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ÖZET 

 

CROCUS SATIVUS L. VE MYRTUS COMMUNIS L.  

EKSTRAKTLARININ ANTİGENOTOKSİK VE ANTİKARSİNOJENİK 

ETKİLERİNİN İNCELENMESİ 

 

 

ÖZ, Selda 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Doktora tezi 

Danışman: Prof. Dr. Şükran ÇAKIR ARICA 

Haziran 2016, 157 sayfa 

 

Bu çalışmada safran (Crocus sativus L.) ve mersin (Myrtus communis L.) meyve ve 

yapraklarından elde edilen ekstraktların 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 yöntemleri ile 

incelenmiştir. Pozitif kontrol olarak genotoksik ve karsinojenik etkileri bilinen ve 

birçok kanser hastalığının tedavisinde kullanılan kemoterapik ilaçlardan biri olan 

doksorubisin kullanılmıştır.  

 

İncelenen bitki ekstraktlarının üç farklı dozu (1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) ayrı ayrı 

ve doksorubisin (0,125 mg/ml) ile birlikte flare (flr
3
) ve çoklu kanat kılı (mwh) 

mutant işaret genlerini taşıyan 72 ± 4 saatlik transheterozigot Drosophila 
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melanogaster larvalarına uygulanmış ve etkileri SMART ile değerlendirilmiştir. 

Hücre kültürü çalışmalarında bitki ekstraktlarının 4 farklı dozu (100 µg/ml, 200 

µg/ml, 400 µg/ml, 800 µg/ml) ayrı ayrı ve doksorubisin (10 µM) ile birlikte, DLD-1 

(insan kolon kanseri) hücre hattına uygulanmış, etkileri MTT ve floresan mikroskopi 

yöntemleri ile değerlendirilmiştir.  

 

Bu çalışmadan elde edilen verilere göre safran, mersin meyve ve yaprak 

ekstraktlarının test edilen dozlarda genotoksik etki göstermedikleri, doksorubisinin 

genotoksik etkisine karşı antigenotoksik etki gösterdikleri belirlenmiştir. 

Ekstraktların DLD-1 hücre hattı üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi sonucunda, 

uygulanan dozlarda her üç ekstraktın sitotoksik, mersin meyve ve yaprak 

ekstraklarının nekrotik etki gösterdikleri saptanmıştır. Ekstraktların uygulanan 

dozlarda apoptotik etkiye neden olmadıkları gözlenmiştir. Ayrıca kombine 

uygulamalarda ekstraktların doksorubisinin sitotoksik ve nekrotik etkisini bazı 

dozlarda arttırdığı, apoptotik etkisini ise engellediği gözlenmiştir.  

 

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

antikarsinojenite, SMART, MTT, apoptoz, nekroz 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC AND ANTICARCINOGENIC 

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

 

 

ÖZ, Selda 

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology, Ph. D. Thesis 

Supervisor: Prof. Dr. Şükran ÇAKIR 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 (flr
3
) and 

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

https://www.seslisozluk.net/fluorescent-nedir-ne-demek/
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SMART. In cell culture studies four different doses (100 µg/ml, 200 µg/ml, 400 

µg/ml, 800 µg/ml) of plant extracts were applied separately and combined with 

doxorubicin (10 µM) 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 

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

 

 

Teknoloji ve endüstrinin ilerlemesi ile birlikte değişen yaşam koşulları, beslenme 

alışkanlıklarında da değişikliğe neden olmuş, bu değişikliklerin sonucu olarak 

insanlar doğal hayattan ve doğal besin kaynaklarından gün geçtikçe daha çok 

uzaklaşmışlardır. Son zamanlarda bilgi düzeyinin artması ve kitle iletişim araçlarının 

günümüzde daha yaygın kullanılması ile tüketiciler gıda seçimi konusunda daha 

dikkatli davransalar da günümüzde doğal ürünlere ulaşmak ve tüketmek eskiye 

nazaran daha zor ve pahalıdır. 

 

Günümüzde doğal gıdalara göre tüketimi daha fazla olan hazır gıdalar koruma, raf 

ömrünü uzatma, tüketiciler için çekiciliğini arttırma gibi çeşitli nedenlerden dolayı 

katkı maddeleri ile işlendikten sonra piyasaya sunulmaktadır. Gıda, Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığı’nın Türk Gıda Kodeksi Gıda Katkı Maddeleri 

Yönetmeliği’nde (Anonim, 2014) “besleyici değeri olsun veya olmasın, tek başına 

gıda olarak tüketilmeyen ve gıdanın karakteristik bileşeni olarak kullanılmayan, 

teknolojik bir amaç doğrultusunda üretim, muamele, işleme, hazırlama, ambalajlama, 

taşıma veya depolama aşamalarında gıdaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da 

yan ürünlerinin, doğrudan ya da dolaylı olarak o gıdanın bileşeni olması beklenen 

maddeler” gıda katkı maddesi olarak tanımlanmıştır. Gıdalarda kullanılmakta olan 

katkı maddeleri elde ediliş biçimlerine göre doğal veya sentetik olarak 

nitelendirilmektedirler. Sentetik katkı maddeleri doğal katkı maddelerine göre daha 

kolay elde edilmeleri, daha ucuz olmaları, daha dayanıklı ve daha parlak renkli 
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olmaları gibi nedenlerle üreticiler tarafından tercih edilmektedirler. Bitkiler ve 

bitkilerden elde edilen çeşitli bileşenler gıda sektöründe katkı maddesi olarak 

kullanılmakla beraber çoğu üretici daha ucuz ve kolay elde edilen sentetik katkı 

maddelerinin kullanımını tercih etmektedir. Fakat yapılan çalışmalarla gıdaları 

korumak, renklendirmek, tatlandırmak, aroma vermek gibi amaçlarla eklenen çeşitli 

sentetik gıda katkı maddelerinin sitotoksik, mutajenik, karsinojenik ve genotoksik 

etkilerinin olduğu, böbrek ve karaciğerde fonksiyon bozukluklarına neden oldukları 

bildirilmiştir.  

 

Kurokawa vd. (1986) ratlar ile yürütülen uzun dönemli çalışmanın sonucunda unun 

işlenmesi ve ekmek yapımında kullanılan potasyum bromat’ın karsinojenik etkiye 

neden olduğunu göstermişlerdir. Ahmad vd. (2012) tarafından yapılan araştırmada 

potasyum bromatın böbrekte toksisiteye neden olduğu ve oksidadif stresi indüklediği 

bildirilmiştir. Soffritti vd. (2010) İsveç farelerine prenatal dönemden başlayarak 

ömür boyu aspartam uygulamasının erkek bireylerde hepatoselüler, 

alveolar/bronşiyal karsinoma oluş sıklığını doza bağlı olarak önemli derecede 

arttırdığını saptamışlardır. Tsuda vd. (2001) gıda boyası olarak birçok ülkede 

kullanılan amaranth, allura red ve asid red’in gebe fare dokularındaki (beyin, akciğer, 

karaciğer, böbrek, glandular mide, kolon, idrar kesesi ve embriyo) etkilerini 

incelenmiş, allura red ve amaranth’ın kolonda genotoksisiteye neden olduğu 

sonucuna varmışlardır. Ayrıca amaranth zayıf olmakla birlikte akciğerde de 

genotoksik etkiye neden olmuştur. Aynı çalışmada amaranth, allura red ve new 

coccin’in erkek fareler üzerindeki etkileri de incelenmiş ve bu gıda boyalarının düşük 

dozlarda uygulanmasına rağmen kolonda DNA hasarına neden oldukları 

gözlenmiştir.Ayrıca new coccine’in erkek farelerde kolonla birlikte glandüler mide 
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ve idrar kesesinde de genotoksik etkiye neden olduğu saptanmıştır. Sasaki vd. (2002) 

tarafından yapılan çalışmada renklendirici, koruyucu, renk sabitleyici, antioksidan, 

fungisit ve tatlandırıcı olarak kullanılan 39 farklı gıda katkı maddesinin etkileri 

araştırılmış, başta gıda boyaları olmak üzere antioksidan, fungisit ve tatlandırıcıların 

fare gastrointestinal organlarında genotoksik etkiye neden olduğu gözlenmiştir. İçöz 

vd. (2008) gıda boyası olarak kullanılan eritrosin, rose bengal, pholoxine, allura red 

ve amaranth’ın in vitro ortamda hücre canlılığını önemli derecede azalttıklarını 

göstermişlerdir. Ashida vd. (2000) yaptıkları çalışmada bazı gıda katkı maddeleri ve 

gıda boyalarının sitotoksik etkilerini test etmişlerdir. Bu çalışmada gıda boyaları 

(eritrosin, allura red, new coccine, brilliant blue, tartrazin ve fast green) karışım 

halinde rat karaciğer primer hücre kültürüne uygulandığında hücre canlılığında ve 

glukoneogenez, üreogenez aktivitelerinde azalmaya neden oldukları gözlenmiştir. 

Türkoğlu (2008) tarafından yapılan çalışmada bazı gıda koruyucularının soğan 

(Allium cepa) kök meristem hücreleri üzerindeki genotoksik etkileri incelenmiştir. 

Yapılan incelemelerde sodyum propiyonat, kalsiyum propiyonat ve potasyum 

propiyonatın test edilen dozlarının (1000-3000 ppm) hücre bölünmesini inhibe edici 

etki gösterdikleri, mitotik indeks değerlerinde düşmeye, C-mitoz, anafaz köprüsü, 

yapışkanlık, mikronukleus, çift çekirdekli hücre, kromozom kırıkları gibi kromozom 

anomalilerine neden oldukları gözlenmiştir. Ayrıca test edilen gıda koruyucularının 

çekirdek DNA içeriğinde de azalmaya neden oldukları bildirilmiştir. Gıdaların 

yanısıra ilaçlarla kozmetik ürünlerde de sıklıkla kullanılan sentetik boyalardan 

tartrazin ve karmosin ile ratlarda yürütülen bir çalışmada test edilen boyaların serum 

alanin transaminaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), 

kreatinin ve üre değerlerinde yükselmeye, vücut ağırlığında azalmaya neden 

oldukları görülmüştür (Amin vd., 2010). Yapılan araştırmalada yüksek serum ALT, 
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AST ve ALP değerlerinin karaciğer, böbrek gibi organlardaki hasar ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (Varely vd., 1987; Mekkawy vd., 1998; Amin vd., 2010; Hyder vd., 

2013). Yürütülen başka çalışmalarda tartrazin ve karmosin ile birlikte sunset yellow 

ve brillant blue’nun da ratlarda serum ALT, AST ve ALP değerlerini arttırdığı 

görülmüştür (Aboel-Zahab vd., 1997; Sharma vd., 2009). Serumdaki yüksek üre ve 

kreatinin değerleri bozulmuş böbrek fonksiyonları ile ilişkilendirilmiştir (Amin vd., 

2010). Hasan (2010) tarafından yapılan çalışmada tartrazin ve chocolate brown gıda 

boyalarının DNA hasarına ve kromozom aberasyonlarına neden olduğu bildirilmiştir. 

Bu çalışmada gıda boyaları 50 gün boyunca farklı dozlarda oral yolla albino Wistar 

farelerine uygulanmış sonuç olarak karaciğer ve böbrekte DNA hasarı, kemik iliği 

hücrelerinde poliploidi, halka kromozom, kromatid gap, kromatid kırılması, 

sentromerik atenüasyon ve sentrik füzyon gibi kromozom aberasyonlarının meydana 

geldiği gözlenmiştir. Soares vd. (2015) tarafından yürütülen araştırmada tartrazinin 

insan periferal lenfosit kültüründe sitotoksik etkiye neden olmadığı fakat DNA 

hasarına neden olduğu gözlenmiştir. Peycheva vd. (2014) yaptıkları araştırmada 

çeşitli gıda katkı maddelerinin (sodyum nitrit, kafein, indigo karmin, eritrosin, fast 

green) genotoksik ve sitotoksik etkilerinin olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada 

gıda katkı maddelerinin genotoksik etkileri, maya hücrelerinde ve insan eritrolösemi 

hücre hattında (K 562) Comet testi ile değerlendirilmiş, hem maya, hem de K 562 

hücrelerinde genotoksik etkiye neden oldukları bildirilmiştir. Test edilen gıda katkı 

maddelerinden sodyum nitritin ve kafeinin genotoksik etkisinin yüksek olduğu, gıda 

boyalarının ise orta derecede genotoksik etkiye sahip oldukları belirtilmiştir. Ayrıca 

bu çalışmada gıda katkı maddelerinin maya hücresinde sitotoksik etkileri de 

araştırılmıştır. Test edilen gıda katkı maddeleri arasında en fazla gıda boyalarının 

(özellikle fast green) sitotoksik etkiye neden oldukları gözlenmiştir. Fast green ve 
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indigo karmin boyalarının sitotoksik etkilerinin yüksek olması yapılarında DNA’da 

hasara neden olan aromatik halkaların bulunması ile açıklanmıştır. Dwivedi ve 

Kumar (2015), gıda sektöründe sıklıkla kullanılan gıda boyalarından biri olan sunset 

yellow’ un genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip olduğunu göstermişlerdir. Bu 

çalışmada sunset yellow Brassica campestris L. bitkisinin kök hücrelerine 

uygulandığında doza bağlı olarak mitotik indeks değerinin düştüğü ve çeşitli 

kromozomal anormallikleri (yapışkanlık, mikronukleus oluşumu, erken kromozom 

yoğuşması, kromatin köprüsü) meydana geldiği görülmüştür. Basu ve Kumar (2015) 

tarafından yapılan çalışmada azo grubundan bir gıda boyası olan amaranth’ın 

hemoglobine bağlanarak bu proteinin yapısını değiştirdiği gösterilmiştir.  

 

Yapılan başka çalışmalarla da mutajenik, karsinojenik, sitotoksik, genotoksik etkileri 

belirlenen sentetik gıda katkı maddelerini içeren hazır gıdaların günümüzde tüketimi 

giderek artmaktadır. Sentetik gıda katkı maddeleri hazır gıdaların hemen her 

çeşidinde kullanıldıklarından vücuda alınan miktarları, muhtemelen günlük alımına 

izin verilen miktarları (ADI) aşmaktadır. Yapılan araştırmalarda sağlık için birçok 

olumsuz etkiye neden oldukları saptanan sentetik gıda katkı maddelerinin vücuda 

alınan miktarlarının azaltılması, alternatif olarak doğal kaynaklardan elde edilen 

katkı maddelerinin kullanımı ile mümkün olabilir.  

 

Bitki ve/veya bitkisel bileşenler gıda sektöründe renklendirme (E100 kurkumin, 

E162 betanin, E163 antosiyaninler), aroma verme (E297 fumarik asit), tatlandırma 

(E420 sorbitol) koruma (E210 benzoik asit, E261 potasyum asetat), antioksidan 

(E300 askorbik asit, E302 kalsiyum askorbat, E306 tokoferoller) kıvam verme (E410 

keçi boynuzu zamkı, E412 guar zamkı, E440 pektin) gibi amaçlarla gıda katkı 

http://www.hindawi.com/32915783/
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maddesi olarak kullanılmaktadır (Anonim, 2015b). Bitkilerden elde edilen gıda katkı 

maddeleri sentetik gıda katkı maddeleri tarafından oluşturulan olumsuzluklara neden 

olmadıkları gibi içerdikleri bileşenlerin insan sağlığı için olumlu etkileri 

bulunmaktadır. Çeşitli bitkiler ve bitkilerden elde edilen bileşenlerle (flavonoid, 

antosiyanin, karotenoid, likopen, ksantofil, fenolik bileşik, yağ asiti vb.) yapılan 

çalışmalar bu bitkilerin ve bileşenlerin antikarsinojenik (Dai vd., 2009), antitümöral 

(Abdullaev vd., 2003), antigenotoksik (Abdullaev vd., 2003; Dias vd., 2009), 

antimikrobiyal (Maqsood vd., 2013; Ermis vd., 2015), antienflamatuar (Comalada 

vd., 2005; Lanzilli vd., 2012), antioksidan (Montoro vd., 2006; Dias vd., 2009; 

Maqsood vd., 2013), antiotofajik ve antiapoptotik (Büyüklü vd., 2015) etki gibi 

özelliklere sahip oldukları saptanmıştır.  

 

Bitkisel ekstraksiyon içeren gıdalar bitki ekstraksiyonu içinde bulunan ve insan 

sağlığı için olumlu etkileri olduğu bilinen flavonoid, karotenoid, fenolik bileşikler, 

yağ asitleri gibi bileşenler sayesinde fonksiyonel gıda haline getirilebilirler. 

Gıdalarda doğal katkı maddelerinin kullanımı ile olumsuz etkileri bilinen sentetik 

katkı maddelerinin vücuda alımı önleneceği gibi, insanların günlük hayatta 

karşılaştıkları çeşitli genotoksinlere karşı doğal katkı maddelerinin sahip oldukları 

potansiyelden de yararlanılabilir. 

