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OZET

CROCUS SATIVUS L. VE MYRTUS COMMUNIS L.
EKSTRAKTLARININ ANTIGENOTOKSIK VE ANTIKARSINOJENIK

ETKILERININ INCELENMESI

0Z, Selda
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora tezi
Danigsman: Prof. Dr. Siikran CAKIR ARICA

Haziran 2016, 157 sayfa

Bu ¢alismada safran (Crocus sativus L.) ve mersin (Myrtus communis L.) meyve ve
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarm antigenotoksik ve antikarsinojenik etkileri
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-
2,5-difenil tetrazolium bromid (MTT) testi ve floresan mikroskopi yontemleri ile
incelenmistir. Pozitif kontrol olarak genotoksik ve karsinojenik etkileri bilinen ve
bir¢ok kanser hastaliginin tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglardan biri olan

doksorubisin kullanilmastir.

Incelenen bitki ekstraktlarinm ii¢ farkli dozu (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) ayr1 ayr1
ve doksorubisin (0,125 mg/ml) ile birlikte flare (fir®) ve coklu kanat kili (mwh)

mutant isaret genlerini tasiyan 72 + 4 saatlik transheterozigot Drosophila



melanogaster larvalarina uygulanmis ve etkileri SMART ile degerlendirilmistir.
Hiicre kiiltlirii ¢caligmalarinda bitki ekstraktlarmin 4 farkli dozu (100 pg/ml, 200
ug/ml, 400 pg/ml, 800 pug/ml) ayr1 ayri ve doksorubisin (10 uM) ile birlikte, DLD-1
(insan kolon kanseri) hiicre hattina uygulanmus, etkileri MTT ve floresan mikroskopi

yontemleri ile degerlendirilmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen verilere gore safran, mersin meyve ve yaprak
ekstraktlarinin test edilen dozlarda genotoksik etki gdstermedikleri, doksorubisinin
genotoksik etkisine karst antigenotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir.
Ekstraktlarin DLD-1 hiicre hatt1 tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi sonucunda,
uygulanan dozlarda her ii¢ ekstraktin sitotoksik, mersin meyve ve yaprak
ekstraklarinin nekrotik etki gdosterdikleri saptanmistir. Ekstraktlarm uygulanan
dozlarda apoptotik etkiye neden olmadiklar1 gozlenmistir. Ayrica kombine
uygulamalarda ekstraktlarmm doksorubisinin sitotoksik ve nekrotik etkisini bazi

dozlarda arttirdig1, apoptotik etkisini ise engelledigi gdozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Drosophila melanogaster, safran, mersin, antigenotoksisite,

antikarsinojenite, SMART, MTT, apoptoz, nekroz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC AND ANTICARCINOGENIC

EFFECTS OF CROCUS SATIVUS L. AND MYRTUS COMMUNIS L. EXTRACTS

0Z, Selda
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Siikran CAKIR ARICA

June 2016, 157 pages

In this study the antigenotoxic and anticarcinogenic effects of the extracts obtained
from saffron (Crocus sativus L.) and myrtle (Myrtus communis L.) fruits and leaves
were investigated by somatic mutation and recombination test (SMART), 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test and fluorescent
microscopy method. Doxorubicin, is one of the chemotherapeutic drugs used for
treatment of many types of cancer and genotoxic and carcinogenic effects are known,

was used as positive control.

Three different doses of the investigated plant extracts (1 mg/ ml, 5 mg/ ml, 10 mg/
ml) were applied separately and combined with doxorubicin (0.125 mg / ml) to the
72 + 4 hours transheterozygous Drosophila melanogaster larvae for flare (fIr®) and

multiple wing hair (mwh) mutant marker gene and their effect were evaluated by


https://www.seslisozluk.net/fluorescent-nedir-ne-demek/

SMART. In cell culture studies four different doses (100 ug/ml, 200 pg/ml, 400
pg/ml, 800 pg/ml) of plant extracts were applied separately and combined with
doxorubicin (10 uM) to DLD-1 (human colon cancer) cell line and their effect were

evaluated by MTT and fluorescent microscopy method.

According to the data obtained from this study, saffron, myrtle fruit and leaf extracts
did not show genotoxic effect, but show antigenotoxic effect against the genotoxic
effect of doxorubicin at the doses tested. As a result of evaluation of the effects of the
extracts on DLD-1 cell line, it was detected all three extracts showed cytotoxic
effect, myrtle fruit and leaf extracts showed necrotic effect at the doses applied. It
was observed extracts did not cause apoptotic effect at the doses applied. In addition,
it was observed extracts increased the cytotoxic and necrotic effects of the

doxorubicin at some doses but inhibited its apoptotic effect.

Key words: Drosophila melanogaster, saffron, myrtle, antigenotoxicity,

anticarcinogenicity, SMART, MTT, apoptosis, necrosis
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1. GIRIS

Teknoloji ve endiistrinin ilerlemesi ile birlikte degisen yasam kosullari, beslenme
aligkanliklarinda da degisiklige neden olmus, bu degisikliklerin sonucu olarak
insanlar dogal hayattan ve dogal besin kaynaklarindan giin gegtikce daha ¢ok
uzaklagsmiglardir. Son zamanlarda bilgi diizeyinin artmasi ve kitle iletisim araglarinin
giniimiizde daha yaygm kullanilmasi ile tiiketiciler gida se¢imi konusunda daha
dikkatli davransalar da giiniimiizde dogal triinlere ulasmak ve tiikketmek eskiye

nazaran daha zor ve pahalidir.

Giiniimiizde dogal gidalara gore tiiketimi daha fazla olan hazir gidalar koruma, raf
omriinii uzatma, tiiketiciler i¢in g¢ekiciligini arttirma gibi ¢esitli nedenlerden dolay1
katkt maddeleri ile islendikten sonra piyasaya sunulmaktadir. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’'nin Tirk Gida Kodeksi Gida Katki  Maddeleri
Yonetmeligi’nde (Anonim, 2014) “besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basina
gida olarak tiiketilmeyen ve gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan,
teknolojik bir ama¢ dogrultusunda iiretim, muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama,
tasima veya depolama asamalarinda gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da
yan lrilinlerinin, dogrudan ya da dolayli olarak o gidanin bileseni olmasi beklenen
maddeler” gida katki maddesi olarak tanimlanmigstir. Gidalarda kullanilmakta olan
katkt maddeleri elde edilis bigimlerine goére dogal veya sentetik olarak
nitelendirilmektedirler. Sentetik katki maddeleri dogal katki maddelerine gére daha

kolay elde edilmeleri, daha ucuz olmalari, daha dayanikli ve daha parlak renkli



olmalar1 gibi nedenlerle iireticiler tarafindan tercih edilmektedirler. Bitkiler ve
bitkilerden elde edilen ¢esitli bilesenler gida sektoriinde katki maddesi olarak
kullanilmakla beraber ¢ogu iiretici daha ucuz ve kolay elde edilen sentetik katki
maddelerinin kullanimin1 tercih etmektedir. Fakat yapilan c¢aligmalarla gidalari
korumak, renklendirmek, tatlandirmak, aroma vermek gibi amaglarla eklenen ¢esitli
sentetik gida katki maddelerinin sitotoksik, mutajenik, karsinojenik ve genotoksik
etkilerinin oldugu, bobrek ve karacigerde fonksiyon bozukluklarina neden olduklari

bildirilmistir.

Kurokawa vd. (1986) ratlar ile yiiriitiilen uzun donemli ¢aligmanin sonucunda unun
islenmesi ve ekmek yapiminda kullanilan potasyum bromat’in Kkarsinojenik etkiye
neden oldugunu gostermislerdir. Ahmad vd. (2012) tarafindan yapilan arastirmada
potasyum bromatin bobrekte toksisiteye neden oldugu ve oksidadif stresi indiikledigi
bildirilmistir. Soffritti vd. (2010) Isve¢ farelerine prenatal dénemden baslayarak
Omir boyu aspartam uygulamasmin erkek bireylerde  hepatoseliiler,
alveolar/brongiyal karsinoma olus sikligini doza bagli olarak 6nemli derecede
arttirdigim1  saptamuglardir. Tsuda vd. (2001) gida boyasi olarak birgok iilkede
kullanilan amaranth, allura red ve asid red’in gebe fare dokularindaki (beyin, akciger,
karaciger, bobrek, glandular mide, kolon, idrar kesesi ve embriyo) etkilerini
incelenmis, allura red ve amaranth’mn kolonda genotoksisiteye neden oldugu
sonucuna varmuglardir. Ayrica amaranth zayif olmakla birlikte akcigerde de
genotoksik etkiye neden olmustur. Ayni ¢alismada amaranth, allura red ve new
coccin’in erkek fareler tizerindeki etkileri de incelenmis ve bu gida boyalarmimn diisiik
dozlarda uygulanmasma ragmen kolonda DNA hasarma neden olduklari

gozlenmistir. Ayrica new coccine’in erkek farelerde kolonla birlikte glandiiler mide



ve idrar kesesinde de genotoksik etkiye neden oldugu saptanmustir. Sasaki vd. (2002)
tarafindan yapilan ¢alismada renklendirici, koruyucu, renk sabitleyici, antioksidan,
fungisit ve tatlandirict olarak kullanilan 39 farkli gida katki maddesinin etkileri
arastirilmig, basta gida boyalar1 olmak iizere antioksidan, fungisit ve tatlandiricilarin
fare gastrointestinal organlarinda genotoksik etkiye neden oldugu gozlenmistir. I¢oz
vd. (2008) gida boyasi olarak kullanilan eritrosin, rose bengal, pholoxine, allura red
ve amaranth’in in vitro ortamda hiicre canliligini 6nemli derecede azalttiklarini
gostermiglerdir. Ashida vd. (2000) yaptiklari ¢alismada baz1 gida katki maddeleri ve
gida boyalarinin sitotoksik etkilerini test etmislerdir. Bu ¢alismada gida boyalari
(eritrosin, allura red, new coccine, brilliant blue, tartrazin ve fast green) karisim
halinde rat karaciger primer hiicre kiiltiiriine uygulandiginda hiicre canliliginda ve
glukoneogenez, iireogenez aktivitelerinde azalmaya neden olduklar1 gozlenmistir.
Tiirkoglu (2008) tarafindan yapilan ¢alismada bazi gida koruyucularinin sogan
(Allium cepa) koék meristem hiicreleri tizerindeki genotoksik etkileri incelenmistir.
Yapilan incelemelerde sodyum propiyonat, kalsiyum propiyonat ve potasyum
propiyonatin test edilen dozlarinin (1000-3000 ppm) hiicre boliinmesini inhibe edici
etki gosterdikleri, mitotik indeks degerlerinde diismeye, C-mitoz, anafaz kopriisii,
yapigskanlik, mikronukleus, ¢ift ¢ekirdekli hiicre, kromozom kiriklar: gibi kromozom
anomalilerine neden olduklar1 gézlenmistir. Ayrica test edilen gida koruyuculariin
cekirdek DNA igeriginde de azalmaya neden olduklari bildirilmistir. Gidalarin
yanisira ilaglarla kozmetik iriinlerde de siklikla kullanilan sentetik boyalardan
tartrazin ve karmosin ile ratlarda yiiriitiilen bir caligmada test edilen boyalarin serum
alanin transaminaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP),
kreatinin ve iire degerlerinde yiikselmeye, viicut agirhiginda azalmaya neden

olduklar1 gériilmiistiir (Amin vd., 2010). Yapilan arastirmalada yiiksek serum ALT,



AST ve ALP degerlerinin karaciger, bobrek gibi organlardaki hasar ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Varely vd., 1987; Mekkawy vd., 1998; Amin vd., 2010; Hyder vd.,
2013). Yiiriitillen bagka ¢alismalarda tartrazin ve karmosin ile birlikte sunset yellow
ve brillant blue’nun da ratlarda serum ALT, AST ve ALP degerlerini arttirdigi
goriilmiistiir (Aboel-Zahab vd., 1997; Sharma vd., 2009). Serumdaki yiiksek iire ve
kreatinin degerleri bozulmus bobrek fonksiyonlari ile iligkilendirilmistir (Amin vd.,
2010). Hasan (2010) tarafindan yapilan ¢alismada tartrazin ve chocolate brown gida
boyalarinin DNA hasarma ve kromozom aberasyonlarma neden oldugu bildirilmistir.
Bu ¢alismada gida boyalar1 50 giin boyunca farkli dozlarda oral yolla albino Wistar
farelerine uygulanmis sonug¢ olarak karaciger ve bobrekte DNA hasari, kemik iligi
hiicrelerinde poliploidi, halka kromozom, kromatid gap, kromatid kirilmas,
sentromerik ateniiasyon ve sentrik flizyon gibi kromozom aberasyonlarinin meydana
geldigi gozlenmistir. Soares vd. (2015) tarafindan yiiriitiilen arastirmada tartrazinin
insan periferal lenfosit kiiltiiriinde sitotoksik etkiye neden olmadigi fakat DNA
hasarma neden oldugu gozlenmistir. Peycheva vd. (2014) yaptiklar1 arastirmada
cesitli gida katki maddelerinin (sodyum nitrit, kafein, indigo karmin, eritrosin, fast
green) genotoksik ve sitotoksik etkilerinin oldugunu bildirmislerdir. Bu g¢alismada
gida katki maddelerinin genotoksik etkileri, maya hiicrelerinde ve insan eritrolosemi
hiicre hattinda (K 562) Comet testi ile degerlendirilmis, hem maya, hem de K 562
hiicrelerinde genotoksik etkiye neden olduklar1 bildirilmistir. Test edilen gida katki
maddelerinden sodyum nitritin ve kafeinin genotoksik etkisinin yiiksek oldugu, gida
boyalarinin ise orta derecede genotoksik etkiye sahip olduklari belirtilmistir. Ayrica
bu caligmada gida katki maddelerinin maya hiicresinde sitotoksik etkileri de
aragtirtlmistir. Test edilen gida katki maddeleri arasinda en fazla gida boyalarmin

(6zellikle fast green) sitotoksik etkiye neden olduklar1 gozlenmistir. Fast green ve



indigo karmin boyalarmin sitotoksik etkilerinin yiiksek olmasi yapilarinda DNA’da
hasara neden olan aromatik halkalarm bulunmasi ile agiklanmistir. Dwivedi ve
Kumar (2015), gida sektoriinde siklikla kullanilan gida boyalarindan biri olan sunset
yellow’ un genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Bu
calisgmada sunset yellow Brassica campestris L. bitkisinin kok hiicrelerine
uygulandiginda doza bagli olarak mitotik indeks degerinin diistiigli ve c¢esitli
kromozomal anormallikleri (yapiskanlik, mikronukleus olusumu, erken kromozom
yogusmasi, kromatin kopriisii) meydana geldigi goriilmiistiir. Basu ve Kumar (2015)
tarafindan yapilan c¢alismada azo grubundan bir gida boyasi olan amaranth’in

hemoglobine baglanarak bu proteinin yapisini degistirdigi gosterilmistir.

Yapilan bagka ¢alismalarla da mutajenik, karsinojenik, sitotoksik, genotoksik etkileri
belirlenen sentetik gida katki maddelerini igeren hazir gidalarin giintimiizde tiiketimi
giderek artmaktadir. Sentetik gida katki maddeleri hazir gidalarm hemen her
cesidinde kullanildiklarindan viicuda alinan miktarlari, muhtemelen giinliik alimina
izin verilen miktarlart (ADI) asmaktadir. Yapilan arastrmalarda saglik i¢in bir¢ok
olumsuz etkiye neden olduklar1 saptanan sentetik gida katki maddelerinin viicuda
alinan miktarlarinin azaltilmasi, alternatif olarak dogal kaynaklardan elde edilen

katki maddelerinin kullanimi ile miimkin olabilir.

Bitki ve/veya bitkisel bilesenler gida sektoriinde renklendirme (E100 kurkumin,
E162 betanin, E163 antosiyaninler), aroma verme (E297 fumarik asit), tatlandirma
(E420 sorbitol) koruma (E210 benzoik asit, E261 potasyum asetat), antioksidan
(E300 askorbik asit, E302 kalsiyum askorbat, E306 tokoferoller) kivam verme (E410

ke¢i boynuzu zamki, E412 guar zamki, E440 pektin) gibi amacglarla gida katki
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maddesi olarak kullanilmaktadir (Anonim, 2015b). Bitkilerden elde edilen gida katki
maddeleri sentetik gida katki maddeleri tarafindan olusturulan olumsuzluklara neden
olmadiklar1 gibi icerdikleri bilesenlerin insan saghgi i¢in olumlu etkileri
bulunmaktadir. Cesitli bitkiler ve bitkilerden elde edilen bilesenlerle (flavonoid,
antosiyanin, karotenoid, likopen, ksantofil, fenolik bilesik, yag asiti vb.) yapilan
caligmalar bu bitkilerin ve bilesenlerin antikarsinojenik (Dai vd., 2009), antitiimoral
(Abdullaev vd., 2003), antigenotoksik (Abdullaev vd., 2003; Dias vd., 2009),
antimikrobiyal (Magsood vd., 2013; Ermis vd., 2015), antienflamatuar (Comalada
vd., 2005; Lanzilli vd., 2012), antioksidan (Montoro vd., 2006; Dias vd., 2009;
Magsood vd., 2013), antiotofajik ve antiapoptotik (Biiyiikli vd., 2015) etki gibi

ozelliklere sahip olduklar1 saptanmustir.

Bitkisel ekstraksiyon igeren gidalar bitki ekstraksiyonu icinde bulunan ve insan
saglig1 icin olumlu etkileri oldugu bilinen flavonoid, karotenoid, fenolik bilesikler,
yag asitleri gibi bilesenler sayesinde fonksiyonel gida haline getirilebilirler.
Gidalarda dogal katki maddelerinin kullanimi ile olumsuz etkileri bilinen sentetik
katki maddelerinin viicuda alimi Onlenecegi gibi, insanlarin giinliik hayatta
karsilastiklar1 cesitli genotoksinlere karsi dogal katki maddelerinin sahip olduklari

potansiyelden de yararlanilabilir.

