diisen SCE frekansi agisindan MMC grubunun degeri 32,404 +
1,886, *SKF grubunun degeri ise 27,558 + 1,661 seklinde bulunmustur. Bu degerler,
kontrol grubunun hiicre basina diisen SCE frekans1 degerleri ile karsilastirildiginda, hem
MMC hem de *SKF uygulamalarinin hiicre basina diisen SCE frekansimi istatistiki
olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir ( p < 0,001).

Kombin uygulamalardan MMC+ 0,5 ug/mL TYR, MMC + 1 pg/mL TYR ve MMC + 2
png/mL TYR gruplarinin hiicre basina diisen SCE frekans1 degerleri sirasiyla; 24,583 +
0,483; 21,208 + 0,293; 21,396 + 1,525 seklinde belirlenmistir. Bu degerler tek basina
MMC uygulamasinin degerleri ile karsilastirildiginda her iic TYR dozunun da MMC
tarafindan arttirllmig SCE frekansini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig:
belirlenmistir ( p < 0,001). Bu {i¢ kombin uygulama dozlarinin hiicre basina diisen SCE
frekanslar1 degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda ise, MMC + 0,5 pg/mL TYR
uygulama grubunun SCE frekansinin, hem MMC + 1 pg/mL TYR hem de MMC+ 2
png/mL TYR uygulama grubunun SCE frekansindan istatistiki olarak anlamli diizeyde
diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0,001). Bu ii¢ kombin uygulama grubunun SCE
frekans1 degerleri kontrol grubunun SCE frekansi degerleri ile karsilagtirildigin da ise
her li¢ grubun da SCE degerlerinin istatistiki olarak anlamli diizeyde yiliksek oldugu
belirlenmistir (p < 0,001).

Kombin uygulamalardan *SKF + 0,5 pg/mL TYR, *SKF + 1 pg/mL TYR ve *SKF + 2
pg/mL TYR gruplarinin hiicre basina diisen SCE frekans1 degerleri sirasiyla; 16,263 +
0,965; 14,079 + 0,524; 13,654 + 0,400 olarak belirlenmistir. Bu degerler tek basina
*SKF uygulamasimin degerleri ile karsilastirildiginda her tic TYR dozunun da *SKF
tarafindan arttirllmig SCE frekansini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig
belirlenmistir ( p < 0,001). Bu ii¢ kombin uygulama dozlarinin hiicre basina diisen SCE
frekanslar1 degerleri birbirleri ile de karsilagtirilmistir. *SKF + 1 ng/mL TYR ve *SKF
+ 2 pg/mL TYR gruplariin hiicre basina diisen SCE frekans1 degerlerinin *SKF+ 0,5
ug/mL TYR uygulamasinin SCE frekans1 degerlerinden istatistiki olarak anlamli
diizeyde az oldugu belirlenmistir (p < 0,001). Bununla birlikte *SKF + 1 pg/mL TYR
ve *SKF + 2 pg/mL TYR gruplarimin hiicre basina diisen SCE frekans: degerleri

acisindan aralarinda istatistiki bir fark belirlenememistir (p>0,05). Bu ii¢ kombin
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uygulamanin hiicre basina SCE frekans1 degerleri kontrol grubu ile de karsilastiriimistir.
Bu ii¢ kombin uygulamanin ii¢liniin de SCE frekanslari, kontrol grubundan istatistiksel

olarak anlamli bir diizeyde yiiksektir (p < 0,001).

Bulgular kromozom basina diisen SCE frekanslar1 agisindan da degerlendirilmistir.
Kromozom basina diisen SCE frekans1 degerlerinin istatistiki analizleri ANOVA ve
Tukey HSD testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda kromozom
basina SCE frekans1 0,107 + 0,020 olarak belirlenmistir. EtOH grubu igin ayni
parametrenin degeri ise 0,110 + 0,027 olarak belirlenmistir. 0,5 pg/mL TYR, 1 ug/mL
TYR ve 2 pg/mL TYR gruplarinda kromozom basina SCE frekanslar1 ise sirasiyla
0,100 = 0,014; 0,110 + 0,008; 0,103 + 0,010 olarak belirlenmistir. EtOH grubu ve fi¢
farkli TYR uygulama gruplart ayr1 ayr1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda kromozom
basmma diisen SCE degerleri agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark

belirlenememistir (p>0,05).

Yine kromozom basina diisen SCE frekansi acisindan MMC grubunun degeri 0,704 +
0,041 *SKF grubunun degeri ise 0,599 £+ 0,036 seklinde bulunmustur. Bu degerler,
kontrol grubunun kromozom basma disen SCE frekanst degerleri ile
karsilastirildiginda, hem MMC hem de *SKF uygulamalarinin kromozom basina diisen
SCE frekansini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir ( p < 0,001).
Kombin uygulamalardan MMC + 0,5 pg/mL TYR, MMC + 1 pg/mL TYR ve MMC+ 2
ng/mL TYR gruplarinin kromozom basina diisen SCE frekans1 degerleri sirasiyla; 0,534
+ 0,011; 0,461 £+ 0,006; 0,465 £+ 0,033 seklinde belirlenmistir. Bu degerler tek basina
MMC uygulamasinin degerleri ile karsilastirildiginda her iic TYR dozunun da MMC
tarafindan arttiritlmis kromozom basina diisen SCE frekansini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttigi belirlenmistir ( p < 0,001). Bu ii¢ kombin uygulama dozlarinin,
kromozom basina diisen SCE frekanslarinin degerleri birbirleri ile de karsilastiriimstir.
MMC + 0,5 pg/mL TYR uygulama grubunun kromozom basina SCE frekansinin, hem
MMC+ 1 pg/mL TYR hem de MMC+ 2 ug/mL TYR uygulama grubunun kromozom
basima SCE frekansindan istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir
(p <0,005). MMC+ 1 pg/mL TYR ve MMC+ 2 pg/mL TYR uygulama gruplar ise,

ayn1 parametre acisindan istatistiki olarak birbirlerinden farkli olmadig1 belirlenmistir
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(p>0,05). Bu ii¢ kombin uygulama grubunun, kromozom basina SCE frekans1 degerleri,
kontrol grubunun SCE frekansi degerleri ile karsilastirildigin da ise her ii¢ grubun da
SCE degerlerinin istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p <
0,001).

Kombin uygulamalardan *SKF + 0,5 pg/mL TYR, *SKF + 1 pg/mL TYR ve *SKF + 2
png/mL TYR gruplarinin kromozom bagina diisen SCE frekansi degerleri sirasiyla 0,354
+ 0,021; 0,306 = 0,011; 0,297 £+ 0,009 seklinde belirlenmistir. Bu degerler tek basina
*SKF uygulamasinin degerleri ile karsilastirildiginda her tic TYR dozunun da *SKF
tarafindan arttirilmis kromozom basina diisen SCE frekansini istatistiki olarak anlamli
diizeyde azalttig1 belirlenmistir ( p < 0,001). Bu ii¢ kombin uygulama dozlarinin,

kromozom basgina diisen SCE frekanslarinin degerleri birbirleri ile de karsilastirilmustir.

*SKF + 2 pg/mL TYR uygulama grubunun kromozom basina SCE frekansinin, *SKF
+ 0,5 pg/mL TYR grubunun kromozom basina SCE frekansindan istatistiki olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0,05). Bu kombin gruplarin birbirleri
ile olan diger Kkarsilastirmalarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenememistir (p>0,05). Bu ii¢ kombin uygulama grubunun, kromozom basina
SCE frekansi degerleri, kontrol grubunun SCE frekansi degerleri ile karsilagtirildigin da
ise her ii¢ grubun da SCE degerlerinin istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmistir (p < 0,001).
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Sekil 4. 54. TYR igin in vitro SCE testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintii 6rnegi (X100). A) *SKF + 2 ug/mL TYR preperatindan elde
edilmis bir goriintii B) 2 pg/mL TYR preperatindan elde edilmis bir goriintii. Oklar
SCE’leri isaret etmektedir.
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Sekil 4.55. TYR igin in vitro SCE deneylerinde hiicre basina diisen ortalama SCE
frekanslari. SCE: Kardes Kromatid Degisimi, EtOH: Etanol, TYR: Tyrosol, MMC:
Mitomisin C, *SKF: 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif
kontrolii ile karsilagtirilmigtir. **; p < 0,001.
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Sekil 4.56. TYR igin /n vitro SCE deneylerinde Kromozom basina diisen ortalama SCE
frekanslari. SCE: Kardes Kromatid Degisimi, EtOH: Etanol, TYR: Tyrosol, MMC:
Mitomisin C, *SKF: 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif
kontrolii ile karsilagtirllmigtir. **; p < 0,001.
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Ayrica MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen hiicre basina SCE frekanslarinin TYR
tarafindan indirgenmesinde artan TYR dozlarmin etkisi regresyon analizi ile
incelenmistir. Sonu¢ olarak MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen hiicre basina SCE
frekanslarinin artan TYR dozuna bagl olarak azaldigi belirlenmistir (p< 0,001). MMC
+ TYR dozlari i¢in elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.57°de gosterilmistir, bu egrinin
denklemi y= 29,238 - 4,96 * Doz (R? = 0,327) seklinde belirlenmistir. *SKF + TYR
dozlar i¢in elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.58°de gosterilmistir bu egrinin denklemi
ise y= 23,125 - 5,985 * Doz (R2 = 0,417) seklinde belirlenmistir. Benzer olarak MMC
ve *SKF tarafindan indiiklenen Kromozom basina SCE frekanslarinin da artan TYR
dozuna bagli olarak azaldigi belirlenmistir (p< 0,001). Kromozom basimma SCE
frekanslar1 agisindan MMC + TYR dozarmin regresyon egrisi Sekil 4.59’da
gosterilmistir. Bu egrinin denklemi y= 0,636 — 0,108 * Doz (R* = 0,620) seklinde
belirlenmistir. Yine kromozom basina SCE frekanslar1 agisindan *SKF + TYR
dozarinin regresyon egrisi ise Sekil 4.60’ta gosterilmistir. Bu egrinin denklemi ise y=
0,503 - 0,130 * Doz (R2 = 0,595) seklinde belirlenmistir.
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Sekil 4.57. MMC tarafindan indiiklenen SCE/Hiicre frekansi lizerine artan TYR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, TYR; Tyrosol, SCE; Kardes Kromatid Degigimi.
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Sekil 4.58. *SKF tarafindan indiiklenen SCE/Hiicre frekansi tizerine artan TYR
dozunun etkisi. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, TYR; Tyrosol, SCE; Kardes

Kromatid Degisimi.
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Sekil 4.59. MMC tarafindan indiiklenen SCE/Kromozom frekansi iizerine artan TYR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, TYR; Tyrosol, SCE; Kardes Kromatid Degisimi.
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Sekil 4.60. *SKF tarafindan indiiklenen SCE/Kromozom frekansi iizerine artan TYR
dozunun etkisi. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, TYR; Tyrosol, SCE; Kardes
Kromatid Degisimi.

In vitro SCE uygulamalarmin bulgulari icerisinde bulunan bir diger parametre ise
replikatif indeks (RI) degeridir. Ortalama RI bulgular1 Cizelge 4.17 ve Sekil 4.61°de

Ozetlenmistir.

RI degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Buna gore kontrol grubunun RI degeri 2,163 + 0,039 olarak
belirlenmistir. EtOH grubunun RI degeri ise 2,055 + 0,058 olarak belirlenmistir. 0,5, 1,
2 ug/mL TYR uygulamalar igin RI degeri sirasiyla; 2,063 + 0,015, 2,058 + 0,017,
2,050 + 0,036 olarak belirlenmistir. Tiim bu uygulama gruplariin RI degerleri ile
kontrol grubunun RI degeri arasinda istatistiksel olarak bir fark belirlenememistir
(p > 0,05). MMC ve *SKF uygulama gruplarinin RI degerleri sirasiyla; 1,623 + 0,025
ve 1,618 £ 0,025 olarak belirlenmistir. Her iki grubun RI degerleri kontrol grubunun RI
degeri ile karsilastirildiginda hem MMC’nin hem de *SKF’nin Ri degerini istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diistirdiigi belirlenmistir (p < 0,001). Kombin uygulama
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gruplarindan MMC + 0,5 pg/mL TYR ve MMC + 2 pg/mL TYR gruplarnin Ri
degerleri sirasiyla 1,835 + 0,026 ve 1,800 + 0,028 olarak belirlenmistir. Bu iki grubun
RI degerleri MMC grubunun RI degerleri ile karsilastirildiginda, 0,5 ve 2 pg/mL TYR
uygulamasmin Ri degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p
< 0,05). RI degeri 1,805 + 0,041 olarak belirlenen MMC + 1 pg/mL TYR grubunun ise
RI degeri agisindan MMC grubundan istatistiksel olarak farkli olmadig1 belirlenmistir
(p >0,05). Kombin uygulama grublarindan *SKF + 0,5, 1 ve 2 ug/mL TYR gruplarinin
RI degerleri sirasiyla, 1,848 + 0,017; 1,833 = 0,035 ve 1,915 + 0,021 olarak
belirlenmistir. Her {ic grubun RIi degerleri *SKF grubunun Ri degeri ile
karsilastirildiginda TYR uygulamalarmin RI degerini istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p < 0,05). Tiim kombin uygulamalarin RI degerleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise tiim uygulamalarin, RI degerini istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diislirdiigii belirlenmistir (p < 0,05).

Cizelge 4. 17. TYR uygulamalarinn in vitro SCE testi ortalama Ri degerleri.

Ri: Replikatif indeks (Herbir grup icin 4 dondr iki tekrar olan uygulamalarin
ortalamalar1 verilmistir), M1; Mitoz 1, M2; Mitoz 2, M3; Mitoz 3 (Her bir grup icin 4
donor iki tekrar olan uygulamalarin toplam degerleri verilmistir), EtOH: Etanol, TYR;
Tyrosol, MMC: Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. %, Kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir (p < 0,001). b MMC grubu ile karsilastirilmistir (p < 0,05). ©; *SKF
grubu ile karsilagtirllmistir (p < 0,05).