 

Günümüzde içerdikleri bileşenler ve bu bileşenlerin sağlık üzerindeki olumlu etkileri 

yapılan araştırmalarla ortaya çıkarılan bitkilerin iyileştirici etkileri uzun zaman önce 

keşfedilmiş ve çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanımlarına başlanmıştır (Agarwal 

vd., 2012; Umadevi vd., 2013; Hamedi vd., 2013). Salix L. (söğüt) ağacının kabuk ve 

yapraklarında elde edilen ekstraktların binlerce yıl önce doğum ağrısı, romatizma, 
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ülser ve yaraların tedavisi, diyare gibi birçok hastalığın tedavisinde kullanılmaya 

başlandığı bilinmektedir. Günümüzde söğüt ağacı kabuğundan elde edilen salisilatlar 

başta aspirin® olmak üzere birçok ilacın etken maddesi olarak kullanılmaktadır 

(Rainsford, 2004). Taraxacum officinale (karahindiba) bitkisinin yüzyıllardır laksatif 

ve diüretik olduğu bilinmekte ayrıca safra ve karaciğer rahatsızlıkları için de 

kullanılmaktadır (Elumalai ve Eswariah, 2012). Munari vd. (2014) yaptıkları 

çalışmada spazm giderici, şeker ve kolesterol düşürücü gibi özellikleri nedeniyle 

Brezilya’da alternatif tıpta kullanılan bir bitki olan Solanum lycocarpum bitkisinin 

meyvesinden elde edilen glikoalkoloidik ekstraktın antigenotoksik ve 

antikarsinojenik etkilerinin olduğu bildirilmişlerdir. Ekstraktın antikarsinojen 

etkisinin içeriğinde bulunan solamarjin ve solasonin glikoalkoloidlerinden 

kaynaklanabileceği bildirilmiştir. Daha önce yapılan çalışmalarda glikoalkoloidlerin 

birçok farklı kanser hücresi üzerinde inhibe edici etkiye sahip oldukları belirlenmiştir 

(Li vd., 2011; Ding vd., 2012; Munari vd., 2013). He vd. (2012) Tibette hepatit 

tedavisinde alternatif olarak kullanılan Meconopsis quintuplinervia bitkisinin 

etanolik ekstraktı ile yaptıkları çalışmada ekstraktın güçlü antioksidan özellikte 

olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmada kullanılan ekstrakt farelerde karbon tetraklorid 

uygulaması sonucu düşen katalaz ve glutatyon antioksidan enzimlerinin düzeylerinde 

önemli derecede artış sağlamıştır. Guterres vd. (2015) yaptıkları çalışmada 

antifungal, antidiyabetik, antiviral vb. özellikleri nedeniyle alternatif tıpta yaygın 

olarak kullanılan Momordica charantia bitkisinin meyvelerinden elde edilen 

ekstraktın Drosophila melanogaster’de SMART ile antigenotoksik özelliğinin 

olduğunu göstermişlerdir. Paraguay ve Urugay’da yerliler tarafından çok eski 

zamanlardan beri tatlandırıcı olarak kullanılan Stevia rebaudiana bitkisinin diyabetik 

ratlarda kandaki glikoz düzeyini önemli ölçüde azalttığı görülmüştür (Misra vd., 
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2011). Ayrıca Stevia rebaudiana bitkisinin antimikrobiyal (Jayaraman vd., 2008 ), 

antifungal (Silva vd., 2008), antitümör (Jayaraman vd., 2008), antirotavirüs 

(Takahashi vd., 2001; Kedik vd., 2009) aktiviteye sahip olduğu bildirilmiştir (Misra 

vd., 2011). Tıbbi amaçlı kullanılan bir diğer bitki, Foeniculum vulgare (rezene) ile 

yapılan bir çalışmada (Amkiss vd., 2013) bitkinin antigenotoksik özellik taşıdığı 

bildirilmiştir. Çalışmada bitkiden elde edilen ekstraktın Drosophila melanogaster’de 

yapılan SMART’inde metal metanosülfatın genotoksik etkisini engellediği 

gösterilmiştir. Rezene bitkisinin antigenotoksik özelliğinin içerdiği trans-anetol, 

estragol, fenkon, seskiterpenoid, kumarin bileşiklerinden kaynaklanabileceği, ayrıca 

rezene ekstraktının fenolik bileşenlerce (3-kafeoil kinik asit, 4-kafeoil kinik asit, 1.5-

O-di kafeoil kinik asit, rosmarinik asit, eriyodiktiyol-7-O-rutinozit, kuersetin-3-O-

galaktozid, kaempferol -3-O-rutinozid ve kaempferol -3- O-glukozid) zengin olduğu 

bildirilmiştir. 

 

Günümüzde modern tedavi teknikleri oldukça gelişmiş olmasına rağmen 

hastalıkların tedavisinde ve koruyucu tıpta bitkilerin kullanımı giderek artmaktadır. 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre dünya nüfusunun % 80’i bitkisel tedavi 

yöntemlerini kullanmaktadır (Safarzadeh vd., 2014). Dünya genelinde en çok 

görülen hastalıklar arasında yer alan kanser hastalığının tedavisinde de bitkilerin 

kullanımı gün geçtikçe artmaktadır. Modern kanser tedavisinde uygulanan 

kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yöntemler her zaman etkili sonuç 

vermeyebilmekte, kemoterapi ve radyoterapi yöntemlerinde kanser hücreleri zamanla 

tedaviye dirençli hale gelebilmektedirler (Safarzadeh vd., 2014). Ayrıca bitkisel 

tedavinin modern tedavi yöntemlerine göre daha ucuz olması, daha kolay 
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uygulanabilmesi, yan etkisinin daha az olması gibi avantajları vardır (Prema vd., 

2011; Murray, 2013). 

 

Kanser tedavisinde kullanılan tıbbi bitkilerin antikanser aktivitelerinin oluşumunda 

içerdikleri antioksidan bileşenlerin büyük rolü olduğu düşünülmektedir (Agarwal 

vd., 2012). Yapılan birçok çalışmada yüksek oksidadif stres yada düşük antioksidan 

enzim aktivitesi ile kanser arasında ilişki olduğu (Kasapović vd., 2008; Arsova-

Sarafinovska vd., 2009; Gecit vd., 2012), gıdalarla ve takviye olarak günlük 

antioksidan alımının çeşitli kanser türlerine (meme, kolon, pankreas) yakalanma 

riskini azalttığı görülmüştür (Han vd., 2013; La Vecchia vd., 2013; Pantavos vd., 

2015; Rossi vd., 2016). Anand vd. (2008) kolorektal kanser hastalığında beslenme ile 

ölüm oranı arasındaki ilişkinin % 70’ e kadar çıkabildiğini rapor etmişlerdir. Tıbbi 

bitkilerin bünyelerinde antikanser bileşikler bulundurmalarının yanısıra immun 

sistemi destekleyip vücudun hastalıklara karşı dirençli olmasını sağlayarak, 

geleneksel tedavi yöntemlerinin yan etkilerini önleyerek ya da azaltarak, besinsel ve 

fizyolojik destek sağlayarak kanserin tedavisinde ve önlenmesinde etkili oldukları 

düşünülmektedir (Bolhassani, 2014).  

 

Çeşitli bitkiler ve bitki bileşenlerinin pek çok çalışma ile olumlu etkileri gösterilmiş 

olmakla birlikte, bu bitkiler ve bileşenler tek başlarına gösterdikleri olumlu etkiyi 

vücuda alınan diğer bazı maddelerle (ilaç, gıda gibi) etkileşime girdiklerinde 

göstermeyebilmekte ya da bazı istenmeyen etkilere neden olabilmektedirler. Bu 

nedenle özellikle kanser gibi bağışıklık sisteminin çok zayıfladığı ve tedavisinde 

güçlü yan etkileri olan ilaçların kullanıldığı hastalıklarda tıbbi bitkiler tedavi amaçlı 

kullanılmadan önce test edilmelidirler. 
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1.1. Crocus sativus L. ile İlgili Genel Bilgiler 

 

Crocus sativus L. (safran) birçok Asya ve Akdeniz ülkesinde yetiştirilen Iridaceae 

familyasından çok yıllık bir bitkidir (Fernández ve Pandalai, 2004; Khazdair vd., 

2015). Bitkinin mavi-mor renkteki çiçeğinin stigma ve stilus kısımları baharat olarak 

kullanılmakta ve safran olarak adlandırılmaktadır. (Melnyk vd., 2010). Safranın eski 

çağlardan beri antidepresan, sedatif, anodin, dekonjestan, antispazmodik, diyaforetik, 

ekspektoran özellikleri nedeniyle bitkisel tedavide kullanıldığı bilinmektedir 

(Abdullaev ve Espinosa-Aguirre, 2004). Tedavi amaçlı kullanımının yanı sıra safran 

baharat olarak, gıdalara renk ve aroma verme amacıyla da kullanılmaktadır 

(Bolhassani vd., 2014). 

 

Yapılan çalışmalarda safranın antosiyanin, karotenoid (krosin, krosetin, α-karoten, β-

karoten, likopen, zeaksantin vb.) monoterpen aldehid (safranal, pikrokrosin vb.), 

izoforon, flavonoid (kaempferol, taxifolin, naringenin) bileşenlerini içerdiği tespit 

edilmiştir (Barreira vd., 2014; Gismondi vd., 2012; Karimi, 2010; Goli vd., 2012; 

Montoro vd., 2008; Escribano vd., 1996; Melnyk vd., 2010; Bathaie ve Mousavi, 

2010; Fernández ve Pandalai, 2004; Champalab vd., 2011; Hosseinzadeh ve Nassiri-

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

 

Safran ekstraktı ve bileşenleri ile yapılmış olan çalışmalar 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 vd., 2004), 

nöroprotektif (Rao vd., 2016), obeziteyi önleyici (Mashmoul vd., 2014), karaciğeri 

koruyucu (Omidi vd., 2014) özellikler taşıdıklarını göstermiştir.  

 

Hosseinzadeh vd. (2008) safran ekstraktı ve krosinin farenin çeşitli organlarında 

(akciğer, karaciğer, böbrek, dalak) metil methanosülfat (MMS) ile oluşturulmuş 

DNA hasarı üzerindeki etkisi incelemiş ve koruyucu etki gösterdiklerini 

bildirilmişlerdir. Premkumar vd. (2003) tarafından yapılan araştırmada safran 

ekstraktının, Swiss albino farelerinde, sisplatin (CIS), siklofosfamid (CPH), 

mitomisin-C (MMC) ve ürethan (URE)’nın genotoksik etkisine karşı antigenotoksik 

etki gösterdiği bildirilmiştir.  

 

Sadeghnia vd. (2013) safran bileşenlerinden safranalın, ratlarda kinolinik asit 

uygulaması ile beynin hipokampüs bölgesinde meydana gelen oksidadif hasarı 

engellediğini göstermişlerdir. Kinolinik asitin birçok nörodejeneratif hastalığın 

oluşumu ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Safranın ana bileşenlerinden biri olan 

safranalın kinolinik aside karşı gösterdiği etki safranın nörodejeneratif hastalıkların 

önlenmesinde ve tedavisinde kullanım potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir. 

Hosseinzadeh vd. (2005) safran ekstraktının ve aktif bileşeni olan krosinin, ratlarda 

iskemi-reperfüzyon hasarı (IRI) sonrasında oluşan oksidadif stresi önlemede etkili 

olabileceğini bildirmişlerdir. Assimopoulou vd. (2005) safran ekstraktı ile krosin ve 

safranal bileşenlerinin yüksek derecede antioksidan özellik gösterdiklerini 
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bildirmişlerdir. Karimi vd. (2010) farklı çözücüler kullanılarak elde ettikleri safran 

ekstraktlarında bulunan fenolik bileşenlerin ve flavonoidlerin etkilerini incelemişler, 

ekstraktların antioksidan etkiye sahip olduklarını göstermişlerdir. 

 

Samarghandian vd. (2013) safran ekstraktının akciğer kanseri hücre hattı (A549) 

üzerinde antikarsinojen etkiye neden olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada safranın 

hücre çoğalmasını engelleyerek ve kaspaz bağımlı yolaklar aracılığıyla apoptozu 

indükleyerek antikarsinojen etki yaratmış olabileceği saptanmıştır. Malaekeh-

Nikouei vd. (2013) safranın ana bileşenlerinden biri olan safranalın kanser hücre 

hatlarında (HeLa, MCF-7) antitümör etki gösterdiğini bildirilmişlerdir. Bu çalışmada 

safranal direkt ve lipozom kapsüller aracılığıyla uygulanmış, lipozomal uygulamada 

safranalın antitümör etkinliğinin arttığı görülmüştür. Nair vd. (1991) safran 

ekstraktının, intraperitoneal transplantasyonla Sarkoma 180 (S-180), Ehrlich asit 

tümörü (EAC) ve Dalton lenfoma (DLA asit) tümörleri nakledilen edilen farelerde 

antitümöral etkiye neden olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca ekstrakt in vitro ortamda 

P38B, S-180, EAC ve DLA tümör hücrelerine karşı sitotoksik etki göstermiştir. 

Abdullaev (1994) safrandan izole edilen krosetinin insan malign hücre hatlarında 

(HeLa, A549 ve VA13) doza bağlı olarak nükleik asit ve protein sentezini 

engellediğini göstermiştir. Escribano vd. (1996) krosin, pikrokrosin ve safranalın 

HeLa hücreleri üzerinde sitotoksik etki gösterdiğini bildirilmişlerdir. Abdullaev vd. 

(2003) safran ekstraktının normal (CCD-18Lu) ve üç farklı malign insan hücre hattı 

(HeLa, A-204 ve HepG2) üzerindeki etkilerini in vitro koloni formasyonu testi ile 

incelenmiş, safran ekstraktının normal hücrelere etki etmezken, en fazla A-204 

olmak üzere malign hücrelere karşı doza bağlı sitotoksik etki gösterdiğini 

bildirilmişlerdir. Bu çalışmada ayrıca safranın farklı bileşenlerinin HeLa hücre hattı 
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üzerindeki etkisi incelenmiş, karotenoidlerin tümör hücrelerinin gelişimini önlediği 

görülmüştür. Aynı çalışmada yapılan Ames testi ile safranın, Salmonella 

typhimurium’un TA98 suşunda benzo (a) piren (BP) ile indüklenen genotoksisite 

üzerinde önemli bir etkisi olmadığı kaydedilmiştir. Magesh vd. (2007) BP etkisi ile 

akciğer kanseri oluşturulan İsveç albino farelerinde krosetinin, ksenobiyotik enzimler 

ve glutatyon metabolize eden enzimler üzerindeki etkisi araştırmış, krosetinin BP 

kaynaklı akciğer kanserine karşı koruyucu etki gösterdiği sonucuna varmışlardır. Das 

vd. (2004) safran ekstraktının dişi Swiss albino farelerde cilt kanseri üzerindeki 

etkilerini araştırdıkları çalışmada safran ekstraktının cilt kanserinin 2. evresindeki 

farelerde kanser oluşumunu azaltıcı etki gösterdiğini bildirmişlerdir. Çalışmada 

yapılan biyokimyasal analizlerde safran uygulamasına bağlı olarak glutatyon-S-

transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve süperoksit dismutaz 

(SOD) detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesinin arttığı belirlenmiştir. Tümör 

oluşumunun azalması Faz 2 detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesinin artması 

sonucu lipid peroksidasyonun azalması ile açıklanmıştır. Tanaka vd. (2015) 18 hafta 

boyunca azoksimetan ve dekstran sodyum sülfat verilerek kolorektal lezyon 

oluşturulan farelerde krosin uygulaması ile inflasyon ve tümör oluşum sıklığının 

önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. 

 

Omidi vd. (2014) safran petal ekstraktının Wistar ratlarında karaciğer koruyucu 

özellik gösterdiğini bildirmişlerdir. Wistar ratlarda asetaminofen uygulaması sonucu 

yükselen alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz ve bilirubin seviyelerinde 

safran petal ekstraktının uygulanması ile artış olduğunu, ayrıca asetominofen 

uygulaması sonucu meydana gelen toplam protein ve albumin seviyelerinin de 

ekstraktın uygulanması ile yükseldiğini belirtmişlerdir.  
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Ayrıca safran ekstraktı ve krosin ile yapılan diğer araştırmalarda obeziteyi önleyici 

ve nöroprotektif etkiler de gösterdikleri bildirilmiştir (Mashmoul vd., 2014; Rao vd., 

2016). 

 

 

1.2. Myrtus communis L. ile İlgili Genel Bilgiler  

 

Myrtus communis L. (mersin), Myrtaceae familyasından, Türkiye’nin de dahil 

olduğu birçok Akdeniz ülkesinde endemik olarak yetişen, yaz kış yeşil, çalı 

formunda bir bitkidir (Mendes vd., 2001; Ghnaya vd., 2013). Mersin bitkisinin eski 

zamanlardan beri diyare, peptik ülser, hemoroid, inflamasyon, akciğer ve deri 

hastalalıklarının tedavisinde kullanıldığı bilinmektedir (Alipour vd., 2014).  