Giinlimiizde igerdikleri bilesenler ve bu bilesenlerin saglik tizerindeki olumlu etkileri
yapilan arastirmalarla ortaya ¢ikarilan bitkilerin iyilestirici etkileri uzun zaman 6nce
kesfedilmis ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanimlarina baglanmistir (Agarwal

vd., 2012; Umadevi vd., 2013; Hamedi vd., 2013). Salix L. (s6giit) agacinin kabuk ve

yapraklarinda elde edilen ekstraktlarin binlerce yil 6nce dogum agrisi, romatizma,



iilser ve yaralarin tedavisi, diyare gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaya
baslandig1 bilinmektedir. Giliniimiizde sogiit agac1 kabugundan elde edilen salisilatlar
basta aspirin® olmak iizere bir¢ok ilacin etken maddesi olarak kullanilmaktadir
(Rainsford, 2004). Taraxacum officinale (karahindiba) bitkisinin yiizyillardir laksatif
ve diliretik oldugu bilinmekte ayrica safra ve karaciger rahatsizliklar1 ig¢in de
kullanilmaktadir (Elumalai ve Eswariah, 2012). Munari vd. (2014) yaptiklar1
caligmada spazm giderici, seker ve kolesterol diisiiriicii gibi 6zellikleri nedeniyle
Brezilya’da alternatif tipta kullanilan bir bitki olan Solanum lycocarpum bitkisinin
meyvesinden elde edilen glikoalkoloidik  ekstraktin  antigenotoksik  ve
antikarsinojenik etkilerinin oldugu bildirilmislerdir. Ekstraktin antikarsinojen
etkisinin igeriginde bulunan solamarjin ve solasonin glikoalkoloidlerinden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda glikoalkoloidlerin
bircok farkli kanser hiicresi iizerinde inhibe edici etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir
(Li vd., 2011; Ding vd., 2012; Munari vd., 2013). He vd. (2012) Tibette hepatit
tedavisinde alternatif olarak kullanilan Meconopsis quintuplinervia bitkisinin
etanolik ekstrakti ile yaptiklar1 ¢alismada ekstraktin giiclii antioksidan o6zellikte
oldugunu bildirmislerdir. Calismada kullanilan ekstrakt farelerde karbon tetraklorid
uygulamasi sonucu diisen katalaz ve glutatyon antioksidan enzimlerinin diizeylerinde
onemli derecede artis saglamistir. Guterres vd. (2015) yaptiklar1 calismada
antifungal, antidiyabetik, antiviral vb. Ozellikleri nedeniyle alternatif tipta yaygin
olarak kullanilan Momordica charantia bitkisinin meyvelerinden elde edilen
ekstraktin Drosophila melanogaster’de SMART ile antigenotoksik o6zelliginin
oldugunu gdstermislerdir. Paraguay ve Urugay’da yerliler tarafindan cok eski
zamanlardan beri tatlandirici olarak kullanilan Stevia rebaudiana bitkisinin diyabetik

ratlarda kandaki glikoz diizeyini énemli Olgiide azalttigi goriilmiistiir (Misra vd.,



2011). Ayrica Stevia rebaudiana bitkisinin antimikrobiyal (Jayaraman vd., 2008 ),
antifungal (Silva vd., 2008), antitimor (Jayaraman vd., 2008), antirotaviriis
(Takahashi vd., 2001; Kedik vd., 2009) aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Misra
vd., 2011). Tibbi amagli kullanilan bir diger bitki, Foeniculum vulgare (rezene) ile
yapilan bir ¢aligmada (Amkiss vd., 2013) bitkinin antigenotoksik ozellik tasidigi
bildirilmistir. Caligmada bitkiden elde edilen ekstraktin Drosophila melanogaster’de
yapilan SMART’inde metal metanosiilfatin genotoksik etkisini engelledigi
gosterilmistir. Rezene bitkisinin antigenotoksik 6zelliginin igerdigi trans-anetol,
estragol, fenkon, seskiterpenoid, kumarin bilesiklerinden kaynaklanabilecegi, ayrica
rezene ekstraktinin fenolik bilesenlerce (3-kafeoil Kinik asit, 4-kafeoil kinik asit, 1.5-
O-di kafeoil Kkinik asit, rosmarinik asit, eriyodiktiyol-7-O-rutinozit, kuersetin-3-O-
galaktozid, kaempferol -3-O-rutinozid ve kaempferol -3- O-glukozid) zengin oldugu

bildirilmistir.

Gilinlimiizde modern tedavi teknikleri olduk¢a gelismis olmasmma ragmen
hastaliklarin tedavisinde ve koruyucu tipta bitkilerin kullanimi giderek artmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére diinya niifusunun % 80’1 bitkisel tedavi
yontemlerini kullanmaktadir (Safarzadeh vd., 2014). Diinya genelinde en ¢ok
goriilen hastaliklar arasinda yer alan kanser hastaliginin tedavisinde de bitkilerin
kullanimi giin gegtikge artmaktadir. Modern kanser tedavisinde uygulanan
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yOntemler her zaman etkili sonug
vermeyebilmekte, kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinde kanser hiicreleri zamanla
tedaviye direngli hale gelebilmektedirler (Safarzadeh vd., 2014). Ayrica bitkisel

tedavinin modern tedavi yontemlerine gore daha ucuz olmasi, daha kolay



uygulanabilmesi, yan etkisinin daha az olmasi gibi avantajlar1 vardir (Prema vd.,

2011; Murray, 2013).

Kanser tedavisinde kullanilan tibbi bitkilerin antikanser aktivitelerinin olusumunda
icerdikleri antioksidan bilesenlerin biiyiikk rolii oldugu disiiniilmektedir (Agarwal
vd., 2012). Yapilan bir¢ok calismada yliksek oksidadif stres yada diisiik antioksidan
enzim aktivitesi ile kanser arasinda iliski oldugu (Kasapovi¢ vd., 2008; Arsova-
Sarafinovska vd., 2009; Gecit vd., 2012), gidalarla ve takviye olarak giinliik
antioksidan aliminm ¢esitli kanser tiirlerine (meme, kolon, pankreas) yakalanma
riskini azalttig1 goriilmistiir (Han vd., 2013; La Vecchia vd., 2013; Pantavos vd.,
2015; Rossi vd., 2016). Anand vd. (2008) kolorektal kanser hastaliginda beslenme ile
Oliim orami arasindaki iligkinin % 70’ e kadar ¢ikabildigini rapor etmislerdir. Tibbi
bitkilerin blinyelerinde antikanser bilesikler bulundurmalarinin yanisira immun
sistemi destekleyip viicudun hastaliklara karst direngli olmasini saglayarak,
geleneksel tedavi yontemlerinin yan etkilerini 6nleyerek ya da azaltarak, besinsel ve
fizyolojik destek saglayarak kanserin tedavisinde ve onlenmesinde etkili olduklar1

diistiniilmektedir (Bolhassani, 2014).

Cesitli bitkiler ve bitki bilesenlerinin pek ¢ok ¢alisma ile olumlu etkileri gosterilmis
olmakla birlikte, bu bitkiler ve bilesenler tek baslarina gosterdikleri olumlu etkiyi
viicuda alinan diger bazi maddelerle (ilag, gida gibi) etkilesime girdiklerinde
gostermeyebilmekte ya da bazi istenmeyen etkilere neden olabilmektedirler. Bu
nedenle Ozellikle kanser gibi bagisiklik sisteminin ¢ok zayifladigi ve tedavisinde
giiclii yan etkileri olan ilaglarm kullanildig: hastaliklarda tibbi bitkiler tedavi amacl

kullanilmadan Once test edilmelidirler.



1.1. Crocus sativus L. ile Tlgili Genel Bilgiler

Crocus sativus L. (safran) bircok Asya ve Akdeniz iilkesinde yetistirilen Iridaceae
familyasindan ¢ok yillik bir bitkidir (Fernandez ve Pandalai, 2004; Khazdair vd.,
2015). Bitkinin mavi-mor renkteki ¢igeginin stigma ve stilus kisimlar1 baharat olarak
kullanilmakta ve safran olarak adlandirilmaktadir. (Melnyk vd., 2010). Safranin eski
caglardan beri antidepresan, sedatif, anodin, dekonjestan, antispazmodik, diyaforetik,
ekspektoran ozellikleri nedeniyle bitkisel tedavide kullanildigi bilinmektedir
(Abdullaev ve Espinosa-Aguirre, 2004). Tedavi amagli kullanimmin yani sira safran
baharat olarak, gidalara renk ve aroma verme amaciyla da kullanilmaktadir

(Bolhassani vd., 2014).

Yapilan ¢alismalarda safranin antosiyanin, karotenoid (krosin, krosetin, a-karoten, /-
karoten, likopen, zeaksantin vb.) monoterpen aldehid (safranal, pikrokrosin vb.),
izoforon, flavonoid (kaempferol, taxifolin, naringenin) bilesenlerini igerdigi tespit
edilmistir (Barreira vd., 2014; Gismondi vd., 2012; Karimi, 2010; Goli vd., 2012;
Montoro vd., 2008; Escribano vd., 1996; Melnyk vd., 2010; Bathaie ve Mousavi,
2010; Fernandez ve Pandalai, 2004; Champalab vd., 2011; Hosseinzadeh ve Nassiri-

Asl, 2013; Baba vd., 2015; Tuberoso vd., 2016).

Safran ekstrakti ve bilesenleri ile yapilmis olan ¢alismalar antikarsinojenik
(Samarghandian vd., 2013; Malaekeh-Nikouei vd., 2013; Nair vd., 1991,1993;
Magesh vd., 2007; Abdullaev, 1994; Abdullaev vd., 2003; Escribano vd., 1996; Das
vd., 2004; Aung vd., 2007; Tanaka vd., 2015), antigenotoksik (Hosseinzadeh vd.,

2008; Premkumar vd., 2003), antioksidan (Hosseinzadeh vd., 2005; Sadeghnia vd.,
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2013; Assimopoulou vd., 2005; El Daly, 1998; Karimi vd., 2010), antienflamatuar
(Hosseinzadeh ve Younesi, 2002), antihiperglisemik (Assimopoulou vd., 2005),
antihipertansif (Fatehi vd., 2003), antiiskemik (Hosseinzadeh vd., 2009; Zheng vd.,
2007), antidepresant (Hosseinzadeh vd., 2004; Akhondzadeh wvd., 2004),
noroprotektif (Rao vd., 2016), obeziteyi onleyici (Mashmoul vd., 2014), karacigeri

koruyucu (Omidi vd., 2014) 6zellikler tasidiklarini gostermistir.

Hosseinzadeh vd. (2008) safran ekstrakti ve krosinin farenin gesitli organlarmnda
(akciger, karaciger, bobrek, dalak) metil methanosiilfat (MMS) ile olusturulmus
DNA hasar1 iizerindeki etkisi incelemis ve Kkoruyucu etki gosterdiklerini
bildirilmiglerdir. Premkumar vd. (2003) tarafindan yapilan arastirmada safran
ekstraktinin, Swiss albino farelerinde, sisplatin (CIS), siklofosfamid (CPH),
mitomisin-C (MMC) ve tirethan (URE)’nin genotoksik etkisine kars1 antigenotoksik

etki gosterdigi bildirilmistir.

Sadeghnia vd. (2013) safran bilesenlerinden safranalin, ratlarda Kkinolinik asit
uygulamasi ile beynin hipokampiis bdlgesinde meydana gelen oksidadif hasar1
engelledigini gostermislerdir. Kinolinik asitin bir¢ok norodejeneratif hastaligin
olusumu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Safranin ana bilesenlerinden biri olan
safranalin kinolinik aside kars1 gdsterdigi etki safranin nérodejeneratif hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde kullanim potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir.
Hosseinzadeh vd. (2005) safran ekstraktinin ve aktif bileseni olan krosinin, ratlarda
iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRI) sonrasinda olusan oksidadif stresi dnlemede etkili
olabilecegini bildirmislerdir. Assimopoulou vd. (2005) safran ekstrakti ile krosin ve

safranal Dbilesenlerinin yiiksek derecede antioksidan ozellik gdsterdiklerini
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bildirmislerdir. Karimi vd. (2010) farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde ettikleri safran
ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin ve flavonoidlerin etkilerini incelemisler,

ekstraktlarin antioksidan etkiye sahip olduklarini gostermislerdir.

Samarghandian vd. (2013) safran ekstraktinin akciger kanseri hiicre hatti (A549)
iizerinde antikarsinojen etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada safranin
hiicre ¢ogalmasini1 engelleyerek ve kaspaz bagimli yolaklar araciligiyla apoptozu
indiikleyerek antikarsinojen etki yaratmis olabilecegi saptanmistir. Malaekeh-
Nikouei vd. (2013) safranin ana bilesenlerinden biri olan safranalin kanser hiicre
hatlarinda (HeLa, MCF-7) antitliimor etki gosterdigini bildirilmislerdir. Bu ¢alismada
safranal direkt ve lipozom kapsiiller araciligryla uygulanmis, lipozomal uygulamada
safranalin antitimor etkinliginin arttigi  gériilmiistiir. Nair vd. (1991) safran
ekstraktinin, intraperitoneal transplantasyonla Sarkoma 180 (S-180), Ehrlich asit
timorii (EAC) ve Dalton lenfoma (DLA asit) tiimorleri nakledilen edilen farelerde
antitimoral etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ekstrakt in vitro ortamda
P38B, S-180, EAC ve DLA tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermistir.
Abdullaev (1994) safrandan izole edilen krosetinin insan malign hiicre hatlarinda
(HeLa, A549 ve VAI13) doza bagli olarak niikleik asit ve protein sentezini
engelledigini gostermistir. Escribano vd. (1996) krosin, pikrokrosin ve safranalin
HeLa hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigini bildirilmislerdir. Abdullaev vd.
(2003) safran ekstraktinin normal (CCD-18Lu) ve ii¢ farkli malign insan hiicre hatti
(HeLa, A-204 ve HepG2) tizerindeki etkilerini in vitro koloni formasyonu testi ile
incelenmis, safran ekstraktinin normal hiicrelere etki etmezken, en fazla A-204
olmak {iizere malign hiicrelere karsi doza bagh sitotoksik etki gdsterdigini

bildirilmiglerdir. Bu ¢alismada ayrica safranin farkli bilesenlerinin HeLa hiicre hatti
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iizerindeki etkisi incelenmis, karotenoidlerin tiimor hiicrelerinin gelisimini dnledigi
gorlilmiistiir. Aym1 ¢alismada yapilan Ames testi ile safranin, Salmonella
typhimurium’un TA98 susunda benzo (a) piren (BP) ile indiikklenen genotoksisite
tizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 kaydedilmistir. Magesh vd. (2007) BP etkisi ile
akciger kanseri olusturulan Isvec albino farelerinde krosetinin, ksenobiyotik enzimler
ve glutatyon metabolize eden enzimler tizerindeki etkisi arastirmis, krosetinin BP
kaynakli akciger kanserine kars1 koruyucu etki gosterdigi sonucuna varmiglardir. Das
vd. (2004) safran ekstraktmin disi Swiss albino farelerde cilt kanseri tizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 ¢calismada safran ekstraktinin cilt kanserinin 2. evresindeki
farelerde kanser olusumunu azaltici etki gosterdigini bildirmislerdir. Caligmada
yapilan biyokimyasal analizlerde safran uygulamasma bagh olarak glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Timor
olusumunun azalmasi1 Faz 2 detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesinin artmasi
sonucu lipid peroksidasyonun azalmasi ile agiklanmistir. Tanaka vd. (2015) 18 hafta
boyunca azoksimetan ve dekstran sodyum siilfat verilerek kolorektal lezyon
olusturulan farelerde krosin uygulamasi ile inflasyon ve tiimor olusum sikliginin

onemli Olclide azalttigini bildirmislerdir.

Omidi vd. (2014) safran petal ekstraktinin Wistar ratlarinda karaciger koruyucu
ozellik gosterdigini bildirmislerdir. Wistar ratlarda asetaminofen uygulamasi sonucu
yiikselen alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz ve bilirubin seviyelerinde
safran petal ekstraktinin uygulanmasi ile artis oldugunu, ayrica asetominofen
uygulamasi sonucu meydana gelen toplam protein ve albumin seviyelerinin de

ekstraktin uygulanmasi ile yiikseldigini belirtmislerdir.
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Ayrica safran ekstrakti ve krosin ile yapilan diger arastirmalarda obeziteyi Onleyici
ve noroprotektif etkiler de gosterdikleri bildirilmistir (Mashmoul vd., 2014; Rao vd.,

2016).

1.2.  Myrtus communis L. ile Tlgili Genel Bilgiler

Myrtus communis L. (mersin), Myrtaceae familyasindan, Tiirkiye’nin de dahil
oldugu birgok Akdeniz iilkesinde endemik olarak yetisen, yaz kis yesil, cali
formunda bir bitkidir (Mendes vd., 2001; Ghnaya vd., 2013). Mersin bitkisinin eski
zamanlardan beri diyare, peptik iilser, hemoroid, inflamasyon, akciger ve deri

hastalaliklarinin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Alipour vd., 2014).

Yapilan ¢alismalarda mersin meyvelerinin tartarik, malik ve sitrik asit, kalsiyum,
potasyum, fosfor, magnezyum ve sodyum mineralleri (Haciseferogullar1 vd., 2012),
linoik, palmitik, oleik ve stearik asit (Wannes vd., 2009; Barboni vd., 2010),
flavonoidler (Piras vd., 2009) antosiyaninler (Martin vd., 1990; Montoro vd., 2006;
Piras vd., 2009), tanninler (Diaz ve Abeger, 1986), mirisetin, hesperidin, esculin,
naringin, gallik asit, kafeik asit, klogenik asit, p-hidroksi-benzoik asit, gibi fenolik
bilesikler (Piras vd., 2009; San vd., 2015) bakimindan zengin oldugu, yapraklarinin
tanen (gallotanen), flavonoid (kuersetin, katesin, mirisetin, kaempferol) ve ugucu yag
(mirtenil asetat,1,8 sineol, a-pinen) igerdigi tespit edilmistir (Amensour vd., 2010;

Cherrat vd., 2014; Romani vd., 1999; Wannes vd., 2010; Sumbul vd., 2011).
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Mersin ekstraktlar1 ve bilesenleri ile yapilmis ¢alismalar antigenotoksik (Hayder vd.,
2003; Hayder vd., 2004; Hayder vd., 2008a; Hayder, 2008b; Ines vd., 2012; Mimica-
Duki¢ vd., 2010; Khalil vd., 2015), antikarsinojen (Habibzadeh vd., 2014; Tretiakova
vd., 2008; Izgi vd.,2015) antioksidan (Jabri vd., 2015; Hayder vd., 2008b; Rosa vd.,
2003; Mimica-Duki¢ vd., 2010; Montoro vd., 2006; Ines vd., 2012; Wannes vd.,
2010), antibakteriyal (Djenane vd., 2011; Mansouri vd., 2001), antifungal (Mahboubi
ve Ghazian, 2010), antihiperglisemik (Nassar vd., 2010), antinosiseptif (Nassar vd.,
2010) ve antienflamatuar (Nassar vd., 2010; Amira vd., 2012; Rossi vd., 2009)

ozelliklere sahip olduklarmni gostermistir.

Hayder vd. (2003, 2004, 2008a) tarafindan yapilan g¢alismalarda mersin yaprak
ekstraktinin  Salmonella typhimurium’un TA100, TA98 ve TA1535 suslarinda
aflatoksin B1 ve sodyum azidin, Escherichia coli’nin PQ37 susunda aflatoksin B1 ve
nifuroksazidin genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etki gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica mersin yaprak ekstraktimin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini
yakalayici (antioksidan) etkisi oldugu da gosterilmistir (Hayder vd., 2004). Bir baska
caligmada (Hayder vd., 2008b) mersin yaprak ekstraktindan izole edilen mirisetin- 3-
0-galaktozid ve mirisetin- 3-0- ramnozid bilesiklerinin antioksidan ve antigenotoksik
etkileri arastirilmig, yapilan uygulamalarda bu bilesiklerin ksantin oksidaz
aktivitesini ve lipid peroksidasyonu onledikleri, 1,1 -difenil-2-pikrilhidrazil serbest
radikalini etkisiz hale getirdikleri goriilmiistiir. Bu ¢aligmada yapilan SOS kromotest
ve Comet testi uygulamalar: ile de bilesiklerin aflatoksin B1 ve nifuroksazidin
genotoksik etkisini engelledikleri gosterilmistir. Ines vd. (2012) mersin yapraginda
bulunan bilesiklerden 3,5-O-di-galloilkuinik asidin (DGQA), K562 (kronik miyeloid

l6semi) hiicre hattinda HO, ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu ve
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genotoksisiteyi engelleyerek antioksidan ve antigenotoksik 6zellik gosterdiklerini
kaydetmiglerdir. Yapilan bir diger ¢aligmada mersin ekstraktinin doksorubisinin
erkek albino farelerin sperm hiicreleri iizerinde neden oldugu genotoksik etkiyi

onledigi gosterilmistir (Khalil vd., 2015).