M1 M 2 M 3 RI £ SS

KONTROL 204 | 262 | 334 2,163 £ 0,039
EtOH KONTROL 254 | 248 | 298 2,055 £ 0,058
0,5 pg/mL TYR 258 | 234 | 308 2,063+ 0,015
1 pg/mL TYR 254 | 246 | 300 2,058 £ 0,017
2 pg/mL TYR 260 |240 | 300 2,050 + 0,036
MMC (0,3 pg/mL) 394 |314 |92 1,623 £ 0,025

MMC + 0,5 pg/mL TYR |326 [280 |194 1,835 + 0,026°
MMC +1 pg/mLTYR [330 [296 |[174 1,805 + 0,041

MMC +2 pg/mLTYR 330 [300 |170 1,800 + 0,028°
*SKF (10 pg/mL) 404 298 |98 1,618 + 0,025
*SKF+0,5pg/mL TYR [310 [302 |[188 1,848 +0,017°
*SKF+1 pg/mLTYR |306 [322 [172 1,833 +0,035°
*SKF+2pnug/mLTYR |276 [316 |208 1,915 +0,021°
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Sekil 4. 61. TYR in vitro SCE uygulamalarinin ortalama Ri degerleri. Ri; Replikatif
Indeks, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. *; p < 0,05, **; p <
0,001.

4.2.7. KAR uygulamalari icin In vitro SCE testi bulgular

KAR uygulamalari igin n vitro SCE testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintiilerden drnekler Sekil 4.62°de gdsterilmistir. [n vitro SCE testi
sonunda elde edilen ortalama degerler Cizelge 4.19, Sekil 4.63 ve Sekil 4.64°te

gosterilmistir.

Hiicre basina diisen SCE ortalamalarinin istatistiki analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2
testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda hiicre basina SCE frekansi
5,263 £ 0,648 olarak belirlenmistir. Hiicre basina SCE frekans1 degeri EtOH grubu i¢in
5,717 + 0,746 olarak belirlenmistir. 0,5 pg/mL KAR, 1 ng/mL KAR ve 2 pg/mL KAR
gruplarinda hiicre bagina SCE frekanslar ise sirasiyla 5,779 + 0,951; 5,771 + 0,826 ve
5,671 £ 0,767 olarak belirlenmistir. EtOH grubu ve ii¢ farkli KAR uygulama gruplari
ayrt ayrt kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre basina diisen SCE degerleri

acisindan istatistiki olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05).
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Yine hiicre basina diisen SCE frekans1 agisindan MMC grubunun degeri 33,133 + 2,396
*SKF grubunun degeri ise 27,304 + 1,220 seklinde bulunmustur. Bu degerler, kontrol
grubunun hiicre basina diisen SCE frekans1 degerleri ile karsilastirildiginda, hem MMC
hem de *SKF uygulamalarinin hiicre basina diisen SCE frekansini istatistiki olarak

anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir ( p < 0,001).

Kombin uygulamalardan MMC + 0,5 ug/mL KAR, MMC + 1 pg/mL KAR ve MMC +
2 ng/mL KAR gruplarinin hiicre basina diisen SCE frekans1 degerleri sirasiyla; 24,421 +
0,425; 20,904 £ 0,520; 18,021 + 0,783 seklinde belirlenmistir. Bu degerler tek basina
MMC uygulamasinin degerleri ile karsilastirildiginda her iic KAR dozunun da MMC
tarafindan arttirllmig SCE frekansini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig
belirlenmistir ( p < 0,001). Bu ii¢ kombin uygulama dozlarinin hiicre basina diisen SCE
frekanslar1 degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda ise, hepsinin, birbirinden istatistiki
olarak anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir (p < 0,001). Bununla birlikte bu ¢
kombin uygulama grubunun, hiicre basmma SCE frekans1 degerlerinin KAR dozu
arttikca, azaldigi goriilmektedir. Kontrol grubunun SCE frekans: degerleri ile bu fi¢
kombin uygulamanin SCE frekanslari karsilagtirildiginda ise her ii¢ grubun da SCE
degerlerinin istatistiki olarak anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0,001).

Kombin uygulamalardan *SKF + 0,5 pg/mL KAR, *SKF + 1 pg/mL KAR ve *SKF +
2 ng/mL KAR gruplarinin hiicre basina diisen SCE frekansi degerleri sirasiyla; 17,950 £+
0,606; 16,758 + 0,460; 11,017 £+ 0,195 olarak belirlenmistir. Bu degerler tek basina
*SKF uygulamasmin degerleri ile karsilastirildiginda her ii¢ KAR dozunun da *SKF
tarafindan arttirllmig SCE frekansini istatistiki olarak anlamli diizeyde azalttig
belirlenmistir ( p < 0,001). Bu ii¢ kombin uygulama dozlarinin hiicre bagina diisen SCE
frekanslar1 degerleri birbirleri ile de karsilastirilmistir. Her ii¢ kombin uygulama
grubunun da istatistiki olarak anlamli diizeyde birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir
(p < 0,001). Bununla birlikte, KAR dozu arttikga *SKF tarafindan arttirtlmis SCE
frekansinin azaldigr goriilmektedir. Ayrica bu ii¢ kombin uygulamanin hiicre basina
SCE frekans1 degerleri kontrol grubu ile de karsilagtinlmistir. Bu {i¢ kombin
uygulamanin ii¢liniin de SCE frekanslari, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli

bir diizeyde yiiksektir (p < 0,001).
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Bulgular Kromozom basina diisen SCE frekanslar1 acisindan da degerlendirilmistir.
Kromozom basina diisen SCE frekansi degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve
Tamhane’s T2 testleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubunda kromozom
basina SCE frekans1 0,114 + 0,014 olarak belirlenmistir. EtOH grubu igin ayni
parametrenin degeri ise 0,124 + 0,016 olarak belirlenmistir. 0,5 pg/mL KAR, 1 pg/mL
KAR ve 2 pg/mL KAR gruplarinda kromozom basina SCE frekanslari ise sirastyla;
0,126 £ 0,021; 0,125+ 0,011 ve 0,123 £ 0,017 olarak belirlenmistir. EtOH grubu ve ii¢
farkl1 KAR uygulama gruplari ayr1 ayr1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda kromozom
basmna diisen SCE degerleri agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark

belirlenememistir (p>0,05).

Yine kromozom basina diisen SCE frekansi acisindan MMC grubunun degeri 0,720 +
0,052 *SKF grubunun degeri ise 0,594 + 0,027 seklinde bulunmustur. Bu degerler,
kontrol grubunun kromozom basma disen SCE frekans1 degerleri ile
karsilastirildiginda, hem MMC hem de *SKF uygulamalarinin kromozom basina diisen
SCE frekansini istatistiki olarak anlaml diizeyde yiikselttigi belirlenmistir ( p < 0,001).

Kombin uygulamalardan MMC + 0,5 pg/mL KAR, MMC + 1 pg/mL KAR ve MMC +
2 pg/mL KAR gruplarinin kromozom basina diisen SCE frekansi degerleri sirastyla;
0,531 + 0,009; 0,454 += 0,011; 0,392 + 0,017 seklinde belirlenmistir. Bu degerler tek
basina MMC uygulamasinin degerleri ile karsilastirildiginda sadece 2 pg/mL KAR
dozunun MMC tarafindan arttirilmis kromozom basina diisen SCE frekansini istatistiki
olarak anlaml diizeyde azalttig1 belirlenmistir ( p < 0,05). Bu ii¢ kombin uygulama
dozlarinin, kromozom basma diisen SCE frekanslarinin degerleri birbirleri ile de
karsilagtirtlmisttr. MMC + 0,5 pg/mL KAR uygulama grubunun kromozom basina
diisen SCE frekansi diger iki kombin gruptan istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli
iken ( p <0,005). MMC + 1 pg/mL KAR ve MMC + 2 pg/mL KAR uygulamalarinin
kromozom basina diisen SCE frekanslar1 arasinda ise istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
belirlenememistir (p>0,05). Bu ii¢ kombin uygulama grubunun, kromozom basina SCE
frekans1 degerleri, kontrol grubunun SCE frekansi degerleri ile karsilastirildigin da ise
her ii¢ grubun da SCE degerlerinin istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
belirlenmistir (p < 0,001).
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Kombin uygulamalardan *SKF + 0,5 pg/mL KAR, *SKF + 1 pg/mL KAR ve *SKF +
2 ug/mL KAR gruplarinin kromozom basina diisen SCE frekans1 degerleri sirasiyla
0,390 = 0,013; 0,364 += 0,010; 0,239 £ 0,004 seklinde belirlenmistir. Bu degerler tek
basina *SKF uygulamasinin degerleri ile karsilastirildiginda her i¢c KAR dozunun da
*SKF tarafindan arttirtlmis kromozom basina diisen SCE frekansini istatistiki olarak
anlaml diizeyde azalttig1 belirlenmistir (p < 0,005). Bu ii¢ kombin uygulama dozlarinin,

kromozom bagina diisen SCE frekanslarinin degerleri birbirleri ile de karsilagtirilmistir.

*SKF + 2 pg/mL KAR uygulama grubunun kromozom basima SCE frekansinin, *SKF
+ 0,5 pg/mL KAR ve *SKF + 1 pg/mL KAR grubunun kromozom basimna SCE
frekansindan istatistiki olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0,005 ).
*SKF + 0,5 ng/mL KAR ve *SKF + 1 pg/mL KAR gruplarinin kromozom basina SCE
frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak birbirlerinden farklt olmadigi belirlenmistir
(p>0,05). Bu ii¢ kombin uygulama grubunun, kromozom basina SCE frekansi degerleri,
kontrol grubunun SCE frekansi degerleri ile karsilastirildigin da ise her ii¢ grubun da
SCE degerlerinin istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p <
0,01).
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Sekil 4. 62. KAR igin in vitro SCE testi sonunda hazirlanan preperatlardan elde edilen
mikroskobik goriintii 6rnegi (X100). A) *SKF + 2 pug/mL KAR preperatindan elde
edilmis bir goriintii B) 2 pg/mL KAR preperatindan elde edilmis bir goriintii. Oklar
SCE’leri isaret etmektedir.
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Sekil 4.63. KAR igin /n vitro SCE deneylerinde Hiicre basina diisen ortalama SCE
frekanslari. SCE: Kardes Kromatid Degisimi, EtOH: Etanol, KAR: Karnosik asit,
MMC: Mitomisin C, *SKF: 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi
pozitif kontrolii ile karsilastirilmistir. **; p < 0,001.
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Sekil 4.64. KAR igin /n vitro SCE deneylerinde Kromozom basina diisen ortalama SCE
frekanslari. SCE: Kardes Kromatid Degisimi, EtOH: Etanol, KAR: Karnosik asit,
MMC: Mitomisin C, *SKF: 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi
pozitif kontrolii ile kargilastirilmigtir. **; p < 0,005. *; p < 0,05.
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Ayrica MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen Hiicre bagina SCE frekanslarinin KAR
tarafindan indirgenmesinde artan KAR dozlarinin etkisi regresyon analizi ile
incelenmistir. Sonu¢ olarak MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen Hiicre basina SCE
frekanslarinin artan KAR dozuna bagl olarak azaldig1 belirlenmistir (p< 0,001). MMC
+ KAR dozlart igin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.65°te gosterilmistir. Bu egrinin
denklemi y= 30,225 - 6,977 * Doz (R? = 0,527) seklinde belirlenmistir. *SKF + KAR
dozlar1 igin elde edilen regresyon egrisi Sekil 4.66’da gosterilmistir. Bu egrinin
denklemi ise y= 24,711 - 7,375 * Doz (R® = 0,653) seklinde belirlenmistir. Benzer
olarak MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen Kromozom basina SCE frekanslarinin da
artan KAR dozuna bagli olarak azaldigi belirlenmistir (p< 0,001). Kromozom basina
SCE frekanslar1 agisindan MMC + KAR dozarmin regresyon egrisi Sekil 4.67°de
gosterilmistir. Bu egrinin denklemi y= 0,657 — 0,152 * Doz (R2 =0,794) seklinde
belirlenmistir. Yine kromozom basina SCE frekanslart agisindan *SKF + KAR
dozarinin regresyon egrisi Sekil 4.68’de gosterilmistir. Bu egrinin denklemi y= 0,537 —
0,16 * Doz (R2 = 0,861) seklinde belirlenmistir.
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Sekil 4.65. MMC tarafindan indiiklenen SCE/Hiicre frekansi iizerine artan KAR
dozunun etkisi. MMC; Mitomisin C, SCE; Kardes Kromatid Degisimi, KAR; Karnosik
asit.
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R2 Linear = 0,654
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Sekil 4.66. *SKF tarafindan indiiklenen SCE/Hiicre frekansi {izerine artan KAR
dozunun etkisi. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, SCE; Kardes Kromatid Degisimi,

KAR; Karnosik asit,
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Sekil 4.67. MMC tarafindan indiiklenen SCE/Kromozom frekansi iizerine artan KAR
dozunun etkisi. SCE; Kardes Kromatid Degisimi. KAR; Karnosik asit, MMC;

Mitomisin C,
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R Linear = 0,861
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Sekil 4.68. *SKF tarafindan indiiklenen SCE/Kromozom frekansi {izerine artan KAR
dozunun etkisi. *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, SCE; Kardes Kromatid Degisimi,
KAR; Karnosik asit.

In vitro SCE uygulamalarmin bulgulari igerisinde bulunan bir diger parametre ise
replikatif indeks (RI) degeridir. KAR uygulamalar1 icin Ortalama Ri bulgular1 Cizelge
4.20 ve Sekil 4.69’da 6zetlenmistir.

Ri degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tukey HSD testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Buna gore kontrol grubunun RI degeri 2,155 + 0,031 olarak
belirlenmistir. EtOH grubunun RI degeri ise 2,065 + 0,065 olarak belirlenmistir. 0,5, 1,
2 ng/mL KAR uygulamalar i¢in RI degeri sirasiyla; 2,038 £ 0,045; 2,053 £ 0,030;
2,040 + 0,037 olarak belirlenmistir. Tiim gruplarin Ri degerlerinin kontrol grubu ile
karsilagtirilmas1 sonucunda, MMC ve *SKF uygulamalarmin Ri degerini istatistiki

olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (p < 0,001).