 

Yapılan çalışmalarda mersin meyvelerinin tartarik, malik ve sitrik asit, kalsiyum, 

potasyum, fosfor, magnezyum ve sodyum mineralleri (Hacıseferoğulları 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 

bileşikler (Piras vd., 2009; Şan vd., 2015) bakımından zengin olduğu, yapraklarının 

tanen (gallotanen), flavonoid (kuersetin, kateşin, mirisetin, kaempferol) ve uçucu yağ 

(mirtenil asetat,1,8 sineol, α-pinen) içerdiği tespit edilmiştir (Amensour vd., 2010; 

Cherrat vd., 2014; Romani vd., 1999; Wannes vd., 2010; Sumbul vd., 2011). 
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Mersin ekstraktları ve bileşenleri ile yapılmış çalışmalar antigenotoksik (Hayder vd., 

2003; Hayder vd., 2004; Hayder vd., 2008a; Hayder, 2008b; Ines vd., 2012; Mimica-

Dukić 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-Dukić 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) 

özelliklere sahip olduklarını göstermiştir. 

 

Hayder vd. (2003, 2004, 2008a) tarafından yapılan çalışmalarda mersin yaprak 

ekstraktının Salmonella typhimurium’un TA100, TA98 ve TA1535 suşlarında 

aflatoksin B1 ve sodyum azidin, Escherichia coli’nin PQ37 suşunda aflatoksin B1 ve 

nifuroksazidin genotoksik etkisine karşı antigenotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir. 

Ayrıca mersin yaprak ekstraktının 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini 

yakalayıcı (antioksidan) etkisi olduğu da gösterilmiştir (Hayder vd., 2004). Bir başka 

çalışmada (Hayder vd., 2008b) mersin yaprak ekstraktından izole edilen mirisetin- 3-

o-galaktozid ve mirisetin- 3-o- ramnozid bileşiklerinin antioksidan ve antigenotoksik 

etkileri araştırılmış, yapılan uygulamalarda bu bileşiklerin ksantin oksidaz 

aktivitesini ve lipid peroksidasyonu önledikleri, 1,1 -difenil-2-pikrilhidrazil serbest 

radikalini etkisiz hale getirdikleri görülmüştür. Bu çalışmada yapılan SOS kromotest 

ve Comet testi uygulamaları ile de bileşiklerin aflatoksin B1 ve nifuroksazidin 

genotoksik etkisini engelledikleri gösterilmiştir. Ines vd. (2012) mersin yaprağında 

bulunan bileşiklerden 3,5-O-di-galloilkuinik asidin (DGQA), K562 (kronik miyeloid 

lösemi) hücre hattında H2O2 ile indüklenen lipid peroksidasyonunu ve 
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genotoksisiteyi engelleyerek antioksidan ve antigenotoksik özellik gösterdiklerini 

kaydetmişlerdir. Yapılan bir diğer çalışmada mersin ekstraktının doksorubisinin 

erkek albino farelerin sperm hücreleri üzerinde neden olduğu genotoksik etkiyi 

önlediği gösterilmiştir (Khalil vd., 2015).  

 

Wannes vd. (2010) mersin bitkisinden elde edilen esansiyel yağlarla, bitkinin yaprak, 

kök ve çiçek kısımlarından elde edilen ekstraktların, Montoro vd. (2006) mersin 

meyve ekstraktının antioksidan özellik gösterdiğini kaydetmişlerdir. Mimica-Dukić 

vd. (2010) tarafından yapılan çalışmada da mersin bitkisinden elde edilen esansiyel 

yağların DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalini yakalayıcı özellikte olduğu 

kaydedilmiştir. Aynı çalışmada esansiyel yağların antimutajenik etkileri de 

gözlenmiştir. Jabri vd. (2015) mersin meyve ekstraktının asetik asitle indüklenen 

lipid peroksidasyonunu ve süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon 

peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin düzeyindeki azalmayı engelleyerek 

kolon üzerinde koruyucu etki oluşturduğunu bildirmişlerdir.  

 

Habibzadeh vd. (2014) yürütükleri araştırmada mersin ekstraktının MCF-7 ve HeLa 

hücreleri üzerinde sitotoksik etkileri olduğunu belirlemişlerdir. Bu çalışmada mersin 

ekstraktı 72 saat süreyle HeLa ve MCF-7 hücrelerine uygulanmış, HeLa hücrelerinde 

1.25, 0.312 ve 0.156 mg/ml dozlarında, MCF-7 hücrelerinde 2.5, 1.25, 0.312 ve 

0.625 mg/ml dozlarında gelişimi etkili olarak durdurduğu saptanmıştır. HeLa 

hücrelerinde 0.625 mg/ml, MCF-7 hücrelerinde 1.25 mg/ml gelişimi durduran en 

etkili doz olarak kaydedilmiştir. Mersin ekstraktı bu dozlarda HeLa ve MCF-7 

hücrelerinin gelişimini sırasıyla % 82.33 ve % 70.64 oranlarında durdurucu etki 

göstermiştir. 
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Mersin yaprağında bulunan mirtukomulon ile yapılmış çok sayıda çalışmada bu 

bileşenin antioksidan, antienflamatuar özellikler taşıdığı, kanser hücreleri üzerinde 

sitotoksik ve apoptotik etkilere neden olduğu saptanmıştır (Blaesius, 2009; Rossi vd., 

2009; Rosa vd., 2003; Tretiakova vd., 2008; Izgi vd., 2015). Tretiakova vd. (2008) 

tarafından yapılan araştırmada mirtukomulonun kolon kanseri (DLD-1), prostat 

kanseri (PC-3, LNCaP), rabdomyosarkoma (KFR), lösemi (JURKAT, HL-60, 

MM6), lenfoma (H9) gibi farklı kanser grubuna ait hücre hatları üzerinde sitotoksik 

ve apoptotik etkileri olduğu gösterilmiştir. Rosa vd., (2003) mirtukomulonun yanısıra 

semimirtukomulon bileşeninin de güçlü antioksidan özelliğe sahip olduğunu 

göstermişlerdir. Bu çalışmada mirtukomulon ve semimirtukomulon bileşenlerinin 

FeCl3, TBH ve EDTA aracılı oksidasyonu ve ferriknitrilotriasetat tarafından 

indüklenen lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri bildirilmiştir. Izgi vd. (2015) 

mirtukomulonun fare göğüs kanseri hücre hattı (4T1) üzerinde sitotoksik ve 

apoptotik etkisi olduğunu bildirmişlerdir. Blaesius (2009) tarafından yapılan 

araştırmada da mirtukomulonun güçlü antienflamuar etki gösterdiği rapor edilmiştir. 

Bu çalışmada ayrıca mirtukomulonun K562 (kronik miyeloid lösemi) ve HL60 

(insan promiyositik lösemi) hücre hatlarında apoptozu indüklediği gösterilmiştir. 

Mirtukomulon apoptotik etki mekanizmaları incelendiğinde kaspaz ve PARP klivajı, 

DNA fragmentasyonu, mitokondri membran potansiyelinde kayıp ve sitokrom c 

salınımı ile apoptotik etkiye neden olduğu saptanmıştır.  

 

Nassar vd. (2010) mersin yapraklarından izole edilen mirisetin 3-O-β-glikopiranosid, 

mirisetin 3-O-α-ramnopironosid ve gallik asit bileşiklerinin önemli derecede 

antihiperglisemik, antienflamatuar ve antinosiseptif özellik gösterdiklerini rapor 

etmişlerdir.  
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1.3. Doksorubisin  

 

Doksorubisin (14-hidroksi daunomisin, Adriamisin)’in öncül maddesi olan 

daunomisin (daunorubisin) 1960’lı yıllarda Streptomyces peucetius adlı bakteriden 

elde edilmiştir. Daha sonra bu bakterinin mutant ırkı olan Streptomyces peucetius 

var. caesius’dan elde edilen doksorubisin, daunorubisinden farklı olarak 14. 

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

 

Doksorubisin Hodgkin lenfoma, idrar kesesi, meme, mide, akciğer, yumurtalık ve 

tiroid kanseri, yumuşak doku sarkomu, multiple miyelom gibi birçok kanser türüne 

karşı etkili bir kemoterapik ilaçtır (Malla vd., 2010). Bu ilacın antitümoral etkisinin 

oluşumunda kullanımı sonucu hücre içinde açığa çıkan serbest radikallerin önemli 

olduğu düşünülmektedir (Keizer vd., 1990). Doksorubisinin neden olduğu redoks 

reaksiyonları sonucunda meydana gelen serbest radikaller hücre DNA’sının ve 

hücredeki diğer makromoleküllerin zarar görmesine neden olur ayrıca doksorubisine 

bağlı olarak Ca
+2

 dengesinin bozulması da hücre ölümüne katkıda bulunmaktadır 

(Kozluca, 1996). Diğer bir mekanizma doksorubisinin baz çiftleri arasına girerek 

DNA’ya bağlanmasıdır. Bu durum genetik materyalin yapısal olarak bozulmasına ve 

RNA sentezinin engellenmesine neden olur (Yang vd., 2014). Bunların yanısıra 

doksorubusinin, DNA polimeraz aktivitesinin engellenmesi yoluyla DNA sentezinin 

durdurulması (Goodman vd., 1974; Zunino vd., 1975; Goodman ve Lee, 1977), 

topoizomeraz aktivitesinin engellenmesi ile DNA kırıklarına yol açma gibi 

mekanizmalarla da hücrede sitotoksisite ve genotoksisiteye neden olduğu 
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bilinmektedir. Doksorubisin diğer birçok genotoksik ajan gibi p53-DNA 

bağlanmasını aktive eder.  

 

Doksorubisin geniş çapta kullanılan bir kemoterapötik ilaç olmakla birlikte 

genotoksik ve karsinojenik etkilere sahip olduğu bilinmektedir (Minotti vd., 2004). 

Doksorubisinin etki mekanizması kanserli hücreleri olduğu kadar sağlıklı hücreleri 

de etkileyebilmektedir (Antunes vd., 2007; Fragiorge vd., 2007; Valadares vd., 

2008). Genotoksisiteye neden olan diğer etkenler gibi doksorubisinin neden olduğu 

DNA hasarları hücre tarafından onarılmazsa mutasyon oluşumu gerçekleşebilir 

(Islaih vd., 2005).  

 

 

1.4. Genotoksisite ve Karsinojenite 

 

Genotoksisite, gen ve kromozomların yapı ve sayısında toksik maddelerin etkisiyle 

meydana gelen değişiklikleri ifade eden bir terimdir. Organizmanın maruz kaldığı iç 

(reaktif oksijen türleri, alkilleyici ajanlar vb.) ve dış (viral, kimyasal ve fiziksel) 

etkenler, yapısal ve sayısal olarak, kromozomlarda (delesyon, duplikasyon, 

inversiyon, translokasyon, öploidi, anöploidi) ya da genlerde (transisyon, 

transversiyon, çerçeve kayması) değişikliklere neden olmaktadır. Genotoksik 

maddeler direkt olarak gen veya kromozoma etki edebilecekleri gibi DNA 

replikasyonu, hücre bölünmesi, DNA tamiri, hücre içi sinyal iletiminde rol oynayan 

proteinlerin ve enzimlerin yapısında değişikliğe neden olarak indirekt yollarla da 

genotoksisiteye neden olabilirler (Doak vd., 2012). İnsanlar günlük hayatta birçok 
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yolla (besinler, radyasyon, UV, kimyasallar vb.) genotoksik etkenlere maruz 

kalmaktadır. İnsan vücudu genetik materyal üzerinde meydana gelen mutasyonları 

onarmak için çeşitli mekanizmalara (baz ve nükleotid kesip çıkarma, hata okuma, 

SOS, fotoreaktivasyon, yanlış eşleşme vs.) sahiptir fakat bu mekanizmalarda zaman 

zaman aksaklıklar olabilir, mutasyonlar tamamen onarılamayabilir. Genetik 

materyalde onarılamayan mutasyonların birikimi ise kanser gelişimine neden olabilir. 

Bu nedenle organizmada genotoksik etkiye neden olan bir maddenin karsinojen 

etkiye de neden olması beklenebilir. 

 

Günümüzde birçok faktörün etkisi ile oluştuğu bilinen kanserin oluşumunda reaktif 

oksijen türleri (ROS)’nin önemli etkisi olduğu kabul edilmektedir. Serbest radikaller 

ve serbest olmayan radikaller olarak gruplandırılan (Halliwell, 2006) ROS, oksijenli 

solunum yapan canlılarda normal metabolik olayların sonucu olarak oluşmalarının 

yanısıra organizmanın ksenobiyotik, sitokin, bakteriyal invazyona (Ray vd., 2012) 

maruz kalması sonucu meydana gelen bileşiklerdir. ROS, düşük miktarda organizma 

için gerekli ve yararlı iken, yüksek miktarda bulunduklarında canlı için tehlike 

oluşturmaktadırlar (Valko vd., 2006). Hücre içindeki ROS’nin infeksiyon ajanlarına 

karşı hücresel cevabın oluşmasında (Valko vd., 2006), hücre sinyal yolaklarının 

düzenlenmesinde, fizyolojik ve biyosentetik süreçlerde (Brieger vd., 2012), hücre 

fonksiyonlarının düzenlenmesinde (Thannickal ve Fanburg, 2000) önemli rolü 

olduğu bilinmektedir. Schaar vd. (2015) tarafından yapılan çalışmada düşük 

miktardaki ROS’nin canlının ömür uzunluğu üzerinde olumlu etkisi olduğu 

bildirilmiştir. 
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Kanser hücrelerinin metabolizması normal hücrelere göre daha hızlı olduğundan 

üretilen ROS miktarı da daha fazladır. Bunun sonucu olarak kanser hücrelerinde 

yüksek oranda açığa çıkan ROS’nin hücreye zarar vermesinin önlenmesi için yüksek 

antioksidan aktivite meydana gelir (Schieber ve Chandel, 2014). Artan antioksidan 

aktivite sonucu ROS’nin miktarı hücrenin ihtiyacı olduğu düzeye kadar azaltılabilse 

de canlılığı devam eden kanser hücresinde üretimi devam eden ROS’lerinin etkisi ile 

mutasyon oluşumu devam edebilir ve tümör oluşumu meydana gelebilir (Cairns vd., 

2011). 

 

ROS hücre içinde enzimatik (süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz vb.) 

ya da enzimatik olmayan (glutatyon, flavonoidler, karotenoidler, tiyoller vb.) yollarla 

antioksidanlar tarafından yıkılır, böylece ROS’nin canlı için zararlı etkileri önlenir 

(Valko vd., 2006). Vücuttaki ROS miktarı arttığında ya da antioksidan maddelerin 

miktarı azaldığında, ROS ile antioksidan maddeler arasındaki dengenin bozulması 

sonucu vücutta oksidadif stress meydana gelir (Ray vd., 2012). Oksidadif stres 

canlının yapısındaki DNA, RNA, lipid, protein gibi moleküllerin yapı ve işlevlerinin 

bozulmasına neden olmaktadır (Dizdaroğlu, 1991; Dizdaroğlu, 1992; Rodriguez vd., 

1999; Cabiscol vd., 2000; Halliwell ve Gutteridge, 2015). Canlıdaki 

makromoleküllerin yapı ve işlevlerindeki bozukluklar ise kanser, diyabet, 

arteroskleroz ve nörodejeneratif hastalıkların ortaya çıkması ile sonuçlanabilmektedir 

(Ray vd., 2012). Oksidadif stress yaşlanmanın da önemli bir etkeni olarak kabul 

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

 

Bugüne kadar çeşitli fiziksel maddelerin (ışın, ısı, sıcaklık), kimyasalların, ilaçların, 

gıda katkı maddelerinin, kozmetiklerin genotoksik ve karsinojenik etkilerini 
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belirlemek amacıyla farklı test sistemleri geliştirilmiş ve uygulanmıştır. Bu test 

sistemlerinin herbirinin diğerlerine göre avantaj ve dezavantajları bulunmaktadır. Bu 

çalışmada safran ve mersin bitki ekstraktlarının antigenotoksik ve antikarsinojenik 

etkilerinin değerlendirilmesi için SMART, MTT ve floresan mikroskopi yöntemleri 

kullanılmıştır. 

 

 

1.4.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)  

 

1.4.1.1. Drosophila melanogaster ile İlgili Genel Bilgiler 

 

Drosophila melanogaster diptera ordosundan 2n=8 kromozoma sahip holometabol 

bir böcektir. (Rothwell, 1993). Hayat döngüsü yumurta, larva, pupa ve ergin birey 

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

 

Drosophila melanogaster ilk olarak 1910 yılında Thomas Hunt Morgan tarafından 

deneysel genetik çalışmalarında kullanılmaya başlanmıştır (Kohler, 1994). Diğer 

ökaryotik deney hayvanlarına göre üretiminin daha kolay ve ucuz olması 

(Abrahamson ve Lewis, 1971), vücut yapısının küçük olması nedeniyle yetiştirilme 

ve deney uygulamaları sırasında geniş üretim alanına gereksinim duyulmaması, 

beslenme ihtiyacının pahalı olmayan kaynaklarla kolaylıkla giderilebilmesi, 

jenerasyon süresinin kısa olması (25 
o
C de 9-10 gün) ve çok sayıda döl vermesi, 

kromozom sayısının az olması, dev kromozoma sahip olması (Graf vd., 1992) gibi 

birçok nedenden dolayı günümüzde halen deneysel araştırmalarda kullanımı tercih 
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edilmektedir. Ayrıca memeliler ve Drosophila melanogaster’deki biyolojik, 

fizyolojik ve nörolojik özelliklerin birçoğunun benzerlik göstermesi, insanlarda 

çeşitli hastalıklara neden olan genlerin yaklaşık %75’inin Drosophila 

melanogaster’in genomunda homolog olarak bulunması (Pandey ve Nichols, 2011) 

nedenleri ile de Drosophila melanogaster ideal bir model organizmadır.  