Wannes vd. (2010) mersin bitkisinden elde edilen esansiyel yaglarla, bitkinin yaprak,
kok ve cicek kisimlarindan elde edilen ekstraktlarm, Montoro vd. (2006) mersin
meyve ekstraktinin antioksidan 6zellik gosterdigini kaydetmislerdir. Mimica-Dukié¢
vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada da mersin bitkisinden elde edilen esansiyel
yaglarm DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalini yakalayic1 6zellikte oldugu
kaydedilmistir. Ayn1 c¢alismada esansiyel yaglarin antimutajenik etkileri de
gbzlenmistir. Jabri vd. (2015) mersin meyve ckstraktinin asetik asitle indiiklenen
lipid peroksidasyonunu ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin diizeyindeki azalmayi engelleyerek

kolon iizerinde koruyucu etki olusturdugunu bildirmislerdir.

Habibzadeh vd. (2014) yiirtitiikleri arastirmada mersin ekstraktmm MCF-7 ve HelLa
hiicreleri tlizerinde sitotoksik etkileri oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada mersin
ekstrakt1 72 saat stireyle HeLa ve MCF-7 hiicrelerine uygulanmis, HeLa hiicrelerinde
1.25, 0.312 ve 0.156 mg/ml dozlarinda, MCF-7 hiicrelerinde 2.5, 1.25, 0.312 ve
0.625 mg/ml dozlarinda gelisimi etkili olarak durdurdugu saptanmustir. HeLa
hiicrelerinde 0.625 mg/ml, MCF-7 hiicrelerinde 1.25 mg/ml gelisimi durduran en
etkili doz olarak kaydedilmistir. Mersin ekstrakti bu dozlarda HeLa ve MCF-7
hiicrelerinin gelisimini sirastyla % 82.33 ve % 70.64 oranlarinda durdurucu etki

gostermistir.
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Mersin yapragmda bulunan mirtukomulon ile yapilmis ¢ok sayida ¢alismada bu
bilesenin antioksidan, antienflamatuar 6zellikler tasidigi, kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik ve apoptotik etkilere neden oldugu saptanmistir (Blaesius, 2009; Rossi vd.,
2009; Rosa vd., 2003; Tretiakova vd., 2008; Izgi vd., 2015). Tretiakova vd. (2008)
tarafindan yapilan arastrrmada mirtukomulonun kolon kanseri (DLD-1), prostat
kanseri (PC-3, LNCaP), rabdomyosarkoma (KFR), l6semi (JURKAT, HL-60,
MMG6), lenfoma (H9) gibi farkl kanser grubuna ait hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik
ve apoptotik etkileri oldugu gosterilmistir. Rosa vd., (2003) mirtukomulonun yanisira
semimirtukomulon bileseninin de giiclii antioksidan 0&zellige sahip oldugunu
gostermiglerdir. Bu ¢alismada mirtukomulon ve semimirtukomulon bilesenlerinin
FeCl;, TBH ve EDTA aracili oksidasyonu ve ferriknitrilotriasetat tarafindan
indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri bildirilmistir. I1zgi vd. (2015)
mirtukomulonun fare go6giis kanseri hiicre hatti (4T1) {izerinde sitotoksik ve
apoptotik etkisi oldugunu bildirmislerdir. Blaesius (2009) tarafindan yapilan
aragtirmada da mirtukomulonun giiglii antienflamuar etki gosterdigi rapor edilmistir.
Bu c¢alismada ayrica mirtukomulonun K562 (kronik miyeloid 16semi) ve HL60
(insan promiyositik 16semi) hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi gosterilmistir.
Mirtukomulon apoptotik etki mekanizmalar1 incelendiginde kaspaz ve PARP klivaji,
DNA fragmentasyonu, mitokondri membran potansiyelinde kayip ve sitokrom c

salinimu ile apoptotik etkiye neden oldugu saptanmastir.

Nassar vd. (2010) mersin yapraklarindan izole edilen mirisetin 3-O-f-glikopiranosid,
mirisetin  3-O-a-ramnopironosid ve gallik asit bilesiklerinin onemli derecede
antihiperglisemik, antienflamatuar ve antinosiseptif Ozellik gosterdiklerini rapor

etmislerdir.
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1.3. Doksorubisin

Doksorubisin  (14-hidroksi daunomisin, Adriamisin)’in Onciil maddesi olan
daunomisin (daunorubisin) 1960’11 yillarda Streptomyces peucetius adli bakteriden
elde edilmistir. Daha sonra bu bakterinin mutant irki olan Streptomyces peucetius
var. caesius’dan elde edilen doksorubisin, daunorubisinden farkli olarak 14.

karbonunda hidroksil grubu bulundurur (Arcamone vd., 1981).

Doksorubisin Hodgkin lenfoma, idrar kesesi, meme, mide, akciger, yumurtalik ve
tiroid kanseri, yamusak doku sarkomu, multiple miyelom gibi birgok kanser tiiriine
kars1 etkili bir kemoterapik ilagtir (Malla vd., 2010). Bu ilacin antitiimoral etkisinin
olusumunda kullanimi sonucu hiicre i¢inde agiga ¢ikan serbest radikallerin 6nemli
oldugu diistiniilmektedir (Keizer vd., 1990). Doksorubisinin neden oldugu redoks
reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelen serbest radikaller hiicre DNA’sinin ve
hiicredeki diger makromolekiillerin zarar gérmesine neden olur ayrica doksorubisine
bagli olarak Ca*™ dengesinin bozulmas: da hiicre dlimiine katkida bulunmaktadir
(Kozluca, 1996). Diger bir mekanizma doksorubisinin baz giftleri arasina girerek
DNA’ya baglanmasidir. Bu durum genetik materyalin yapisal olarak bozulmasina ve
RNA sentezinin engellenmesine neden olur (Yang vd., 2014). Bunlarin yanisira
doksorubusinin, DNA polimeraz aktivitesinin engellenmesi yoluyla DNA sentezinin
durdurulmas: (Goodman vd., 1974; Zunino vd., 1975; Goodman ve Lee, 1977),
topoizomeraz aktivitesinin engellenmesi ile  DNA kiriklarma yol agma gibi

mekanizmalarla da hiicrede sitotoksisite ve genotoksisiteye neden oldugu
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bilinmektedir. Doksorubisin diger bircok genotoksik ajan gibi p53-DNA

baglanmasini aktive eder.

Doksorubisin genis ¢apta kullanilan bir kemoterapdtik ilag olmakla birlikte
genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Minotti vd., 2004).
Doksorubisinin etki mekanizmasi kanserli hiicreleri oldugu kadar saglikli hiicreleri
de etkileyebilmektedir (Antunes vd., 2007; Fragiorge vd., 2007; Valadares vd.,
2008). Genotoksisiteye neden olan diger etkenler gibi doksorubisinin neden oldugu
DNA hasarlar1 hiicre tarafindan onarilmazsa mutasyon olusumu gerceklesebilir

(Islaih vd., 2005).

1.4. Genotoksisite ve Karsinojenite

Genotoksisite, gen ve kromozomlarin yap1 ve sayisinda toksik maddelerin etkisiyle
meydana gelen degisiklikleri ifade eden bir terimdir. Organizmanin maruz kaldig1 i¢
(reaktif oksijen tiirleri, alkilleyici ajanlar vb.) ve dis (viral, kimyasal ve fiziksel)
etkenler, yapisal ve sayisal olarak, kromozomlarda (delesyon, duplikasyon,
inversiyon, translokasyon, Oploidi, andploidi) ya da genlerde (transisyon,
transversiyon, ¢erceve kaymasi) degisikliklere neden olmaktadir. Genotoksik
maddeler direkt olarak gen veya kromozoma etki edebilecekleri gibi DNA
replikasyonu, hiicre boliinmesi, DNA tamiri, hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan
proteinlerin ve enzimlerin yapisinda degisiklige neden olarak indirekt yollarla da

genotoksisiteye neden olabilirler (Doak vd., 2012). Insanlar giinliik hayatta bircok
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yolla (besinler, radyasyon, UV, kimyasallar vb.) genotoksik etkenlere maruz
kalmaktadir. insan viicudu genetik materyal iizerinde meydana gelen mutasyonlari
onarmak i¢in ¢esitli mekanizmalara (baz ve niikleotid kesip ¢ikarma, hata okuma,
SOS, fotoreaktivasyon, yanlis eslesme Vvs.) sahiptir fakat bu mekanizmalarda zaman
zaman aksakliklar olabilir, mutasyonlar tamamen onarilamayabilir. Genetik
materyalde onarilamayan mutasyonlarin birikimi ise kanser gelisimine neden olabilir.
Bu nedenle organizmada genotoksik etkiye neden olan bir maddenin karsinojen

etkiye de neden olmas1 beklenebilir.

Gliniimiizde birgok faktoriin etkisi ile olustugu bilinen kanserin olusumunda reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’nin 6nemli etkisi oldugu kabul edilmektedir. Serbest radikaller
ve serbest olmayan radikaller olarak gruplandirilan (Halliwell, 2006) ROS, oksijenli
solunum yapan canlilarda normal metabolik olaylarin sonucu olarak olusmalarinin
yanisira organizmanin ksenobiyotik, sitokin, bakteriyal invazyona (Ray vd., 2012)
maruz kalmasi sonucu meydana gelen bilesiklerdir. ROS, diisiik miktarda organizma
icin gerekli ve yararli iken, yiiksek miktarda bulunduklarinda canli i¢in tehlike
olusturmaktadirlar (Valko vd., 2006). Hiicre i¢indeki ROS’nin infeksiyon ajanlarmna
kars1 hiicresel cevabin olugsmasinda (Valko vd., 2006), hiicre sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde, fizyolojik ve biyosentetik siireg¢lerde (Brieger vd., 2012), hiicre
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde (Thannickal ve Fanburg, 2000) 6nemli roli
oldugu bilinmektedir. Schaar vd. (2015) tarafindan yapilan calismada diisiik
miktardaki ROS’nin canlinin Omiir uzunlugu {iizerinde olumlu etkisi oldugu

bildirilmistir.
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Kanser hiicrelerinin metabolizmast normal hiicrelere gore daha hizli oldugundan
iiretilen ROS miktar1 da daha fazladir. Bunun sonucu olarak kanser hiicrelerinde
yiiksek oranda agiga ¢ikan ROS nin hiicreye zarar vermesinin dnlenmesi igin yiiksek
antioksidan aktivite meydana gelir (Schieber ve Chandel, 2014). Artan antioksidan
aktivite sonucu ROS’nin miktar1 hiicrenin ihtiyact oldugu diizeye kadar azaltilabilse
de canlilig1 devam eden kanser hiicresinde tliretimi devam eden ROS’lerinin etkisi ile
mutasyon olusumu devam edebilir ve tiimor olusumu meydana gelebilir (Cairns vd.,

2011).

ROS hiicre iginde enzimatik (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz vb.)
ya da enzimatik olmayan (glutatyon, flavonoidler, karotenoidler, tiyoller vb.) yollarla
antioksidanlar tarafindan yikilir, béylece ROS’nin canli i¢in zararli etkileri dnlenir
(Valko vd., 2006). Viicuttaki ROS miktar1 arttiginda ya da antioksidan maddelerin
miktar1 azaldiginda, ROS ile antioksidan maddeler arasindaki dengenin bozulmasi
sonucu viicutta oksidadif stress meydana gelir (Ray vd., 2012). Oksidadif stres
canlinin yapisindaki DNA, RNA, lipid, protein gibi molekiillerin yap1 ve islevlerinin
bozulmasma neden olmaktadir (Dizdaroglu, 1991; Dizdaroglu, 1992; Rodriguez vd.,
1999; Cabiscol wvd., 2000; Halliwell ve Gutteridge, 2015). Canhdaki
makromolekiillerin yap1 ve islevlerindeki bozukluklar ise kanser, diyabet,
arteroskleroz ve ndrodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanabilmektedir
(Ray vd., 2012). Oksidadif stress yaslanmanm da onemli bir etkeni olarak kabul

edilmektedir (Seo vd., 2010; Dai vd., 2014).

Bugiine kadar ¢esitli fiziksel maddelerin (1s1n, 1s1, sicaklik), kimyasallarin, ilaglarin,

gida katki maddelerinin, kozmetiklerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini
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belirlemek amaciyla farkl test sistemleri gelistirilmis ve uygulanmustir. Bu test
sistemlerinin herbirinin digerlerine gore avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Bu
calismada safran ve mersin bitki ekstraktlarinin antigenotoksik ve antikarsinojenik
etkilerinin degerlendirilmesi icin SMART, MTT ve floresan mikroskopi yontemleri

kullanilmastir.

1.4.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

1.4.1.1. Drosophila melanogaster ile Ilgili Genel Bilgiler

Drosophila melanogaster diptera ordosundan 2n=8 kromozoma sahip holometabol
bir bocektir. (Rothwell, 1993). Hayat dongiisii yumurta, larva, pupa ve ergin birey

olarak 4 evreye ayrilir (Ashburner ve Roote, 2000).

Drosophila melanogaster ilk olarak 1910 yilinda Thomas Hunt Morgan tarafindan
deneysel genetik calismalarinda kullanilmaya baslanmistir (Kohler, 1994). Diger
Okaryotik deney hayvanlarina gore iretiminin daha kolay ve wucuz olmasi
(Abrahamson ve Lewis, 1971), viicut yapisinin kii¢iik olmasi nedeniyle yetistirilme
ve deney uygulamalar1 sirasinda genig iiretim alanma gereksinim duyulmamasi,
beslenme ihtiyacmmn pahali olmayan kaynaklarla kolaylikla giderilebilmesi,
jenerasyon siiresinin kisa olmasi (25 °C de 9-10 giin) ve ¢ok sayida dél vermesi,
kromozom sayisinin az olmasi, dev kromozoma sahip olmasi (Graf vd., 1992) gibi

bircok nedenden dolay1 giinlimiizde halen deneysel arastirmalarda kullanimi tercih
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edilmektedir. Ayrica memeliler ve Drosophila melanogaster’deki biyolojik,
fizyolojik ve norolojik Ozelliklerin birgogunun benzerlik gdstermesi, insanlarda
cesitli hastaliklara neden olan genlerin yaklasik %75’inin  Drosophila
melanogaster’in genomunda homolog olarak bulunmasi (Pandey ve Nichols, 2011)

nedenleri ile de Drosophila melanogaster ideal bir model organizmadir.

Tam bagkalasimin goriildiigii D. melanogaster’ in yasam dongiisiindeki evreler Sekil
1.1. de verilmistir. Bu evrelerin optimum sicakliktaki (25°C) stireleri asagidaki

gibidir (Graf vd., 1992).

Embriyonik gelisim: 1 giin
Birinci larval evre (L1): 1 giin
Ikinci larval evre (L2): 1 giin
Ucgiincii larval evre (L3): 2 giin
Prepupa evresi : 4 saat

Pupa evresi : 4.5 giin

Yetiskin evresi : 40-50 giin

Yumurtalarin déllenmesi sonucu meydana gelen embriyogenezden yaklasik olarak
24 saaat sonra birinci evredeki larvalar yumurtadan g¢ikar. 4 giin siiren gelisme
donemi boyunca larval dokularin ¢ogaltilmasi ile larvanin agirhigi yaklasik olarak
200 Kkat artar. Larval dokular metamorfoz sirasinda yok edilir ve ergin bireyde
goriilmezler. Imajinal disk hiicreleri ise metamofoz sirasida ergin bireydeki viicut
kisimlarma doniistiiriilmek tizere degisiklige ugrarlar (Sekil 1.2). 3. larval evrenin

sonuna dogru larva beslenmeyi birakir ve pupa olusturmak iizere besiyerini terkedip
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Sekil 1.1.  Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii (Anonim, 2015a)

kuru bir ortama gecer. Yaklasik olarak 4 giin siiren pupa evresi boyunca larvalar

metamorfoza ugrayarak ergin bireylere doniisiirler.Pupa evresinin sonunda,

yumurtlamadan yaklasik olarak 9-10 giin sonra ergin bireyler ortaya ¢ikar. Disi

bireylerin viicut agirligi ve biiyiikligii erkek bireylere gore daha fazladir (Stocker ve

Gallant, 2008). Erkek bireyler pupadan ¢iktiktan kisa bir siire sonra eseysel

olgunluga erisirken, disi bireyler wka ve sicakliga bagh olarak 6-12 saat sonra

eseysel olgunluga erisirler. Pupadan ¢ikan disi bireyler eseysel olgunluga erisinceye

kadar gegen bu siire igerisinde virjin olarak adlandirilirlar. Bireyler ciftlesmeye

basladiktan sonra erkek bireylerden gelen spermler disi bireylerdeki sperm
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keselerinde toplanir ve daha sonra bu spermler ile yumurtalar déllenir. Bu nedenle
Drosophila’nin farkl irklari arasinda yapilan gaprazlarda disi bireylerin virjin olmasi

gerekmektedir (Graf vd., 1992).

Sekil 1.2.  Drosophila melanogaster’in gelisiminde imajinal diskler (Mathews vd.,

2000)

Drosophila melanogaster genotoksisite (Budak ve Cakir, 2005), yaslanma ve dmiir
uzunlugu c¢alismalar1 (Sarikaya vd., 2006; Peleg vd., 2016), ndrodejenerasyon
(Laurent vd., 2013; Yang vd., 2015), diyabet (Broughton vd., 2008; Haselton vd.,
2010), kanser (Dar vd., 2012) kalp (Diop vd., 2015), renal (Zhang vd., 2013)

hastaliklarin molekiiler mekanizmalarmin anlasilmas, lipid (Katewa vd., 2012; Song
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vd., 2014), protein (Ferreira vd., 2014) metabolizmalarinin incelenmesi gibi bir¢ok

aragtirmada kullanilan bir model organizmadr.