165



Cizelge 4. 19. KAR in vitro SCE uygulamalarinin ortalama RI degerleri.

Ri: Replikatif indeks (Herbir grup igin 4 dondr iki tekrar olan uygulamalarin
ortalamalar1 verilmistir), M1; Mitoz 1, M2; Mitoz 2, M3; Mitoz 3 (Her bir grup i¢in 4
donor iki tekrar olan uygulamalarin toplam degerleri verilmistir), EtOH; Etanol, KAR;
Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid.

M1 (M2 M3 | Ortalama RI +SS

KONTROL 204 |268 | 328 |2,155+0,031
EtOH KONTROL 248 | 252 | 300 | 2,065 + 0,065
0,5 pg/mL KAR 256 | 258 | 286 | 2,038 +0,045
1ngmL KAR 260 | 238 | 302 |2,053+0,030
2 pg/mL KAR 258 | 252 | 290 | 2,040 0,037
MMC (0,3 pg/mL) 388 |312 | 100 |1,640+0,018

MMC +0,5 pg/mL KAR [ 370 [276 |154 |1,730+0,034
MMC + 1 pg/mL KAR |366 |252 |182 |1,770+0,029
MMC +2 pg/mL KAR |370 |226 |204 |1,793+0,022
*SKF (10 pg/mL) 398 302 |100 |1,628+0,017
*SKF + 0,5 pg/mL KAR [ 338 [296 | 166 |1,785+0,035
*SKF+1 pg/mL KAR | 346 |230 |224 |1,848+0,034
*SKF +2 pg/mL KAR | 344 [222 |234 |1,863+0,051
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Sekil 4. 69. KAR in vitro SCE uygulamalarinin ortalama RI degerleri.
RI: Replikatif indeks, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kontrol grubu ile karsilastirilmistir. **; p <0,001.
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4.2.8. TYR uygulamalari icin In vitro Komet testi bulgular

In vitro komet testi Bulgular icerisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk
%DNA (K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment)
parametreleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri Cizelge
4.21°de verilmistir. TYR uygulamalar igin gerceklestirilen /n vitro komet testinde elde

edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri Sekil 4.70°te gosterilmistir.

Cizelge 4.20. TYR uygulamalarinin /n vitro komet testi bulgulari. K.U.; Kuyruk
Uzunlugu (um), K.%DNA; Kuyruk %DNA miktari, OTM; Olive Kuyruk Momenti.
TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. % *SKF grubu
ile karsilastirilmistir (p<0,001). Verilen degerler her bir grup igin toplam 400 hiicre
incelemesinden elde edilen ortalama degerlerdir.

K.U.+SS K. % DNA£SS | OTM+SS

KONTROL 15318 £ 1,667 | 6,247 + 1,006 0,279 + 0,081
EtOH KONTROL 15,538 £ 1,913 | 6,397 + 1,452 0,289 + 0,114
0,5 pg/mL TYR 15,385+ 2,175 | 6,204 = 1,150 0,281 + 0,088

1 pg/mL TYR 15,615+ 2,008 | 6,055+ 1,095 0,269 + 0,083

2 ng/mL TYR 15,398 £2,209 | 5,840 + 1,259 0,280 + 0,089
MMC (0,3 pg/mL) 15,695+ 2,203 | 6,149 + 1,358 0,296 + 0,097
MMC + 0,5 pg/mL TYR | 15,125+2,068 | 6,344 + 1,121 0,289 + 0,090
MMC +1 pg/mL TYR | 15,488 +2,089 | 6,322+ 1,241 0,296 + 0,093
MMC +2 pg/mL TYR 15,375 +2,046 | 6,399 + 1,294 0,294 + 0,087
*SKF (10 pg/mL) 65,745 £ 5,245 | 52,773 +5,900 | 20,389 £ 3,547
*SKF + 0,5 ng/mL TYR | 46,980 + 7,128% | 37,238 £ 6,336% | 12,481 +2,893%
*SKF + 1 pg/mL TYR 36,435+ 8,109% | 25,477 + 7,834% | 6,463 £ 3,844°
*SKF + 2 ng/mL TYR 37,910+ 7,179 | 31,928 £ 5,609* | 10,640 + 2,860%
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Sekil 4.70. In vitro TYR uygulamalari igin hazirlanan komet preperatlarindan elde
edilen mikroskobik goriintii 6rnegi (20X). A) *SKF uygulamasindan elde edilen bir
goriintii 6rnegi B) *SKF + 2 pg/mL TYR uygulamasindan elde edilmis bir goriintii
ornegi.
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In vitro komet testinde degerlendirilen parametreler icerisinden K.U. degerlerinden elde
edilen grafik Sekil 3.71’de gosterilmistir. K.U. degerlerinin istatistiksel analizleri
ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak gerceklestirildi. Ortalama K.U. degerleri
(um), kontrol grubunda 15,318 + 1,667, EtOH grubunda 15,538 + 1,913 olarak
belirlendi. Yine ortalama K.U. degeri, 0,5 pg/mL, 1 ug/mL ve 2 ug/mL TYR
gruplarinda ise sirasiyla, 15,385 + 2,175; 15,615 £ 2,008 ve 15,398 + 2,209 olarak
belirlendi. Bu bes grubun kendi aralarindaki istatistiksel karsilastirmalarinda anlamli

diizeyde bir farklilik belirlenemedi (p>0,05).

Ortalama K.U. degerleri MMC grubunda 15,695 + 2,203 olarak belirlendi. MMC + 0,5
pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirastyla, 15,125 + 2,068; 15,488 +
2,089 ve 15,375 £ 2,046 olarak belirlendi. Bu dort grupta istatistiksel olarak hem kendi
aralarinda hem de kontrol grubular ile karsilastirildiginda, K.U. degerleri agisindan

gruplarin arasinda anlamli bir fark belirlenemedi (p>0,05).

K.U. degeri *SKF grubunda ise 65,745 + 5,245 olarak belirlendi. *SKF grubunun K.U.
degerleri kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, *SKF uygulamasinin K.U. degerlerini
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde indiikledigi belirlendi (p<0,001). K.U. degerleri
*SKF + 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirasiyla, 46,980 +
7,128; 36,435 + 8,109 ve 37,910 + 7,179 olarak belirlendi. Bu degerler *SKF grubunun
degerleri ile karsilastirildiginda her ti¢ TYR uygulamasinin da *SKF tarafindan
arttirllmis olan K.U. degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi belirlendi
(p<0,001). Bununla birlikte bu ii¢ kombin uygulamanin istatistiksel olarak
birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica bu {ii¢ grubun K.U.
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).
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Sekil 4.71. TYR igin In vitro komet testinde elde edilen ortalama Kuyruk Uzunlugu
(uwm) degerleri. EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile
karsilastirilmistir. **; p <0,001.

Ayrica *SKF tarafindan arttirilan, Komet Kuyruk uzunlugu degerlerinin, *SKF + TYR
uygulama gruplarinda artan TYR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek igin regresyon
analizi gerceklestirildi. Regresyon analizi sonunda *SKF tarafindan arttirilan kuyruk
uzunlugu degerlerinin artan TYR dozuna bagl olarak azaldig: belirlendi (p< 0,001).
Denklemi; y= 57,944 — 12,773 * Doz (R*= 0,482) olan regresyon egrisi Sekil 4.72 *de

gosterilmistir.
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R2 Linear = 0,482
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Sekil 4.72. In vitro’da *SKF tarafindan indiiklenen K.U. frekansina artan TYR dozunun
etkisi. K.U.; Kuyruk Uzunlugu (um) degerleri, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid,
TYR; Tyrosol.

In vitro komet testinde degerlendirilen bir diger parametre ise Kuyruk % DNA icerigi
(K.%DNA) parametresidir. K.%DNA degerleri Sekil 4.73’te gosterilmistir. K.%DNA
degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirildi. Ortalama K.%DNA degerleri, kontrol grubunda, 6,397 + 1,452, EtOH
grubunda 6,247 + 1,006 olarak belirlendi. Yine ortalama K.%DNA degerleri, 0,5
pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirasiyla, 6,204 + 1,150; 6,055 +
1,095 ve 5,840 £ 1,259 olarak belirlendi. Bu bes grubun kendi aralarindaki istatistiksel

karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik belirlenemedi (p>0,05).

Ortalama K.%DNA degerleri MMC grubunda 6,149 + 1,358 olarak belirlendi. MMC +
0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 ng/mL TYR gruplarinda ise sirasiyla, 6,344 + 1,121; 6,322 +
1,241 ve 6,399 £ 1,294 olarak belirlendi. Bu dort grupta istatistiksel olarak hem kendi
aralarinda hem de kontrol grubulan ile karsilastirildiginda, K.%DNA degerleri

acisindan gruplarin arasinda anlamli bir fark belirlenemedi (p>0,05).
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K.%DNA degeri *SKF grubunda ise 52,773 £ 5,900 olarak belirlendi. *SKF grubunun
K.%DNA degerleri kontrol gruplart ile karsilagtirildiginda, *SKF uygulamasinin
K.%DNA degerlerini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde indiikledigi belirlendi
(p<0,001). K.%DNA degerleri *SKF + 0,5 upg/mL, 1 pug/mL ve 2 pg/mL TYR
gruplarinda ise sirasiyla, 37,238 + 6,336; 25,477 + 7,834 ve 31,928 + 5,609 olarak
belirlendi. Bu degerler *SKF grubunun degerleri ile karsilagtirildiginda her iic TYR
uygulamasinin da *SKF tarafindan arttirilmis olan K.%DNA degerini istatistiksel olarak
anlaml diizeyde azalttigi belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu ii¢ kombin
uygulamanin istatistiksel olarak birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001).
Ayrica bu ii¢ grubun K.%DNA degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).
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Sekil 4.73. TYR igin /n vitro komet testinde elde edilen ortalama Kuyruk % DNA
degerleri. EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile
karsilastirilmistir. **; p <0,001.

Ayrica *SKF tarafindan arttirilan, K.%DNA degerlerinin, *SKF + TYR uygulama
gruplarinda artan TYR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek i¢in regresyon analizi

gerceklestirildi. Regresyon analizi sonunda *SKF tarafindan arttirllan K.%DNA

172



degerlerinin artan TYR dozuna bagli olarak azaldig1 belirlendi (p< 0,001). Denklem:i;
y= 45,269 — 9,617*Doz (RZZ 0,352) olan regresyon egrisi Sekil 4.74 *te gosterilmistir.
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Sekil 4.74. In vitro’da *SKF tarafindan indiiklenen K.% DNA frekansina artan TYR
dozunun etkisi. K.; Kuyruk, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, TYR; Tyrosol.

In vitro komet testinde degerlendirilen son parametre ise Olive Tail Moment (OTM;
Olive Kuyryk momenti) parametresidir. OTM degerleri Sekil 4.75’te gosterilmistir.
OTM degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak
gerceklestirildi. Ortalama OTM degerleri, kontrol grubunda, 0,279 + 0,081, EtOH
grubunda ise 0,289 + 0,114 olarak belirlendi. Yine ortalama OTM degerleri, 0,5
pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirasiyla, 0,281 + 0,088; 0,269 +
0,083 ve 0,280 + 0,089 olarak belirlendi. Bu bes grubun kendi aralarindaki istatistiksel

karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik belirlenemedi (p>0,05).

Ortalama OTM degerleri MMC grubunda 0,296 + 0,097 olarak belirlendi. MMC + 0,5
pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirastyla 0,289 £+ 0,090; 0,296 +
0,093 ve 0,294 + 0,087 olarak belirlendi. Bu dort grupta istatistiksel olarak hem kendi
aralarinda hem de kontrol grubular ile karsilastirildiginda, OTM degerleri agisindan

gruplarin arasinda anlaml bir fark belirlenemedi (p>0,05).
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OTM degeri *SKF grubunda ise 20,389 + 3,547 olarak belirlendi. *SKF grubunun
OTM degerleri kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda, *SKF uygulamasinin OTM
degerlerini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde indiikledigi belirlendi (p<0,001).
OTM degerleri *SKF + 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL TYR gruplarinda ise sirastyla,
12,481 + 2,893; 6,463 + 3,844 ve 10,640 + 2,860 olarak belirlendi. Bu degerler *SKF
grubunun degerleri ile karsilagtirildiginda her i¢ TYR uygulamasinin da *SKF
tarafindan arttirilmis olan OTM degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1
belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu ii¢ kombin uygulamanin istatistiksel olarak
birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica bu {i¢ grubun OTM
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).

Ayrica *SKF tarafindan arttirrllan, OTM degerlerinin, *SKF + TYR wuygulama
gruplarinda artan TYR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek i¢in regresyon analizi
gergeklestirildi. Regresyon analizi sonunda *SKF tarafindan arttirilan OTM degerlerinin
artan TYR dozuna bagh olarak azaldigi belirlendi (p< 0,001). Denklemi; y= 16,39 —
4,454 * Doz (R?= 0,297) olan regresyon egrisi Sekil 4.76 *da gosterilmistir.
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Sekil 4.75. TYR icin In vitro komet testinde elde edilen ortalama OTM degerleri. OTM;
Olive Kuyruk Momenti, EtOH; Etanol, TYR; Tyrosol, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile
karsilastirilmistir. **; p <0,001.
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Sekil 4.76. In vitro’da *SKF tarafindan indiiklenen OTM frekansina artan TYR
dozunun etkisi. OTM; Olive Kuyruk Momenti, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid,
TYR; Tyrosol.
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4.2.9. KAR uygulamalari i¢in in vitro Komet testi bulgular:

In vitro komet testi Bulgular icerisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk
%DNA (K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM: Olive Tail Moment)
parametreleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin ortalama degerleri Cizelge
4.22’de verilmistir. KAR uygulamalar i¢in gergeklestirilen /n vitro komet testinde elde

edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri Sekil 4.77°de gosterilmistir.

Cizelge 4.21. KAR uygulamalarinin n vitro komet testi bulgulari. K.U.; Kuyruk
Uzunlugu (um), K.%DNA; Kuyruk %DNA miktari, OTM; Olive Kuyruk Momenti.
KAR; Karnosik asit, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. &
Kontrol grubu ile b*QKF grubu ile karsilagtirllmigtir (p<0,001). Verilen degerler her bir
grup i¢in toplam 400 hiicre incelemesinden elde edilen ortalama degerlerdir.