 

Tam başkalaşımın görüldüğü D. melanogaster’ in yaşam döngüsündeki evreler Şekil 

1.1. de verilmiştir. Bu evrelerin optimum sıcaklıktaki (25°C) süreleri aşağıdaki 

gibidir (Graf vd., 1992).  

 

 Embriyonik gelişim: 1 gün 

 Birinci larval evre (L1): 1 gün 

 İkinci larval evre (L2): 1 gün 

 Üçüncü larval evre (L3): 2 gün 

 Prepupa evresi : 4 saat 

 Pupa evresi : 4.5 gün 

 Yetişkin evresi : 40-50 gün 

 

Yumurtaların döllenmesi sonucu meydana gelen embriyogenezden yaklaşık olarak 

24 saaat sonra birinci evredeki larvalar yumurtadan çıkar. 4 gün süren gelişme 

dönemi boyunca larval dokuların çoğaltılması ile larvanın ağırlığı yaklaşık olarak 

200 kat artar. Larval dokular metamorfoz sırasında yok edilir ve ergin bireyde 

görülmezler. İmajinal disk hücreleri ise metamofoz sırasında ergin bireydeki vücut 

kısımlarına dönüştürülmek üzere değişikliğe uğrarlar (Şekil 1.2). 3. larval evrenin 

sonuna doğru larva beslenmeyi bırakır ve pupa oluşturmak üzere besiyerini terkedip  
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Şekil 1.1.  Drosophila melanogaster’in yaşam döngüsü (Anonim, 2015a) 

 

 

kuru bir ortama geçer. Yaklaşık olarak 4 gün süren pupa evresi boyunca larvalar 

metamorfoza uğrayarak ergin bireylere dönüşürler.Pupa evresinin sonunda, 

yumurtlamadan yaklaşık olarak 9-10 gün sonra ergin bireyler ortaya çıkar. Dişi 

bireylerin vücut ağırlığı ve büyüklüğü erkek bireylere göre daha fazladır (Stocker ve 

Gallant, 2008). Erkek bireyler pupadan çıktıktan kısa bir süre sonra eşeysel 

olgunluğa erişirken, dişi bireyler ırka ve sıcaklığa bağlı olarak 6-12 saat sonra 

eşeysel olgunluğa erişirler. Pupadan çıkan dişi bireyler eşeysel olgunluğa erişinceye 

kadar geçen bu süre içerisinde virjin olarak adlandırılırlar. Bireyler çiftleşmeye 

başladıktan sonra erkek bireylerden gelen spermler dişi bireylerdeki sperm 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stocker%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gallant%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18641939
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keselerinde toplanır ve daha sonra bu spermler ile yumurtalar döllenir. Bu nedenle 

Drosophila’nın farklı ırkları arasında yapılan çaprazlarda dişi bireylerin virjin olması 

gerekmektedir (Graf vd., 1992). 

 

 

 

 

Şekil 1.2.  Drosophila melanogaster’in gelişiminde imajinal diskler (Mathews vd., 

2000) 

 

 

Drosophila melanogaster genotoksisite (Budak ve Çakır, 2005), yaşlanma ve ömür 

uzunluğu çalışmaları (Sarıkaya vd., 2006; Peleg vd., 2016), nörodejenerasyon 

(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) 

hastalıkların moleküler mekanizmalarının anlaşılması, lipid (Katewa vd., 2012; Song 
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vd., 2014), protein (Ferreira vd., 2014) metabolizmalarının incelenmesi gibi birçok 

araştırmada kullanılan bir model organizmadır. 

 

SMART, Drosophila melanogaster’de uygulanan in vivo genotoksisite testlerinden 

biridir, göz ve kanat benek testi olmak üzere iki farklı deney sistemi olarak 

uygulanabilmektedir (Graf vd., 1984). Göz ve kanat benek testlerinin her ikisinin 

temelinde de erken embriyonik evrede bulunan imajinal disk hücreleri vardır (Graf 

vd., 1998). Larval dönemde imajinal disk hücrelerinde nokta mutasyon, 

translokasyon, delesyon, ayrılmama gibi mutasyonlar ve rekombinasyon meydana 

gelmesi durumunda bu hücrelerin mitotik olarak çoğalması ile oluşan göz, kanat gibi 

vücut kısımlarında mutajenin etkileri fenotipik olarak gözlenebilmektedir. İmajinal 

disk hücrelerinin mutasyona uğraması durumunda baskın yabanıl tip allellerin yerine 

çekinik flr
3
 ve/veya mwh allellerin geçmesi ile ergin bireyde mutant hücrelerin 

oluşturduğu klonlar kanat ya da gözde benek şeklinde gözlenir (Graf vd., 1984, 

1998). 

 

SMART testinin diğer genotoksisite testlerine göre avantajları şöyle sıralanabilir: 

 

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

2. Uygulanan test maddesinin etkisi larvadaki imajinal disk hücrelerinin 

bölünmesi ile oluşan binlerce hücrede gözlenebilir (Graf vd., 1984). 

3. Hızlı bir test sistemidir, bir jenerasyon sonrasında sonuç alınır (Mollet 

ve Würgler, 1974).     

4. Ekonomik ve güvenilir bir yöntemdir (Graf vd., 1998).   
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5. Bir maddenin mutasyona ya da rekombinasyona neden olup olmadığı 

aynı anda test edilebilir (Mollet ve Würgler, 1974).  

6. Birden fazla test maddesinin etkisi aynı anda değerlendirilebilir. 

Uygulanacak test maddeleri aynı anda uygulanabildiği gibi biri diğerinden 

önce ya da sonra da uygulanabilir, test maddelerinin etkileri farklı süreler 

boyunca değerlendirilebilir (Şekil 1.3). Birden fazla test maddesinin aynı 

anda uygulanabilirliği bu test ile sadece genotoksisitenin değil aynı zamanda 

antigenotoksisitenin de değerlendirilebilmesini sağlar (Graf vd., 1998).  

7. Uygulama yapıldıktan sonra bireyler % 70 lik etanol içerisinde daha 

sonra incelemek üzere bekletilebilir (Graf vd., 1984). 

8. Kalıcı kanat preparatlarının yapılabilmesi verilerin tekrar 

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

 

 

 

 

Şekil 1.3.  Kanat benek testinde yürütülebilecek farklı uygulama süreleri ve   

çeşitleri (Graf vd., 1998) 
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Drosophila melanogaster’de imajinal disk hücreleri larva ve prepupa dönemleri 

boyunca yaklaşık 12 kez bölünür, bu bölünmelerden 1-2 si prepupa döneminde 

gerçekleşir (Postlethwait, 1978). Bu nedenle kanat benek testi ile genotoksik etkisi 

incelenen test maddesi eğer larval dönemde genotoksik etkiye neden olduysa kanatta 

büyük benek, pupa döneminde genotoksisiteye neden olduysa kanatta küçük benek 

oluşumu görülür. Ayrıca larva döneminde canlı beslenirken, prepupa döneminde 

beslenme sona erdiğinden, oluşan beneklerin çeşidinden genotoksik etkinin hangi 

dönemde (beslenme döneminde ya da beslenme sonrası dönem) meydana geldiği 

anlaşılabilir (Frei ve Würgler, 1995). 

 

Kanat benek testi 3. kromozom üzerinde flare (flr
3
) ve multiple wing hair (mwh) 

işaret genlerini taşıyan bireylerin çaprazlanması ile meydana gelen transheterozigot 

bireylerin kanat imajinal disk hücrelerinde mutasyon ve/veya rekombinasyon 

meydana gelmesi durumunda bu değişikliklerin ergin bireyde fenotipe yansıması 

esasına dayanır. İmajinal disk hücrelerinde larva ya da prepupa döneminde meydana 

gelebilecek delesyon, ayrılmama, nokta mutasyon ve rekombinasyon sonucunda 

değişen genetik materyal imajinal disk hücrelerinin bölünmesi ile yavru hücrelere 

aktarılır ve metamorfoz sonrasında ergin bireyin kanadında mutant hücreler benek 

şeklinde gözlenir (Graf vd., 1984, 1989).  

 

Mutasyonlar içerdikleri mutant hücrelerin tipine ve sayısına bağlı olarak küçük tek 

tip klon, büyük tek tip klon ve ikiz klon olarak sınıflandırılmaktadır. Tek tip klonlar 

nokta mutasyon, delesyon, ayrılmama ve iki belirleyici gen (mwh ve flr
3
) arasındaki 

mitotik rekombinasyonla oluşurken ikiz klonlar üçüncü kromozomun sentromeri ile 
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flr
3
 geni arasındaki mitotik rekombinasyon sonucu oluşmaktadır (Graf vd., 1984). 

Klon tiplerinin oluşum mekanizmalar Şekil 1.4’ de gösterilmiştir. 

 

 

1.4.1.2. SMART’inde kullanılan Drosophila Irklarının Özellikleri 

 

Kanat benek testinde Drosophila melanogaster’in mwh (multiple wing hair, 

mwh/mwh) ve flr
3
 (flare, flr

3
/TM3, Bd

s
) genlerine sahip iki mutant ırkı kullanılır 

(Graf vd., 1992). mwh geni 3. kromozom üzerinde 0.3 bölgesinde bulunur, 

homozigot çekinik bir mutasyondur. Drosophila melanogaster’in doğal ırklarında 

kanat hücrelerindeki her hücreden tek kıl çıkarken, mwh geni taşıyan bireylerde her 

bir kanat hücresinden 3 veya daha fazla kıl çıkar (Şekil 1.5). flr
3
 geni 3. kromozomda 

38.8 bölgesinde bulunur, fenotipte kısa, noktasal, kalın veya şekilsiz kıl olarak 

görülür (Şekil 1.5).   
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Şekil 1.4. Kanat benek testinde mutant klonların oluşum yolları (Graf vd., 

1984) 
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Şekil 1.5. Kanattaki trikom çeşitleri a) normal b) farklılaşmış fakat flr3 ya da mwh 

olarak sınıflandırılamayan trikomlar c) mwh trikomlar d) flr3 trikomlar 

(Graf vd., 1984) 

 

 

flr
3
 geni homozigot olduğunda lethal etki gösteren TM3 (third multiple 3) ve Bd

s
 

(Beaded-serrate) genleri ile dengelenir (Graf vd., 1998). mwh, flr
3
 ve Bd

s
 genlerinin 

3. kromozom üzerindeki yerleşimleri Şekil 1.6’ da gösterilmiştir.  

 

 

 

Şekil 1.6.  mwh, flr
3
 ve Bd

s 
genlerinin 3. kromozom üzerindeki yerleşimleri (Graf 

vd., 1984) 
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flr3 dişileri ile mwh erkeklerinin çaprazlanmaları sonucunda elde edilen bireylerde 

(Şekil 1.7) iki farklı kanat fenotipi gözlenebilir. Transheterozigot bireylerde kanatlar 

normal fenotipte iken (Şekil 1.8a) dengelenmiş heterozigot bireylerde Bd
s
 geni 

bulunması nedeniyle kanatlar testere uçlu (serrat tip) dur (Şekil 1.8b).  

 

 

 
 

Şekil 1.7. flr3/TM3, Bd
s
 ve mwh/mwh genotipli bireylerin çaprazı sonucu 

transheterozigot (mwh/flr3) ve dengelenmiş heterozigot mwh/Bd
s
 

bireylerin eldesi (Graf vd., 1984)  

 

 

Graf vd. (1984) tarafından geliştirilen SMART, günümüze kadar çeşitli fiziksel ve 

kimyasal maddelerin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin test edilmesinde 

oldukça sık kullanılan bir yöntem olmuştur. 

mwh + + 

+ + + 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + 

+ 

mwh 

mwh 
mwh 

flr
3
 

flr
3
 Bd

s
 

Bd
s
 

Transheterozigot Dengelenmiş Heterozigot 
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Şekil 1.8. flr
3
 ve mwh fenotipindeki bireylerin çaprazlanması sonucu elde edilen 

bireylerdeki kanat tipleri: (a) transheterozigot bireyde normal kanat tipi, 

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

 

 

Bugüne kadar gıda boyaları (Sarıkaya vd., 2012), gıda koruyucuları (Sarıkaya ve 

Çakır, 2005), insektisitler (Çakır Arıca ve Sarıkaya, 2006; Budak ve Çakır Arıca, 

2005), herbisitler (Kaya vd., 2004), nanopartiküller (Demir vd., 2013; Carmona vd., 

2015), kimyasal elementler (Sarıkaya vd., 2016), bitki ekstraktları (Gabriel vd., 

2013), ilaçlar (Danesi vd., 2012; Koksal ve Gürbüzel, 2015; Lopes vd., 2015), 

karotenoidler (Dias vd., 2009), esansiyel yağlar (Gül vd., 2012), alkoloidler 

(Guterres vd., 2013) gibi birçok farklı maddenin genotoksik ve antigenotoksik 

etkileri SMART ile test edilmiştir.  

 

 

1.4.2. MTT Testi 

 

İlk olarak Mosmann (1983) tarafından tanımlanan 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-yl)-2,5-

difenil tetrazolium bromide (MTT) testi canlı hücrelerin metabolik aktivitelerinin 

a b 
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ölçümü esasına dayanan kolorimetik bir yöntemdir. MTT boyası içerisindeki sarı 

renkteki suda çözülebilen tetrazolyum tuzu, canlı hücrelerin içine girdikten sonra 

meydana gelen enzimatik reaksiyonlar ile mor renkte ve kristal formdaki formazana 

indirgenir. Reaksiyon sonucu meydana gelen formazan hücre zarından geçemediği 

için canlı hücre içerisinde birikir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Gerçekleşen reaksiyon 

sonucu ortamdaki canlı hücrelerin sayısı ile orantılı olarak renk değişimi meydana 

gelir. Bu yöntemde üzerinde değişik sayılarda kuyucuk bulunan plakalara ekimi 

yapılan hücreler belirli süre ile etkisi belirlenmek istenen madde ile muamele edilir. 

MTT çözeltisinin uygulanması sonucu oluşan formazan kristalleri suda çözünür hale 

getirildikten sonra kuyucuklardaki optik yoğunluk spektrofotometre ile saptanır. 

Spektrofotometrede okunan değerin (O.D) büyüklüğü kullanılan MTT çözeltisinin 

yoğunluğu, inkübasyon süresi, canlı hücrelerin sayısı ve bu hücrelerin metabolik 

aktiviteleri gibi birçok faktöre bağlıdır (Riss vd., 2015). 

 

MTT yönteminde kullanılan tetrazolyum tuzunun formazana indirgenme 

mekanizması tam olarak açıklığa kavuşturulamamıştır. Daha önceleri indirgenme 

reaksiyonunun mitokondriyal enzimlerce gerçekleştirildiği düşünülse de daha sonra 

yapılan çalışmalarda bu reaksiyonun mitokondri dışında NADH ve NADPH 

enzimleri aracılığıyla da meydana gelebileceği belirtilmiştir (Riss vd., 2015; Fotakis 

ve Timbrell, 2006).  

 

Daha sonra araştırıcılar tarafından çeşitli değişiklikler yapılarak geliştirilen MTT 

yöntemi (Denizot ve Lang, 1986; Twentyman, 1987; Hansen vd., 1989) birçok 

genotoksisite çalışmasında kullanılmıştır. Yapılan çalışmalarda bitki ekstraktları 
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(Eren ve Özata, 2014; Lee vd., 2013), bitki bileşenleri (Kling vd., 2013; Ghasemi, 

2015), diş dolgu malzemesi (Khedmat vd., 2014), nanomateryal (Ciofani vd., 2010), 

ilaç (Manuja vd., 2016), saç boyası (Maiti vd., 2015), ağır metal (Jose vd., 2011), 

pestisit (Jose vd., 2011) gibi birçok farklı maddenin sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesinde MTT yöntemi kullanılmıştır. 

 

 

1.4.3. Floresan Mikroskopi Yöntemi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi 

 

Organizmalarda embriyonik gelişimden itibaren hayatın her evresinde hücre yapımı 

ve yıkımı gerçekleşmektedir. Sağlıklı bir canlıda dengeli biçimde işleyen hücre 

yapımı ve yıkımı arasındaki dengenin bozulması durumunda canlıda kanser, erken 

yaşlanma (progeria), ateroskleroz, iskemi, metabolik bozukluklar, otoimmun 

hastalıklar, nörodejeneratif hastalıklar meydana gelmektedir (Tomatir, 2003). 1972 

yılında Kerr vd. tarafından apoptotik hücre ölümünün tanımlanmasına kadar hücre 

ölümünün sadece nekroz ile gerçekleştiği düşünülmekteydi. Günümüzde nekroz ve 

apoptozun yanısıra moleküler özellikleri daha farklı hücre ölümü şekilleri de 

tanımlanmıştır (Denton vd., 2012). 