SMART, Drosophila melanogaster’de uygulanan in vivo genotoksisite testlerinden
biridir, gbz ve kanat benek testi olmak tizere iki farkli deney sistemi olarak
uygulanabilmektedir (Graf vd., 1984). G6z ve kanat benek testlerinin her ikisinin
temelinde de erken embriyonik evrede bulunan imajinal disk hiicreleri vardir (Graf
vd., 1998). Larval donemde imajinal disk hiicrelerinde nokta mutasyon,
translokasyon, delesyon, ayrilmama gibi mutasyonlar ve rekombinasyon meydana
gelmesi durumunda bu hiicrelerin mitotik olarak ¢ogalmasi ile olusan goz, kanat gibi
viicut kisimlarinda mutajenin etkileri fenotipik olarak gozlenebilmektedir. Imajinal
disk hiicrelerinin mutasyona ugramasi durumunda baskin yabanil tip allellerin yerine
cekinik flr® velveya mwh allellerin ge¢mesi ile ergin bireyde mutant hiicrelerin
olusturdugu klonlar kanat ya da gézde benek seklinde gozlenir (Graf vd., 1984,

1998).

SMART testinin diger genotoksisite testlerine gore avantajlar1 soyle siralanabilir:

1.  Mutasyonun etkisi fenotipte gozlenebilir (Graf vd., 1998).

2. Uygulanan test maddesinin etkisi larvadaki imajinal disk hiicrelerinin
boliinmesi ile olugan binlerce hiicrede gozlenebilir (Graf vd., 1984).

3. Hizh bir test sistemidir, bir jenerasyon sonrasinda sonug alinir (Mollet
ve Wiirgler, 1974).

4.  Ekonomik ve giivenilir bir yontemdir (Graf vd., 1998).
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5. Bir maddenin mutasyona ya da rekombinasyona neden olup olmadig1
ayni anda test edilebilir (Mollet ve Wiirgler, 1974).

6. Birden fazla test maddesinin etkisi ayni anda degerlendirilebilir.
Uygulanacak test maddeleri ayni1 anda uygulanabildigi gibi biri digerinden
once ya da sonra da uygulanabilir, test maddelerinin etkileri farkli siireler
boyunca degerlendirilebilir (Sekil 1.3). Birden fazla test maddesinin ayni
anda uygulanabilirligi bu test ile sadece genotoksisitenin degil ayn1 zamanda
antigenotoksisitenin de degerlendirilebilmesini saglar (Graf vd., 1998).

7.  Uygulama yapildiktan sonra bireyler % 70 lik etanol igerisinde daha
sonra incelemek iizere bekletilebilir (Graf vd., 1984).

8. Kalici kanat preparatlarinin  yapilabilmesi  verilerin  tekrar

incelenebilmesine ve degerlendirilebilmesine imkan verir (Graf vd., 1984).

Embrivo L1 Lz L3 histamorfoz
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Sekil 1.3.  Kanat benek testinde yiiriitiilebilecek farkli uygulama siireleri ve

cesitleri (Graf vd., 1998)

27



Drosophila melanogaster’de imajinal disk hiicreleri larva ve prepupa donemleri
boyunca yaklagik 12 kez boliiniir, bu boliinmelerden 1-2 si prepupa doneminde
gerceklesir (Postlethwait, 1978). Bu nedenle kanat benek testi ile genotoksik etkisi
incelenen test maddesi eger larval donemde genotoksik etkiye neden olduysa kanatta
biiyiik benek, pupa doneminde genotoksisiteye neden olduysa kanatta kiigiik benek
olusumu goriiliir. Ayrica larva doneminde canli beslenirken, prepupa doneminde
beslenme sona erdiginden, olusan beneklerin c¢esidinden genotoksik etkinin hangi
donemde (beslenme doneminde ya da beslenme sonrasi donem) meydana geldigi

anlagilabilir (Frei ve Wiirgler, 1995).

Kanat benek testi 3. kromozom iizerinde flare (fIr’) ve multiple wing hair (mwh)
isaret genlerini tasiyan bireylerin ¢aprazlanmasi ile meydana gelen transheterozigot
bireylerin kanat imajinal disk hiicrelerinde mutasyon ve/veya rekombinasyon
meydana gelmesi durumunda bu degisikliklerin ergin bireyde fenotipe yansimasi
esasma dayanir. Imajinal disk hiicrelerinde larva ya da prepupa doneminde meydana
gelebilecek delesyon, ayrilmama, nokta mutasyon ve rekombinasyon sonucunda
degisen genetik materyal imajinal disk hiicrelerinin boliinmesi ile yavru hiicrelere

aktarilir ve metamorfoz sonrasinda ergin bireyin kanadinda mutant hiicreler benek

seklinde gbzlenir (Graf vd., 1984, 1989).

Mutasyonlar igerdikleri mutant hiicrelerin tipine ve sayisina bagli olarak kiiglik tek
tip klon, biiyiik tek tip klon ve ikiz klon olarak simiflandirilmaktadir. Tek tip klonlar
nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama ve iki belirleyici gen (mwh ve flr®) arasindaki

mitotik rekombinasyonla olusurken ikiz klonlar {i¢iincii kromozomun sentromeri ile
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flr* geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Graf vd., 1984).

Klon tiplerinin olusum mekanizmalar Sekil 1.4 de gosterilmistir.

1.4.1.2. SMART’inde kullanilan Drosophila Irklarinin Ozellikleri

Kanat benek testinde Drosophila melanogaster’in mwh (multiple wing hair,
mwh/mwh) ve flr® (flare, fIr¥/TM3, Bd®) genlerine sahip iki mutant ki kullanilir
(Graf vd., 1992). mwh geni 3. kromozom iizerinde 0.3 bolgesinde bulunur,
homozigot ¢ekinik bir mutasyondur. Drosophila melanogaster’in dogal irklarinda
kanat hiicrelerindeki her hiicreden tek kil ¢ikarken, mwh geni tasiyan bireylerde her
bir kanat hiicresinden 3 veya daha fazla kil ¢ikar (Sekil 1.5). flr® geni 3. kromozomda
38.8 bolgesinde bulunur, fenotipte kisa, noktasal, kalin veya sekilsiz kil olarak

goriiliir (Sekil 1.5).
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Kanat benek testinde mutant klonlarin olusum yollar1 (Graf vd.,

Sekil 1.4.

1984)
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Sekil 1.5.  Kanattaki trikom ¢esitleri a) normal b) farklilasmis fakat flr3 ya da mwh

olarak smiflandirilamayan trikomlar ¢) mwh trikomlar d) flr3 trikomlar

(Graf vd., 1984)

flr* geni homozigot oldugunda lethal etki gdsteren TM3 (third multiple 3) ve Bd®
(Beaded-serrate) genleri ile dengelenir (Graf vd., 1998). mwh, flr® ve Bd® genlerinin

3. kromozom tizerindeki yerlesimleri Sekil 1.6” da gésterilmistir.

sentromer
mwh P 1 Bds
C i 0 )
03 388 E

Sekil 1.6.  mwh, flr® ve Bd® genlerinin 3. kromozom iizerindeki yerlesimleri (Graf

vd., 1984)
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flr3 disileri ile mwh erkeklerinin gaprazlanmalar1 sonucunda elde edilen bireylerde
(Sekil 1.7) iki farkli kanat fenotipi gdzlenebilir. Transheterozigot bireylerde kanatlar
normal fenotipte iken (Sekil 1.8a) dengelenmis heterozigot bireylerde Bd® geni

bulunmasi nedeniyle kanatlar testere uglu (serrat tip) dur (Sekil 1.8b).

+ flr® + mwh + +
. —@ I I —e |
I —@ i : —o :
+ + Bd® mwh + +
mwh + + 1 mwh + +
: —o—— : ——
I —o I % —e :
+ fir + + + Bd
Transheterozigot Dengelenmis Heterozigot

Sekil 1.7. fIr3/TM3, Bd® ve mwh/mwh genotipli bireylerin caprazi sonucu

transheterozigot (mwh/flr3) ve dengelenmis heterozigot mwh/Bd®

bireylerin eldesi (Graf vd., 1984)

Graf vd. (1984) tarafindan gelistirilen SMART, giiniimiize kadar ¢esitli fiziksel ve
kimyasal maddelerin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin test edilmesinde

oldukga sik kullanilan bir yontem olmustur.
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Sekil 1.8.  fIr® ve mwh fenotipindeki bireylerin ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen
bireylerdeki kanat tipleri: (a) transheterozigot bireyde normal kanat tipi,

(b) dengelenmis heterozigot bireyde serrat kanat tipi (Orijinal)

Bugiine kadar gida boyalar1 (Sarikaya vd., 2012), gida koruyucular1 (Sarikaya ve
Cakir, 2005), insektisitler (Cakir Arica ve Sarikaya, 2006; Budak ve Cakir Arica,
2005), herbisitler (Kaya vd., 2004), nanopartikiiller (Demir vd., 2013; Carmona vd.,
2015), kimyasal elementler (Sarikaya vd., 2016), bitki ekstraktlar1 (Gabriel vd.,
2013), ilaglar (Danesi vd., 2012; Koksal ve Giirbiizel, 2015; Lopes vd., 2015),
karotenoidler (Dias vd., 2009), esansiyel yaglar (Giil vd., 2012), alkoloidler
(Guterres vd., 2013) gibi bircok farkli maddenin genotoksik ve antigenotoksik

etkileri SMART ile test edilmistir.

1.4.2. MTT Testi

Ilk olarak Mosmann (1983) tarafindan tanimlanan 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-

difenil tetrazolium bromide (MTT) testi canli hiicrelerin metabolik aktivitelerinin
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Ol¢limii esasina dayanan kolorimetik bir yontemdir. MTT boyasi icerisindeki sar1
renkteki suda ¢oziilebilen tetrazolyum tuzu, canli hiicrelerin igine girdikten sonra
meydana gelen enzimatik reaksiyonlar ile mor renkte ve kristal formdaki formazana
indirgenir. Reaksiyon sonucu meydana gelen formazan hiicre zarindan gegemedigi
icin canli hiicre igerisinde birikir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Gergeklesen reaksiyon
sonucu ortamdaki canli hiicrelerin sayisi ile orantili olarak renk degisimi meydana
gelir. Bu yontemde tizerinde degisik sayilarda kuyucuk bulunan plakalara ekimi
yapilan hiicreler belirli siire ile etkisi belirlenmek istenen madde ile muamele edilir.
MTT c¢ozeltisinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristalleri suda ¢oziiniir hale
getirildikten sonra kuyucuklardaki optik yogunluk spektrofotometre ile saptanir.
Spektrofotometrede okunan degerin (O.D) biyikligi kullanilan MTT ¢ozeltisinin
yogunlugu, inkiibasyon siiresi, canli hiicrelerin sayis1 ve bu hiicrelerin metabolik

aktiviteleri gibi birgok faktore baghdir (Riss vd., 2015).

MTT yonteminde kullanilan tetrazolyum tuzunun formazana indirgenme
mekanizmasi tam olarak acikliga kavusturulamamistir. Daha Onceleri indirgenme
reaksiyonunun mitokondriyal enzimlerce gerceklestirildigi diisiinililse de daha sonra
yapilan c¢aligmalarda bu reaksiyonun mitokondri disinda NADH ve NADPH
enzimleri araciligiyla da meydana gelebilecegi belirtilmistir (Riss vd., 2015; Fotakis

ve Timbrell, 2006).

Daha sonra arastiricilar tarafindan gesitli degisiklikler yapilarak gelistirilen MTT
yontemi (Denizot ve Lang, 1986; Twentyman, 1987; Hansen vd., 1989) bir¢cok

genotoksisite caligmasinda kullanilmistir. Yapilan c¢alismalarda bitki ekstraktlar
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(Eren ve Ozata, 2014; Lee vd., 2013), bitki bilesenleri (Kling vd., 2013; Ghasemi,
2015), dis dolgu malzemesi (Khedmat vd., 2014), nanomateryal (Ciofani vd., 2010),
ilag (Manuja vd., 2016), sa¢ boyast (Maiti vd., 2015), agir metal (Jose vd., 2011),
pestisit (Jose wvd., 2011) gibi birgok farkli maddenin sitotoksik etkilerinin

belirlenmesinde MTT yontemi kullanilmistir.

1.4.3. Floresan Mikroskopi Yontemi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Organizmalarda embriyonik gelisimden itibaren hayatin her evresinde hiicre yapimi
ve yikimi gerceklesmektedir. Saglikli bir canlida dengeli bicimde isleyen hiicre
yapimi ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasi durumunda canlida kanser, erken
yaglanma (progeria), ateroskleroz, iskemi, metabolik bozukluklar, otoimmun
hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar meydana gelmektedir (Tomatir, 2003). 1972
yilinda Kerr vd. tarafindan apoptotik hiicre 6liimiiniin tanimlanmasina kadar hiicre
Olimiiniin sadece nekroz ile gergeklestigi diistiniilmekteydi. Giiniimiizde nekroz ve
apoptozun yanisira molekiiler 6zellikleri daha farkli hiicre olimii sekilleri de

tanimlanmistir (Denton vd., 2012).

Nekroz patolojik nedenler sonucu meydana gelir ve inflamasyon gelisimine neden
olur iken, apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik nedenlerle meydana
gelebilmektedir. Hiicre 6liimiiniin apoptoz ya da nekroz yoluyla gergeklesmesine
baglt olarak, o6liimii gerceklesecek hiicrede bazi farkli morfolojik degisiklikler

meydana gelmektedir. Nekrotik hiicrede, zar gegirgenligi bozuldugu i¢in hiicre i¢ine
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stvi girigi artar, bunun sonucunda hiicre siser, biiyiik vakuoller olusur. Hiicrenin
patlamasi sonucunda hiicre zar1 biitlinliigii bozulur. Apoptotik hiicrede ise nekrotik
hiicrenin aksine bliziisme meydana gelir, zarin biitiinliigli bozulmaz, DNA
fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve apoptotik cisimler meydana gelir

(Coskun ve Ozgiir, 2011; Tomatir, 2003; Nikoletopoulou vd., 2013).

Nekroz 1s1, hipoksi, hipertermi, otolizis, toksin ve agir metallere maruz kalma gibi
nedenlerle gergeklesen hiicre Sliimiidiir (Coskun ve Ozgiir, 2011; Tomatir, 2003).
Hiicrenin belirtilen etkenlere maruz kalmas1 durumunda iyon dengesi bozulur. ATP
eksikliginden dolay1 iyon pompalar1 yeterli bigimde c¢alisamaz, hiicreye sivi girisi
artar ve hiicre siser. Hiicrede sismenin geri doniisiimsiiz bicimde ilerlemesi
sonucunda hiicre zar1 patlar, hiicre igerigi dis ortama ¢ikar ve inflamasyon meydana

gelir (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Embriyonik gelisim, dokusal homestasinin saglanmasi, patolojik kosullar ve yaglilik
stireclerinde etkin olan apoptoz, hiicrenin programli sekilde oliimiidiir (Hingorani
vd., 2011). Apoptotik hiicre oliimii intrinsik (hiicre i¢i) ve ekstrinsik (hiicre dis1)
olmak fizere iki ana yolla ger¢eklesmektedir. Hiicre i¢i yol anormal hiicre dongiisi,
DNA’da hasar olusumu, hiicre i¢i pH diizeyinde azalma ve Ca*? diizeyinde artma
gibi etkenlerle, hiicre dis1 yol FAS ve TNFR-1 reseptorlerinin aktive olmasi, biiyiime
faktorlerinin eksikligi, sitotoksik T lenfositleri, kemoterapi ilaglari, UV, radyasyon,
toksinler, viral enfeksiyon, oksidadif stress gibi etkenler tarafindan baglatilmaktadir

(Coskun ve Ozgiir, 2011; Ouyang vd., 2012).
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Apoptoz ve nekroz hematoksilen-eosin boyama, Giemsa boyama, floresan
mikroskopi, elektron mikroskopi, faz kontrast mikroskopi, Anneksin V yontemi,
TUNEL yontemi, Agoroz jel elektroforezi, M30 yontemi, Kaspaz-3 yontemi,
Western blot, flow sitometri, fluorimetrik yontem ve ELISA gibi morfolojik,
immunohistokimyasal, biyokimyasal ve immunolojik yontemlerle

saptanabilmektedir (Giiles ve Eren, 2008; Dingel ve Kul, 2016).

Bu calismada apoptotik ve nekrotik hiicrelerin saptanmasinda floresan mikroskopi
yontemi kullanilmistir. Bu yOntemde kullanilan floresan ozellikteki boyalar
(Hoechst, propidium iyodiir) DNA’ya baglanarak hiicre ¢ekirdeginin goriiniir hale
gelmesini saglarlar. Hoechst boyast hem canli hem Oli hiicreleri boyarken,
propidium iyodiir sadece Olii hiicreleri boyar. Floresan mikroskobu ile inceleme
sonucunda boyanma ozelliklerine gore hiicrelerin 6lii veya canli olduklari, ¢ekirdek

morfolojilerine gore de apoptoz veya nekrozla 6ldiikleri saptanabilmektedir (Dingel

ve Kul, 2016).

Bu c¢alismada safran (Crocus sativus L.) bitkisi ile mersin (Myrtus communis L.)
bitkisinin meyve ve yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antigenotoksik ve
antikarsinojenik etkileri SMART, MTT ve floresan mikroskopi yontemleri ile hem

organizma diizeyinde hem de hiicresel dl¢ekte arastirilmistir.

37



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Ornekleri

Bu ¢alismada kullanilan safran 2014 yili Mart ayinda Karabiik ili, Safranbolu ilgesi,
Davutobasi koyiindeki safran yetistiricilerinden temin edilmistir. Calismada yaprak
ve meyve kisimlar1 ayr1 kullanilan mersin bitkisi 2014 yili Kasim ayinda Hatay ili,
Iskenderun ilgesi, Giizelkdy smirlar1 icerisinde bulunan, yerlesim yerlerinden ve

yoldan uzak dag eteklerinden toplanmaistir.

2.1.1.1. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

SMART ve hiicre kiiltiirii uygulamalarinda mersin meyvesi, mersin yapragi ve
safrandan elde edilen kaba ekstraktlar kullanilmistir. Ekstraktlarin hazirlanmasinda

¢Oziicii olarak etanol kullanilmistir.

Mersin meyvesi, mersin yapragi ve safranin ekstraksiyonu i¢in ayni yontem

izlenmistir. Mersin meyveleri, mersin yapraklar1 ve safran ayr1 ayri porselen havanda

toz haline gelinceye kadar ezildikten sonra Ggiitillen bitki materyallerinin etanol
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¢oziiciisiinde (w:v; 1:10), yatay calkalayicida (Kuhner ISF1-XC) 125 rpm’de, oda
sicakliginda 24 saat siireyle ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon filtre edildikten
sonra rotary evaporator (Bucchi Rotavapor R-210) araciligiyla etanol
uzaklagtirilmistir. Elde edilen ekstraktlar denemelerde kullanilincaya kadar +4°C’de

amber rengi siselerde muhafaza edilmistir.

2.1.2. Doksorubisin

SMART ve hiicre kiiltiirii uygulamalarida pozitif kontrol olarak doksorubisin (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) kullanilmistir. SMART denemelerinde
doksorubisin uygulamalarin hemen Oncesinde karanlik ortamda, distile suda
coziildiikten sonra kullanilmistir. Hiicre kiiltiiri uygulamalarmda ise DLD-1
hiicrelerine uygulamak {izere doksorubisin karanlik ortamda RPMI besiyerinde

¢Oziildiikten sonra kullanilmustir.