K.U.£SS K. % DNA+SS | OTM=SS
KONTROL 15,445 + 1,464 6,281 +1,032 0,283 + 0,081
EtOH KONTROL 15,478 +1,913 6,445 +1,438 0,305 +0,120
0,5 ng/mL TYR 14,588 + 1,850 5,558 +1,314 0,243 +0,078
1 pg/mL TYR 14,245 + 1,402 4,889 +0,870 0,189 +0,053
2 ng/mL TYR 14,385 +£1,671 4,858 + 1,155 0,204 +0,071
MMC (0,3 pg/mL) 15,880 +2,219 6,230 +1,308 0,301 +0,096

MMC + 0,5 pg/mL TYR | 14,608 +1,745 5,836 + 0,982 0,266 + 0,083

MMC +1 pg/mL TYR 14,760 + 1,886 5,479 +1,268 0,220 +0,075

MMC +2 pg/mL TYR 14,713 +1,681 5470 +£1,172 0,233 +0,076

*SKF (10 pg/mL) 68,515 +5,974* | 52,589 +7,016° | 21,037 +4,033°

*SKF + 0,5 pg/mL TYR | 36,180 +7,761° |[29,031 +6,719° |[5,121 +2,190°

*SKF + 1 pg/mL TYR 31,895 + 6,961 | 23,501 +4,965° | 3,172 +1,204°

*SKF + 2 pg/mL TYR 25,358 +7,913" |14,893 +3,073" | 1,815 +0,529°
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Sekil 4.77. in vitro KAR uygulamalar1 igin hazirlanan komet preperatlarindan elde
edilen mikroskobik gorintii 6rnegi (20X). A) *SKF + 2 ng/mL KAR uygulamasindan
elde edilen bir goriintii 6rnedi B) A fotgrafinin mikrosistem komet yazilimi kullanilarak
esiklemesi ve etiketlemesi yapilmig hali.
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In vitro komet testinde degerlendirilen parametreler icerisinden K.U. degerlerinden elde
edilen grafik Sekil 4.78’de gosterilmistir. KAR uygulamalar1 i¢cin K.U. degerlerinin
istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s T2 testleri kullanilarak gergeklestirildi.
Ortalama K.U. degerleri (um), kontrol grubunda, 15,445 + 1,464, EtOH grubunda
15,478 + 1,913 olarak belirlendi. Yine ortalama K.U. degeri, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve
2 ng/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla, 14,588 + 1,850; 14,245 + 1,402 ve 14,385 +
1,671 olarak belirlendi. Bu bes grubun kendi aralarindaki istatistiksel
kargilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik belirlenemedi (p>0,05). Ortalama
K.U. degerleri MMC grubunda 15,880 =+ 2,219 olarak belirlendi. MMC + 0,5 pg/mL, 1
pg/mL ve 2 pg/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla, 14,608 =+ 1,745; 14,760 =+ 1,886 ve
14,713 £ 1,681 olarak belirlendi. Bu dort grupta istatistiksel olarak hem kendi
aralarinda hem de kontrol grubulari ile karsilastirildiginda, K.U. degerleri agisindan

gruplarin arasinda anlamli bir fark belirlenemedi (p>0,05).

K.U. degeri *SKF grubunda ise 68,515 =+ 5,974 olarak belirlendi. *SKF grubunun K.U.
degerleri kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, *SKF uygulamasinin K.U. degerlerini
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde indiikledigi belirlendi (p<0,001). K.U. degerleri
*SKF + 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla, 36,180 =+
7,761; 31,895 =+ 6,961 ve 25,358 =+ 7,913 olarak belirlendi. Bu degerler *SKF
grubunun degerleri ile karsilastirildiginda her ii¢ KAR uygulamasmin da *SKF
tarafindan arttirilmis olan K.U. degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1
belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu iic kombin uygulamanin istatistiksel olarak
birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica bu ii¢ grubun K.U.
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).

178



Kuyruk Uzunlugu pm
80,000 -
70,000 -
60,000 -
50,000 - ,x x
40,000 - *ok
30,000 -
20,000 -~

10,000 -

0,000 -
S & & & & &&¢E
SN NN
QEENONEIN NS MNP\ o¥ &
RN R N I S R R N R
XN SR O N-D N AR A N R A
« ®® (Jx é(/ @Q *9 « x \é( \@
@@ K K\ B *© )

Sekil 4.78. KAR icin /n vitro komet testinde elde edilen ortalama Kuyruk Uzunlugu
(um) degerleri. EtOH; Etanol, KAR; Karnosik asit;, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile
karsilastirilmistir. **; p <0,001.

Ayrica *SKF tarafindan arttirilan, Komet Kuyruk uzunlugu degerlerinin, *SKF + KAR
uygulama gruplarinda artan KAR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek i¢in regresyon
analizi gerceklestirildi. Regresyon analizi sonunda *SKF tarafindan arttirilan kuyruk
uzunlugu degerlerinin artan KAR dozuna bagli olarak azaldigi belirlendi (p< 0,001).
Denklemi; y= 56,889 — 18,745 * Doz (R2: 0,585) olan regresyon egrisi Sekil 4.79 *da

gosterilmistir.
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Sekil 4.79. In vitro’da *SKF tarafindan indiiklenen K.U. frekansina artan KAR dozunun
etkisi. K.U.; Kuyruk Uzunlugu (um) degerleri, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid,
KAR; Karnosik asit.

KAR uygulamalart i¢in elde edilen Kuyruk % DNA igerigi (K.%DNA) degerleri Sekil
4.80’de gosterilmistir. K.%DNA degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve
Tamhane’s T2 testleri kullanilarak gerceklestirildi. Ortalama K.%DNA degerleri,
kontrol grubunda, 6,281 + 1,032 EtOH grubunda 6,445 + 1,438 olarak belirlendi. Yine
ortalama K.%DNA degerleri, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 ug/mL KAR gruplarinda ise
strastyla, 5,558 =+ 1,314; 4,889 =+ 0,870 ve 4,858 + 1,155 olarak belirlendi. Bu bes
grubun kendi aralarindaki istatistiksel karsilastirmalarinda anlaml diizeyde bir farklilik

belirlenemedi (p>0,05).

Ortalama K.%DNA degerleri MMC grubunda 6,230 =+ 1,308 olarak belirlendi. MMC +
0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla, 5,836 + 0,982; 5,479
+ 1,268 ve 5,470 + 1,172 olarak belirlendi. Bu dort grupta istatistiksel olarak hem kendi
aralarinda hem de kontrol grubulan ile karsilastirildiginda, K.%DNA degerleri

acisindan gruplarin arasinda anlamli bir fark belirlenemedi (p>0,05).
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K.%DNA degeri *SKF grubunda ise 52,589 + 7,016 olarak belirlendi. *SKF grubunun
K.%DNA degerleri kontrol gruplart ile karsilastirildiginda, *SKF uygulamasinin
K.%DNA degerlerini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde indiikledigi belirlendi
(p<0,001). K.%DNA degerleri *SKF + 0,5 upg/mL, 1 ug/mL ve 2 pg/mL KAR
gruplarinda ise sirasiyla, 29,031 =+ 6,719; 23,501 + 4,965 ve 14,893 + 3,073 olarak
belirlendi. Bu degerler *SKF grubunun degerleri ile karsilastirildiginda her iic KAR
uygulamasinin da *SKF tarafindan arttirilmis olan K.%DNA degerini istatistiksel olarak
anlaml dilizeyde azalttigi belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu ii¢ kombin
uygulamanin istatistiksel olarak birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001).
Ayrica bu ti¢ grubun K.%DNA degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).
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Sekil 4.80. KAR icin /n vitro komet testinde elde edilen ortalama Kuyruk % DNA
degerleri. EtOH; Etanol, KAR; Karnosik asit, MMC; Mitomisin C, *SKF; 4
hidroperoksisiklofosfamid.

Ayrica *SKF tarafindan arttirilan, K.%DNA degerlerinin, *SKF + KAR uygulama
gruplarinda artan KAR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek icin regresyon analizi

gerceklestirildi. Regresyon analizi sonunda *SKF tarafindan arttirllan K.%DNA
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degerlerinin artan KAR dozuna baglh olarak azaldigi belirlendi (p< 0,001). Denklemi;
y= 44,888 — 17,011*Doz (R?*= 0,696) olan regresyon egrisi Sekil 4.81 *de gosterilmistir.
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Sekil 4.81. KAR i¢in /n vitro’da *SKF tarafindan indiiklenen K.% DNA frekansina
artan KAR dozunun etkisi. K.; Kuyruk, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid, KAR;
Karnosik asit.

KAR uygulamalar igin gerceklestirilen /n vitro komet testinde degerlendirilen son
parametre olan Olive Tail Moment (OTM; Olive Kuyryk momenti) degerleri Sekil
4.82’de gosterilmistir. OTM degerlerinin istatistiksel analizleri ANOVA ve Tamhane’s
T2 testleri kullanilarak gergeklestirildi. Ortalama OTM degerleri, kontrol grubunda,
0,204 =+ 0,071 EtOH grubunda ise 0,283 <+ 0,081 olarak belirlendi. Yine ortalama
OTM degerleri, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla, 0,305
+ 0,120; 0,243 =+ 0,078 ve 0,189 = 0,053 olarak belirlendi. Bu bes grubun kendi
aralarindaki istatistiksel karsilastirmalarinda anlamli diizeyde bir farklilik belirlenemedi

(p>0,05).
Ortalama OTM degerleri MMC grubunda 0,301 + 0,096 olarak belirlendi. MMC + 0,5

pg/mL, 1 pg/mL ve 2 pg/mL KAR gruplarinda ise sirasiyla 0,266 =+ 0,083; 0,220 +
0,075 ve 0,233 £ 0,076 olarak belirlendi. Bu dort grupta istatistiksel olarak hem kendi
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aralarinda hem de kontrol grubular ile karsilastirildiginda, OTM degerleri agisindan

gruplarin arasinda anlamli bir fark belirlenemedi (p>0,05).

OTM degeri *SKF grubunda ise 21,037 + 4,033 olarak belirlendi. *SKF grubunun
OTM degerleri kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, *SKF uygulamasinin OTM
degerlerini istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde indiikledigi belirlendi (p<0,001).
OTM degerleri *SKF + 0,5 pg/mL, 1 ug/mL ve 2 ug/mL KAR gruplarinda ise
sirastyla, 5,121 +£2,190; 3,172 £ 1,204 ve 1,815 + 0,529 olarak belirlendi. Bu degerler
*SKF grubunun degerleri ile karsilastirildiginda her i¢ KAR uygulamasinin da *SKF
tarafindan arttirilmis olan OTM degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig
belirlendi (p<0,001). Bununla birlikte bu iic kombin uygulamanin istatistiksel olarak
birbirlerinden de farkli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica bu {li¢ grubun OTM
degerlerinin kontrol ve EtOH gruplarindan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu belirlendi (p< 0,001).

Ayrica *SKF tarafindan arttirilan, OTM degerlerinin, *SKF + KAR uygulama
gruplarinda artan KAR dozu ile azalip azalmadigini belirlemek i¢in regresyon analizi
gercgeklestirildi. Regresyon analizi sonunda *SKF tarafindan arttirillan OTM degerlerinin
artan KAR dozuna baglh olarak azaldigi belirlendi (p < 0,001). Denklemi;
y= 14,942 — 8,178 * Doz (R*= 0,558) olan regresyon egrisi Sekil 4.83 *te gosterilmigtir.
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Sekil 4.82. KAR icin In vitro komet testinde elde edilen ortalama OTM degerleri.
OTM; Olive Kuyruk Momenti, EtOH; Etanol, KAR; KARosol, MMC; Mitomisin C,
*SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid. Kombin uygulamalar kendi pozitif kontrolii ile
karsilastirtlmistir. **; p <0,001.
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Sekil 4.83. In vitro’da *SKF tarafindan indiikklenen OTM frekansina artan KAR
dozunun etkisi. OTM; Olive Kuyruk Momenti, *SKF; 4 hidroperoksisiklofosfamid,
KAR; Karnosik asit.
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4.3. Karsilastirma Bulgular:

4.3.1. In vivo - In vitro TYR Karsilastirma bulgulari

In vitro, in vivo TYR uygulamalarinin karsilastirmalar: kombin uygulama gruplarinim %
indirgenme degerleri iizerinden gergeklestirilmistir. Elde edilen degerler Cizelge 4.

22’de gosterilmistir.

In vivo MN uygulamalarinin % indirgenme degerleri MMC + 50, 100 ve 200 mg/ kg
dozlar1 icin sirastyla, 60,89; 62,38; 66,87 olarak hesaplandi. /n vivo uygulamalarmin
MN i¢in % indirgenme degerleri SKF + 50, 100 ve 200 mg/kg dozlar i¢in sirastyla,
56,25; 53,81 ve 54,51 olarak hesaplanmistir. TYR, MN % indirgenme degerleri in vitro,
MMC + 0,5; 1; 2 pg/mL dozlar i¢in sirasiyla, 64,9; 67,78; 73,15 *SKF + 0,5; 1; 2
ng/mL dozlar i¢in sirastyla, 66,14; 66,34 ve 68,89 olarak hesaplanmustir.

TYR, TA verilerinin % indirgenme degerleri in vivo MMC + 50, 100 ve 200 mg/ kg
uygulama gruplart igin sirasiyla 41,09; 54,79; 63,01 olarak hesaplanmistir. Ayni
degerler in vivo SKF + TYR uygulamalari i¢in sirasiyla 38,7; 51,59 ve 41,91 olarak
hesaplanmistir. Ayn1 parametre igin in vitro % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1; 2
pg/mL uygulamalari icin sirasiyla 53,84; 56,92 ve 72,3 olarak hesaplanmistir. *SKF +
0,5; 1; 2 pg/mL uygulamalar i¢in sirastyla 48,27; 62,06 ve 80,13 olarak hesaplanmustir.
TA — (G+P) verilerinin % indirgenme degerleri in vivo MMC + 50, 100 ve 200 mg/ kg
uygulamalar i¢in sirasiyla, 55,8; 67,7 ve 70,7 olarak hesaplanmistir. SKF + 50, 100 ve
200 mg/ kg uygulamalar1 i¢in sirasiyla, 41,38; 51,7 ve 58,6 olarak hesaplanmistir. Ayn
parametrenin in vitro % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1; 2 pg/mL uygulamalar
icin sirastyla 78,26; 63,33 ve 76,66 olarak hesaplanmistir *SKF + 0,5; 1; 2 pg/mL
uygulamalari icin sirasiyla ise 46,66; 66,66 ve 83,33 olarak hesaplanmustir.