 

Nekroz patolojik nedenler sonucu meydana gelir ve inflamasyon gelişimine neden 

olur iken, apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik nedenlerle meydana 

gelebilmektedir. Hücre ölümünün apoptoz ya da nekroz yoluyla gerçekleşmesine 

bağlı olarak, ölümü gerçekleşecek hücrede bazı farklı morfolojik değişiklikler 

meydana gelmektedir. Nekrotik hücrede, zar geçirgenliği bozulduğu için hücre içine 
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sıvı girişi artar, bunun sonucunda hücre şişer, büyük vakuoller oluşur. Hücrenin 

patlaması sonucunda hücre zarı bütünlüğü bozulur. Apoptotik hücrede ise nekrotik 

hücrenin aksine büzüşme meydana gelir, zarın bütünlüğü bozulmaz, DNA 

fragmentasyonu, kromatin kondensasyonu ve apoptotik cisimler meydana gelir 

(Coşkun ve Özgür, 2011; Tomatir, 2003; Nikoletopoulou vd., 2013). 

 

Nekroz ısı, hipoksi, hipertermi, otolizis, toksin ve ağır metallere maruz kalma gibi 

nedenlerle gerçekleşen hücre ölümüdür (Coşkun ve Özgür, 2011; Tomatir, 2003). 

Hücrenin belirtilen etkenlere maruz kalması durumunda iyon dengesi bozulur. ATP 

eksikliğinden dolayı iyon pompaları yeterli biçimde çalışamaz, hücreye sıvı girişi 

artar ve hücre şişer. Hücrede şişmenin geri dönüşümsüz biçimde ilerlemesi 

sonucunda hücre zarı patlar, hücre içeriği dış ortama çıkar ve inflamasyon meydana 

gelir (Coşkun ve Özgür, 2011). 

 

Embriyonik gelişim, dokusal homestasinin sağlanması, patolojik koşullar ve yaşlılık 

süreçlerinde etkin olan apoptoz, hücrenin programlı şekilde ölümüdür (Hingorani 

vd., 2011). Apoptotik hücre ölümü intrinsik (hücre içi) ve ekstrinsik (hücre dışı) 

olmak üzere iki ana yolla gerçekleşmektedir. Hücre içi yol anormal hücre döngüsü, 

DNA’da hasar oluşumu, hücre içi pH düzeyinde azalma ve Ca
+2

 düzeyinde artma 

gibi etkenlerle, hücre dışı yol FAS ve TNFR-1 reseptörlerinin aktive olması, büyüme 

faktörlerinin eksikliği, sitotoksik T lenfositleri, kemoterapi ilaçları, UV, radyasyon, 

toksinler, viral enfeksiyon, oksidadif stress gibi etkenler tarafından başlatılmaktadır 

(Coşkun ve Özgür, 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 yöntemi, 

TUNEL yöntemi, Agoroz jel elektroforezi, M30 yöntemi, Kaspaz-3 yöntemi, 

Western blot, flow sitometri, fluorimetrik yöntem ve ELISA gibi morfolojik, 

immunohistokimyasal, biyokimyasal ve immunolojik yöntemlerle 

saptanabilmektedir (Güleş ve Eren, 2008; Dinçel ve Kul, 2016). 

 

Bu çalışmada apoptotik ve nekrotik hücrelerin saptanmasında floresan mikroskopi 

yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde kullanılan floresan özellikteki boyalar 

(Hoechst, propidium iyodür) DNA’ya bağlanarak hücre çekirdeğinin görünür hale 

gelmesini sağlarlar. Hoechst boyası hem canlı hem ölü hücreleri boyarken, 

propidium iyodür sadece ölü hücreleri boyar. Floresan mikroskobu ile inceleme 

sonucunda boyanma özelliklerine göre hücrelerin ölü veya canlı oldukları, çekirdek 

morfolojilerine göre de apoptoz veya nekrozla öldükleri saptanabilmektedir (Dinçel 

ve Kul, 2016). 

 

Bu çalışmada safran (Crocus sativus L.) bitkisi ile mersin (Myrtus communis L.) 

bitkisinin meyve ve yapraklarından elde edilen ekstraktların antigenotoksik ve 

antikarsinojenik etkileri SMART, MTT ve floresan mikroskopi yöntemleri ile hem 

organizma düzeyinde hem de hücresel ölçekte araştırılmıştır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Bitki Örnekleri  

 

Bu çalışmada kullanılan safran 2014 yılı Mart ayında Karabük ili, Safranbolu ilçesi, 

Davutobası köyündeki safran yetiştiricilerinden temin edilmiştir. Çalışmada yaprak 

ve meyve kısımları ayrı kullanılan mersin bitkisi 2014 yılı Kasım ayında Hatay ili, 

İskenderun ilçesi, Güzelköy sınırları içerisinde bulunan, yerleşim yerlerinden ve 

yoldan uzak dağ eteklerinden toplanmıştır. 

 

 

2.1.1.1. Bitki Ekstraktlarının Hazırlanması 

 

SMART ve hücre kültürü uygulamalarında mersin meyvesi, mersin yaprağı ve 

safrandan elde edilen kaba ekstraktlar kullanılmıştır. Ekstraktların hazırlanmasında 

çözücü olarak etanol kullanılmıştır. 

 

Mersin meyvesi, mersin yaprağı ve safranın ekstraksiyonu için aynı yöntem 

izlenmiştir. Mersin meyveleri, mersin yaprakları ve safran ayrı ayrı porselen havanda 

toz haline gelinceye kadar ezildikten sonra öğütülen bitki materyallerinin etanol 



 

                         39 
 

çözücüsünde (w:v; 1:10), yatay çalkalayıcıda (Kuhner ISF1-XC) 125 rpm’de, oda 

sıcaklığında 24 saat süreyle ekstraksiyonu yapılmıştır. Ekstraksiyon filtre edildikten 

sonra rotary evaporatör (Bucchi Rotavapor R-210) aracılığıyla etanol 

uzaklaştırılmıştır. Elde edilen ekstraktlar denemelerde kullanılıncaya kadar +4°C’de 

amber rengi şişelerde muhafaza edilmiştir.  

 

 

2.1.2. Doksorubisin  

 

SMART ve hücre kültürü uygulamalarında pozitif kontrol olarak doksorubisin (Santa 

Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) kullanılmıştır. SMART denemelerinde 

doksorubisin uygulamaların hemen öncesinde karanlık ortamda, distile suda 

çözüldükten sonra kullanılmıştır. Hücre kültürü uygulamalarında ise DLD-1 

hücrelerine uygulamak üzere doksorubisin karanlık ortamda RPMI besiyerinde 

çözüldükten sonra kullanılmıştır. 

 

 

2.2. Yöntem 

 

2.2.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) 

 

Bu çalışmada uygulanan yöntemlerden ilki SMART dir. Bu testin çalışmada 

uygulanma biçimi Şekil 2.1’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.1 Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi uygulamasının şematik 

gösterimi (Demir, 2011’ den değiştirilerek) 
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2.2.1.1. Drosophila Irklarının Kültürü 

 

SMART’inde kullanılan flr
3
 ve mwh mutant ırklarına ait stokların yapımında Lewis 

besiyeri kullanılmıştır. Lewis besiyeri mısır unu (104 g), agar (5 g), kuru maya (19 g) 

ve şekerin (94 g) distile su (1020 ml) içerisinde çözüldükten sonra elde edilen 

karışımın kaynatılarak hazırlanmıştır. Hazırlanan karışım kaynatılıp ateşten 

indildikten sonra içerisine fungus kontaminasyonunu önlemek amacı ile propiyonik 

asit ve ortofosforik asitten oluşan asit karışımı (6 ml) eklenmiştir (Lewis, 1960). 

Hazırlanan besiyeri steril şişelere dökülüp soğutulduktan sonra kullanılmıştır. 

 

flr
3
 ve mwh ırklarının çaprazlanması, yumurta ve larvaların toplanması ve test 

maddelerinin uygulanması aşamalarında ise Drosophila melanogaster için standart 

besiyeri (Instant Drosophila Medium Formula 4-24, Carolina Biological Supply 

Company, Burlington, N.C.) kullanılmıştır. Stoklar ve uygulama grupları 25 ± 1 
o
C 

ve % 40-60 nem ortamı içeren etüvlerde tutulmuştur. 

 

 

2.2.1.2. Uygulama  

 

SMART’inde Graf vd. (1984) tarafından izlenen prosedür değiştirilerek 

uygulanmıştır. flr
3
 ve mwh

 
ırklarına ait stoklar boşaltıldıktan sonra ortalama dört saat 

içinde flr
3 

ırkına ait virgin (çiftleşmemiş) dişiler ile mwh ırkına ait erkek bireyler ayrı 

şişelerde toplanmıştır. Yapılacak çaprazda yumurta veriminin daha yüksek olması 

nedeniyle flr
3 

ırkının dişileri tercih edilmiştir. 1-3 günlük flr
3 

virgin dişiler ile aynı 
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yaştaki mwh erkekler çaprazlanmıştır. İlk çaprazlamada her şişede 20 dişi ve 20 

erkek sineğin olduğu 10 şişe kullanılmıştır. Daha sonra çok sayıda aynı evrede larva 

elde etmek amacıyla bireyler 3’er saat aralıkla farklı şişelere aktarılarak çaprazlama 

işlemine devam edilmiştir. Yapılan her bir çaprazdan 72 ± 4 saat sonra larva toplama 

işlemi yapılmış, larvalar besi ortamından musluk suyu ile yıkanarak ayrılmıştır. Her 

uygulamada 1,5 gram hazır Drosophila ortamı (Instant Drosophila Medium Formula 

4-24, Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, USA) 5 ml test solüsyonu ile 

ıslatılmış ve 25 larva ortama eklenmiştir. Her doz için 4 ayrı grup halinde 100’er 

bireye uygulama yapılmış, her uygulama 3 kez tekrar edilmiştir. Mersin meyvesi, 

mersin yaprağı ve safrandan elde edilen ekstraktların 1, 5 ve 10 mg/ml 

konsantrasyonları genotoksik etkinin değerlendirilmesi için tek başına, 

antigenotoksik etkinin değerlendirilmesi için doksorubisinle kombine olarak 72 ± 4 

saatlik L3 larvalarına uygulanmıştır. Uygulamalarda negatif kontrol olarak distile su, 

pozitif kontrol olarak doksorubisin (0,125 mg/ml) kullanılmıştır. Doksorubisinin 

dozu daha önceki çalışmalara dayanarak belirlenmiştir. Daha önce yapılan 

çalışmalarda (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 için LD50 değeri 0,125 mg/ml olarak 

belirlenmiştir. 

 

Doksorubisin ve/veya farklı dozlarda bitki ekstraktı içeren standart besi ortamına 

alınan larvalar gelişmelerini tamamlamaya bırakılmıştır. Her bir uygulama için, 

pupadan çıkan bireyler eterle bayıltılarak toplanmış, preparat yapımı için normal 

kanat şekline sahip bireyler seçilmiştir. Seçilen bireyler kanat preparatları 

hazırlanana kadar %70’lik etanol içeren tüplere alınıp +4 
o
C’de saklanmıştır. 
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2.2.1.3. Kanat Preparatlarının Hazırlanması 

 

Normal kanatlı bireyler içerisinde distile su bulunan petriye alınıp, sterio mikroskop 

(Nikon SMZ800) altında pens yardımıyla bireylerin kanatları gövdelerinden 

ayrılmıştır. Aynı bireye ait kanatlar karşılıklı olarak lam üzerine yerleştirildikten 

sonra entellan yardımıyla kanatlar lama sabitlenip, petri kapları içinde kurumaya 

bırakılmıştır. Kuruyan preparatların kenarlarına tekrar entellan damlatılarak üzerleri 

lamel ile kapatılmış ve kalıcı preparatlar elde edilmiştir. Her bir uygulama için 40 

bireyin kanadı incelenmiş, preparasyon sırasında zarar gören kanatlar mikroskobik 

incelemeye dahil edilmemiştir.  

 

 

2.2.1.4. Kanat Preparatlarının Mikroskopta İncelenmesi 

 

Hazırlanan kanat preparatları ışık mikroskobu altında (Zeiss Axio Scope.A1) 10x40 

büyütme ile incelenerek doksorubisinin ve bitki ekstraktlarının genotoksik/ 

antigenotoksik etkileri belirlenmiştir. Kanatlar Graf vd. (1984) tarafından 

tanımlandığı gibi A, B, C, C', D, D', E bölümlerine ayrılarak incelenmiştir (Şekil 

2.2). Her bir uygulama grubu için 40 kanat çiftinin dorsal ve ventral yüzeyi 

incelenmiş, gözlenen mutant klonlar kaydedilmiştir. 

 

İncelenen kanatlardaki mutant klonların değerlendirilmesi ve sınıflandırılmasında 

Graf vd. (1984) tarafından yapılan çalışma esas alınmıştır. Bu çalışmaya göre mutant 

hücre kümesinde 1- 2 mwh varsa küçük 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 büyük tek tip klon (S>2, large 

spot), mwh ve flr
3
 fenotipleri birlikte bulunuyorsa ikiz klon (twin) olarak 

adlandırılmaktadır (Şekil 2.3-2.6) 

 

 

 

 

Şekil 2.2. Drosophila melanogaster’de kanat bölümleri (Graf vd., 1984) 

 

 

 
 

Şekil 2.3. Büyük tek tip flr3 klon görünümü (Orijinal) 
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Şekil 2.4. İkiz klon görünümü (Orijinal) 

 

 

 
 

Şekil 2.5. Küçük tek tip mwh klon görünümü (Orijinal) 
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Şekil 2.6. Büyük tek tip mwh klon görünümü (Orijinal) 

 

 

2.2.1.5. Klon İndüksiyon Frekansının Hesaplanması 

 

Bu çalışmadaki her bir uygulama grubu için her hücre bölünmesindeki indüksiyon 

frekansı aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır (Szabad vd., 1983). 

 

  
 

   
       

 

Bu formülde “f” mwh klonların indüksiyonunun ortalama frekansını, “n” toplam 

mwh klon sayısını, “N” incelenen kanat sayısını, “C” bir kanatta incelenebilecek 

hücre sayısını göstermektedir. Yapılan çalışmalarda Drosophila melanogaster’in bir 
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kanadındaki incelenebilecek hücre sayısının 24400 olduğu belirlenmiştir (Garcia-

Bellido ve Merriam, 1971).  

 

Antigenotoksik etkinin değerlendirilmesinde kullanılan inhibisyon/indüksiyon 

yüzdelerinin hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanılmıştır (Abraham, 1994). 

 

İ             ü         
   

 
       

 

Bu formülde “a” genotoksik madde uygulamasındaki toplam klon frekansını, “b” 

genotoksik madde ile birlikte ekstrakt uygulamasındaki toplam klon frekansını 

göstermektedir. 

 

 

2.2.1.6. Verilerin Değerlendirilmesi 

 

SMART’inden elde edilen veriler MICROSTA programı ile değerlendirilmiştir. Bu 

programda veriler binomial şartlı test ile hesaplanmaktadır. Verilerin 

değerlendirilmesi için öncelikle Ho ve Ha hipotezleri kurulmuştur. Ho (orijinal, null) 

hipotezinde uygulama grupları ile kontrol grupları arasında anlamlı bir fark olmadığı, 

Ha (alternatif) hipotezde ise uygulama gruplarında indüklenen mutasyon oranının 

kontrol gruplarındaki mutasyon oranından "m" defa daha fazla olduğu varsayılmıştır. 

Ho ve Ha hipotezlerinin kabul veya reddine Kastenbaum ve Bowman (1970) 

çizelgesine göre karar verilmiştir (Çizelge 1.1). Uygulama grubundaki mutant klon 

sayısı (nt), çizelgedeki değere eşit veya bu değerden büyükse Ho, kontrol grubundaki 

mutant klon sayısı (nc) çizelgedeki değere eşit veya bu değerden büyükse Ha 
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reddedilmiştir. Sonuçlar kabul ya da reddedilen hipoteze bağlı olarak pozitif (+), 

zayıf pozitif (z), önemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak değerlendirilmiştir (Frei ve 

Würgler, 1988). 

 

 

Çizelge 1.1. Ho ve Ha hipotezlerinin değerlendirilmesi (Kastenbaum ve Bowman, 

1970) 

 

 

HİPOTEZLER 

Ha 

KABUL 

(1-β) 

RED 

(β) 

 

 

Ho 

 

KABUL 

(1-α) 

ÖNEMSİZ FARK 

                      

NEGATİF 

              

RED 

(α) 

POZİTİF 

              

ZAYIF POZİTİF 

     

 

 

2.3. Hücre Kültürü Çalışmaları 

 

2.3.1. Hücre Hatları 

 

Doksorubisinin ve bitki ekstraktlarının antikarsinojenik etkileri ayrı ayrı ve birlikte 

uygulamalarla insan kolon kanseri hücre hattı (DLD-1)’nda MTT ve floresan 

mikroskopi yöntemleri ile değerlendirilmiştir. Hücre kültürü çalışmalarında 
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kullanılacak doksorubisin dozu Tai vd. (2013) tarafından yapılan çalışmaya göre 

belirlenmiştir. 