2.2.  Yontem

2.2.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Bu calismada uygulanan yontemlerden ilki SMART dir. Bu testin ¢alismada

uygulanma big¢imi Sekil 2.1’ de gosterilmistir.
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2.2.1.1. Drosophila Irklarmn Kiiltiirii

SMART’inde kullanilan flr® ve mwh mutant wklarma ait stoklarin yapiminda Lewis
besiyeri kullanilmistir. Lewis besiyeri misir unu (104 g), agar (5 g), kuru maya (19 g)
ve sekerin (94 g) distile su (1020 ml) igerisinde ¢oziildiikten sonra elde edilen
karistmm kaynatilarak hazirlanmistir. Hazirlanan karisim  kaynatilip  atesten
indildikten sonra icerisine fungus kontaminasyonunu onlemek amac1 ile propiyonik
asit ve ortofosforik asitten olusan asit karigimi (6 ml) eklenmistir (Lewis, 1960).

Hazirlanan besiyeri steril siselere dokiiliip sogutulduktan sonra kullanilmistir.

fir* ve mwh wklarmm caprazlanmasi, yumurta ve larvalarin toplanmasi ve test
maddelerinin uygulanmasi asamalarinda ise Drosophila melanogaster igin standart
besiyeri (Instant Drosophila Medium Formula 4-24, Carolina Biological Supply
Company, Burlington, N.C.) kullanilmistir. Stoklar ve uygulama gruplar1 25 =1 °C

ve % 40-60 nem ortamu igeren etiivlerde tutulmustur.

2.2.1.2. Uygulama

SMART’inde Graf vd. (1984) tarafindan izlenen prosediir degistirilerek
uygulanmaistir. flr* ve mwh irklarina ait stoklar bosaltildiktan sonra ortalama dért saat
icinde fIr® irkina ait virgin (¢iftlesmemis) disiler ile mwh irkina ait erkek bireyler ayr1
siselerde toplanmustir. Yapilacak c¢aprazda yumurta veriminin daha yiliksek olmasi

nedeniyle flr® wkinm disileri tercih edilmistir. 1-3 giinliik flr® virgin disiler ile ayni
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yastaki mwh erkekler caprazlanmistir. Ik ¢aprazlamada her sisede 20 disi ve 20
erkek sinegin oldugu 10 sise kullanilmistir. Daha sonra ¢ok sayida ayni evrede larva
elde etmek amaciyla bireyler 3’er saat aralikla farkl siselere aktarilarak ¢aprazlama
islemine devam edilmistir. Yapilan her bir caprazdan 72 + 4 saat sonra larva toplama
islemi yapilmis, larvalar besi ortamindan musluk suyu ile yikanarak ayrilmistir. Her
uygulamada 1,5 gram hazir Drosophila ortami (Instant Drosophila Medium Formula
4-24, Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, USA) 5 ml test soliisyonu ile
islatilmig ve 25 larva ortama eklenmistir. Her doz i¢in 4 ayr1 grup halinde 100’er
bireye uygulama yapilmis, her uygulama 3 kez tekrar edilmistir. Mersin meyvesi,
mersin yapragr ve safrandan elde edilen ekstraktlarin 1, 5 ve 10 mg/ml
konsantrasyonlar1  genotoksik  etkinin  degerlendirilmesi i¢in tek basina,
antigenotoksik etkinin degerlendirilmesi i¢in doksorubisinle kombine olarak 72 + 4
saatlik Lz larvalarma uygulanmistir. Uygulamalarda negatif kontrol olarak distile su,
pozitif kontrol olarak doksorubisin (0,125 mg/ml) kullanilmistir. Doksorubisinin
dozu daha Onceki c¢alismalara dayanarak belirlenmistir. Daha Once yapilan
caligmalarda (Costa ve Nepomuceno, 2006; Pereira vd., 2008; Valadares vd., 2008;
Dias vd., 2009; Mendanha vd., 2010; Passos vd., 2010; Vale vd., 2013)
doksorubisinin  Drosophila melanogaster igin LDsy degeri 0,125 mg/ml olarak

belirlenmistir.

Doksorubisin ve/veya farkli dozlarda bitki ekstrakti igeren standart besi ortamina
alinan larvalar gelismelerini tamamlamaya birakilmistir. Her bir uygulama igin,
pupadan ¢ikan bireyler eterle bayiltilarak toplanmis, preparat yapimi i¢in normal
kanat sekline sahip bireyler secilmistir. Segilen bireyler kanat preparatlari

hazirlanana kadar %70’lik etanol igeren tiiplere alinip +4 °C’de saklanmustur.
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2.2.1.3. Kanat Preparatlarimin Hazirlanmasi

Normal kanatl bireyler igerisinde distile su bulunan petriye alinip, sterio mikroskop
(Nikon SMZ800) altinda pens yardimiyla bireylerin kanatlar1 govdelerinden
ayrilmistir. Ayni bireye ait kanatlar karsilikli olarak lam tizerine yerlestirildikten
sonra entellan yardimiyla kanatlar lama sabitlenip, petri kaplar1 iginde kurumaya
birakilmistir. Kuruyan preparatlarin kenarlarina tekrar entellan damlatilarak tizerleri
lamel ile kapatilmis ve kalici preparatlar elde edilmistir. Her bir uygulama i¢in 40
bireyin kanadi incelenmis, preparasyon sirasinda zarar goren kanatlar mikroskobik

incelemeye dahil edilmemistir.

2.2.1.4. Kanat Preparatlarinin Mikroskopta Incelenmesi

Hazirlanan kanat preparatlar1 151k mikroskobu altinda (Zeiss Axio Scope.Al) 10x40
biiyiitme ile incelenerek doksorubisinin ve bitki ekstraktlarmm genotoksik/
antigenotoksik etkileri belirlenmistir. Kanatlar Graf vd. (1984) tarafindan
tanimlandig1 gibi A, B, C, C', D, D', E boliimlerine ayrilarak incelenmistir (SeKil
2.2). Her bir uygulama grubu igin 40 kanat ¢iftinin dorsal ve ventral yiizeyi

incelenmis, gozlenen mutant klonlar kaydedilmistir.

Incelenen kanatlardaki mutant klonlarm degerlendirilmesi ve smiflandirilmasinda

Graf vd. (1984) tarafindan yapilan ¢aligma esas alinmistir. Bu ¢aligmaya gore mutant

hiicre kiimesinde 1- 2 mwh varsa kiigiik tek tip klon (S 1-2, small single spot), 3 veya
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daha fazla mwh ya da 4 veya daha fazla flr3 varsa biiyiik tek tip klon (S>2, large
spot), mwh ve flr® fenotipleri birlikte bulunuyorsa ikiz klon (twin) olarak

adlandirilmaktadir (Sekil 2.3-2.6)

Sekil 2.2.  Drosophila melanogaster’de kanat boliimleri (Graf vd., 1984)

Sekil 2.3.  Biiyiik tek tip flr3 klon goriniimii (Orijinal)
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Sekil 2.4. ikiz klon gériiniimii (Orijinal)

Sekil 2.5. Kiiciik tek tip mwh klon goriiniimii (Orijinal)
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Sekil 2.6. Biiyiik tek tip mwh klon gériiniimii (Orijinal)

2.2.15. Klon Indiiksiyon Frekansmin Hesaplanmasi

Bu ¢aligmadaki her bir uygulama grubu i¢in her hiicre bolinmesindeki indiiksiyon

frekansi1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir (Szabad vd., 1983).

Bu formiilde “f” mwh klonlarin indiiksiyonunun ortalama frekansmni, “n” toplam
mwh klon sayisimi, “N” incelenen kanat sayismi, “C” bir kanatta incelenebilecek

hiicre sayisini gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda Drosophila melanogaster’in bir
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kanadindaki incelenebilecek hiicre sayisinin 24400 oldugu belirlenmistir (Garcia-

Bellido ve Merriam, 1971).

Antigenotoksik etkinin degerlendirilmesinde kullanilan inhibisyon/indiiksiyon

yiizdelerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir (Abraham, 1994).

. a—b
Inhibisyon/indiiksiyon = 2 x 100

Bu formiilde “a@” genotoksik madde uygulamasindaki toplam klon frekansini, “b”
genotoksik madde ile birlikte ekstrakt uygulamasindaki toplam klon frekansini

gostermektedir.

2.2.1.6. Verilerin Degerlendirilmesi

SMART’inden elde edilen veriler MICROSTA programu ile degerlendirilmistir. Bu
programda veriler binomial sarth test ile hesaplanmaktadir. Verilerin
degerlendirilmesi i¢in dncelikle Ho ve Ha hipotezleri kurulmustur. Ho (orijinal, null)
hipotezinde uygulama gruplari ile kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi,
Ha (alternatif) hipotezde ise uygulama gruplarinda indiiklenen mutasyon oraninin
kontrol gruplarindaki mutasyon oranindan "m" defa daha fazla oldugu varsayilmistir.
Ho ve Ha hipotezlerinin kabul veya reddine Kastenbaum ve Bowman (1970)
cizelgesine gore karar verilmistir (Cizelge 1.1). Uygulama grubundaki mutant klon
sayisi (nt), ¢izelgedeki degere esit veya bu degerden biiyiikse Ho, kontrol grubundaki

mutant klon sayis1 (nc) ¢izelgedeki degere esit veya bu degerden biiyiikkse Ha
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reddedilmistir. Sonuglar kabul ya da reddedilen hipoteze bagh olarak pozitif (+),
zay1f pozitif (z), onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Frei ve

Wiirgler, 1988).

Cizelge 1.1. Ho ve Ha hipotezlerinin degerlendirilmesi (Kastenbaum ve Bowman,

1970)
Ha
HiPOTEZLER KABUL RED
1-8) 1))
ONEMSIZ FARK NEGATIF

KABUL P=(1-a)(1-B)=1—-a-B+aB P=B(1—-—a)=B—af

Ho (1-a)
RED POZITIF ZAYIF POZITIF
() P=a(l1-B)=a—af P =ap

2.3. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

2.3.1. Hiicre Hatlan

Doksorubisinin ve bitki ekstraktlarinin antikarsinojenik etkileri ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulamalarla insan kolon kanseri hiicre hatti (DLD-1)’nda MTT ve floresan

mikroskopi yontemleri ile degerlendirilmistir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda
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kullanilacak doksorubisin dozu Tai vd. (2013) tarafindan yapilan calismaya gore

belirlenmistir.

2.3.2. Kullanilan Cihazlar

Hiicre kiiltiiri galismalarinda biyogiivenlik kabini (Esco, Class Il Biological Safety
Cabinet), hassas terazi (Mettler Toledo Ms New Classic), hiicre sayim cihazi
(InVitrogen Countess), 1sik mikroskobu (Leica DMIL LED), invert mikroskop (Leica
DMIB000 B), inkiibator (Binder), mikroplak okuyucu (Biotek PowerWave XS2),
otomatik pipet (Pipetman, Gilson), santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 380R),

vorteks (Heidolp Reax Top) kullaniimustir.

2.3.3. Kimyasallar

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda RPMI besiyeri (Biological Industries), serum
(Biological Industries), tripsin-EDTA (Biological Industries), penisilin ve
streptomisin antibiyotikleri (Biological Industries), MTT boyasi (Roche), PBS
(Amresco), DMSO (Merck), riboniikleaz A (Serva), propidium iyodiir (Serva),

Hoechst boyasi1 (Serva) kullanilmistir.
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2.3.4. MTT Testi

2.3.4.1. Hiicrelerin Uretilmesi ve Ekim islemi

Siv1 nitrojen tankinda depolanan DLD-1 hiicre hatt1 ekim yapilmak iizere ¢oziliip,
hiicreler falkon tiipe aktarildiktan sonra iizerlerine 1 ml hiicre medyumu (% 89
RPMI, % 10 Fetal Bovine Serum, % 1 Antibiyotik) eklenmistir. 3000 rpm’de 1
dakika santrifiij isleminden sonra Siipernatant kismi atilmais, tiipte kalan hiicrelerin
tizerine her bir flask i¢in 3,5 ml medyum ilave edilip homojenize hale getirildikten
sonra flasklara ekim yapilmistir. Ekimi yapilan hiicreler 37°C’de 2 giin siire ile
inkiibasyona tabi tutulmustur. Hiicrelerin sayimi otomatik hiicre sayim cihazi ile

yapilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda flasklardaki medyum atilip, her flaska 0,5 ml Tripsin-
EDTA c¢ozeltisi eklenmistir. Hiicrelerin flasktan kalkmasi ic¢in 3-4 dakika
inkiibasyona tabi tutulmustur. Hiicreler tamamiyle kalktiktan sonra enzim
aktivitesini durdurmasi i¢in hiicrelerin tizerine 1 ml medyum eklenmistir. Enzim ve
medyum karisimi falkon tiiplere aktarilip, 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant atildiktan sonra, tiipte kalan hiicrelerin tizerine 1 ml medyum eklenip
hiicre saymmi1 yapilmustir. 48 kuyucuklu plaga her kuyucukta 20x10° hiicre olacak

sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin plaklara tutunmasi igin 24 saat beklenmistir.
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2.3.4.2. Uygulama

24 saatin sonunda plaklardaki medyum bosaltildiktan sonra bitki ekstraktlarinin 4
farkli dozu (100, 200, 400, 800 ug/ml) ayr1 ayr1 ve doksorubisinle (10 uM) kombine
olarak uygulanmistir. Ayrica sadece besiyeri uygulanan negatif kontrol ve sadece
doksorubisin uygulanan pozitif kontrol denemeleri yapilmistir. Her kuyucuga toplam

hacim 150 pl olacak sekilde test maddesi eklenmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plaklardaki medyumlar bosaltilip tim
kuyucuklara 100°er pl icinde fenol red olmayan medyum ve 25 ul MTT soliisyonu
eklenip 3,5 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 100 pl MTT ¢oziiciisii (4
mM HCI, 0.1% Nondet P-40 (NP40), izopropanol) eklenip, 15 dakika siire ile
inkiibasyon sonrasinda, farkli bir plaga aktarilip, mikroplak okuyucuda 590 nm dalga

boyunda okuma yapilmistir. Referans dalga boyu 620 nm alinmustir.

2.3.5. Floresan Mikroskopi Yontemi

2.3.56.1. Uygulama

DLD-1 hiicre hattindan hiicreler 48 kuyucuklu plaga her kuyucukta 20x10° hiicre
olacak sekilde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plaklardaki medyum
bosaltildiktan sonra bitki ekstraktlarinin 4 farkli dozu (100, 200, 400, 800 pg/ml) ayr1

ayrt ve doksorubisinle (10 uM) kombine olarak uygulanmistir. Ayrica sadece
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besiyeri ile negatif kontrol ve doksorubisin ile pozitif kontrol uygulamalari
yapilmistir. Inkiibasyonun ardindan plaklardaki medyum bosaltildiktan sonra her
kuyucuga 70ul ikili boyama soliisyonu (Hoechst, propidium iyodiir) damlatilmas,
plaklar aliiminyum folyo ile sarilip 15 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda plaklar
floresan mikroskopta incelenerek ¢ekilen fotograflardan apoptoza ve nekroza

ugramis hiicrelerin sayis1 tespit edilmistir.

2.3.6.  Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler normal dagilima uymadigi i¢in nonparametrik yontemler ile
degerlendirilmistir. Her bir uygulama i¢in dozlar arasindaki farkliligin anlamli olup
olmadigina Kruskal Wallis testi ile bakilmistir. Bitki ekstraktlar1 ile bitki ekstrakti-
doksorubisin kombinasyonu uygulamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel bakimdan

anlamli olup olmadigi1 Mann Whitney-U testi ile degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.  Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen Bulgular

Mersin yapragi, mersin meyvesi ve safran ekstraktlarmin SMART ile genotoksik ve
antigenotoksik o6zelliklerinin degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar Cizelge 3.1-
3.4’de gosterilmistir. Bu ¢alismada her bir uygulama grubu i¢in 80, toplamda 1600

kanat incelemeye alinmustir.

3.1.1. Kontrol Gruplan

Bu c¢alismada uygulanan SMART’inde negatif kontrol olarak distile su, pozitif

kontrol olarak doksorubisin (0,125 mg/ml) kullanilmistir.

Negatif kontrol olan distile su uygulamasina ait kanat preparatlar1 incelendiginde, 7
adet kiigiik tek tip klon, 3 adet biiyiik tek tip klon, 1 adet ikiz klon gézlenmistir. Bu
uygulamada gozlenen toplam mwh klon sayisi 11 dir. Distile su uygulamasinda klon

indiiksiyon frekansi 0.56 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.1).

Pozitif kontrol olarak seg¢ilen doksorubisin (0.125 mg/ml) uygulamalarinda 122 adet
kiiciik tek tip klon, 52 adet biiyiik tek tip klon, 19 adet ikiz klon olmak {izere toplam

193 klon go6zlenmistir. Doksorubisin uygulamasinda goézlenen toplam mwh Klon
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sayis1 183 dir. Bu uygulamada klon indiiksiyon frekansi 9.38 olarak hesaplanmustir

(Cizelge 3.1).

Daha oOnceki calismalarda (Costa ve Nepomuceno, 2006; Fernandes, 2014)
genotoksik oldugu belirlenen ve bu calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
doksorubisin uygulamasina ait sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde
distile su uygulamasma ait sonuclara gore tiim klon tiplerinde pozitif fark oldugu

gbzlenmis, doksorubisinin genotoksik etki gosterdigi saptanmistir (Cizelge 3.1).

3.1.2. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarinin Genotoksik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

3.1.2.1. Safran Ekstraktinin Genotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Safranin ekstraktinin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in ekstrakt 1mg/ml
(SE1), 5 mg/ml (SE2) ve 10 mg/ml (SEs) dozlarinda 72 + 4 saatlik transheterozigot

Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmustir.

Safran ekstrakt: uygulamalarmm her ii¢ dozunda hem mwh hem de flr® fenotipinde
biiyiik tek tip klonlar goézlenirken, sadece SE; dozunda ikiz klon kaydedilmistir
(Cizelge 3.1). Safran ekstrakti uygulamalari ile negatif kontrol grubu olan distile su
uygulamasina ait sonuglar karsilastirildiginda, SE; ve SE; mg/ml dozlarinda tiim klon

tipleri i¢in istatistiksel olarak 6nemli bir fark gozlenmemistir (Cizelge 3.1).