K.U. verilerinin % indirgenme degerleri in vivo SKF + 50, 100 ve 200 mg/ kg uygulama
gruplart i¢in sirasiyla 22,2; 16,88 ve 31,43 olarak hesaplanmistir. Ayni gruplarin
K.%DNA verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla 23,7; 18,09 ve 25,74 olarak

hesaplanmistir. Ayni gruplarin OTM verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla 32,02;
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26,62 ve 34,20 olarak hesaplanmustir. /n vitro *SKF + 0,5; 1; 2 pg/mL gruplarmm K.U.
verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla 28,54; 44,58 ve 42,33 olarak belirlenmistir.
Ayni degerler % K.DNA verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla 29,43; 51,72 ve
39,49 olarak hesaplanmistir. [n vitro OTM verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla

38,78; 68,3 ve 47,81 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.22. In vivo, In vitro TYR uygulamalarmin % indirgeme degerleri iizerinden
karsilagtirmalari. D; Doz, 1., 2. ve 3. Doz in vivo ig¢in sirastyla 50, 100, 200 mg/kg in
vitro igin sirastyla 0,5, 1 ve 2 pg/mL dir. MMC; Mitomisin C, SKF; Siklofosfamid,
*SKF; 4 Hidroperoksisiklofosfamid, MN; Mikroniikleus, TA; Toplam Aberasyon, TA-
(G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon, K.U.; Kuyruk Uzunlugu (um),
K.; Kuyruk, OTM; Olive Tail Moment.

In vivo | In vitro In vivo | In vitro Invivo | In vitro
D TA- TA-
Uygulama MN MN TA TA (G+P) (G+P)
MMC+ 1. | 60,89 64,9 41,09 53,84 55,8 78,26
TVYR 2. | 62,38 67,78 54,79 56,92 67,7 63,33
3. | 66,87 73,15 63,01 72,3 70,7 76,66
SKF 1 56,25 66,14 38,7 48,27 41,38 46,66
(*SKF) 2 53,81 66,34 51,59 62,06 51,7 66,66
+TYR 3 5451 68,89 4191 80,13 58,6 83,33
Invivo | In vitro In vivo | In vitro Invivo | In vitro
K. K.
K.U. K.U. %DNA | %DNA OTM OTM
SKF 1 22,2 28,54 23,7 29,43 32,02 38,78
(*SKF) 2 16,88 44 58 18,09 51,72 26,62 68,3
+TYR 3 31,43 42,33 25,74 39,49 34,20 47 81
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4.3.2. In vitro TYR ve In vitro KAR Kkarsilastirma bulgular

In vitro, TYR ve KAR uygulamalarmm Kkarsilastirmalar1 i¢in kombin uygulama
gruplarinin % indirgenme degerleri hesaplanmaistir. Elde edilen degerler Cizelge 4. 23°te

gosterilmistir.

In vitro MN, TYR uygulamalarinin % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1; 2 ug/mL
dozlar igin sirasiyla, 64,9; 67,78; 73,15, *SKF + 0,5; 1; 2 ug/mL dozlar i¢in sirasiyla,
66,14; 66,34 ve 68,89 olarak hesaplanmigtir. Ayn1 parametrenin KAR uygulamalari i¢in
MMC + 0,5; 1; 2 pg/mL dozlariin degerleri sirasiyla, 63,33; 67,64 ve 72,11, *SKF +
0,5; 1; 2 pg/mL dozlarinin degerleri sirasiyla, 68,78; 70,52 ve 71,09 olarak

hesaplanmustir.

In vitro TYR uygulamalar1 icin TA verilerinin % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1;
2 pg/mL uygulamalari i¢in sirastyla 53,84; 56,92 ve 72,3 olarak hesaplanmistir. *SKF +
0,5; 1; 2 pg/mL uygulamalar i¢in sirastyla 48,27; 62,06 ve 80,13 olarak hesaplanmustir.
KAR uygulamalart i¢in TA verilerinin % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1; 2 pg/mL
uygulamalar1 i¢in sirasiyla 57,97; 55,76 ve 68,81, *SKF + 0,5; 1; 2 ug/mL
uygulamalar1 ic¢in sirastyla 49,5; 55,38 ve 73,56 olarak hesaplanmistir. TYR
uygulamalari i¢cin TA — (G+P) verilerinin % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1; 2
pg/mL uygulamalari icin sirasiyla 78,26; 63,33 ve 76,66, *SKF + 0,5; 1; 2 ug/mL
uygulamalar1 i¢in sirasiyla ise 46,66; 66,66 ve 83,33 olarak hesaplanmistir. KAR
uygulamalari i¢cin TA — (G+P) verilerinin % indirgenme degerlert MMC + 0,5; 1; 2
pg/mL uygulamalart igin sirastyla, 62,5; 57,75 ve 73,375, *SKF + 0,5; 1; 2 pg/mL
uygulamalari i¢in sirastyla 53,93; 53,93 ve 79,31 olarak hesaplanmustir.

In vitro TYR uygulamalar1 i¢in SCE/ Hiicre verilerinin % indirgenme degerleri MMC +
0,5; 1; 2 pg/mL uygulamalar i¢in sirastyla 24,13; 34,55 ve 33,97 olarak hesaplanmustir.
*SKF + 0,5; 1; 2 pg/mL uygulamalan i¢in sirasiyla 40,98; 48,91 ve 50,45 olarak
hesaplanmistir. KAR uygulamalari i¢in SCE/Hiicre verilerinin % indirgenme degerleri
MMC + 0,5; 1; 2 pg/mL uygulamalari i¢in sirasiyla, 26,29; 36,90 ve 45,61, *SKF + 0,5;
l; 2 pg/mL uygulamalart igin sirastyla 34,25; 38,62 ve 59,65 olarak hesaplanmistir.
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TYR uygulamalari i¢in SCE/Kromozom verilerinin % indirgenme degerleri MMC +
0,5; 1; 2 ug/mL uygulamalar1 i¢in sirasiyla 24,14; 34,51 ve 33,94 *SKF + 0,5; 1; 2
png/mL uygulamalar i¢in sirasiyla 40,90; 48,91 ve 50,41 olarak hesaplanmistir. KAR
uygulamalari i¢in SCE/Kromozom verilerinin % indirgenme degerleri MMC + 0,5; 1; 2
pg/mL uygulamalart igin sirastyla, 26,25; 36,94 ve 45,55, *SKF + 0,5; 1; 2 pg/mL
uygulamalari i¢in sirasiyla 34,4; 38,72 ve 59,76 olarak hesaplanmustir.

In vitro TYR igin *SKF + 0,5; 1; 2 ug/mL gruplarmin K.U. verilerinin % indirgenme
degerleri sirastyla 28,54; 44,58 ve 42,33 olarak belirlenmistir. Ayn1 gruplar i¢in %
K.DNA verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla 29,43; 51,72 ve 39,49 olarak
hesaplanmugtir. Yine ayni gruplar icin OTM verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla
olarak hesaplanmistir. [n vitro KAR icin *SKF + 0,5; 1; 2 ug/mL gruplarinin K.U.
verilerinin % indirgenme degerleri sirasiyla 47,19; 53,44 ve 62,98 olarak belirlenmistir.
Ayni gruplar i¢in % K.DNA verilerinin % indirgenme degerleri sirastyla 44,79; 55,31
ve 71,68 olarak hesaplanmistir. Yine ayni gruplar icin OTM verilerinin % indirgenme

degerleri sirasiyla 75,65; 84,92 ve 91,37 olarak hesaplanmastir.
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Cizelge 4.23. In vitro TYR in vitro KAR uygulamalarmin % indirgeme degerleri
tizerinden karsilagtirmalari. D; Doz, 1., 2. ve 3. Doz i¢in sirasiyla 0,5, 1 ve 2 pg/mL dir.
MMC; Mitomisin C, *SKF; 4 Hidroperoksisiklofosfamid, MN; Mikroniikleus, TA;
Toplam Aberasyon, TA- (G+P); Gap ve Pulverizasyon hari¢ toplam aberasyon, K.U.;
Kuyruk Uzunlugu (um), K.; Kuyruk, OTM; Olive Tail Moment.

TYR | KAR TYR | KAR TYR | KAR
Uygulama | D | MN | MN TA TA TA-GP | TA-GP
UMes | L | 649 | 63,33 53.84 | 57.97 7826 | 625
= 2. 67,78 | 67,64 56,92 | 5576 6333 | 57.75
3. 7315 | 7211 723 | 6381 76.66 | 73.375
woqp | L] 6614 | 6878 4827 | 495 46.66 | 5393
Sr (26634 | 7052 62.06 | 5538 66.66 | 53.93
3. | 68,89 | 7109 80,13 | 73.56 8333 | 7931
TYR KAR TYR KAR
SCE/ SCE/ SCE/ SCE/
Hiicre Hiicre Kromozom Kromozom
1| 2413 26,29 24,14 26.25
Mrl\\/}g 2 | 3455 36,90 34,51 36,04
3. | 3397 45,61 33,04 45,55
wokp | L] 4098 34.25 40.90 34.4
VI 1 38,62 48,91 38,72
3. | 5045 50,65 50,41 50,76
TYR | KAR TYR | KAR TYR | KAR
K. K.
KU. | KU wbNA | oebia | | OTM | OTM
woqp | L] 2854 | 4719 2043 | 44.79 38.78 | 7565
oL [2.]4458 | 5344 51,72 | 5531 683 | 84.92
3. | 4233 | 6298 3049 | 7168 4781 | 91,37
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanlar giinliik yasantilarinda pek ¢ok genotoksik ajanin tehtidi ile kars1 karsiyadir.
Gerek fiziksel gerekse kimyasal olabilen bu ajanlar DNA’da hasar olusumuna neden
olmaktadirlar., DNA’da meydana gelen hasarlar onarilmadan kalirsa cesitli
mutasyonlarin olusumuna yol agmaktadir. Tiim bu siire¢ler sonunda kanser ve benzeri
sekilde mutasyonlarla iliskili ¢esitli rahatsizliklar ortaya ¢ikabilmektedir (MacPhee
1998, Coussens ve Werb 2002). Dolayisi ile genotoksik ajanlarin DNA’da hasar
yaratacak etkilerinden korunmak, insan saglig1 agisindan olduk¢a dnemlidir. Genotoksik
ajanlardan korunmanin en etkili yolu kuskusuz, maruziyetten kaginmaktir. Ancak
giinlik yasantimizda her yerde karsimiza ¢ikabilecek genotoksik ajanlardan tamamen
uzaklasarak bir yasant1 siirdiirebilmek pek de miimkiin goriilmemektedir. Bu baglamda
kimyasal korunma olarakta isimlendirilen korunma stratejisi 6nem kazanmaktadir. Bu
stratejinin temelinde, ¢esitli genotoksik ajanlara maruziyetten kaginmanin yaninda,
farkli genotoksik ajanlarin DNA’da hasar olusturma potansiyellerini engelleyebilecek
cesitli antigenotoksik maddelerin tanimlanmasi ve kullanimiin tesvik edilmesi
bulunmaktadir (Editorial 2005). Bu anlamda, giiniimiizde o6zellikle bazi bitkisel
ekstraktlarin ve bilesiklerin kimyasal koruma potansiyellerinin arastirildigr ¢aligmalar
artmaktadir. Buna paralel olarak ¢esitli bitkisel preperatlarin halk arasindaki kullanimi
da artmaktadir. Ancak halk arasinda bilingsizce gerceklestirilecek asir1 tiiketim
istenmeyen bir takim durumlara yol acabilir. Bu nedenle ¢esitli bitkisel bilesiklerin,
tiketiminin tesvik edilebilmesi icin, bu bilesiklerin yararli etkilerinin gosterilmesinin

yaninda zararl etkilerinin olmadiginin da gosterilmesi gerekmetir.

Bu calismada, zeytin ve zeytinyaginin onemli bilesiklerinden olan TYR’nin olasi
genotoksik ve antigenotoksik etkileri in vivo ve in vitro yontemlerle arastirildi. Bununla
birlikte, 6zellikle biberiye bitkisinin 6nemli bilesiklerinden KAR’1n da olas1 genotoksik
ve antigenotoksik etkileri in vitro yontemlerle aragtirildi. TYR ve KAR’mn genotoksik
etkileri tek baglarmma kullanildiklar1 deney gruplart ile belirlenmeye c¢alisildi.
Antigenotoksik etkileri ise genotoksik etkileri bilinen MMC ve SKF (*SKF) ile birlikte
kullanildiklar1 deney gruplar ile belirlenmeye c¢alisildi. Boylece TYR’nin ve KAR’1n
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potansiyel genotoksik etkileri ve kimyasal korunma stratejisi ¢ergevesinde

kullanimlarinin tesvik edilebilirliklerinin belirlenmesi amaglandi.

In vivo MN ve CA, in vitro MN, CA ve SCE yéntemleri OECD tarafindan hazirlanan
kimyasallarin test kilavuzunda yer alan 6nemli genotoksite testleridir (OECD 1986,
1997a, 1997b, 1997c, 1997d). Bu yontemler giiniimiizde genotoksite / antigenotoksite
calismalarinda siklikla kullanilan yontemlerdir. in vivo ve in vitro komet testleri
OECD’nin kimyasallarin test kilavuzlarinda heniiz yer almasa da FDA ile ICH (The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use; Uluslararasi, Beseri ilaglarin ruhsatlandirilmasinda,
uyumlu teknik gereksinimler konferansi) tarafindan 2012 Haziranda yayinlanan
farmasoétikler i¢in genotoksite test rehberinde Onerilen bir genotoksite test yontemidir.
Diger yontemler gibi komet yontemide genotoksite / antigenotoksite ¢aligsmalarinda en
¢ok kullanilan yontemler arasinda yerini almistir (Anderson ve Pleva 1998, Tice ve ark
2000, EFSA 2008).