 

 

2.3.2. Kullanılan Cihazlar 

 

Hücre kültürü çalışmalarında biyogüvenlik kabini (Esco, Class II Biological Safety 

Cabinet), hassas terazi (Mettler Toledo Ms New Classic), hücre sayım cihazı 

(InVitrogen Countess), ışık mikroskobu (Leica DMIL LED), invert mikroskop (Leica 

DMI6000 B), inkübatör (Binder), mikroplak okuyucu (Biotek PowerWave XS2), 

otomatik pipet (Pipetman, Gilson), santrifüj (Hettich Zentrifugen Rotina 380R), 

vorteks (Heidolp Reax Top) kullanılmıştır. 

 

 

2.3.3. Kimyasallar 

 

Hücre kültürü çalışmalarında RPMI besiyeri (Biological Industries), serum 

(Biological Industries), tripsin-EDTA (Biological Industries), penisilin ve 

streptomisin antibiyotikleri (Biological Industries), MTT boyası (Roche), PBS 

(Amresco), DMSO (Merck), ribonükleaz A (Serva), propidium iyodür (Serva), 

Hoechst boyası (Serva) kullanılmıştır. 
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2.3.4. MTT Testi 

 

2.3.4.1. Hücrelerin Üretilmesi ve Ekim İşlemi  

 

Sıvı nitrojen tankında depolanan DLD-1 hücre hattı ekim yapılmak üzere çözülüp, 

hücreler falkon tüpe aktarıldıktan sonra üzerlerine 1 ml hücre medyumu (% 89 

RPMI, % 10 Fetal Bovine Serum, % 1 Antibiyotik) eklenmiştir. 3000 rpm’de 1 

dakika santrifüj işleminden sonra süpernatant kısmı atılmış, tüpte kalan hücrelerin 

üzerine her bir flask için 3,5 ml medyum ilave edilip homojenize hale getirildikten 

sonra flasklara ekim yapılmıştır. Ekimi yapılan hücreler 37°C’de 2 gün süre ile 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Hücrelerin sayımı otomatik hücre sayım cihazı ile 

yapılmıştır.  

 

İnkübasyon süresi sonunda flasklardaki medyum atılıp, her flaska 0,5 ml Tripsin-

EDTA çözeltisi eklenmiştir. Hücrelerin flasktan kalkması için 3-4 dakika 

inkübasyona tabi tutulmuştur. Hücreler tamamiyle kalktıktan sonra enzim 

aktivitesini durdurması için hücrelerin üzerine 1 ml medyum eklenmiştir. Enzim ve 

medyum karışımı falkon tüplere aktarılıp, 3000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant atıldıktan sonra, tüpte kalan hücrelerin üzerine 1 ml medyum eklenip 

hücre sayımı yapılmıştır. 48 kuyucuklu plağa her kuyucukta 20x10
3 

hücre olacak 

şekilde ekim yapılmıştır. Hücrelerin plaklara tutunması için 24 saat beklenmiştir.  
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2.3.4.2. Uygulama 

 

24 saatin sonunda plaklardaki medyum boşaltıldıktan sonra bitki ekstraktlarının 4 

farklı dozu (100, 200, 400, 800 µg/ml) ayrı ayrı ve doksorubisinle (10 µM) kombine 

olarak uygulanmıştır. Ayrıca sadece besiyeri uygulanan negatif kontrol ve sadece 

doksorubisin uygulanan pozitif kontrol denemeleri yapılmıştır. Her kuyucuğa toplam 

hacim 150 µl olacak şekilde test maddesi eklenmiştir.   

 

24 saatlik inkübasyon süresi sonunda plaklardaki medyumlar boşaltılıp tüm 

kuyucuklara 100’er µl içinde fenol red olmayan medyum ve 25 µl MTT solüsyonu 

eklenip 3,5 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 100 µl MTT çözücüsü (4 

mM HCl, 0.1% Nondet P-40 (NP40), izopropanol) eklenip, 15 dakika süre ile 

inkübasyon sonrasında, farklı bir plağa aktarılıp, mikroplak okuyucuda 590 nm dalga 

boyunda okuma yapılmıştır. Referans dalga boyu 620 nm alınmıştır.  

 

 

2.3.5. Floresan Mikroskopi Yöntemi 

 

2.3.5.1. Uygulama 

 

DLD-1 hücre hattından hücreler 48 kuyucuklu plağa her kuyucukta 20x10
3
 hücre 

olacak şekilde ekilmiştir. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda plaklardaki medyum 

boşaltıldıktan sonra bitki ekstraktlarının 4 farklı dozu (100, 200, 400, 800 µg/ml) ayrı 

ayrı ve doksorubisinle (10 µM) kombine olarak uygulanmıştır. Ayrıca sadece 
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besiyeri ile negatif kontrol ve doksorubisin ile pozitif kontrol uygulamaları 

yapılmıştır. İnkübasyonun ardından plaklardaki medyum boşaltıldıktan sonra her 

kuyucuğa 70µl ikili boyama solüsyonu (Hoechst, propidium iyodür) damlatılmış, 

plaklar alüminyum folyo ile sarılıp 15 dk inkübe edilmiştir. Süre sonunda plaklar 

floresan mikroskopta incelenerek çekilen fotoğraflardan apoptoza ve nekroza 

uğramış hücrelerin sayısı tespit edilmiştir.  

 

 

2.3.6. Verilerin Değerlendirilmesi 

 

Elde edilen veriler normal dağılıma uymadığı için nonparametrik yöntemler ile 

değerlendirilmiştir. Her bir uygulama için dozlar arasındaki farklılığın anlamlı olup 

olmadığına Kruskal Wallis testi ile bakılmıştır. Bitki ekstraktları ile bitki ekstraktı-

doksorubisin kombinasyonu uygulamaları arasındaki farkların istatistiksel bakımdan 

anlamlı olup olmadığı Mann Whitney-U testi ile değerlendirilmiştir.   
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3. BULGULAR 

 

 

3.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen Bulgular 

 

Mersin yaprağı, mersin meyvesi ve safran ekstraktlarının SMART ile genotoksik ve 

antigenotoksik özelliklerinin değerlendirilmesi ile elde edilen sonuçlar Çizelge 3.1-

3.4’de gösterilmiştir. Bu çalışmada her bir uygulama grubu için 80, toplamda 1600 

kanat incelemeye alınmıştır. 

 

 

3.1.1. Kontrol Grupları 

 

Bu çalışmada uygulanan SMART’inde negatif kontrol olarak distile su, pozitif 

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

 

Negatif kontrol olan distile su uygulamasına ait kanat preparatları incelendiğinde, 7 

adet küçük tek tip klon, 3 adet büyük tek tip klon, 1 adet ikiz klon gözlenmiştir. Bu 

uygulamada gözlenen toplam mwh klon sayısı 11 dir. Distile su uygulamasında klon 

indüksiyon frekansı 0.56 olarak hesaplanmıştır (Çizelge 3.1). 

 

Pozitif kontrol olarak seçilen doksorubisin (0.125 mg/ml) uygulamalarında 122 adet 

küçük tek tip klon, 52 adet büyük tek tip klon, 19 adet ikiz klon olmak üzere toplam 

193 klon gözlenmiştir. Doksorubisin uygulamasında gözlenen toplam mwh klon 
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sayısı 183 dir. Bu uygulamada klon indüksiyon frekansı 9.38 olarak hesaplanmıştır 

(Çizelge 3.1).  

 

Daha önceki çalışmalarda (Costa ve Nepomuceno, 2006; Fernandes, 2014) 

genotoksik olduğu belirlenen ve bu çalışmada pozitif kontrol olarak kullanılan 

doksorubisin uygulamasına ait sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 

distile su uygulamasına ait sonuçlara göre tüm klon tiplerinde pozitif fark olduğu 

gözlenmiş, doksorubisinin genotoksik etki gösterdiği saptanmıştır (Çizelge 3.1). 

 

 

3.1.2. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarının Genotoksik 

Etkilerinin Değerlendirilmesi  

 

3.1.2.1. Safran Ekstraktının Genotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Safranın ekstraktının genotoksik etkilerinin değerlendirilmesi için ekstrakt 1mg/ml 

(SE1), 5 mg/ml (SE2) ve 10 mg/ml (SE3) dozlarında 72 ± 4 saatlik transheterozigot 

Drosophila melanogaster larvalarına uygulanmıştır.  

 

Safran ekstraktı uygulamalarının her üç dozunda hem mwh hem de flr
3
 fenotipinde 

büyük tek tip klonlar gözlenirken, sadece SE1 dozunda ikiz klon kaydedilmiştir 

(Çizelge 3.1). Safran ekstraktı uygulamaları ile negatif kontrol grubu olan distile su 

uygulamasına ait sonuçlar karşılaştırıldığında, SE1 ve SE2 mg/ml dozlarında tüm klon 

tipleri için istatistiksel olarak önemli bir fark gözlenmemiştir (Çizelge 3.1). 
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Çizelge 3.1. Distile su, doksorubisin ve safran, mersin meyve, mersin yaprak 

ekstraktlarının genotoksik etkilerinin değerlendirilmesi 
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SE3 dozunda ise küçük tek tip klonlar, büyük tek tip klonlar ve toplam klonlarda 

istatistiksel olarak önemli bir fark gözlenmezken, toplam mwh klonlarda negatif 

sonuç gözlenmiştir (Çizelge 3.1). 

 

Safran ekstraktı uygulamasında gözlenen klon tipleri ve klon sayıları arasındaki ilişki 

Şekil 3.1 de verilmiştir. Elde edilen verilere göre safran ekstraktının uygulanan 

dozlarının genotoksik etkiye neden olmadığı görülmektedir. 

 

 

 

 

Şekil 3.1. Safran ekstraktı uygulamasında klon tiplerine göre klon sayılarının  

dağılımı  
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3.1.2.2. Mersin Meyve Ekstraktının Genotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Mersin meyve ekstraktının genotoksik etkilerinin değerlendirilmesi için ekstrakt 

1mg/ml (ME1), 5 mg/ml (ME2) ve 10 mg/ml (ME3) dozlarında 72 ± 4 saatlik 

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarına uygulanmıştır. 

 

Mersin meyve ekstraktı uygulamalarında gözlenen büyük tek tip klonlar mwh 

fenotipindedir, ikiz klon sadece ME1 dozunda kaydedilmiştir (Çizelge 3.1). Mersin 

meyve ekstraktı uygulamaları negatif kontrol grubu olan distile su uygulamasına ait 

sonuçlar karşılaştırıldığında ME1 dozunda büyük tek tip klonlarda negatif sonuç 

gözlenirken diğer bütün klonlarda istatistiksel olarak önemli bir fark gözlenmemiştir 

(Çizelge 3.1). ME2 dozunda bütün klon tipleri için gözlenen farkın istatistiksel olarak 

önemsiz olduğu görülmüştür (Çizelge 3.1). ME3 dozunda ikiz klonlarda önemli fark 

gözlenmezken diğer tüm klonlarda negatif fark gözlenmiştir (Çizelge 3.1). Küçük tek 

tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayılarında doza bağlı olarak azalma olduğu 

saptanmıştır (Şekil 3.2).  

 

Uygulamaların sonucunda elde edilen verilerden mersin meyve ekstraktının denenen 

dozlarının genotoksik etkiye neden olmadığı anlaşılmaktadır. 
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Şekil 3.2. Mersin meyve ekstraktı uygulamasında klon tiplerine göre klon 

sayılarının dağılımı 

 

 

3.1.2.3. Mersin Yaprak Ekstraktının Genotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Mersin yaprak ekstraktının genotoksik etkilerinin değerlendirilmesi için ekstrakt 

1mg/ml (YE1), 5 mg/ml (YE2) ve 10 mg/ml (YE3) dozlarında 72 ± 4 saatlik 

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarına uygulanmıştır. 

 

Mersin yaprak ekstraktı uygulamalarında YE1 ve YE2 dozlarında sadece mwh 

fenotipinde büyük tek tip klon gözlenirken, YE3 dozunda hem mwh hem de flr
3
 

fenotipinde büyük tip klon saptanmıştır. Yapılan uygulamalar sonucunda ikiz klon 

gözlenmemiştir (Çizelge 3.1). Mersin yaprak ekstraktı uygulamaları ile negatif 

kontrol grubu olan distile su uygulamasına ait sonuçlar karşılaştırıldığında YE1 ile 
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YE2 mg/ml dozlarında küçük tek tip klonlar ve ikiz klonlar için istatiksel olarak 

önemli fark gözlenmezken diğer klon tipleri için negatif fark gözlenmiştir (Çizelge 

3.1). YE3 dozunda ikiz klonlarda önemli fark gözlenmezken diğer tüm klonlarda 

negatif fark gözlenmiştir.  

 

Mersin yaprak ekstraktı uygulamasında gözlenen klon tipleri ve klon sayıları 

arasındaki ilişki Şekil 3.3 de verilmiştir Elde edilen veriler mersin yaprak 

ekstraktının uygulanan dozlarının herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadığını 

göstermektedir. 

 

 

 

 

Şekil 3.3. Mersin yaprak ekstraktı uygulamasında klon tiplerine göre klon 

sayılarının dağılımı 
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3.1.3. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarının 

Antigenotoksik Etkilerinin Değerlendirilmesi  

 

3.1.3.1. Safran Ekstraktının Antigenotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

  

Safran ekstraktının antigenotoksik etkilerinin değerlendirilmesi için ekstraktın her bir 

dozu 0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 1mg/ml (SE1+Dxr), 5 mg/ml 

(SE2+Dxr) ve 10 mg/ml (SE3+Dxr) dozlarında, 72 ± 4 saatlik transheterozigot 

Drosophila melanogaster larvalarına uygulanmıştır. 

 

Safran ekstraktının doksorubisinle kombine uygulandığı denemelerin sonuçlarına 

bakıldığında tüm klon tiplerinde pozitif kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı 

azalma olduğu gözlenmiştir (Çizelge 3.2). İkiz klon sayısında doza bağlı olarak bir 

azalma gözlenmezken diğer tipteki klonlarda doz arttıkça sayıca azalma olduğu 

gözlenmiştir (Çizelge 3.2). Toplam klon frekanslarına bakıldığında doz arttıkça 

frekansın azaldığı görülmektedir (Çizelge 3.2). İnhibisyon/indüksiyon yüzdeleri 

incelendiğinde tüm dozlarda inhibisyon olduğu, inhibisyonun doza bağlı olarak 

arttığı görülmüştür (Çizelge 3.2). 

 

Elde edilen verilere göre safran ekstraktının uygulanan her üç dozu da doksorubisinin 

genotoksik etkisine karşı antigenotoksik etki göstermiş, antigenotoksik etki doza 

bağlı olarak artmıştır (Şekil 3.4). 
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Çizelge 3.2. Safran ekstraktının 1,5 ve 10 mg/ml dozlarının antigenotoksik 

etkilerinin değerlendirilmesi 
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Şekil 3.4. Safran ekstraktı ve doksorubisinin kombine uygulamasında klon  

tiplerine göre klon sayılarının dağılımı 

 

 

3.1.3.2. Mersin Meyve Ekstraktının Antigenotoksik Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

 

Mersin meyve ekstraktının antigenotoksik etkilerinin değerlendirilmesi için 

ekstraktın her bir dozu 0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 1mg/ml 

(ME1+Dxr), 5 mg/ml (ME2+Dxr) ve 10 mg/ml (ME3+Dxr) dozlarında, 72 ± 4 saatlik 

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarına uygulanmıştır. 

 

Mersin meyve ekstraktının doksorubisinle kombine olarak uygulandığı denemelerin 

sonuçlarına göre tüm klon tiplerinde istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu 
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görülmüştür (Çizelge 3.3). Küçük tip klon sayısındaki azalma doza bağlı değil iken 

diğer klon tiplerindeki azalmanın doza bağlı olduğu görülmektedir (Şekil 3.5).  

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. Mersin meyve ekstraktı ve doksorubisinin kombine uygulamasında  

klon tiplerine göre klon sayılarının dağılımı 

 

 

Toplam klon frekansları incelendiğinde doza bağlı olarak azalma olduğu 

görülmektedir. İnhibisyon/indüksiyon yüzdeleri incelendiğinde tüm dozlarda 

inhibisyon olduğu, inhibisyonun doza bağlı olarak arttığı görülmüştür (Çizelge 3.3). 

 

Bu uygulamanın sonuçlarına göre mersin meyve ekstraktının uygulanan dozlarının 

doksorubisinin genotoksik etkisine karşı antigenotoksik etki gösterdiği ve bu etkinin 

doza bağlı olarak arttığı gözlenmiştir (Şekil 3.5). 
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Çizelge 3.3. Mersin meyve ekstraktının 1, 5 ve 10 mg/ml dozlarının 

antigenotoksik etkilerinin değerlendirilmesi 
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3.1.3.3. Mersin Yaprak Ekstraktının Antigenotoksik Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

 

Mersin yaprak ekstraktının antigenotoksik etkilerinin değerlendirilmesi için 

ekstraktın her bir dozu 0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 1mg/ml 

(YE1+Dxr), 5 mg/ml (YE2+Dxr) ve 10 mg/ml (YE3+Dxr) dozlarında, 72 ± 4 saatlik 

transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarına uygulanmıştır. 