54



G0'0 =¢=0 :1k0znp iise[o ‘niopey undred:w
Spre} Ziswoug :1 “rey Juedou - ey yuizod 1+ (8861 JO[SINAL 9A 101,]) NONUOS SULIPUS[IOFOP [OSYNSHLISI:(T ‘Suedal) 1] ‘ISIAeS UOP 0N

ST'0 - (500) v - (400 £ (000) 0 - (g00) ¢ - (00 ¢ 08 (A
970 - (110 6 - (110 6 (000) 0 - (o00) 0 1+ (1o 6 08 QA
70 - (01°0) g - (o010 8 (000) 0 - (g00) z 1 (00 9 08 )N
92'0 - (900) ¢ - (900 g (000) 0 - (o 1 - @G0 ¥ 08 =
150 I (gro) o1 1 (10 o1 (000) 0 ! (w00) e 1 (00 L 08 Qan
19°0 N (<10 A S W (+1 1) B4 (10°0) T - (100 T 1t (er0) o1 08 N
970 I (ro) ot - (1710 6 (000) 0 1 (500 p 1 (8000 9 08 £33
19°0 I (610) STt (910 €T (000) 0 I (800) 9 1 (110 6 08 33
950 (6o oz v GTo) 1T (10°0) T 1 (o) v v (600) L 08 35
8e'6 + (7)) 61 + (620 €81 (bzo) 61 + (990 7§ + (e9T) Tar 08  (Ixq) uisigniosyoq
950 10) 11 b10) 1T (10°0) T 00) ¢ (600) L 08 ns a|nsiq
a 4 ON @ M ON 4 ON @ 44 ON a i ON

(enony 07) (G =w) (z=w)

1SRy (z=uw) (a1ony 7<) (a10my 7-1) (N)

uokisynpur (z=w) LIp[UO[Y (G=w) (tejuopy (tejuopy 1s1es

Uofy uopf wiejdo | ymuw wejdo] (equopizyl) L duyor yndng) SST  dn oy yndny)SSS  Jeuey  1S3pPEIA 181

k

, MErsin meyve, mersin yapra

Distile su, doksorubisin ve safran

Cizelge 3.1.

ekstraktlarinin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
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SE; dozunda ise kiiciik tek tip klonlar, biiyiik tek tip klonlar ve toplam klonlarda
istatistiksel olarak onemli bir fark gdzlenmezken, toplam mwh klonlarda negatif

sonu¢ gozlenmistir (Cizelge 3.1).

Safran ekstrakti uygulamasinda gozlenen klon tipleri ve klon sayilar1 arasindaki iliski
Sekil 3.1 de verilmistir. Elde edilen verilere gore safran ekstraktinin uygulanan

dozlarmin genotoksik etkiye neden olmadigi goriilmektedir.

16
14
_12
£.10
3
= 8 = Su kontrol
S 6
N> A mSE1
|
) SE2
0 mSE3
Kiiciik  Biiyiik Ikizklon Toplam Toplam
tektip  tektip mwh klon
klon klon klon
Klon tipi

Sekil 3.1.  Safran ekstrakt1 uygulamasinda klon tiplerine gore klon sayilariin

dagilimi
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3.1.2.2.  Mersin Meyve Ekstraktinin Genotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Mersin meyve ekstraktinin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi igin ekstrakt
Img/ml (ME;), 5 mg/ml (ME;) ve 10 mg/ml (MEs) dozlarinda 72 + 4 saatlik

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmistir.

Mersin meyve ekstraktt uygulamalarinda gozlenen biiyliik tek tip klonlar mwh
fenotipindedir, ikiz klon sadece ME; dozunda kaydedilmistir (Cizelge 3.1). Mersin
meyve ekstraktr uygulamalar1 negatif kontrol grubu olan distile su uygulamasina ait
sonuglar karsilastirildiginda ME; dozunda biiyiik tek tip klonlarda negatif sonug
gozlenirken diger biitlin klonlarda istatistiksel olarak énemli bir fark gdzlenmemistir
(Cizelge 3.1). ME; dozunda biitiin klon tipleri i¢in gdzlenen farkin istatistiksel olarak
onemsiz oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1). ME3 dozunda ikiz klonlarda 6nemli fark
gozlenmezken diger tiim klonlarda negatif fark gozlenmistir (Cizelge 3.1). Kiigtik tek
tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilarinda doza bagli olarak azalma oldugu

saptanmustir (Sekil 3.2).

Uygulamalarin sonucunda elde edilen verilerden mersin meyve ekstraktinin denenen

dozlarinin genotoksik etkiye neden olmadigi anlagilmaktadir.

S7



14
_ 12
£.10
S g [
g 6 - ~ mSukontrol
< 4 - EME1
5 ME2
0 - = ME3
Kiiciik  Biiyiikk Ikizklon Toplam Toplam
tektip  tektip mwh klon  klon
klon klon
Klon tipi

Sekil 3.2. Mersin meyve ekstrakti uygulamasinda klon tiplerine gore klon

sayilarmin dagilimi

3.1.2.3. Mersin Yaprak Ekstraktinin Genotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Mersin yaprak ekstraktinin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in ekstrakt
Img/ml (YEi), 5 mg/ml (YE;) ve 10 mg/ml (YE3) dozlarinda 72 + 4 saatlik

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmistir.

Mersin yaprak ekstrakti uygulamalarinda YE; ve YE; dozlarinda sadece mwh
fenotipinde biiyiik tek tip klon gozlenirken, YE3 dozunda hem mwh hem de flr®
fenotipinde biiyiik tip klon saptanmistir. Yapilan uygulamalar sonucunda ikiz klon
gozlenmemistir (Cizelge 3.1). Mersin yaprak ekstrakti uygulamalar1 ile negatif

kontrol grubu olan distile su uygulamasma ait sonuglar karsilastirildiginda YE; ile
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YE,; mg/ml dozlarinda kiiciik tek tip klonlar ve ikiz klonlar icin istatiksel olarak
onemli fark gozlenmezken diger klon tipleri i¢in negatif fark gdézlenmistir (Cizelge
3.1). YE; dozunda ikiz klonlarda onemli fark gézlenmezken diger tiim klonlarda

negatif fark gozlenmistir.

Mersin yaprak ekstrakti uygulamasinda gozlenen klon tipleri ve klon sayilari
arasindaki iliski Sekil 3.3 de verilmistir Elde edilen veriler mersin yaprak

ekstraktmin uygulanan dozlarmin herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadigim

gostermektedir.
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Sekil 3.3. Mersin yaprak ekstrakti uygulamasinda klon tiplerine gére klon

sayilarinm dagilimi
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3.1.3. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarimin

Antigenotoksik Etkilerinin Degerlendirilmesi

3.1.3.1. Safran Ekstraktinin Antigenotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Safran ekstraktinin antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in ekstraktin her bir
dozu 0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 1mg/ml (SE;+Dxr), 5 mg/ml
(SE2+Dxr) ve 10 mg/ml (SEst+Dxr) dozlarinda, 72 + 4 saatlik transheterozigot

Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmistir.

Safran ekstraktinin doksorubisinle kombine uygulandigi denemelerin sonuglarina
bakildiginda tiim klon tiplerinde pozitif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.2). Ikiz klon sayisinda doza bagli olarak bir
azalma gozlenmezken diger tipteki klonlarda doz arttikca sayica azalma oldugu
gozlenmistir (Cizelge 3.2). Toplam klon frekanslarma bakildiginda doz arttik¢a
frekansm azaldig1 goriilmektedir (Cizelge 3.2). Inhibisyon/indiiksiyon yiizdeleri
incelendiginde tiim dozlarda inhibisyon oldugu, inhibisyonun doza bagli olarak

arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.2).

Elde edilen verilere gore safran ekstraktinin uygulanan her ti¢ dozu da doksorubisinin

genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etki gostermis, antigenotoksik etki doza

bagli olarak artmustir (Sekil 3.4).
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Cizelge 3.2.
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Sekil 3.4. Safran ekstrakti ve doksorubisinin kombine uygulamasinda klon

tiplerine gore klon sayilarinin dagilimi

3.1.3.2. Mersin Meyve Ekstraktinin Antigenotoksik Etkisinin

Degerlendirilmesi

Mersin meyve ekstraktinin antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi icin
ekstraktin her bir dozu 0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 1mg/ml
(ME31+Dxr), 5 mg/ml (ME,+Dxr) ve 10 mg/ml (ME3z+Dxr) dozlarinda, 72 + 4 saatlik

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmistir.

Mersin meyve ekstraktinin doksorubisinle kombine olarak uygulandigi denemelerin

sonuglarmna gore tiim klon tiplerinde istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu
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goriilmiistiir (Cizelge 3.3). Kiigiik tip klon sayisindaki azalma doza bagl degil iken

diger klon tiplerindeki azalmanin doza baglh oldugu goriilmektedir (Sekil 3.5).

m Dxr kontrol
80 - = MEL1 + Dxr
40 - ME2 + Dxr
B =EME3+Dxr

Klon sayis1
[EEN
o
o
]

Kiiciik Biiyiik ikiz klon Toplam Toplam
tek tip tektip mwh  Kklon
klon klon klon

Klon tipi

Sekil 3.5. Mersin meyve ekstrakti ve doksorubisinin kombine uygulamasinda

klon tiplerine gore klon sayilarinin dagilimi

Toplam klon frekanslar1 incelendiginde doza bagli olarak azalma oldugu
goriilmektedir. Inhibisyon/indiiksiyon yiizdeleri incelendiginde tiim dozlarda

inhibisyon oldugu, inhibisyonun doza bagl olarak artti31 goriilmiistiir (Cizelge 3.3).

Bu uygulamanin sonuglarina gére mersin meyve ekstraktinin uygulanan dozlarmnin

doksorubisinin genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etki gdsterdigi ve bu etkinin

doza bagli olarak arttig1 gozlenmistir (Sekil 3.5).
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Mersin meyve ekstraktinn 1, 5 ve 10 mg/ml dozlarinin

Cizelge 3.3.

antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
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3.1.3.3. Mersin Yaprak Ekstraktinin Antigenotoksik Etkisinin

Degerlendirilmesi

Mersin yaprak ekstraktinin antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in
ekstraktin her bir dozu 0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 1mg/ml
(YE1+Dxr), 5 mg/ml (YE2+Dxr) ve 10 mg/ml (YEs+Dxr) dozlarinda, 72 + 4 saatlik

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmistir.

Mersin yaprak ekstraktmin doksorubisinle birlikte uygulandig: denemelerin sonuglari
incelendiginde tiim klon tiplerinde istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu ve bu
azalmanm doza bagl oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.4). Toplam klon frekanslar1
incelendiginde doza bagli olarak frekansin azaldigi goriilmektedir (Cizelge 3.4).
Inhibisyon/indiiksiyon yiizdeleri incelendiginde tiim dozlarda inhibisyon oldugu,

inhibisyonun doza bagl olarak arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.4).

Mersin yaprak ekstrakt: ile yapilan uygulamalarm sonuglarma bakildiginda bu
calismada uygulanan mersin yaprak ekstrakti dozlarinin doksorubisinin genotoksik
etkisine kars1 antigenotoksik etkiye sahip oldugu ve bu etkinin doza baglh olarak

artt1ig1 goriilmektedir (Sekil 3.6).
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Mersin yaprak ekstraktinin 1,5 ve 10 mg/ml dozlarmin

Cizelge 3.4.

antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 3.6. Mersin yaprak ekstrakti ve doksorubisinin kombine uygulamasinda

klon tiplerine gore klon sayilarinin dagilim

3.2.  MTT Testinden Elde Edilen Bulgular

Safran ekstrakti (SE), mersin meyve ekstrakti (ME) ve mersin yaprak ekstraktinin
(YE), DLD-1 (insan kolon kanseri) hiicre hatt1 tizerindeki etKilerinin
degerlendirilmesi igin ekstraktlar ayr1 ayr1 100 pg/ml (SE1, ME;, YE;), 200 pg/ml
(SE2, ME2, YE), 400 ng/ml (SEs, MEs, YE3) ve 800 pg/ml (SEs4 ME4, YEa)
dozlarinda 24 saat siire ile uygulanmistir. Ayrica ii¢ ekstraktin her bir dozu, 10 uM
doksorubisin (Dxr) ile kombine olarak DLD-1 hiicre hattina uygulanmistir. Negatif
kontrol olarak hiicre hattina sadece besiyeri, pozitif kontrol olarak sadece

doksorubisin (10 uM) uygulanmustir.
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Yapilan uygulamalardan sonra mikroplak okuyucudan elde edilen optik dansite (OD)
degerleri ile her bir uygulama icin asagidaki formiillere gore % sitotoksite degerleri

hesaplanmigtir.

% sitotoksisite = (1- (test maddesi eklenmis kuyucuktaki absorbans/ kontrol

kuyucugundaki absorbans)) *100

3.2.1. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarimin Sitotoksik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

3.2.1.1. Safran Ekstraktinin Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Safran ekstrakti (SE) uygulamasina ait sonuglar incelendiginde SE, dozundan
baglayarak doz arttikga % sitotoksisitenin arttigi gorilmiistiir (Cizelge 3.5). Dozlar
arasidaki % sitotoksisite degerlerindeki fark istatistiksel olarak degerlendirildiginde

anlamli bulunmamuistir (p>0,05).

SE uygulamasinda tiim dozlar i¢in hem negatif hem de pozitif kontrol degerlerine
gore daha yiiksek % sitotoksisite degerleri gozlenmis (Cizelge 3.5), SE uygulamalari
ile negatif ve pozitif kontrol grubu uygulamalari arasindaki fark istatistiksel

bakimdan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 3.5. Safran ekstrakti uygulamasinda dozlara gore % sitotoksisite degerleri

Uygulama ) (+) SE; SE, SE; SE,
kontrol kontrol
Doz (ng/ml) - 0,5 100 200 400 800
% - 16,943* 42,229%% 41,005*" 49,068*" | 58,087*"
sitotoksisite (+4,386) (+7,587) (+5,028) (+6,859) (£3,654)

* negatif kontrole gore anlaml fark , # pozitif kontrole gére anlamli fark (p<0,05)

Safran ekstrakti ve doksorubisin (SE+Dxr) uygulamasina ait verilere gore doz artikga
% sitotoksisite degerinin arttigi saptanmistir (Cizelge 3.6). Dozlar arasindaki %

sitotoksisite degeri farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p> 0,05).

Cizelge 3.6. Safran ckstrakti ve doksorubisinin kombine uygulamasinda dozlara

gore % sitotoksisite degerleri

Uygulama ) (+) SE;+Dxr SE,+Dxr SE;+Dxr SE4+Dxr
kontrol kontrol
Doz (ug/ml) - 0,5 100 200 400 800
% - 16,943* 33,714% 42,966*" 48,828*" 49,015%"
sitotoksisite (£4,386) | (+4,183) (£3,153) (£2,385) (+3,087)

* negatif kontrole gore anlamh fark , # pozitif kontrole gére anlamli fark (p<0,05)

Tiim dozlar i¢in % sitotoksisite degerlerinin negatif ve pozitif kontrole gore daha

yiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.6). Kontrol gruplarina gore SE+Dxr
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uygulamalarindaki % sitotoksisite degeri artig1 istatistiksel bakimindan anlamli

bulunmustur (p<0,05).

% sitotoksisite degeri SE,+Dxr uygulamasinda SE; uygulamasina gore daha yiiksek,
diger ti¢c dozda (SE;+Dxr, SE3z+Dxr ve SEs+Dxr) daha disiiktiir. SE ve SE+Dxr
uygulamalar1 karsilastirildiginda, SE4 ve SEs+Dxr uygulamalar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05), diger dozlar i¢in aradaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Safran ekstraktinin ayr1 ve doksorubisinle kombine uygulamalarinda

dozlara gore % sitotoksisite degerlerindeki degisim

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasinda anlamli fark (p<0,05)
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3.2.1.2. Mersin Meyve Ekstraktinin Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Mersin ekstraktt (ME) uygulamasi sonuglarina gore doz arttikga % sitotoksisite
degerinin doza bagl olarak arttig1 gorilmistiir (Cizelge 3.7). Uygulanan dozlarda
saptanan % sitotoksisite degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamaistir (p> 0,05).

Cizelge 3.7. Mersin meyve ekstraktinin uygulamasinda dozlara gore %

sitotoksisite degerleri

Uygulama O] (+) ME; ME, ME; ME,
kontrol kontrol
Doz (ug/ml) = 0,5 100 200 400 800
% - 16,943* 44,020%" 49,888*" 51,526*" 53,344*"
sitotoksisite (+4,386) | (£4,955) (+4,310) (+4,204) (£3,594)

* negatif kontrole gore anlamli fark , # pozitif kontrole gére anlamli fark (p<0,05)

ME uygulamasinda tiim dozlarda gdzlenen % sitotoksisite degerlerinin hem negatif
hem de pozitif kontrol degerlerine gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge
3.7). Istatistiksel ~degerlendirme sonucunda negatif ve pozitif kontrol
uygulamalarinda gdzlenen % sitotoksisite degerleri ile ME uygulamalarinda

gozlenen degerler arasindaki farkin anlamli oldugu gériilmiistiir (p<0,05).
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Mersin meyve ekstrakti ve doksorubisin (ME+Dxr) uygulanmasindan elde edilen
veriler incelendiginde % sitotoksisite degerinin ME,+Dxr konsantrasyonundan
itibaren doza bagh arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.8). Uygulanan dozlarda saptanan %
sitotoksisite degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli
bulunmustur (p<0,05). Tiim dozlar igin % sitotoksisite degerlerinin negatif ve pozitif

kontrole gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Mersin meyve ekstrakti ve doksorubisinin kombine uygulamasinda

dozlara gore % sitotoksisite degerleri

Uygulama ) (+) ME;+Dxr ME,+Dxr ME3+Dxr ME4+Dxr
kontrol kontrol
Doz (ug/ml) 2 0,5 100 200 400 800
% - 16,943* | 33,037*"% 18,910 | 37,298 | 50,869*"
sitotoksisite (+4,386) (+5,511) (+1,784) (+3,581) (+4,151)

* negatif kontrole gore anlamli fark , # pozitif kontrole gére anlamli fark , x dozlar arasinda anlamli
fark (p<0,05)

Istatistiksel degerlendirmelerde negatif kontrole gére; tiim dozlarda, pozitif kontrole
gore; MEj+ Dxr, MEs+ Dxr ve MEs+ Dxr dozlarindaki artis anlamli bulunmustur
(p<0,05). Uygulanan tiim dozlarda ME+Dxr uygulamasi ile elde edilen %
sitotoksisite degerlerinin ME uygulamasindaki degerlere gore daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Yapilan uygulamalardan ME,+Dxr ile ME; ME3;+Dxr ile ME;

arasindaki fark p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Mersin  meyve ekstraktimin  ayr1 ve doksorubisinle kombine

uygulamalarinda dozlara gore % sitotoksisite degerlerindeki degisim

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasinda anlamli fark (p<0,05)

3.2.1.3. Mersin Yaprak Ekstraktinin Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Mersin yaprak ekstraktt (YE) uygulamasindan elde edilen veriler incelendiginde %
sitotoksisite degerinin doza baglh olarak arttig1 saptanmistir (Cizelge 3.9). Dozlar
arasindaki % sitotoksisite degerlerindeki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu

gbzlenmistir (p<0,05).

YE uygulamasinda tiim dozlar i¢in negatif kontrole gore % sitotoksisite degerinde
artis gozlenmis, istatistiksel analizler sonucunda bu artisin anlamli oldugu

goriilmiistiir (p<0,05).
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Cizelge 3.9.