MN yontemi ile DNA’da meydana gelen kirilmalar sonucu, bdliinen hiicrelerde asentrik
kromozom ya da kromatid pargalarindan veya tam kromozom ya da kromatidlerden
olusabilen Mikroniikleuslarin frekansi iizerinden kullanilan ajanlarin DNA hasar etkileri
olgtilebilmektedir (Fenech ve Morley 1985, Mateuca ve ark. 2006). CA yonteminde,
dogrudan DNA kirilmalariyla, zarar gormiis DNA kalib1 tizerindeki replikasyonla, DNA
sentezinin inhibisyonuyla ve topoizomeraz II inhibisyonu gibi diger mekanizmalarla
olusabilen kromozom hasarlarinin frekansi ile kullanilan ajanlarin DNA hasar etkileri
oOlgtilebilmektedir (Albertini ve ark. 2000, Hagmar ve ark., 2004, Mateuca ve ark.,
2006). SCE yontemi, 6zellikle kromozomun her iki kromatidinin homolog bolgelerinde
DNA da kirikk olusmast ve kirillan bolgelerin yer degistirip yeniden birlesmesi
sonucunda olusan SCE frekanslar ile kullanilan ajanlarin DNA hasar1 etkilerini ve
indiikledigi DNA tamirinin 6lgiilebildigi bir yontemdir. ( Clever ve ark. 1996, Stoilov
ve ark. 2002). Alkali komet yontemi ile kullanilan ajanlarin DNA’da olusturduklar tek
ve ¢ift zincir kiriklarmi, yiliksek alkali ¢ozelti icerisinde hizli bir sekilde DNA
kiriklarmma doniisen alkalilenebilecek noktalara etkileri, olduk¢a hassas bir sekilde
belirlenebilmektedir ( Rojas ve ark. 1999, Rojas 2009).
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Bu ¢alismada, yukarida agiklanan 6zellikleri nedeniyle, genotoksite / antigenotoksite
calismalarinda siklikla kullanilan, farkli genotoksite testleri ile TYR ve KAR’m

olusturabilecegi potansiyel DNA hasarlarinin ¢ogunun gézlenebilmesi amaglandi.

Calisma sonuglarinin istatistiksel analizleri, benzer c¢aligmalarin sonuglarinin
analizlerinde kullanilan, basit dogrusal regresyon analizi, ANOVA (Tek yonlii varyans
analizi) ve Tukey HSD testleri kullanilarak gerceklestirildi. Ozellikle ANOVA sonras1
coklu gruplarin karsilagtirilmasinda, varyanslarin homojen olmadigi durumlarda Tukey
HSD testinin iyi bir alternatifi olan Tamhane’s 2 testi kullanild1 ( Hochberg ve Tamhane

1987, Kayri 2009).

Bu ¢alismada kullanilan, genotoksik etkileri bilinen ajanlar olan MMC ve SKF (in vitro
icin aktif metaboliti olan *SKF), genotoksite testlerinin kullanildig1 bir¢ok caligmada
pozitif kontrol olarak kullanilmasinin yaninda OECD tarafindan hazirlanan rehberlerde
de genotoksite ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilmalar1 6nerilen
kimyasallardir (OECD 1986, 1997a, 1997b, 1997¢c, 1997d). Bunun yani sira IARC
(International Agency for Research on Cancer; Uluslararasi Kanser aragtirmalar1 Ajansi)
tarafindan hazirlanan monografilerde SKF, grup 1 (insan i¢in karsinojen), MMC ise

grup 2B (Insan i¢in olas1 karsinojen) olarak tanimlanmaktadir (Anonim 2012g).

TYR ve KAR icin ¢oziicii olarak kullanilan ve her testte solvent kontrol grubu
olusturulan etanol’iin genotoksitesini arastirmak ic¢in Phillips ve Jenkinson (2001) bir
derleme yapmislardir. Bu derlemeye gore in vitro ¢alismalarda etanol’iin herhangi bir
genotoksitesine rastlanmazken bazi in vivo ¢alismalarda (i.p) 2,4 g/kg gibi veya 46 hafta
boyunca fare veya sicanlarin igme sularinin %10 etanol icermesi durumunda ¢ok diisiik
bir genotoksik etkisi belirlenmistir. In vivo’da bizim kullandigimiz maksimum etanol
dozu ise kombin enjeksiyonlarin yapildigi durumda, 0,1 mL de %20 lik etanol seklinde
idi ki buda ortalama olarak 7,8x10™ g/kg gibi diisiik bir doza denk gelmektedir. Bu
nedenlerle tiim solvent kontrol gruplarimizda genotoksite parametrelerimiz Phillips ve

Jenkinson tarafindan verilen ¢alismalarin sonuglar1 ile uyumlu goériilmektedir.
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In vivo deneyler i¢in genotoksik ajanlarin dozlarinin belirlenmesi igin gergeklestirilen
literatiir taramasinda SKF i¢in 20 ile 100 mg/kg arasinda degisen dozlarin, MMC igin
ise 1 ile 4 mg/kg arasinda degisen dozlarin genotoksite i¢in uygun oldugu belirlenmistir
(Zhang ve ark. 2008, Podder ve ark. 2008, Li ve ark. 2009, Casanova ve ark. 2012). Bu
calismada, farkli ¢alismalarda kullanilan dozlarin en yiiksek dozundan %50 kadar eksik
olan dozlar secilmigtir. SKF icin 50 mg/kg’lik MMC i¢in ise 2 mg/kg’lik dozlar

calisilmistir ve bu dozlar tiim testlerse genotoksite parametrelerini ylikseltmistir.

In vivo testlerde kullanilacak TYR dozlarmnin belirlenmesi igin gerceklestirilen literatiir
taramasinda TYR ile gerceklestirilmis benzer bir ¢alismaya rastlanmadigi i¢in 6zellikle
bitkisel kokenli g¢esitli kimyasallarla gergeklestirilmis genotoksite/antigenotoksite
calismalar1 dikkate alinmistir. Mozdarani ve Kamali (1998) simetidin’in antigenotoksik
etkilerini 10; 15; 30 mg/kg dozlarin1 kullanarak arastirmiglardir. Siddique ve ark. (2008)
gerceklestirdikleri ¢aligmalarindan nordihidroguaiaretik asit’in 1, 5 ve 10 mg/kg’lik
dozlarin1 kullanarak antigenotoksik etkisini arastirmislardir. Pugalendhi ve ark. (2009)
gerceklestirdikleri caligmalarinda genistein’nin antigenotoksik etkileri aragtirmislardir
ve genistein i¢cin 20 mg/kg dozunu kullanmislardir. Siddique ve Afzal (2009)
gercgeklestirdikleri ¢alismalarinda apigenin’nin antigenotoksik etkilerini arastirmak igin
apigenin’nin 10, 20 ve 40 mg/kg dozlarim1 kullanmiglardir. Bokuli¢ ve ark. (2011)
apigenin’nin antigenotoksik etkilerini 1; 10; 100 mg/kg dozlarmi kullanarak
arastirmiglardir. Grossi ve ark. (2012) in vivo da Klorofillin’in antigenotoksik etkilerini
arastirmiglar ve 100 mg/kg klorofillin kullanmiglardir. Berni ve ark. (2012)
calismalarinda ellajik asit’in  50; 100 ve 200 mg/kg’lik dozlarin1 kullanarak
antigenotoksik etkilerini arastirmislardir. Benzer calismalarda kullanilan dozlar genis
bir spekturum igerisinde degismektedir. Bu calismada 5; 12,5; 25; 50; 100 ve 150
mg/kg’lik dozlar denenmistir ve uygulamalar arasinda 1000 PCE/MN frekans1 acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir. Bunun iizerine yiiksek dozlardaki
olas1 genotoksik etkinin de belirlenebilmesi amaci ile 50; 100 ve 200 mg/kg’ lik dozlar

secilerek calisilmistir.

In vivo MN testi bulgularimizda (Cizelge 4.2) beklendigi iizere, MMC ve SKF’nin 1000
PCE’deki MN frekansimni, kontrol gruplarmma karst anlamli diizeyde arttirdig:
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belirlenmistir. Tek basina uygulanan 50; 100 ve 200 mg/kg’lik TYR dozlarinin ise MN
frekansinda bir artisa neden olmadigi belirlenmistir. Ayrica kombin uygulamalarda
MMC ve SKF ile birlikte uygulanan TYR’nin {i¢ dozu da, kullanilan TYR dozu ile
orantili olarak MMC ve SKF tarafindan indiiklenen MN frekansini indirgemistir. Bu
bulgular bize kullandigimiz ti¢ TYR dozunun da in vivo MN testinde bir genotoksik
etkisinin bulunmadigini bununla birlikte MMC ve SKF’nin genotoksik etkisine kargin
doza bagl olarak bir antigenotoksik etkisinin bulundugunu gostermistir. Ayrica in Vvivo
MN testinde sitotoksitenin bir belirteci olarak degerlendirilen PCE/NCE degeri
acisindan TYR’nin {i¢ dozunun da kontrol gruplarindan istatistiksel olarak farkli
olmadig1 belirlenmistir. Bu bulgu 1s18inda in vivo MN testinde uygulanan ii¢ TYR

dozunun da sitotoksik etkiye sahip olmadigini sdyleyebiliriz.

In vivo CA testi bulgularimizda (Cizelge 4.4) degerlendirilen parametreler agisindan
MMC ve SKF uygulamalar1 beklendigi gibi TA ve TA-(G+P) frekanslarin1 anlaml
diizyde yiikseltmislerdir. Tek basina uygulanan TYR dozlarinin ise bu iki parametre
acisindan kontrol gruplarindan farkli olmadig: belirlenmistir. MMC ve SKF ile birlikte
uygulanan TYR’nin yine doza bagl olarak, MMC ve SKF tarafindan indiiklenmis olan
TA ve TA-(G+P) frekanslarii indirgemistir. in vivo CA testinde degerlendirilen bir
diger parametre olan M.I. parametresi agisindan uygulanan ii¢ TYR dozunun da kontrol
grubundan farkli olmadigi belirlenmistir. Bu bulguarimiz in vivo MN testinden elde
ettigimiz bulgular1 da destekler niteliktedir. In vivo CA testi sonunda da kullandigimiz
dozlarda TYR’nin herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip olmadigimn
bununla birlikte, MMC ve SKF tarafindan indiikklenen genotoksiteye karsin bir

antigenotoksik etkiye sahip oldugunu soyleyebiliriz.

In vivo komet testinde ¢alismalarda degerlendirilmesi onerilen ii¢ 6nemli parametre
olan K.U., K.%DNA ve OTM parametreleri degerlendirilmistir (Cizelge 4.6). Her li¢
parametre agisindan da in vivo komet testi bulgularimiz in vivo MN ve CA testi
bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Tek basina uygulanan TYR dozlarinin, {i¢ parametre
acisindan da kontrol grubundan farksiz oldugu belirlenmistir. Yine {i¢ parametre
acisindan, Kombin uygulamalarda TYR uygulamalarinin, MMC ve SKF tarafindan

indiiklenen genotoksiteye karsin, doza bagimli bir antigenotoksitesi belirlenmistir.
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In vivo MN, CA ve komet testlerinde MMC ve SKF’nin genotoksik etkisini ortaya
koyan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Gamal-Eldeena ve ark (2013) calismalarinda
Sargassum dentifolium ekatraktlarinin in vivo olarak SKF’ye karsi antigenotoksik
etkilerini aragtirmiglardir. SKF’nin 25 mg/kg’lik dozunu kullanmiglardir. SKF’nin hem
MN hem de CA parametrelerini kontrole gore anlamli sekilde yiikselttigini
belirlemislerdir. Mazumdar ve ark. (2011) quersetin’in antigenotoksitesini arastirdiklari
caligmalarinda MMC nin 2 mg/kg’lik dozunu kullanmiglardir. MMC’nin hem MN hem
de CA parametrelerini kontrole gore anlamli sekilde yiikselttigini belirlemislerdir.
Zamorano-Ponce ve ark. (2006) Aloysia triphylla nin antigenotoksik etkisini komet
yontemi ile arastirdiklari ¢aligmalarinda SKF’nin 20 mg/kg’lik  dozunun,
degerlendirdikleri komet parametrelerini anlamli diizeyde arttirdigini belirlemislerdir.
Pawar ve ark. (2009) salisilik asit analoglarinin antigenotoksik etkilerini arastirdiklari
calismalarinda MMC’nin 1 mg/kg’lik dozunun komet parametrelerini anlamli diizeyde
arttirdigini -~ belirlemislerdir.  Calismada  kullandigimiz ~ genotoksik  ajanlarin
indiikledikleri genotoksite parametrelerimiz yukarida orneklendirilen bir¢ok ¢aligma ile

uyumlu goriilmektedir.

In vitro deneyler igin genotoksik ajanlarm dozlarmin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen
literatiir taramasinda MMC i¢in 0,2 pg/mL ile 2 pg/mL arasinda degisen dozlarin, *SKF
icin ise 2 ile 15 pg/mL arasinda degisen dozlarin kullanildigi belirlendi. (Murata ve ark.
2004, Tsai-Turton ve ark. 2007, Siddique ve ark. 2008, Speit ve ark 2012). Buradan
haraketle farkli caligmalarda kullanilmis olan en yiiksek dozun, en az %50’si kadar az
olan veya daha diisiik olan dozlar sectik, buna gére MMC i¢in 0,3 pg/mL’lik *SKF i¢in
ise 10 pg/mL’ lik dozlar secilmistir. Bu dozlar tiim testlerde genotoksite parametrelerini

yiikseltmistir (MMC i¢in komet testi haric).

TYR ve KAR i¢in in vitro dozlarimizi belirlerken de ¢esitli kimyasallarin
antigenotoksik etkilerinin arastirildig1 calismalar 6rnek alimustir. Ornegin Siddique ve
ark. (2008) caligmalarinda apigenin’in antigenotoksik etkilerini 0,37 pg/mL ile 7,5
pg/mL arasinda degisen dozlarini kullanarak arastirmislardir. Benzer ¢alismalar g6z

Oniline almarak TYR ve KAR igin in vitro doz denemeleri gerceklestirildi ve 0,0625
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pg/mL, 0,125 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 1,5 pg/mL’lik dozlar denendi.
Bu dozlarin olusturduklart MN frekanslar1 arasinda anlamli bir fark belirlenemedi. Olas1

genotoksik etkiyi de gbzlemleyebilmek i¢in 0,5; 1 ve 2 pg/mL’lik dozlar ¢alisildi.