 

Mersin yaprak ekstraktının doksorubisinle birlikte uygulandığı denemelerin sonuçları 

incelendiğinde tüm klon tiplerinde istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu ve bu 

azalmanın doza bağlı olduğu görülmüştür (Çizelge 3.4). Toplam klon frekansları 

incelendiğinde doza bağlı olarak frekansın azaldığı görülmektedir (Çizelge 3.4). 

İnhibisyon/indüksiyon yüzdeleri incelendiğinde tüm dozlarda inhibisyon olduğu, 

inhibisyonun doza bağlı olarak arttığı görülmüştür (Çizelge 3.4). 

 

Mersin yaprak ekstraktı ile yapılan uygulamaların sonuçlarına bakıldığında bu 

çalışmada uygulanan mersin yaprak ekstraktı dozlarının doksorubisinin genotoksik 

etkisine karşı antigenotoksik etkiye sahip olduğu ve bu etkinin doza bağlı olarak 

arttığı görülmektedir (Şekil 3.6). 
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Çizelge 3.4. Mersin yaprak ekstraktının 1,5 ve 10 mg/ml dozlarının 

antigenotoksik etkilerinin değerlendirilmesi 
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Şekil 3.6. Mersin yaprak ekstraktı ve doksorubisinin kombine uygulamasında  

klon tiplerine göre klon sayılarının dağılım 

 

 

3.2. MTT Testinden Elde Edilen Bulgular  

 

Safran ekstraktı (SE), mersin meyve ekstraktı (ME) ve mersin yaprak ekstraktının 

(YE), DLD-1 (insan kolon kanseri) hücre hattı üzerindeki etkilerinin 

değerlendirilmesi için ekstraktlar ayrı ayrı 100 µg/ml (SE1, ME1, YE1), 200 µg/ml 

(SE2, ME2, YE2), 400 µg/ml (SE3, ME3, YE3) ve 800 µg/ml (SE4, ME4, YE4) 

dozlarında 24 saat süre ile uygulanmıştır. Ayrıca üç ekstraktın her bir dozu, 10 µM 

doksorubisin (Dxr) ile kombine olarak DLD-1 hücre hattına uygulanmıştır. Negatif 

kontrol olarak hücre hattına sadece besiyeri, pozitif kontrol olarak sadece 

doksorubisin (10 µM) uygulanmıştır.  

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 
140 
160 
180 
200 

Küçük 

tek tip 

klon  

Büyük 

tek tip 

klon 

İkiz 

klon  

Toplam 

mwh 

klon 

Toplam 

klon 

K
lo

n
 s

a
y
ıs

ı 

Klon tipi 

Dxr kontrol 

YE1 + Dxr 

YE2 + Dxr 

YE3 + Dxr 



 

                         68 
 

Yapılan uygulamalardan sonra mikroplak okuyucudan elde edilen optik dansite (OD) 

değerleri ile her bir uygulama için aşağıdaki formüllere göre % sitotoksite değerleri 

hesaplanmıştır. 

 

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

kuyucuğundaki absorbans)) *100 

 

 

3.2.1. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarının Sitotoksik 

Etkilerinin Değerlendirilmesi 

 

3.2.1.1. Safran Ekstraktının Sitotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Safran ekstraktı (SE) uygulamasına ait sonuçlar incelendiğinde SE2 dozundan 

başlayarak doz arttıkça % sitotoksisitenin arttığı görülmüştür (Çizelge 3.5). Dozlar 

arasındaki % sitotoksisite değerlerindeki fark istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 

anlamlı bulunmamıştır (p>0,05).  

 

SE uygulamasında tüm dozlar için hem negatif hem de pozitif kontrol değerlerine 

göre daha yüksek % sitotoksisite değerleri gözlenmiş (Çizelge 3.5), SE uygulamaları 

ile negatif ve pozitif kontrol grubu uygulamaları arasındaki fark istatistiksel 

bakımdan anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 
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Çizelge 3.5. Safran ekstraktı uygulamasında dozlara göre % sitotoksisite değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)   

kontrol 

SE1 SE2 SE3 SE4 

Doz (µg/ml) - 0,5 100 200 400 800 

% 

sitotoksisite 

- 16,943* 

(±4,386) 

42,229*# 

(±7,587) 

41,005*# 

(±5,028) 

49,068*# 

(±6,859) 

58,087*# 

(±3,654) 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  

 

 

Safran ekstraktı ve doksorubisin (SE+Dxr) uygulamasına ait verilere göre doz artıkça 

% sitotoksisite değerinin arttığı saptanmıştır (Çizelge 3.6). Dozlar arasındaki % 

sitotoksisite değeri farkı istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p> 0,05).  

 

 

Çizelge 3.6. Safran ekstraktı ve doksorubisinin kombine uygulamasında dozlara 

göre % sitotoksisite değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)  

kontrol 

SE1+Dxr SE2+Dxr SE3+Dxr SE4+Dxr 

Doz (µg/ml) - 0,5 100 200 400 800 

% 

sitotoksisite 

- 16,943* 

(±4,386) 

33,714*# 

(±4,183) 

42,966*# 

(±3,153) 

48,828*# 

(±2,385) 

49,015*# 

(±3,087) 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  

 

 

Tüm dozlar için % sitotoksisite değerlerinin negatif ve pozitif kontrole göre daha 

yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 3.6). Kontrol gruplarına göre SE+Dxr 
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uygulamalarındaki % sitotoksisite değeri artışı istatistiksel bakımından anlamlı 

bulunmuştur (p<0,05). 

 

% sitotoksisite değeri SE2+Dxr uygulamasında SE2 uygulamasına göre daha yüksek, 

diğer üç dozda (SE1+Dxr, SE3+Dxr ve SE4+Dxr) daha düşüktür. SE ve SE+Dxr 

uygulamaları karşılaştırıldığında, SE4 ve SE4+Dxr uygulamaları arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunurken (p<0,05), diğer dozlar için aradaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Şekil 3.7). 

 

 

 

Şekil 3.7. Safran ekstraktının ayrı ve doksorubisinle kombine uygulamalarında 

dozlara göre % sitotoksisite değerlerindeki değişim  

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasında anlamlı fark (p<0,05) 
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3.2.1.2. Mersin Meyve Ekstraktının Sitotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Mersin ekstraktı (ME) uygulaması sonuçlarına göre doz arttıkça % sitotoksisite 

değerinin doza bağlı olarak arttığı görülmüştür (Çizelge 3.7). Uygulanan dozlarda 

saptanan % sitotoksisite değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır (p> 0,05).  

 

 

Çizelge 3.7. Mersin meyve ekstraktının uygulamasında dozlara göre % 

sitotoksisite değerleri 

 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  

 

 

ME uygulamasında tüm dozlarda gözlenen % sitotoksisite değerlerinin hem negatif 

hem de pozitif kontrol değerlerine göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 

3.7). İstatistiksel değerlendirme sonucunda negatif ve pozitif kontrol 

uygulamalarında gözlenen % sitotoksisite değerleri ile ME uygulamalarında 

gözlenen değerler arasındaki farkın anlamlı olduğu görülmüştür (p<0,05). 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)  

kontrol 

ME1 ME2 ME3 ME4 

Doz (µg/ml) - 0,5 100 200 400 800 

% 

sitotoksisite 

- 16,943* 

(±4,386) 

44,020*# 

(±4,955) 

49,888*# 

(±4,310) 

51,526*# 

(±4,204) 

53,344*# 

(±3,594) 
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Mersin meyve ekstraktı ve doksorubisin (ME+Dxr) uygulanmasından elde edilen 

veriler incelendiğinde % sitotoksisite değerinin ME2+Dxr konsantrasyonundan 

itibaren doza bağlı arttığı görülmüştür (Çizelge 3.8). Uygulanan dozlarda saptanan % 

sitotoksisite değerleri arasındaki fark istatistiksel olarak değerlendirildiğinde anlamlı 

bulunmuştur (p<0,05). Tüm dozlar için % sitotoksisite değerlerinin negatif ve pozitif 

kontrole göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 3.8).  

 

 

Çizelge 3.8. Mersin meyve ekstraktı ve doksorubisinin kombine uygulamasında 

dozlara göre % sitotoksisite değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+) 

kontrol 

ME1+Dxr ME2+Dxr ME3+Dxr ME4+Dxr 

Doz (µg/ml) - 0,5 100 200 400 800 

% 

sitotoksisite 

- 16,943* 

(±4,386) 

33,037*# x 

(±5,511) 

18,910*x 

(±1,784) 

37,298*#x 

(±3,581) 

50,869*# x 

(±4,151) 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark , x dozlar arasında anlamlı 

fark (p<0,05) 

 

 

İstatistiksel değerlendirmelerde negatif kontrole göre; tüm dozlarda, pozitif kontrole 

göre; ME1+ Dxr, ME3+ Dxr ve ME4+ Dxr dozlarındaki artış anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05). Uygulanan tüm dozlarda ME+Dxr uygulaması ile elde edilen % 

sitotoksisite değerlerinin ME uygulamasındaki değerlere göre daha düşük olduğu 

görülmüştür. Yapılan uygulamalardan ME2+Dxr ile ME2, ME3+Dxr ile ME3 

arasındaki fark p<0,05 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 3.8). 
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Şekil 3.8. Mersin meyve ekstraktının ayrı ve doksorubisinle kombine 

uygulamalarında dozlara göre % sitotoksisite değerlerindeki değişim  

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasında anlamlı fark (p<0,05) 

 

 

3.2.1.3. Mersin Yaprak Ekstraktının Sitotoksik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Mersin yaprak ekstraktı (YE) uygulamasından elde edilen veriler incelendiğinde % 

sitotoksisite değerinin doza bağlı olarak arttığı saptanmıştır (Çizelge 3.9). Dozlar 

arasındaki % sitotoksisite değerlerindeki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

gözlenmiştir (p<0,05).  

 

YE uygulamasında tüm dozlar için negatif kontrole göre % sitotoksisite değerinde 

artış gözlenmiş, istatistiksel analizler sonucunda bu artışın anlamlı olduğu 

görülmüştür (p<0,05).  
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Çizelge 3.9. Mersin yaprak ekstraktının uygulamasında dozlara göre % 

sitotoksisite değerleri 

 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark, x dozlar arasında anlamlı 

fark (p<0,05) 

 

 

Pozitif kontrol ile karşılaştırıldığında YE2,YE3 ve YE4 dozlarında gözlenen % 

sitotoksisite değerinin daha yüksek olduğu saptanmıştır (Çizelge 3.9). Yapılan 

istatistiksel değerlendirmeler sonucunda pozitif kontrol ile YE3 ve YE4 dozlarında 

gözlenen değerler arasındaki farkın anlamlı olduğu görülmüştür (p< 0,05). 

 

Mersin yaprak ekstraktı ve doksorubisin (YE+Dxr) uygulanması ile elde edilen 

verilere incelendiğinde % sitotoksisite değerinin doza bağlı olarak artığı saptanmıştır 

(Çizelge 3.10). İstatistiksel değerlendirmeler sonucunda dozlar arasındaki % 

sitotoksisite değerlerdeki farkın anlamlı olmadığı görülmüştür (p> 0,05).  

 

 

 

 

 

Uygulama (-)  

kontrol 

(+)  

kontrol 

YE1 YE2 YE3 YE4 

Doz (µg/ml) - 0,5 100 200 400 800 

% 

sitotoksisite 

- 16,943* 

(±4,386) 

11,769*x 

(±1,059) 

17,119*x 

(±6,477) 

41,018*# x 

(±5,191) 

55,188*# x 

(±2,638) 
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Çizelge 3.10. Mersin yaprak ekstraktı ve doksorubisinin kombine uygulamasında 

dozlara göre % sitotoksisite değerleri 

 

Uygulama (-)  

kontrol 

(+)  

kontrol 

YE1+Dxr YE2+Dxr YE3+Dxr YE4+Dxr 

Doz (µg/ml) - 0,5 100 200 400 800 

% 

sitotoksisite 

- 16,943* 

(±4,386) 

21,762 

(±2,210) 

25,097* 

(±1,43) 

37,575*# 

(±1,496) 

48,411*# 

(±4,887) 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark, x dozlar arasında anlamlı 

fark (p<0,05) 

 

 

Tüm dozlar için % sitotoksisite değerlerinin negatif ve pozitif kontrole göre daha 

yüksek olduğu gözlenmiştir (Çizelge 3.10). İstatistiksel değerlendirme sonucunda 

negatif kontrole göre; YE2+ Dxr, YE3+ Dxr ve YE4+ Dxr dozlarında, pozitif kontrole 

göre; YE3+ Dxr ve YE4+ Dxr dozlarındaki artış anlamlı bulunmuştur (p<0,05). YE 

ile YE+Dxr uygulamaları karşılaştırıldığında YE1+ Dxr ve YE2+ Dxr 

uygulamalarında % sitotoksisite değerlerinin YE1 ve YE2 uygulamalarına göre daha 

yüksek, YE3+ Dxr ve YE4+ Dxr uygulamalarında % sitotoksisite değerlerinin YE3 ve 

YE4 uygulamalarına göre daha düşük olduğu görülmüştür. Bu uygulamalar 

arasındaki farklar (Şekil 3.9) istatistiksel olarak analiz edildiğinde ise anlamlı 

bulunmamıştır (p> 0,05). 
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Şekil 3.9. Mersin yaprak ekstraktının ayrı ve doksorubisinle kombine 

uygulamalarında dozlara göre % sitotoksisite değerlerindeki değişim 

 

 

3.3. Floresan Mikroskopi Yöntemi ile Elde Edilen Bulgular  

 

Safran, mersin meyve ve mersin yaprak ekstraktlarının DLD-1 hücre hattı 

üzerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerinin değerlendirilmesinde MTT testinde 

olduğu gibi safran, mersin meyve ve mersin yaprak ekstraktları 100 µg/ml, 200 

µg/ml, 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozlarında 24 saat süre ile uygulanmıştır. Ayrıca 

üç ekstraktın her bir dozu doksorubisin (10 µM) ile birlikte uygulanmış, sadece 

besiyeri eklenerek negatif, doksorubisin eklenerek pozitif kontrol denemeleri 

yapılmıştır. Yapılan uygulamalar sonunda plaklar floresan mikroskopta 

incelenmiş, apoptotik hücreler DAPI filtresi, nekrotik hücreler FITC filtresi ile 

incelenerek saptanmıştır (Şekil 3.10-3.22). 
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3.3.1. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarının Apoptotik 

Etkilerinin Değerlendirilmesi 

 

Yapılan denemelerde pozitif kontrol, YE, ME ve SE uygulamalarında apoptotik 

ölüm görülürken, negatif kontrol ve ekstrakt-doksorubisin kombine uygulamalarında 

apoptotik ölüme rastlanmamıştır (Şekil 3.10-3.22). Safran ekstraktı uygulamasında % 

apoptoz değerleri sırasıyla 0.161, 0.054, 0.100 ve 0.085 olarak kaydedilmiştir 

(Çizelge 3.11). Mersin meyve ekstraktı uygulamasında, ME1 dozunda apoptotik 

hücre görülmezken, ME2, ME3 ve ME4 dozlarında % apoptoz değerinin doza bağlı 

olarak arttığı görülmüştür (Çizelge 3.13). Mersin yaprak ekstraktı uygulamasında 

YE1, YE2 ve YE3 dozlarında % apoptoz değeri doza bağlı olarak artarken, YE4 

dozunda apoptotik hücre kaydedilmemiştir (Çizelge 3.15).  

 

Ekstraktların uygulanan dozlarına göre % apoptoz değerlerindeki değişim Şekil 3.23, 

3.24 ve 3.25 de verilmiştir. 
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Şekil 3.10. Negatif (A,B) ve pozitif (C,D) kontrol uygulamasında aynı alandaki 

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

mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.11. 100 µg/ml (A,B) ve 200µg/ml (C,D) safran ekstraktı 

uygulamasında aynı alandaki hücrelerin DAPI (A,C) ve FITC 

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.12. 400 µg/ml (A,B) ve 800µg/ml (C,D) safran ekstraktı uygulamasında 

aynı alandaki hücrelerin DAPI (A,C) ve FITC (B,D) filtreleri ile elde 

edilen floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.13. 100 µg/ml (A,B) ve 200 µg/ml (C,D) safran ekstraktının 

doksorubisinle (10µM) kombine uygulamasında aynı alandaki 

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

floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.14. 400 µg/ml (A,B) ve 800 µg/ml (C,D) safran ekstraktının 

doksorubisinle (10µM) kombine uygulamasında aynı alandaki 

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

floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.15. 100 µg/ml (A,B) ve 200µg/ml (C,D) mersin meyve ekstraktı 

uygulamasında aynı alandaki hücrelerin DAPI (A,C) ve FITC 

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.16. 400 µg/ml (A,B) ve 800µg/ml (C,D) mersin meyve ekstraktı 

uygulamasında aynı alandaki hücrelerin DAPI (A,C) ve FITC 

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.17. 100 µg/ml (A,B) ve 200 µg/ml (C,D) mersin meyve ekstraktının 

doksorubisinle (10µM) kombine uygulamasında aynı alandaki 

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

floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.18. 400 µg/ml (A,B) ve 800 µg/ml (C,D) mersin meyve ekstraktının 

doksorubisinle (10µM) kombine uygulamasında aynı alandaki 

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

floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.19. 100 µg/ml (A,B) ve 200µg/ml (C,D) mersin yaprak ekstraktı 

uygulamasında aynı alandaki hücrelerin DAPI (A,C) ve FITC 

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop görüntüsü 



 

                         88 
 

 

 

Şekil 3.20. 400 µg/ml (A,B) ve 800µg/ml (C,D) mersin yaprak ekstraktı 

uygulamasında aynı alandaki hücrelerin DAPI (A,C) ve FITC 

(B,D) filtreleri ile elde edilen floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.21. 100 µg/ml (A,B) ve 200 µg/ml (C,D) mersin yaprak ekstraktının 

doksorubisinle (10µM) kombine uygulamasında aynı alandaki 

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

floresan mikroskop görüntüsü 
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Şekil 3.22. 400 µg/ml (A,B) ve 800 µg/ml (C,D) mersin yaprak ekstraktının 

doksorubisinle (10µM) kombine uygulamasında aynı alandaki 

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

floresan mikroskop görüntüsü 
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Elde edilen sonuçlara göre ekstrakt uygulamalarında dozlar arasındaki % apoptoz 

değerlerindeki değişimin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır (p>0,05). 