Mersin  yaprak

sitotoksisite degerleri

ekstraktinin  uygulamasinda

dozlara gore

%

Uygulama ) (+) YE; YE, YE; YE,
kontrol kontrol
Doz (ng/ml) - 0,5 100 200 400 800
% - 16,943* 11,769*° | 17,119*° | 41,018*"* | 55,188*"*
sitotoksisite (+4,386) (£1,059) | (£6,477) (£5,191) (£2,638)

* negatif kontrole gore anlamli fark , # pozitif kontrole gore anlamli fark, x dozlar arasinda anlamli

fark (p<0,05)

Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda YE,, YEs ve YE; dozlarinda gozlenen %

sitotoksisite degerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 3.9). Yapilan

istatistiksel degerlendirmeler sonucunda pozitif kontrol ile YE; ve YE4 dozlarinda

gozlenen degerler arasindaki farkin anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05).

Mersin yaprak ekstrakti ve doksorubisin (YE+Dxr) uygulanmasi ile elde edilen

verilere incelendiginde % sitotoksisite degerinin doza baglh olarak artig1 saptanmistir

(Cizelge 3.10). Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda dozlar arasmdaki %

sitotoksisite degerlerdeki farkin anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p> 0,05).
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Cizelge 3.10. Mersin yaprak ekstrakti ve doksorubisinin kombine uygulamasinda

dozlara gore % sitotoksisite degerleri

Uygulama ) ) YE+Dxr YE+Dxr YEz+Dxr YE+Dxr
kontrol kontrol
Doz (ug/ml) - 0,5 100 200 400 800
% - 16,943* 21,762 25,097* 37,575%" 48,411*"
sitotoksisite (+4,386) (+2.,210) (+1,43) (+1,496) (+4,887)

* negatif kontrole gore anlaml fark , # pozitif kontrole gore anlamli fark, x dozlar arasinda anlaml
fark (p<0,05)

Tim dozlar i¢cin % sitotoksisite degerlerinin negatif ve pozitif kontrole gore daha
yiiksek oldugu gdzlenmistir (Cizelge 3.10). Istatistiksel degerlendirme sonucunda
negatif kontrole gore; YE,+ Dxr, YE3+ Dxr ve YE4+ Dxr dozlarinda, pozitif kontrole
gore; YE3+ Dxr ve YE4+ Dxr dozlarindaki artis anlamli bulunmustur (p<0,05). YE
ile YE+Dxr wuygulamalar1 karsilastirildiginda YE;+ Dxr ve YE,+ Dxr
uygulamalarinda % sitotoksisite degerlerinin YE; ve YE; uygulamalarma gore daha
yiiksek, YE3+ Dxr ve YEs+ Dxr uygulamalarinda % sitotoksisite degerlerinin YE;3 ve
YE; uygulamalarina goére daha diisik oldugu goriilmiistiir. Bu uygulamalar
arasindaki farklar (Sekil 3.9) istatistiksel olarak analiz edildiginde ise anlamli

bulunmamaistir (p> 0,05).
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Sekil 3.9. Mersin  yaprak ekstraktinin ayr1 ve doksorubisinle kombine

uygulamalarinda dozlara gore % sitotoksisite degerlerindeki degisim

3.3.  Floresan Mikroskopi Yontemi ile Elde Edilen Bulgular

Safran, mersin meyve ve mersin yaprak ekstraktlarinin DLD-1 hiicre hatti
tizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerinin degerlendirilmesinde MTT testinde
oldugu gibi safran, mersin meyve ve mersin yaprak ekstraktlar1 100 pg/ml, 200
pg/ml, 400 pg/ml ve 800 pg/ml dozlarinda 24 saat siire ile uygulanmistir. Ayrica
ti¢ ekstraktin her bir dozu doksorubisin (10 pM) ile birlikte uygulanmig, sadece
besiyeri eklenerek negatif, doksorubisin eklenerek pozitif kontrol denemeleri
yapilmistir. Yapilan uygulamalar sonunda plaklar floresan mikroskopta
incelenmis, apoptotik hiicreler DAPI filtresi, nekrotik hiicreler FITC filtresi ile

incelenerek saptanmustir (Sekil 3.10-3.22).
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3.3.1. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarinin Apoptotik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Yapilan denemelerde pozitif kontrol, YE, ME ve SE uygulamalarinda apoptotik
oliim gortiliirken, negatif kontrol ve ekstrakt-doksorubisin kombine uygulamalarinda
apoptotik 6liime rastlanmamustir (Sekil 3.10-3.22). Safran ekstrakti uygulamasinda %
apoptoz degerleri sirasiyla 0.161, 0.054, 0.100 ve 0.085 olarak kaydedilmistir
(Cizelge 3.11). Mersin meyve ekstrakti uygulamasinda, ME; dozunda apoptotik
hiicre goriilmezken, ME;, ME; ve ME,4 dozlarinda % apoptoz degerinin doza baglh
olarak arttigi goriilmiistiir (Cizelge 3.13). Mersin yaprak ekstrakt: uygulamasinda
YE;, YE, ve YE; dozlarinda % apoptoz degeri doza bagl olarak artarken, YE4

dozunda apoptotik hiicre kaydedilmemistir (Cizelge 3.15).

Ekstraktlarin uygulanan dozlarina gore % apoptoz degerlerindeki degisim Sekil 3.23,

3.24 ve 3.25 de verilmistir.
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Sekil 3.10.  Negatif (A,B) ve pozitif (C,D) kontrol uygulamasmda ayni alandaki
hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen floresan

mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.11. 100 pg/ml (A,B) ve 200pg/ml (C,D) safran ekstrakti
uygulamasinda ayni alandaki hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.12. 400 pg/ml (A,B) ve 800pg/ml (C,D) safran ekstrakti uygulamasinda
ayni1 alandaki hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde

edilen floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.13.

100 pg/ml (A,B) ve 200 pg/ml (C,D) safran ekstraktinin
doksorubisinle (10uM) kombine uygulamasinda ayni alandaki

hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen

floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.14. 400 pg/ml (A,B) ve 800 pg/ml (C,D) safran -ekstraktinin
doksorubisinle (10pM) kombine uygulamasinda ayni alandaki
hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen

floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.15. 100 pg/ml (A,B) ve 200pug/ml (C,D) mersin meyve ekstrakti
uygulamasinda ayni alandaki hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.16. 400 pg/ml (A,B) ve 800ug/ml (C,D) mersin meyve ekstrakti
uygulamasinda ayni alandaki hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.17.

100 pg/ml (A,B) ve 200 pg/ml (C,D) mersin meyve ekstraktinin
doksorubisinle (10pM) kombine uygulamasinda ayni alandaki
hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen

floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.18. 400 pg/ml (A,B) ve 800 pg/ml (C,D) mersin meyve ekstraktinin
doksorubisinle (10uM) kombine uygulamasinda ayni alandaki
hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen

floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.19. 100 pg/ml (A,B) ve 200pg/ml (C,D) mersin yaprak ekstrakti

uygulamasinda ayni alandaki hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.20. 400 pg/ml (A,B) ve 800ug/ml (C,D) mersin yaprak ekstrakti

uygulamasinda ayni alandaki hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.21.

100 pg/ml (A,B) ve 200 pg/ml (C,D) mersin yaprak ekstraktmnin
doksorubisinle (10uM) kombine uygulamasinda ayni1 alandaki
hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen

floresan mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.22.

400 pg/ml (A,B) ve 800 pg/ml (C,D) mersin yaprak ekstraktinin

doksorubisinle (10uM) kombine uygulamasinda ayni alandaki
hiicrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde edilen

floresan mikroskop goriintiisii
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Elde edilen sonuglara gore ekstrakt uygulamalarinda dozlar arasindaki % apoptoz
degerlerindeki degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmstir (p>0,05).
YE, ME, SE uygulamalarinda gézlenen % apoptoz degerleri negatif kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken, uygulamalar pozitif
kontrol ile karsilastirildiklarinda % apoptoz degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
azalma gorlilmistir (Cizelge 3.11, 3.13, 3.15). Ekstraktlarin doksorubisin ile
kombine uygulamalar1 sonucunda ise herhangi bir apoptotik etkiye rastlanmamistir

(Cizelge 3.12, 3. 14, 3. 16).
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Sekil 3.23.  Safran ekstrakti uygulamasinda dozlara gore % apoptoz

degerindeki degisim
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Sekil 3.24.  Mersin meyve ekstrakti uygulamasinda dozlara gore % apoptoz

degerindeki degisim
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Sekil 3.25. Mersin yaprak ekstrakti uygulamasinda dozlara gore % apoptoz

degerindeki degisim
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3.3.2. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarinin Nekrotik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

3.3.2.1. Safran Ekstraktinin Nekrotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Safran ekstrakti (SE) uygulamasindan elde edilen verilere gore doz artikga % nekroz
degerinde artis meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil 3.26). Dozlar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Kontrol uygulamalar1 ile
karsilastirildiginda SE uygulamasinda gozlenen % nekroz degerlerinin kontrol ile
ayni ya da yakin oldugu (Cizelge 3.11), aradaki farkin istatistiksel bakimdan anlaml1

olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Cizelge 3.11.  Safran ekstrakt1 uygulamasinda dozlara gore % apoptoz ve % nekroz
degerleri
Uygulama ¢ (+) SE; SE, SE; SE,4
kontrol kontrol
Doz - 0,5 100 200 400 800
(ng/ml)
% 0 17,790* 0,161° 0,054" 0,100 0,085
Apoptoz #2,365) | (£0,081) | (£0,004) | (£0,002) | (0,009)
% Nekroz 5,000 54,131* 5,018 6,708 6,081 7,828
#0,123) |  (£3,256) | (&£3,966) | (+4,472) | (£2,695) | (43,382)

* negatif kontrole gore anlamli fark , # pozitif kontrole gére anlamli fark (p<0,05)
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Sekil 3.26.  Safran  ekstraktinin  ayr1  ve  doksorubisinle = kombine

uygulamalarinda dozlara gore % nekroz degerlerindeki degisim

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasinda anlamli fark (p<0,05)

Safran ekstrakti ve doksorubisin (SE+Dxr) uygulamasinda % nekroz degerinin doza

bagli olarak arttig1 goriilmiistiir (Sekil 3.26).

Tiim dozlarda uygulamalar ile negatif kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0,05). SE4+Dxr dozunda pozitif kontrole goére % nekroz
degeri daha yiiksek bulunmus (Cizelge 3.12) fakat iki uygulama arasinda istatistiksel

acidan anlaml fark bulunmamaistir (p> 0,05).

SE+Dxr uygulamasinda tiim dozlarda % nekroz degerlerinin SE uygulamasina gore

daha yiiksek oldugu goriilmiis, SE+Dxr uygulamasindaki % nekroz degerlerindeki

artis p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.26). Tim
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dozlar i¢in % nekroz degerlerinin negatif kontrole gore daha yiiksek oldugu

saptanmustir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. Safran ekstraktinin doksorubisinle kombine uygulamasinda dozlara
gore % apoptoz ve % nekroz degerleri
Uygulama ¢ *+) SE1+Dxr | SE,+Dxr | SE3+Dxr | SE4+Dxr
kontrol kontrol
Doz 0,5 100 200 400 800
(ng/ml)
% 0 17,790% 0 0 0 0
Apoptoz (£2,365)
% Nekroz 5,000 54,131* 41,148* 48,723* 51,197* 57,818*
(#0,123) | (43,256) | (#4,654) | (£6,658) | (+4,033) | (+5,332)

* negatif kontrole gore anlamli fark , # pozitif kontrole gére anlamli fark (p<0,05)

3.3.2.2. Mersin Meyve Ekstraktinin Nekrotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Mersin meyve ekstrakti (ME) uygulamasindan elde edilen veriler incelendiginde
ME; uygulamasinda % 27 olan nekroz degerinin, ME; uygulamasinda % 5’e
diistiigli, daha sonraki konsantrasyonlarda doza bagli olarak arttigi gozlenmistir
(Sekil 3.27). Dozlar arasindaki % nekroz degerlerindeki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Negatif kontrol ile karsilastirildigimnda ME
uygulamalarinda gézlenen degerlerin daha yiiksek oldugu goriilmiis (Cizelge 3.13),
uygulanan dozlardan ME,’deki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).
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Sekil 3.27.  Mersin meyve ekstraktinin ayr1 ve doksorubisinle kombine

Cizelge 3.13.

uygulamalarinda dozlara gore % nekroz degerlerindeki degisim

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasinda anlamli fark (p<0,05)

nekroz degerleri

Mersin meyve ekstrakti uygulamasinda dozlara gore % apoptoz ve %

Uygulama ) (+) ME, ME, ME; ME,
kontrol kontrol
Doz - 0,5 100 200 400 800
(ng/ml)
% 0 17,790* 0 0,295 0,233 0,563
Apoptoz (#£2,365) (£0,041) (£0,040) (£0,016)
% Nekroz 5,000 54,131* 27,118 5,003 14,043 35,048*
(£0,123) | (£3,256) | (£9,301) | (+4,082) (£8,000) (£3,180)

* negatif kontrole gore anlamli fark , # pozitif kontrole gore anlamli fark (p<0,05)
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Mersin meyve ekstrakti ve doksorubisin (ME+Dxr) uygulamasi ile elde edilen

verilere gore ME;+Dxr dozunda % 35 olan nekroz degeri ME>+Dxr

konsantrasyonunda % 22’ye diismiis daha sonraki konsantrasyonlarda doza baglh
olarak artmustir (Cizelge 3.14). Bu uygulamada dozlar arasindaki % nekroz

degerlerindeki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Cizelge 3.14. Mersin meyve ekstraktinin doksorubinle kombine uygulamasinda
dozlara gore % apoptoz ve % nekroz degerleri
Uygulama Q] (+) ME;+Dxr | ME;+Dxr | ME3+Dxr |  ME4+Dxr
kontrol kontrol
Doz 0,5 100 200 400 800
(ng/ml)

% 0 17,790% 0 0 0 0

Apoptoz (+2,365)

% Nekroz 5,000 54,131* 35,240%% 22,417 56,456*" 67,798%

(#0,123) | (£3,256) | (£5,597) | (£7,000) | (+4,086) (+£2,639)

* negatif kontrole gére anlamli fark , # pozitif kontrole gore anlamli fark, x dozlar arasinda anlamlt
fark (p<0,05)

Negatif kontrol uygulamasi ile karsilastirildiginda tiim dozlar i¢in % nekroz
degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiis (Cizelge 3.14), ME;+Dxr, ME3+Dxr ve
MEs+Dxr dozlarinda % nekroz degerlerindeki artis istatistiksel bakimdan anlamli
bulunmustur (p<0,05). Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda ME3z+Dxr ve MEs+Dxr
dozlarinda gozlenen % nekroz degerleri daha yiiksek olmakla birlikte (Cizelge 3.14)
arasindaki farkin istatistiksel bakimdan anlaml

bu uygulamalar olmadig1

saptanmustir (p > 0,05).
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ME uygulamasi ile karsilastirildiginda tiim dozlar i¢in % nekroz degerlerinin
ME+Dxr uygulamasinda daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 3.27). Yapilan
uygulamalarda sadece ME; ve ME3z+Dxr konsantrasyonlar1 arasindaki fark p<0,05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 3.27).

3.3.2.3. Mersin Yaprak Ekstraktinin Nekrotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Mersin yaprak ekstrakti (YE) uygulamasinda elde edilen verilere gore % nekroz
degerlerinin doza bagli olarak arttig1 goriilmistiir (Sekil 3.28). Dozlar arasindaki %
nekroz degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Tim dozlarda % nekroz degerlerinin negatif kontrole gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 3.15). YE», YE;3 ve YE, dozlari ile negatif kontrol arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). YE3 ve YE,; dozlarinda
gbzlenen % nekroz degerlerinin pozitif kontrol uygulamasinda gozlenen degerden
daha yiiksek oldugu goriilmiis fakat bu degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamustir (Cizelge 3.15).
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Sekil 3.28. Mersin yaprak ekstraktinin ayr1 ve doksorubisinle kombine
uygulamalarinda dozlara gore % nekroz degerlerindeki degisim.
*ekstrakt ile ekstrak+dxr arasinda anlamli fark (p<0,05)
Cizelge 3.15. Mersin yaprak ekstrakti uygulamasinda dozlara gore % apoptoz ve
% nekroz degerleri
Uygulama ) (+) YE; YE, YE; YE,
kontrol kontrol
Doz - 0,5 100 200 400 800
(ng/ml)
% Apoptoz 0 17,790* 0,370" 0,572° 1,084" 0*
(£2,365) | (x0,011) | (+0,134) (+0,033)
% Nekroz 5,000 54,131* 22,292* 26,347* 60,732* 98,25**
(£0,123) | (#3,256) | (+4.978) | (8,145) (+5,535) (+8,583)

* negatif kontrole gore anlaml fark, # pozitif kontrole gore anlamli fark, X dozlar arasinda anlamlt

fark (p<0,05)

99




Mersin yaprak ekstrakti ve doksorubisin (YE+Dxr) uygulamasi ile elde edilen veriler
incelendiginde tiim dozlarda, % nekroz degerinde negatif kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli fark (p<0,05) gorilmiistir (Cizelge 3.16). Pozitif kontrol ile
karsilastirildiginda YE;+Dxr, YE3+Dxr ve YE4s+Dxr dozlarinda daha yiiksek %
nekroz degerleri gozlenmekle birlikte (Cizelge 3.16) uygulamalar ile pozitif kontrol

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05).

Cizelge 3.16. Mersin yaprak ekstraktinin doksorubisinle kombine uygulamasinda
dozlara gore % apoptoz ve % nekroz degerleri
Uygulama ¢ () YE;+Dxr | YEo+Dxr | YE3+Dxr | YE4+Dxr
kontrol kontrol
Doz 0,5 100 200 400 800
(ng/ml)
% 0 17,790% 0 0 0 0
Apoptoz (+2,365)
% Nekroz 5,000 54,131* 59,444* 52,571* 77,050* 71,665*
(#0,123) | (#3,256) | (£1,483) | (£2,986) | (+4,123) (+ 8,098)

* negatif kontrole gore anlamli fark, # pozitif kontrole gére anlamli fark (p<0,05)

YE1+Dxr, YE,+Dxr, YEz+Dxr dozlarinda, YE1, YE, ve YE; dozlarina gore daha
yiikksek % nekroz degerleri saptanmis (Sekil 3.28), fakat uygulamalar arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). YE4+Dxr dozunda
saptanan % nekroz degerinin YE4 dozundakinden daha diisiiktiir oldugu (Sekil 3.28)

ve bu dozlar arasindaki farkin istatistiksel bakimdan anlamli oldugu saptanmigtir

(p<0,05).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Insanlar giinliik hayatta sindirim, solunum, temas yollar1 ile direkt ya da dolayl
olarak birgok genotoksik maddeye maruz kalmaktadir. Cesitli genotoksinler bazen
cevre sartlarinin da olumsuz etkileriyle birleserek genetik materyalde onarillamayan
hasarlara yani mutasyonlara neden olmaktadirlar. Mutasyonlarmm zamanla viicutta
birikimi yaglanma, kanser, kalp damar hastaliklari, ndrodejeneratif hastaliklarin

gelisimi gibi sonuglara neden olmaktadir (Kennedy vd., 2012; Poduri vd., 2013).