TYR ve KAR uygulamalarinin in vitro MN sonuglarina bakildiginda (Cizelge 4.8; 4.9)
TYR ve KAR uygulamalarinin tek baslarina MN frekansini etkilemedikleri
belirlenmistir. Bununla birlikte NDI (Cizelge 4.8; 4.9) degerlerinde de kontrolle
kiyaslandiginda anlamli bir azalma s6z konusu degildir. Buradan hareketle TYR ve
KAR’m in vitro MN testinde belirlenebilecek herhangi bir genotoksite ve sitotoksiteye
sahip olmadigin1 sdyleyebiliriz. Bununla birlikte hem TYR hem de KAR ayri, ayri
MMC ve *SKF tarafindan indiiklelen MN frekansini kullanilan dozlari ile iliskili olarak
anlamli diizeyde indirgemistir. Buradan haraketle de TYR ve KAR’mn in vitro MN
testinde MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen genotoksiteye karsin kuvvetli bir

antigenotoksik etkiye sahip oldugu soylenebilir.

Benzer sekilde in vitro CA testi sonuglarinda da (Cizelge 4.11; 4.14) hem TYR hem de
KAR’1n tek baslarina, TA ve TA-(G+P) frekanslarini arttirmadiklart i¢in, genotoksik
etkiye sahip olmadiklar1 belirlenmistir. MI degerleri acisindan da (Cizelge 4.12; 4.15)
hem TYR hem de KAR’m sitotoksik bir etkiye sahip olmadiklar1 belitlenmistir. /n vitro
CA testinde MMC ve *SKF tarafindan indiiklenen genotoksiteye kargin ise hem TYR
hem de KAR’mn, kullanilan dozlar ile iliskili olarak, kuvvetli bir antigenotoksik etkiye

sahip olduklar1 belirlenmistir.

In vitro SCE testi sonuglarinda da (Cizelge 4.16; 4.18) TYR ve KAR’ 1n ayr1 ayr tek
baslarma, SCE/Hiicre ve SCE/Kromozom frekanslarini arttirmadiklar: i¢in herhangi bir
genotoksik etkiye sahip olmadiklar1 belirlenmistir. TYR ve KAR’ 1n ayr1 ayn tek
baslarina uygulamalar1 sonucunda elde edilen RI (Cizelge 4.17; 4.19) degerinin
kontrolle kiyaslanmasi sonucunda anlamli bir farklilik belirlenmedigi icin TYR ve
KAR’mn herhangi bir sitotoksik etkisinin bulunmadigr belirlenmistir. TYR ve KAR’mn
MMC ve *SKF ile kombin uygulamalar1 sonucunda hem TYR’nin hem de KAR’in
genotoksik ajanlarimiz  tarafindan indiiklenen SCE/Hiicre ve SCE/kromozom

frekanslarin1  anlamli  diizeyde, kullanilan dozlarina bagli olarak indirgedigi
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belirlenmistir. Bu nedenle in vitro SCE testi sonuglarimiza goére de hem TYR hem de
KAR’1in kullanilan dozlar ile iligkili, kuvvetli bir antigenotoksik etkisi oldugunu

sOyleyebiliriz.

In vitro komet testinde de hem TYR hem de KAR tek baslarma hicbir komet
parametresini arttirmamistir (Cizelge 4.20; 4.21). Bununla birlikte hem TYR hem de
KAR’in  *SKF tarafindan indiiklenen komet parametreleri lizerinde kullanilan doz ile

iliskili olarak, indirgeci bir etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Elde ettigimiz komet bulgularimizda MMC, in vivo da komet parametrelerini arttirici
bir etki gosterirken in vitro’da bu etkiyi gostermemistir. Pawar ve ark. (2009) in vivo da
fareler ile Aoyoma ve ark. (2003) euglena’da, Aydin ve ark. (2004), Mili¢ ve Kopjar
(2004) insan lenfositleri, Hovhannisyan (2005) farkli hiicre hatlar1 ile gergeklestirdikleri
alkali komet testinde herhangi bir modifikasyon gerc¢eklestirmeden MMC’nin DNA
hasarlarini arttirdigini belirlemislerdir. Calismamizda TYR ve KAR’ i MMC’ye karst
olas1 antigenotoksik etkisi diger yontemler ile (MN, CA, SCE) de arastirildig: igin bizim
calismamizda alkalin komet yonteminde MMC’yi genotoksik ajan olarak denememizin,
TYR ve KAR’m olast genotoksite/antigenotoksitesini aragtirmamiza engel
olmayacagimni diisiindiik. Bununla birlikte TYR ve KAR’in komet yontemi ile
belirlenebilecek olasi genotoksik etkileri tek baglarina uygulanarak, olasi antigenotoksik
etkileri ise SKF (*SKF) ile kombinlenerek ortaya konulmustur. MMC igin uygulanan
komet testinden elde ettigimiz bulgular in vivo da Pawar ve ark. (2009) Sasaki ve ark
(1997) ve Aoyoma ve ark. (2003)’1n bulgular1 ile uyumludur. /n vitro da MMC’nin
komet yonteminde pozitif sonu¢ vermemesinin nedeni MMC’nin bir DNA - DNA
capraz baglayict ajan olmasindan kaynaklanmaktadir. DNA capraz baglar1 komet
yonteminde kuyruk olusturacak DNA’nin gé¢ etmesini engellemektedir (Tice ve ark.
2000). In vivo da MMC ile indiikklenen DNA hasarlarini komet ydntemi ile
belirleyebilmemizin temelinde, MMC’nin in vivo’da oksidatif stres yolagi tizerinden
daha cok hasar olusturdugunu ve bunlar igerisindeki DNA kiriklarindan capraz baglar
ile baglanmadan kalanlarin pozitif sonug verdigini diisiinmekteyiz. Ancak 6zellikle in
vitro daki negatif sonug nedeniyle MMC’nin alkalin komet yontemi i¢in modifikasyon

olmaksizin, uygun bir pozitif kontrol olmadig: diislincesine katilmaktayiz (Tice ve ark.
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2000). Ozellikle MMC igin in vivo komet testinde elde ettigimiz sonuglarm ayrimtil
analizini gerceklestirebilmek igin, ileride daha kapsamli bir ¢alismanin planlanmasi

diistintildii.

TYR in vivo MN, CA ve komet testlerinde benzer sonuglar olusturmustur, bununla
birlikte TYR igin elde edilen in vitro bulgularda kendi i¢inde ve in vivo sonuglar ile
uyumlu goriilmektedir. /n vivo ve in vitro karsilastirmalarda (Cizelge 4.22) TYR’nin
antigenotoksik etkisinde in vivo ve in vitro c¢alismalar agisindan genel olarak bir fark
goriilmemektedir. Ozellikle zeytin ve zeytinyag: ile aliman TYR’nin emiliminden
sonraki plazma konsantrasyonlart ve konjuge metabolit tipleri kesin olarak
bilinmemektedir ve arastirilmaya devam edilmektedir (Napolitano ve ark. 2010). Tuck
ve Hayball (2002), Napolitano ve ark. (2010) gerceklestirilen hayvan deneyleri ile
TYR’nin, biiyilk olasilikla O-metil Hidroksityrosol’e metabolize oldugunu
diistindiiklerini belirtmektedirler. Ancak Vissers ve ark. (2002) insanlar ile yaptiklar
calismalarinda TYR’nin sadece glukuronitlerine metabolize oldugunu gostermislerdir.
Mateos ve ark (2005) insan hepatoma HepG2 hiicreleri ile gerceklestirdikleri
calismalarinda TYR’nin ¢ok diisiik oranda metabolize edildigini gostermislerdir.
Calismamizda elde ettigimiz in vivo ve in vitro TYR uygulamalarinda antigenotoksite
bulgularimizin benzer olmasinin nedeni olarak TYR’nin bu diisiik metabolizasyonunu
gosterebiliriz. Boylece TYR’ nin antigenotoksik etkisini gdstermesinde metabolitlerinin

degil kendisinin rol oynadigini diistinmekteyiz.

TYR ve KAR’1n antigenotoksik etkilerinin karsilastirma (Cizelge 4.23) sonuglari, genel
olarak benzer goriilmektedir. Bunun sebebi olarak, hem TYR hem de KAR’in benzer

yolaklar1 kullanarak antigenotoksik etki gosterdigini diisiinmekteyiz.

Tek basina TYR kullanilarak gergeklestirilen antigenotoksite calismalarmin smirh
olmasi nedeniyle 6zellikle zeytinyag ile gerceklestirilen farkli ¢aligmalarin sonuglarini
degerlendirdigimizde, genellikle zeytinyagmin antigenotoksik etkilerini gosteren

caligmalara rastlanmaktadir.
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Evangelista ve ark. (2004, 2006) sicanlarla gerceklestirdikleri g¢aligmalarinda,
zeytinyag1, misir yagi, kanola yagi kullanarak M.1. iizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Bu yaglarin yiiksek dozlar1 olan 5 mL/kg dozlarda bile M.I degerinin kontrol grubundan
farklilik gostermedigini belirlemislerdir. Bu bulgular, bizim sitotoksite parametrelerimiz

olan PCE/NCE; M.I; NDI; R.IL bulgularimizi destekler niteliktedir.

Drosophila SMART yontemini kullanarak soya yagi, susam yagi ve zeytinyaginin
mutajenik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, susam ve soya yaginin aksine, dogal
zeytinyaginin herhangi bir mutajenik etkisinin bulunmadigi belirlenmistir (Rojas-
Molina ve ark. 2005). Sigan kemik iligi hiicrelerinde zeytinyaginin genotoksik
etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarda Antunes ve Takahashi (1999), Evangelista ve ark.
(2004, 2006), Senddo ve ark. (2006). Zeytinyaginin herhangi bir genotoksik etkisinin
olmadigimi belirlemiglerdir. Nousis ve ark. (2005) ¢alismalarinda T- lenfotik Jurkat
hiicrelerinde komet yontemi ile H,O, tarafindan indiiklenmis DNA hasari iizerine
zeytinyagiin antigenotoksik etki gosterdiklerini belirtmislerdir. Ancak ayni ¢aligmada
100 pg/ ml’nin iizerindeki zeytinyagr dozlarinin genotoksik etki gosterdigini
belirlemislerdir. Gill ve ark. (2005) HT29 insan kolon kanseri hiicre hattinda komet
testini kullanarak zeytinyagiin fenolik ekstraktlarinin, H,O; tarafindan indiiklenmis
DNA hasarlarini azalttiklarini belirlemislerdir. Weinbrenner ve ark. (2004) 12 giin siire
ile ginde 25 ml zeytinyag: tiiketen erkek dondrlerin lenfositlerinde 8- oxo-dG (8 —
Oksijen deoksiguanozin) miktarlarinda azalma belirlemislerdir. Benzer sekilde
Machowetz ve ark. (2007) 182 saglikli erkek dondre 3 hafta siire ile giinde 25 ml
zeytinyagi tiikettirmislerdir, sonra lenfositlerinde 8- oxo0-dG (8 - Oksijen
deoksiguanozin) miktarlarinda azalma belirlenmislerdir. Hillestrom ve ark. (2006)
benzer sekilde, 3 hafta siire ile giinde 25 ml zeytinyag: tiiketen 28 saglikli erkek
dondriin tirinlerinde Etano-DNA adduct seviyelerini arastirmislardir. Ancak zeytinyagi
tilketiminin bu parametre lizerine herhangi bir etkisini belirleyememislerdir. Salvini ve
ark. (2006) 8 hafta siire ile glinde 50 g zeytinyag: tiikketen postmenopozal dénemdeki
kadinlarla gerceklestirdikleri ¢calismada komet yontemi ile lenfositlerde DNA hasari
arastirmislardir. Sonu¢ olarak zeytinyagi tiiketiminin DNA hasarim1 azalttigini

belirlemislerdir.
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Bu c¢alismalarin hepsi aktif fenolik bilesik olarak TYR’de igermesi bakimindan bizim
genotoksite ve antigenotoksite sonuglarimiz ile paralel goriilmektedir. Ancak bu

caligmalarda TYR ’nin tek bagina etkisi ortaya konulmamaktadir.

Zeytinyag1 fenoliklerinin tek basina kullanildig: calismalar da bulunmaktadir. Grasso ve
ark. (2007) insan periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde H,O, tarafindan indiiklenmig DNA
hasarlarina karsi hidroksityrosol’iin antigenotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir.
Nousis ve ark. (2005) PC3 insan prostat kanser hiicre hattinda, Hidroksityrosol, Tyrosol
ve Kafeik asitin genotoksik etkilerini ve H,O, tarafindan indiiklenmis DNA hasari
lizerine antigenotoksik etkilerini Komet yontemi kullanarak arastirmislardir. Sonucta
her ii¢ fenolik bilesigin de genotoksik olmadigini, aksine her {i¢iiniin de antigenotoksik

oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglarda bizim bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

KAR igeren bitki ekstraktlari ile yapilan bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Patenkovic ve
ark (2009) ¢alismalarinda Salvia ekstraktinin Drosophila SMART yontemi ile Metil
metan Siilfonat (MMS) tarafindan idiiklenen mutasyonlara kars1 antimutajenik etkiye
sahip olduklarini belirlemislerdir. Ramos ve ark (2012) Salvia ekstraktlarinin, HCT15
ve CO115 kolon kanseri hiicre hatlarinda H,0,, N-metil-N-nitrosure (MNU) ve 1,3-bis-
(2-chloroethyl)-1-nitosourea (BCNU) tarafindan indiiklenen DNA hasarlarina karsi
antigenotoksik etki gosterdigini komet yontemi ile belirlemislerdir. Salemonova ve ark.
(2002) kolon kanser hiicre hatt1 olan CaCo-2 ve Hamster akciger hiicre hatti olan V79
hiicrelerinde, H,O, ve gorlinlir 151k tarafindan olusturulan, Metilen mavisi ile
belirlenebilen DNA hasarlart iizerine biberiye ekstraktlarmin antigenotoksik etki
gosterdiklerini  komet yontemi ile belirlemiglerdir. Del Bano ve ark. (2006)
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda tek baslarina, KAR, Karnosol ve Rosmarinik asitin
insan lenfositlerinde radioprotektif etkilerini MN yontemi kullanarak arastirmislardir.
KAR, vy 1sm1 uygulamasindan once ve sonra olmak iizere iki farkli sekilde de MN
frekansini indirgemistir. Costa ve ark. (2007) insan Hepatoblastoma hiicreleri olan Hep
G2 hiicrelerinde AFBI ile indiiklenen sitotoksisite ve genotoksisite lizerine KAR’1n
etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar, sonu¢ olarak AFBI1 tarafindan indiiklenen
sitotoksisiteyi, 10, 20, 30 uM’lik KAR dozlarinin sirastyla; %16, %26, %63 oraninda
azalttigin1 belirlemislerdir. Bununla birlikte 30 uM’lik KAR dozunun AFBI1 tarafindan

200



indiiklenen 8- 0x0-dG miktarin1 da %57 oraninda azalttigini belirlemislerdir. Sonug
olarak arastirmacilar KAR’in AFBI1 toksisitesine karsin kimyasal engelleyici olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir. KAR ve KAR igeren bitki ekstraktlar1 ile
gerceklestirilen bu ¢aligmalar bizim ¢alismamizda elde ettigimiz KAR’1n antigenotoksik

etkisini destekler niteliktedir.