Yapilan arastirmalarda bir¢ok bitki ve bitki bileseninin, genotoksik maddelerin
olumsuz etkilerini Onleyebilecek ya da azaltabilecek antigenotoksik etki
potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Dias vd., 2009; Munari vd., 2014; Guterres
vd., 2015; Amkiss vd., 2013; Khalil vd., 2015; Sadeghnia vd., 2013). Antigenotoksik
etkilerinin yanisira insan saghgi i¢in baska yararh 6zellikleri de yapilan ¢alismalarla
gosterilmis olan bitki ve bitki bilesenleri, aroma ve renk verme, oksidasyonu 6nleme
gibi amaglarla gidalarda dogal katki maddesi olarak kullanilabilir, gidalar bitkisel
bilesenler kullanilarak fonksiyonel gida haline getirilebilir. Bulundugumuz c¢agda
eskiye nazaran insanlarin daha c¢ok etkilesim i¢inde oldugu genotoksik maddelerin
olumsuz etkilerinin, yararli etkileri bilinen bitki ve bitki bilesenlerinin gidalar
yoluyla alimu ile tamamen yok edilemese de azaltilabilecegi yapilan bazi ¢alismalarla
gosterilmistir (Singh vd., 2008; Adebola vd., 2013; Navarro vd., 2015; Ismail ve

Sakr, 2016).
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Bu c¢aligmada iilkemizde iiretimi yapilan safran ve dogal olarak yetisen mersin
bitkilerinin antigenotoksik ve antikarsinojenik etkileri SMART, MTT ve floresan
mikroskopi yontemleri ile in vivo ve in vitro ortamda degerlendirilmistir. Caligmada
safran bitkisinin baharat olarak kullanilan stigma ve stilus kisimlar1 ile mersin

bitkisinin meyve ve yaprak kisimlarindan elde edilen ekstraktlar kullanilmistir.

Bu ¢alismada uygulanan SMART, MTT ve floresan mikroskopi yontemi sonuglarina

gore;

1. Safran, mersin meyve ve mersin yaprak ekstraktlar1 uygulanan dozlarda
Drosophila  melanogaster  iizerinde  genotoksik  etkiye neden

olmamuislardir.

2. Ekstraktlarin doksorubisinin genotoksik etkisine karsi antigenotoksik
etkilerinin Drosophila melanogaster tizerinde degerlendirmesi sonucunda
test edilen tiim dozlarda doksorubisin tarafindan indiiklenen genotoksik
etkiyi inhibe edici etki gosterdikleri ve bu etkilerinin doza bagli olarak

arttig1 saptanmistir.

3. Antigenotoksik etkinin gdstergesi olan inhibisyon oranlar1 incelendiginde
mersin yaprak ekstraktina ait inhibisyon degerlerin diger ekstraktlarla elde
edilen degerlerden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Mersin yaprak
ekstraktinin denemelerde kullanilan en diisiik dozu (1 mg/ml) ile elde

edilen antigenotoksik etkinin mersin meyve ve safran ekstraktlarinin
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kullanilan en yiiksek dozlar1 (10 mg/ml) ile elde edilen antigenotoksik

etkiden daha yiiksek oldugu gozlenmektedir.

. Ekstraktlarin test edilen dozlar1 arasinda en yiiksek antigenotoksik etki
mersin yaprak ekstraktinin 10 mg/ml dozunda (% 98) gozlenmistir.
Antigenotoksik etkinin en diisiik oldugu uygulama ise safran ekstraktinimn

1 mg/ml dozu (% 78) olmustur.

. Her ti¢ ekstrakt da uygulanan dozlarda DLD-1 (insan kolon kanseri) hiicre

hatt1 lizerinde sitotoksik etki gdstermistir.

. Mersin yaprak ekstrati uygulamasinda 400 pg/ml ve 800 pg/ml
dozlarinda, safran ekstrakti ve mersin meyve ekstrakti uygulamalarinda
tim dozlarda gdzlenen sitotoksik etkinin, doksorubisinin gosterdigi

sitotoksik etkiden daha yiiksek oldugu saptanmistir.

. Mersin yaprak ekstraktinin 800 pg/ml, mersin meyve ekstraktinin 400
ug/ml ve 800 pg/ml, safran ekstraktinin 800 pg/ml dozlarinda

sitotoksisite degeri % 50°den yiiksek bulunmustur.

. Ekstraktlarm ayr1 uygulanmasi ile en yiiksek sitotoksisite degeri safran

ekstraktinin 800 pg/ml dozunda (% 58), en disiik sitotoksisite degeri

mersin yaprak ekstraktinin 100 pg/ml dozunda (% 12) gdzlenmistir.
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9.

10.

11.

12.

13.

Mersin yaprak, mersin meyve ve safran ekstraktlar1 doksorubisin ile
birlikte DLD-1 hiicre hattina uygulandiklarinda, mersin yaprak
ekstraktinm 200 pg/ml, 400 pg/ml ve 800 pg/ml dozlarinda, mersin
meyve ve safran ekstraktlarmin tim dozlarinda sitotoksik etki

gozlenmistir.

Kombine uygulamalar pozitif kontrol ile kiyaslandiginda mersin yaprak
ekstraktimn 400 pg/ml ve 800 pg/ml dozlarinin, mersin  meyve
ekstraktinm 100 pg/ml, 400 pg/ml ve 800 pg/ml dozlarmnin, safran
ekstraktinin tiim dozlarmin doksorubisinden (daha yiiksek sitotoksik

etkiye neden oldugu goriilmiistiir.

Ekstraktlarla kombine uygulama sonucunda 100 pg/ml mersin yaprak
ekstraktini uygulamasi disinda doksorubisinin DLD-1 hiicre hatt1 tizerinde
olan sitotoksik etkisinde herhangi bir azalma meydana gelmedigi

saptanmuistir.

Ekstraktlarin nekrotik etkilerinin incelenmesi sonucunda mersin yaprak
ekstraktinim 200 pg/ml, 400 pg/ml ve 800 pg/ml dozlar1 ile mersin meyve
ekstraktmin 800 pg/ml dozunda nekrotik etki gozlenmistir. Safran

ekstrakt1 uygulamasinda ise nekrotik etkiye rastlanmamastir.

Ekstraktlarin ayr1 uygulanmasi ile en yiiksek nekroz degeri mersin yaprak

ekstraktinn 800 pg/ml dozunda (%98) gozlenmistir. Mersin yaprak
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14.

15.

16.

17.

18.

ekstraktinin 400 pg/ml ve 800 pg/ml dozlarinda %nekroz degerinin

doksorubisine gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Nekroz degerinin en diisiik oldugu uygulamalar ise safran ekstraktinin
100 pg/ml dozu ile mersin meyve ekstraktinin 200 pg/ml dozu (% 5)

olmustur.

Ekstraktlar doksorubisinle birlikte uygulandiklarinda mersin yaprak
ekstrakti uygulamasinda tiim dozlarda, mersin meyve ekstrakti
uygulamasinda 100 pg/ml, 400 ug/ml ve 800 pug/ml dozlarinda nekrotik
etki gozlenmistir. Safran ekstrakti ayri uygulandiginda nekrotik etki
saptanmazken doksorubisin ile birlikte uygulandiginda, tiim dozlarda

nekrotik etki meydana geldigi goriilmiistiir.

800 pg/ml mersin yaprak ekstrakti uygulamasi disindaki tiim kombine
uygulamalarda % nekroz degerinin yalnizca ekstrakt uygulamalarina gore

arttig1 gorilmiistiir.

Ekstraktlarin doksorubisin ile birlikte uygulanmasi ile 200 pg/ml mersin

meyve ekstrakti uygulamasi diginda doksorubisinin DLD-1 hiicre hatti

tizerinde olan nekrotik etkisinin azalmadig1 saptanmustir.

Ekstraktlarin doksorubisin ile birlikte uygulanmalar1 sonucu en yiiksek

nekroz degeri mersin yaprak ekstraktinin 400 pg/ml dozunda (% 77), en
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diisiik nekroz degeri ise mersin meyve ekstraktinin 200 pg/ml dozunda (%

22) dozunda gdzlenmistir.

19. Ekstraktlarm hem ayr1 hem de doksorubisinle kombine olarak
uygulanmasi ile DLD-1 hiicre hatt1 tizerinde herhangi bir apoptotik etkiye

rastlanmamustir.

20. Ekstraktlarin doksorubisinle kombine uygulamalar1 sonucu elde edilen
apoptoz degerleri doksorubisin uygulamasi ile elde edilen degerle
karsilastirildiginda, ekstraktlarin  doksorubisinin apoptotik  etkisini

engelledigi gbzlenmistir.

21. Elde elden verilere gore kombine uygulamalar sonucunda doksorubisin
uygulamasina gére, DNA ve mitokondri hasarma bagli apoptotik hiicre
olimii engellenirken, sitoplazma zar1 hasarmma bagli nekrotik etki

artmistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda (Hayder vd., 2003, 2004, 2008a; Khalil vd., 2015;
Hosseinzadeh vd., 2008; Premkumar vd., 2003) canli sistemlerde c¢esitli
genotoksinlere karst antigenotoksik etkileri gosterilen safran ve mersin
ekstraktlarinin bu ¢alisma ile Drosophila melanogaster iizerinde doksorubisine kars1
antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Yapilan literatiir taramasinda safran, mersin

yaprak ve mersin meyvesinin etanol ekstraktlarmin antigenotoksik etkilerinin
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Drosophila melanogaster’de SMART ile degerlendirildigi baska bir ¢alismaya

rastlanmamastir.

Ekstraktlarin doksorubisinin genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etkilerinin
degerlendirmesi sonucunda test edilen tiim dozlarda doksorubisin tarafindan
indiiklenen genotoksik etkiyi inhibe edici etki gosterdikleri ve bu etkilerinin doza
bagl olarak arttig1 saptanmistir. Elde edilen bulgulara gore uygulanan ii¢ ekstraktan
en yiikksek antigenotoksik etkiye sahip olanin mersin yaprak ekstrakti oldugu
goriilmiistiir. Daha Once yiriitiilen arastirmalarda mersin bitkisinin antigenotoksik
ozellikte olduklar1 bilinen flavonoidlerce zengin oldugu saptanmistir (Amensour vd.,
2010; Sumbul vd., 2011). Bu veriye gore mersin yaprak ekstraktinin ¢alismamizda
gbzlenen yiiksek antigenotoksik etkisinin nedeni flavonoid igeriginin yiiksek olusu
ile agiklanabilir. Amensour vd. (2010) c¢alismalarinda mersin bitkisinin yaprak
kismmin flavonoid igeriginin meyve kismima goére daha yiiksek oldugunu
saptamuglardir. Bu sonu¢ da ¢alismamizda elde ettigimiz verilerle uyusmaktadir.
Verilerimize gore mersin yaprak ekstrakti uygulamasinda mersin meyve ekstrakti

uygulamasina gore daha yiiksek antigenotoksik etki saptanmastir.

Mersin yaprak, mersin meyve ve safran ekstraktlarmm DLD-1 hiicre hatt1 iizerinde
sitotoksik etkilerinin incelenmesi sonucunda her Ui¢ ekstraktin sitotoksik etKi
gosterdigi, mersin yaprak ve meyve ekstraktlarinin nekrotik etki gosterirken, safran
ekstraktinin gostermedigi gozlenmistir. Ayrica ekstraktlarin apoptotik etkilerinin
incelenmesi sonucunda her ii¢ ekstraktn da DLD-1 hiicre hatt1 iizerinde apoptotik
etkilerinin olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda mersin

meyve, mersin yaprak ve safranin etanol ekstraktlarinin DLD-1 hiicre hatt1
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tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte
safran ekstraktinin bagka kolon kanseri hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik ve
antiproliferatif etkilerinin degerlendirildigi, caligmalar mevcuttur. Tuberoso vd.
(2016) tarafindan yapilan ¢aligmada safran ekstraktinin Caco-2 (insan kolon kanseri)
hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkiye neden oldugu gdsterilmistir. Bu caligmada
safran ekstraktinin sitotoksik aktivitesi MTT yontemi degerlendirilmis, ekstrakt 10
ul/ml dozunda 48 saat siire ile uygulandiginda hiicre canliliginda % 30, 50 pul/ml
dozunda 24 saat siire ile uygulandiginda hiicre canliliginda % 32 azalma meydana
geldigi gorilmiistiir. Calismamizda safran ekstraktinin uygulanan dozlarmin daha
yiiksek oldugu fakat, DLD-1 hiicreleri lizerinde daha kisa uygulama siiresi sonunda
daha yiiksek sitotoksik etki gosterdikleri goriilmektedir. Aung vd. (2007) safran
ekstrakti ve safranin ana bilesenlerinden krosini farkli tipteki kolon kanseri
hiicrelerine (HCT-116, SW-480, HT-29) uygulamis ve antiproliferatif etKki
gosterdiklerini saptamuglardir. Bu ¢aligmada safran ekstrakti uygulamasmin en fazla
HCT-116 hiicre hatt1 tizerinde etkili oldugu, hiicre gelisiminin 1 mg/ml dozunda %
45.5 ve 3 mg/ml dozunda % 6.8 oraninda azaldig: bildirilmistir. Calismamizda safran
ekstraktinin  DLD-1 hiicreleri lizerinde daha diisik dozlarda sitotoksik etki
olusumunu sagladig1 goriilmiistiir. Safran ekstraktinin izojenik HCT116 hiicre hatlar1
(HCT116 p53+/+ ve HCTI116 p53—/-) tlizerindeki etkilerinin degerlendirildigi
calismada ekstraktin uygulanan doza ve zamana bagli olarak HCT116 hiicrelerinde
cogalmay1 engelledigi gosterilmistir. Uygulanan dozlar arasinda en etkili sonuglar 2

ve 4 mg/ml olmustur (Bajbouj vd., 2012).

Safran ekstraktinin farkli kolon kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin

incelendigi bu calismalar ile karsilastirildiginda, ¢alismamizda safran ekstraktinin
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DLD-1 hiicre hatt1 lizerinde gosterdigi sitotoksik etki ve etkili dozlar bakimindan
farkliliklar oldugu goriilmektedir. Bu durum hiicre hatlarmin farklihgindan
kaynaklanabilcegi gibi, uygulanan ekstraktlardaki bilesenlerin farkli olusundan da
kaynaklanabilir. Birgok arastirmada yetistikleri cografik ve mevsimsel kosullarin
yani sira depolama kosullar1 ve siirelerinin dahi bitkilerin icerdikleri bilesenlerin
oranlarinda degisikliklere neden olabilecegi gosterilmistir (Masi vd., 2016; Angioni
ve Schirra, 2011; Mulas vd., 2013; Morales vd., 2014; Shokoohinia vd., 2014;

Settanni vd., 2014).

Bu c¢alismanm sonuglarmma gore antigenotoksik ve sitotoksik etkileri belirlenen
mersin ve safranin ekstraktlarinin bu etkileri igeriklerindeki flavonoid ve karotenoid
oranlarinm yiiksek olmasmdan kaynaklanmis olabilir. Flavonoid ve karotenoidlerle
daha Once yapilan c¢alismalarda bu bilesiklerin antioksidan, antigenotoksik,
antienflamatuar etki gosterdigi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, anjiyogenezin
engellenmesi, apoptozun indiiklenmesi, karsinojenik maddenin inaktivasyonu, timor
hiicrelerinin gelisiminin ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin engellenmesi gibi
mekanizmalarla antikarsinojen etki yarattigi bildirilmistir (Abdullaev vd., 2003;
Assimopoulou vd., 2005; Hosseinzadeh vd., 2005,2008; Aung vd., 2007; Luo vd.,
2008; Karimi vd., 2010; Chahar, 2011; Chen ve Chen, 2013; Yao vd., 2014;
Rajendran vd., 2014; Kim vd., 2015; Tanaka vd., 2015; Kawabata vd., 2012). Mersin
ve safran bitkilerinde de bulundugu bildirilen bir flavonoid olan kaempferol ile
yapilan ¢aligmalar bu bilesenin besin yoluyla alindiginda kanser basta olmak tizere,

kronik hastaliklara yakalanma riskini azalttigin1 gostermistir (Chen ve Chen, 2013).
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Bu c¢aligmada yiiriitiilen antigenotoksisite arastirmasinda uygulanan ekstraktlardan
etkisi en yiiksek olanin mersin yaprak, etkisi en diigiik olanin safran iken,
sitotoksisite arastirmasinda safran ekstraktinin en yiiksek etkiye, yaprak ekstraktinin
ise en diisiik etkiye neden oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu sonug; mersin yaprak
ekstraktindaki bilesiklerin antigenotoksik aktivitelerinin sitotoksik aktivitelerinden
daha yiiksek olusu, safran ekstraktindaki bilesiklerin sitotoksik etkilerinin
antigenotoksik etkilerinden daha yiiksek olusu, her iki ekstrakttaki bilesenlerin
antigenotoksisite  arastirmasinda  birlikte  kullanildiklar1  doksorubisin ile
etkilesimlerinin farkli olmasi, antigenotoksisite arastrmasinin canli sistemde
yiriitiilirken, sitotoksisite ¢alismasmin hiicresel olarak yiiriitiillmesi gibi nedenlerden

kaynaklanmis olabilir.

Doksorubisin bircok kanser c¢esidinin tedavisinde oldukca sik kullanilan bir
kemoterapik ilagtir. Bu calismada iilkemizde yetisen ve lretimi yapilan, cesitli
etkileri nedeniyle halk tarafindan kullanilan mersin ve safran bitkilerinin
antikarsinojenik etkilerinin degerlendirilmesi esnasinda doksorubisin ile olan
etkilesimleri de incelenmistir. Calismadan elde edilen verilere gore safran, mersin
meyve ve mersin yaprak ekstraktlarmm kombine uygulamalar sonucunda
doksorubisinin  DLD-1 hiicre hatt1 {izerinde olusturdugu sitotoksik etkiyi
azaltmadigini, bazi1 dozlarda daha da arttirdigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica
ekstraktlarin birlikte uygulandiginda doksorubisinin apoptotik etkisini engellerken,

nekrotik etkisini arttirdig1 saptanmustir.

Daha once yapilan ¢aligmalara paralel olarak bu ¢alisma ile de antigenotoksik ve

kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkileri saptanan safran ve mersin bitkileri
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baharat, gida, cay gibi tiiketim yollarinin yanisira, bu bitkilerden elde edilen
ekstraktlar gida katki maddesi (renklendirme, aroma verme, antioksidan 6zellik
kazandirma vb.) olarak da kullanilabilir. Hazir gidalarin hemen hepsinde bulunan
sentetik gida katki maddelerinin yerine dogal bitki ekstraktlarmm kullanima
sunulmasiyla insanlarda gida kaynakli kimyasallarin viicuda alimi indirgenerek bu
kimyasallarin insanlardaki zararli etkileri azaltilabilir. Gidalarda sentetik gida katki
maddelerine alternatif olarak, antigenotoksik ve antioksidan etkileri olan dogal katki
maddelerinin kullanilmasi ile 6zellikle gen¢ nesilde mutasyon birikimi azaltilabilir,

bu yolla mutasyon kaynakli hastaliklarin ortaya ¢ikisi geciktirilebilir.
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