Bunlarin disinda antigenotoksik etki gosteren pek ¢ok madde ve bitkisel ekstraktin ayni

zamanda anti kanser etki de gosterebilmektedir.

Zeytinyagmin ve bununla iligkili akdeniz diyetinin kansere karsi koruyucu etkisini
gosteren bircok epidemiyolojik calisma bulunmaktadir. Bunun yani sira Bartoli ve ark
(2000) gerceklestirdikleri calismada zeytinyaginin, sicanlarda kolon kriptlerinin ve
kolon karsinomanin gelisimini engelledigini gostermislerdir. Juan ve ark. (2010) zeytin
meyve ekstraktlarmin ve zeytinyagindaki énemli pentasiklik triterpenlerin, Insan kolon
kanseri hiicre hattt olan HT-29 hiicrelerinde proliferasyonu azalttigin1 ve apoptozisi
arttirdigini belirlemislerdir. Ragione ve ark. (2000) Insan Promiyolatik Lokemi hiicre
hatti olan HL-60 hiicrelerinde Hidroksityrosol’iin antiproliferatif etki gosterdigini
belirlemiglerdir. Fabiani ve ark. (2002, 2008) yine HL-60 hiicrelerinde
Hidroksityrosol’iin hiicre siklusu kontrol proteinlerine etki ederek proliferasyonu ve
hiicre biiyiimesini  engellediklerini  belirlemislerdir. Hashim ve ark. (2008)
calismalarinda Hidroksityrosol’iin HT115 insan kolon kanseri hiicrelerinde metastasi

engelledigini géstermislerdir.

Biberiye ekstrakti ile gerceklestirilen ilging bir ¢alismada, Leal ve ark (2003), K562
(16semi), MCF7 (meme), NCIADR (multi ila¢ resistant meme), NCI460 (akciger),
UACC62 (melanoma), OVCAR (ovaryum), HT29 (kolon), PCO3 (prostat), 786
(bobrek) olmak tizere dokuz farkli kanser hiicre hattinda 0.25, 2.5, 25 ve 250 pg/mL’lik
biberiye ekstrakti dozlarini kullanarak antikanser aktivite arastirimislardir. Calisilan
biberiye dozlarin tamaminin, kullanilan hiicre hatlarinin hi¢ birinde anti kanser aktivite
gostermedigini belirlemislerdir. Bu calisma disinda biberiye ekstraktinin antikanser
Ozelligini goésteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. Visanji ve ark. (2006)

gerceklestirdikleri caligmalarinda, 500-1000 mg/kg’lik biberiye ekstraktlarinin,
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farelerde DMBA tarafindan indiiklenen epidermal tiimorlere karsin indirgeyici etkileri
oldugunu belirlemislerdir. Steiner ve ark. (2001) ¢aligmalarinda, insan miyaloid 16semi
hiicreleri olan HL-60 ve U937 hiicrelerini kullanarak KAR’in antiproliferatif etkiye
sahip oldugunu belirlemislerdir. Sancheti ve Goyal (2006a,b), Sharabani ve ark. (2006)
calismalarinda insan miyaloid 16semi hiicreleri olan HL60 ve U937 hiicrelerinde,
kemoteropatik ajan olan 1a,25-dihidroksivitamin D3 (1,25D3)’tin diisiik dozlarinin
KAR ile birlikte kullanilmasiyla antiproliferatif etkinin kuvvetlendigini gostermislerdir.
Nabekura ve ark. (2010) galismalarinda, KB C2 multi ila¢ direngli insan servikal
karsinoma hiicrelerinde KAR, Karnosol, Rosmarinik asit, Ursolik asidin 50 uM
dozlarmmin ilag akis transfer proteinlerini inhibe ettgini belirlemislerdir. KAR’m
Bulgularina dayanarak o6zellikle KAR gibi biberiye fitokimyasallarinin kemoterapide
anti kanser ilaclarin etkisini arttiric1 olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir. Yine ayni
calismada insan melanoma hiicreleri olan M14 ve A375 hiicreleri iizerinde biberiye
ekstraktinin 10-80 pM’lik dozlarinin etkisi arastirilmistir. Biberiye ekstraktinin bu
hiicrelerde proliferasyonu ve DNA hasarini inhibe ettigini, apoptozisi ise indiikledigini
belirlemislerdir. TYR ve KAR uygulamalarindan elde ettigimiz PCE/NCE; M.I; NDI;
R.0. gibi sitotoksite parametrelerimizin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli
olmamasi yukarida oOrneklendirilen antikanser etkinin belirlendigi ¢alismalar ile
uyumsuzluk gostermektedir. Ancak Farkli ¢alismalarda 6zellikle KAR’in antikanser
etki gostermesi igin in vitroda kullanilan dozu 50 pM’lik bir dozdur bizim
uyguladigimiz maksimum doz ise yaklasik 6 pM’lik bir dozdur. Burdan haraketle TYR
ve KAR icin in vitro da daha yiiksek dozlar1 kullanmanin M.I; NDI; R.I. gibi
sitotoksite degerlerimizi diisiirebilecegini ve bununla iligkili olarakta antikanser etki
gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bunun 6zellikle farkli kanser hiicre hatlarinin

kullanildig1 ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigini de diisiinmekteyiz.

TYR ve KAR’1n antigenotoksik etki mekanizmasinin temelinde hem TYR’nin hem de
KAR’m kuvvetli antioksidanlar olmasi yatmaktadir (Aruoma ve ark. 1992, de la Puerta
ve ark. 1999,2001, Giovannini ve ark. 1999,2002, Moreno 2003, Frankel ve ark. 1996,
al-Sereiti ve ark. 1999, Moran ve ark. 2005, Costa ve ark. 2007, Anderson ve ark. 2008,
Ngo ve ark. 2011). Ozellikle MMC ve SKF (*SKF) tarafindan olusturulan gesitli serbest
radikkalere karsin hem TYR hem de KAR serbest radikal siipiiriicii (elektron vererek)
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ve zincir kiricr etkileri ile serbest radikalleri etkisiz hale getirmekte dolayisi ile de DNA
hasarlarin1 azaltmaktadirlar. Bununla birlikte antioksidanlar metal selatlama yolag
tizerinden de serbestradikkallere etki ederek DNA’ya hasar vermelerini engelleye
bilmektedirler. Barbouti ve ark. (2010) c¢alismalarinda zeytin fenoliklerinin metal
selasyonunda rol aldigin1 gostermislerdir. Ayrica bitkisel antioksidanlarin metabolik
enzimlere etki ederek, radikallerin DNA hasar etkilerini indirgeyebildigi belirlenmistir.
Takahashi ve ark. (2009) gerceklestirdikleri ¢alismalarinda fare preadiposit hiicreleri
olan 3T3-L1 hiicrelerinde 6zellikle faz II enzim genlerinin ve glutatyon metabolizmasi
genlerinin  ¢cDNA mikroarrayi ile KAR’m diferansiyasyon iizerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Arastirmacilar, KAR’in intraseliiler Glutatyon (GSH) seviyesini
arttirdigin1 belirlemislerdir. Calismada, Preadipositlerin, adiposite doniisiimiinde kritik
bir role sahip olan GSH seviyesindeki artis sayesinde preadipositlerin adiposit
hiicrelerine  farklilasamadigin1  belirlenmistir.  Fiander ve Schneider (2000)
calismalarinda, insan beyin noroblastoma hiicreleri olan IMR-32 hiicrelerinde H,0;
tarafindan indiiklenen okasidatif strese karsin KAR’in etkilerini GST aktivitesini
Olcerek arastirmislardir. Ayni zamanda MTT yontemi ile KAR’1n antiproliferatif etkileri
de aragtirilmistir. Bu ¢alismada, arastirmacilar KAR’1n proliferasyonu indirgedigi ayni
zamanda GST aktivitesini arttirarak hiicreleri oksidatif stresten korudugunu
belirlemistir. Offord ve ark. (1995,1997) calismalarinda, biberiye ekstraktlarinin,
benzo(a)piren ve Aflatoksin Bl (AFB1) ile indiiklenmis oksidatif strese karsin
antioksidan ve antikanser etkilerini insan bronsial epitel hiicreleri olan B.CMVIA2 ve
B.CMV3A4 hiicrelerinde ve akciger epitel hiicreleri olan T.CMVIA2 ve T.CMV3A4
1131 hiicrelerinde arastirmislardir. Sonug¢ olarak arastimacilar, 5 pg/mL’lik biberiye
ekstraktlarinin  antikanser ve antioksidan oOzelliklerini belirlemislerdir. Biberiye
ekstraktlarinin bu 0Ozelliklerini gosterirken faz I enzimlerinden sitokrom p450’yi
katalizleyerek prokarsinojenlerin metabolik aktivitelerini inhibe ettigini ve GST gibi faz
I enzimlerini katalizleyerek detoksifikayonu indiiklediklerini belirlemislerdir. Goya ve
ark. (2007) c¢alismalarinda hidroksityrosol’lin tersiyerbiitilhidroperoksit tarafindan
arttirllan  glutatyon peroksidaz aktivitesini indirgedigini, malondialdehit seviyesini
yiikselttigini  belirlemislerdir. Soobrattee ve ark. (2005) c¢alismalarinda fenolik
antioksidanlarin, se¢ici inhibisyonlar ve ya aktivasyonlar yaparak etkili olabileceklerini
de Dbelirtmektedirler. Satoh ve ark. (2008) calismalarinda KAR’in néroprotektif
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etkilerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar KAR’1n, Keap1/Nfr2 transkripsiyonel yolakta
spesifik Keapl sistein kalintilarina baglanarak noron hiicrelerini oksidatif stresten
korudugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar bulgularina dayanarak KAR’in yeni tip
noroprotektif elektrofilik bilesik oldugunu vurgulamislardir. Offord ve ark. (2002)
gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda, 26 yasinda bir erkekten kdkenlenen insan dermal
fibroblast hiicre kiiltiirlerinde, UVA harabiyetine karsin KAR’in etkilerini
arastirmiglardir. Calismada KAR’in 0,3 ve 3 uM’lik konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Arastirmacilar UVA tarafindan indiiklenen Kollagenaz metalloproteinaz 1 (MMP-1) ve
heme-oksigenaz | (HO-1) genlerinin ekspresyonuna KAR’m etkilerini arastirmiglardir.
Aragtirmacilar gerek UVA’nin hasarinin belirteci olarak kullandiklart MMP-1 gerekse
oksidatif stres belirteci olarak kullandiklar1 HO-1 genlerinin ekspresyonunun KAR
tarafindan indirgendigini belirlemislerdir. Bulgularindan haraketle arastirmacilar

KAR’1n fotoprotektif etkiye sahip bir antioksidan oldugunu vurgulamislardir.

Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan TYR ve KAR, serbest radikal siipiiriicii etkileri,
zincir kiric1 etkileri ve metabolik antioksidan savunma mekanzmas iliskili genleri

etkileyerek 6zellikle serbest radikal iliskili DNA hasarlarini indirgemis goriilmektedir.

Bir takim bitkisel preperatlarla gergeklestirilen antigenotoksik, antikanser etki
calismalar1 gibi calismalar giin gectikge artmaktadir. Birgcok ilacin, hammaddesini
olusturan bitkisel preperatlarin bu etkilerinin belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Ancak,
bir bitkisel preperat igerisinde bulunan maddelerin, tek baglarina mi, yoksa sinerjistik
etkilesim ile mi olumlu etki gosterdiginin belirlenmesi, ilag hammaddelerinin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok 6nemli bir basamaktir. Bunun en iyi yolunun ise, s6z konusu
maddelerin tek baslarina kullanildig1 ¢alismalarin artmasi olacagini diisiinmekteyiz. Bu
baglamda c¢alismamizda elde ettigimiz bulgularm TYR ve KAR i¢in
gerceklestirilebilecek, bu  dogrultudaki  c¢aligmalara  katki  saglayabilecegini

diistinmekteyiz.
Elde edilen bulgularin 1s18inda, TYR ve KAR’1n kullanilan dozlarla sinirli kalsa da her
hangi bir sitotoksik ve genotoksik etkisinin bulunmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte

her iki bitkisel bilesigimiz de MMC ve SKF (*SKF) tarafindan olusturulan genotoksik
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etkilere karst kuvvetli bir antigenotoksik etki gostermistir. Sonu¢ olarak TYR ve
KAR’mn kimyasal korunma stratejisi ¢ercevesinde kullanilabilecek bitkisel bilesikler
oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak TYR ve KAR’1n daha yiiksek dozlarinda olusa bilecek
cesitli genetik ve fizyolojik risklerin ortaya konulmasin1 amaclayan farkli caligmalara

ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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