YE, ME, SE uygulamalarında gözlenen % apoptoz değerleri negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmazken, uygulamalar pozitif 

kontrol ile karşılaştırıldıklarında % apoptoz değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı 

azalma görülmüştür (Çizelge 3.11, 3.13, 3.15). Ekstraktların doksorubisin ile 

kombine uygulamaları sonucunda ise herhangi bir apoptotik etkiye rastlanmamıştır 

(Çizelge 3.12, 3. 14, 3. 16).  

 

 

 

 

 

Şekil 3.23. Safran ekstraktı uygulamasında dozlara göre % apoptoz 

değerindeki değişim 

 

 

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

100 200 400 800 

%
 A

p
o
p

to
z 

Doz (µg/ml) 

SE 



 

                         92 
 

 

 

Şekil 3.24. Mersin meyve ekstraktı uygulamasında dozlara göre % apoptoz 

değerindeki değişim 

 

 

 

 

 

Şekil 3.25. Mersin yaprak ekstraktı uygulamasında dozlara göre % apoptoz 

değerindeki değişim 
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3.3.2. Safran, Mersin Meyve ve Mersin Yaprak Ekstraktlarının Nekrotik 

Etkilerinin Değerlendirilmesi 

 

3.3.2.1. Safran Ekstraktının Nekrotik Etkisinin Değerlendirilmesi 

  

Safran ekstraktı (SE) uygulamasından elde edilen verilere göre doz artıkça % nekroz 

değerinde artış meydana geldiği görülmüştür (Şekil 3.26). Dozlar arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). Kontrol uygulamaları ile 

karşılaştırıldığında SE uygulamasında gözlenen % nekroz değerlerinin kontrol ile 

aynı ya da yakın olduğu (Çizelge 3.11), aradaki farkın istatistiksel bakımdan anlamlı 

olmadığı saptanmıştır (p>0,05).  

 

 

Çizelge 3.11. Safran ekstraktı uygulamasında dozlara göre % apoptoz ve % nekroz 

değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)  

kontrol 
SE1 SE2 SE3 SE4 

Doz 

(µg/ml) 

- 0,5 100 200 400 800 

% 

Apoptoz 
0 17,790* 

(±2,365) 

0,161# 

(±0,081) 
0,054# 

(±0,004) 
0,100# 

(±0,002) 
0,085# 

(±0,009) 

% Nekroz 5,000 

(±0,123) 
54,131* 

(±3,256) 
5,018 

(±3,966) 
6,708 

(±4,472) 
6,081 

(±2,695) 
7,828 

(±3,382) 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  
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Şekil 3.26. Safran ekstraktının ayrı ve doksorubisinle kombine 

uygulamalarında dozlara göre % nekroz değerlerindeki değişim  

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasında anlamlı fark (p<0,05) 

 

 

Safran ekstraktı ve doksorubisin (SE+Dxr) uygulamasında % nekroz değerinin doza 

bağlı olarak arttığı görülmüştür (Şekil 3.26).  

 

Tüm dozlarda uygulamalar ile negatif kontrol arasındaki fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p< 0,05). SE4+Dxr dozunda pozitif kontrole göre % nekroz 

değeri daha yüksek bulunmuş (Çizelge 3.12) fakat iki uygulama arasında istatistiksel 

açıdan anlamlı fark bulunmamıştır (p> 0,05). 

 

SE+Dxr uygulamasında tüm dozlarda % nekroz değerlerinin SE uygulamasına göre 

daha yüksek olduğu görülmüş, SE+Dxr uygulamasındaki % nekroz değerlerindeki 

artış p<0,05 düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 3.26). Tüm 
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dozlar için % nekroz değerlerinin negatif kontrole göre daha yüksek olduğu 

saptanmıştır (Çizelge 3.12). 

 

 

Çizelge 3.12. Safran ekstraktının doksorubisinle kombine uygulamasında dozlara 

göre % apoptoz ve % nekroz değerleri 

 

Uygulama (-)  

kontrol 

(+) 

 kontrol 
SE1+Dxr SE2+Dxr SE3+Dxr SE4+Dxr 

Doz 

(µg/ml) 

- 0,5 100 200 400 800 

% 

Apoptoz 
0 17,790* 

(±2,365) 

0 0 0 0 

% Nekroz 5,000 

(±0,123) 
54,131* 

(±3,256) 
41,148* 

(±4,654) 
48,723* 

(±6,658) 
51,197* 

(±4,033) 
57,818* 

(±5,332) 
 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  

 

 

3.3.2.2. Mersin Meyve Ekstraktının Nekrotik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Mersin meyve ekstraktı (ME) uygulamasından elde edilen veriler incelendiğinde 

ME1 uygulamasında % 27 olan nekroz değerinin, ME2 uygulamasında % 5’e 

düştüğü, daha sonraki konsantrasyonlarda doza bağlı olarak arttığı gözlenmiştir 

(Şekil 3.27). Dozlar arasındaki % nekroz değerlerindeki fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). Negatif kontrol ile karşılaştırıldığında ME 

uygulamalarında gözlenen değerlerin daha yüksek olduğu görülmüş (Çizelge 3.13), 

uygulanan dozlardan ME4’deki artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05).  
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Şekil 3.27. Mersin meyve ekstraktının ayrı ve doksorubisinle kombine   

uygulamalarında dozlara göre % nekroz değerlerindeki değişim  

*ekstrakt ile ekstrakt+dxr arasında anlamlı fark (p<0,05) 

 

 

Çizelge 3.13. Mersin meyve ekstraktı uygulamasında dozlara göre % apoptoz ve % 

nekroz değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)  

kontrol 
ME1 ME2 ME3 ME4 

Doz 

(µg/ml) 
- 0,5 100 200 400 800 

% 

Apoptoz 
0 17,790* 

(±2,365) 
0# 0,295# 

(±0,041) 
0,233# 

(±0,040) 
0,563# 

(±0,016) 

% Nekroz 5,000 

(±0,123) 
54,131* 

(±3,256) 
27,118 

(±9,301) 
5,003 

(±4,082) 
14,043 

(±8,000) 
35,048* 

(±3,180) 
 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  
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Mersin meyve ekstraktı ve doksorubisin (ME+Dxr) uygulaması ile elde edilen 

verilere göre ME1+Dxr dozunda % 35 olan nekroz değeri ME2+Dxr 

konsantrasyonunda % 22’ye düşmüş daha sonraki konsantrasyonlarda doza bağlı 

olarak artmıştır (Çizelge 3.14). Bu uygulamada dozlar arasındaki % nekroz 

değerlerindeki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (p<0,05).  

 

 

Çizelge 3.14. Mersin meyve ekstraktının doksorubinle kombine uygulamasında 

dozlara göre % apoptoz ve % nekroz değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)  

kontrol 
ME1+Dxr ME2+Dxr ME3+Dxr ME4+Dxr 

Doz 

(µg/ml) 

- 0,5 100 200 400 800 

% 

Apoptoz 
0 17,790* 

(±2,365) 

0 0 0 0 

% Nekroz 5,000 

(±0,123) 
54,131* 

(±3,256) 
35,240* x 

(± 5,597) 
22,417x 

(±7,000) 

56,456*x 

(±4,086) 
67,798*x 

(±2,639) 
 

* negatif kontrole göre anlamlı fark , # pozitif  kontrole göre anlamlı fark, x dozlar arasında anlamlı 

fark (p<0,05) 

 

 

Negatif kontrol uygulaması ile karşılaştırıldığında tüm dozlar için % nekroz 

değerlerinin daha yüksek olduğu görülmüş (Çizelge 3.14), ME1+Dxr, ME3+Dxr ve 

ME4+Dxr dozlarında % nekroz değerlerindeki artış istatistiksel bakımdan anlamlı 

bulunmuştur (p<0,05). Pozitif kontrol ile karşılaştırıldığında ME3+Dxr ve ME4+Dxr 

dozlarında gözlenen % nekroz değerleri daha yüksek olmakla birlikte (Çizelge 3.14) 

bu uygulamalar arasındaki farkın istatistiksel bakımdan anlamlı olmadığı 

saptanmıştır (p > 0,05). 
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ME uygulaması ile karşılaştırıldığında tüm dozlar için % nekroz değerlerinin 

ME+Dxr uygulamasında daha yüksek olduğu görülmektedir (Şekil 3.27). Yapılan 

uygulamalarda sadece ME3 ve ME3+Dxr konsantrasyonları arasındaki fark p<0,05 

düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 3.27).   

 

 

3.3.2.3. Mersin Yaprak Ekstraktının Nekrotik Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

Mersin yaprak ekstraktı (YE) uygulamasında elde edilen verilere göre % nekroz 

değerlerinin doza bağlı olarak arttığı görülmüştür (Şekil 3.28). Dozlar arasındaki % 

nekroz değerleri arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 

Tüm dozlarda % nekroz değerlerinin negatif kontrole göre yüksek olduğu 

görülmüştür (Çizelge 3.15). YE2, YE3 ve YE4 dozları ile negatif kontrol arasındaki 

fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). YE3 ve YE4 dozlarında 

gözlenen % nekroz değerlerinin pozitif kontrol uygulamasında gözlenen değerden 

daha yüksek olduğu görülmüş fakat bu değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark bulunmamıştır (Çizelge 3.15).  
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Şekil 3.28. Mersin yaprak ekstraktının ayrı ve doksorubisinle kombine 

uygulamalarında dozlara göre % nekroz değerlerindeki değişim.  

*ekstrakt ile ekstrak+dxr arasında anlamlı fark (p<0,05) 

 

 

Çizelge 3.15. Mersin yaprak ekstraktı uygulamasında dozlara göre % apoptoz ve 

% nekroz değerleri 

 

 

* negatif kontrole göre anlamlı fark, # pozitif  kontrole göre anlamlı fark, x dozlar arasında anlamlı 

fark (p<0,05) 
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Mersin yaprak ekstraktı ve doksorubisin (YE+Dxr) uygulaması ile elde edilen veriler 

incelendiğinde tüm dozlarda, % nekroz değerinde negatif kontrole göre istatistiksel 

olarak anlamlı fark (p<0,05) görülmüştür (Çizelge 3.16). Pozitif kontrol ile 

karşılaştırıldığında YE1+Dxr, YE3+Dxr ve YE4+Dxr dozlarında daha yüksek % 

nekroz değerleri gözlenmekle birlikte (Çizelge 3.16) uygulamalar ile pozitif kontrol 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p> 0,05). 

 

 

Çizelge 3.16. Mersin yaprak ekstraktının doksorubisinle kombine uygulamasında  

dozlara göre % apoptoz ve % nekroz değerleri 

 

Uygulama (-) 

kontrol 

(+)  

kontrol 
YE1+Dxr YE2+Dxr YE3+Dxr YE4+Dxr 

Doz 

(µg/ml) 

- 0,5 100 200 400 800 

% 

Apoptoz 
0 17,790* 

(±2,365) 

0 0 0 0 

% Nekroz 5,000 

(±0,123) 
54,131* 

(±3,256) 
59,444* 

(±1,483) 
52,571* 

(± 2,986) 
77,050* 

(± 4,123) 
71,665* 

(± 8,098) 
 

* negatif kontrole göre anlamlı fark, # pozitif  kontrole göre anlamlı fark (p<0,05)  

 

 

YE1+Dxr, YE2+Dxr, YE3+Dxr dozlarında, YE1, YE2 ve YE3 dozlarına göre daha 

yüksek % nekroz değerleri saptanmış (Şekil 3.28), fakat uygulamalar arasındaki 

farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmüştür (p>0,05). YE4+Dxr dozunda 

saptanan % nekroz değerinin YE4 dozundakinden daha düşüktür olduğu (Şekil 3.28) 

ve bu dozlar arasındaki farkın istatistiksel bakımdan anlamlı olduğu saptanmıştır 

(p<0,05).  
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

 

İnsanlar günlük hayatta sindirim, solunum, temas yolları ile direkt ya da dolaylı 

olarak birçok genotoksik maddeye maruz kalmaktadır. Çeşitli genotoksinler bazen 

çevre şartlarının da olumsuz etkileriyle birleşerek genetik materyalde onarılamayan 

hasarlara yani mutasyonlara neden olmaktadırlar. Mutasyonların zamanla vücutta 

birikimi yaşlanma, kanser, kalp damar hastalıkları, nörodejeneratif hastalıkların 

gelişimi gibi sonuçlara neden olmaktadır (Kennedy vd., 2012; Poduri vd., 2013). 

 

Yapılan araştırmalarda birçok bitki ve bitki bileşeninin, genotoksik maddelerin 

olumsuz etkilerini önleyebilecek ya da azaltabilecek antigenotoksik etki 

potansiyeline sahip olduğu gösterilmiştir (Dias vd., 2009; Munari vd., 2014; Guterres 

vd., 2015; Amkiss vd., 2013; Khalil vd., 2015; Sadeghnia vd., 2013). Antigenotoksik 

etkilerinin yanısıra insan sağlığı için başka yararlı özellikleri de yapılan çalışmalarla 

gösterilmiş olan bitki ve bitki bileşenleri, aroma ve renk verme, oksidasyonu önleme 

gibi amaçlarla gıdalarda doğal katkı maddesi olarak kullanılabilir, gıdalar bitkisel 

bileşenler kullanılarak fonksiyonel gıda haline getirilebilir. Bulunduğumuz çağda 

eskiye nazaran insanların daha çok etkileşim içinde olduğu genotoksik maddelerin 

olumsuz etkilerinin, yararlı etkileri bilinen bitki ve bitki bileşenlerinin gıdalar 

yoluyla alımı ile tamamen yok edilemese de azaltılabileceği yapılan bazı çalışmalarla 

gösterilmiştir (Singh vd., 2008; Adebola vd., 2013; Navarro vd., 2015; Ismail ve 

Sakr, 2016). 
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Bu çalışmada ülkemizde üretimi yapılan safran ve doğal olarak yetişen mersin 

bitkilerinin antigenotoksik ve antikarsinojenik etkileri SMART, MTT ve floresan 

mikroskopi yöntemleri ile in vivo ve in vitro ortamda değerlendirilmiştir. Çalışmada 

safran bitkisinin baharat olarak kullanılan stigma ve stilus kısımları ile mersin 

bitkisinin meyve ve yaprak kısımlarından elde edilen ekstraktlar kullanılmıştır.  

 

Bu çalışmada uygulanan SMART, MTT ve floresan mikroskopi yöntemi sonuçlarına 

göre;  

 

1. Safran, mersin meyve ve mersin yaprak ekstraktları uygulanan dozlarda 

Drosophila melanogaster üzerinde genotoksik etkiye neden 

olmamışlardır. 

 

2. Ekstraktların doksorubisinin genotoksik etkisine karşı antigenotoksik 

etkilerinin Drosophila melanogaster üzerinde değerlendirmesi sonucunda 

test edilen tüm dozlarda doksorubisin tarafından indüklenen genotoksik 

etkiyi inhibe edici etki gösterdikleri ve bu etkilerinin doza bağlı olarak 

arttığı saptanmıştır.  

 

3. Antigenotoksik etkinin göstergesi olan inhibisyon oranları incelendiğinde 

mersin yaprak ekstraktına ait inhibisyon değerlerin diğer ekstraktlarla elde 

edilen değerlerden daha yüksek olduğu görülmektedir. Mersin yaprak 

ekstraktının denemelerde kullanılan en düşük dozu (1 mg/ml) ile elde 

edilen antigenotoksik etkinin mersin meyve ve safran ekstraktlarının 
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kullanılan en yüksek dozları (10 mg/ml) ile elde edilen antigenotoksik 

etkiden daha yüksek olduğu gözlenmektedir. 

 

4. Ekstraktların test edilen dozları arasında en yüksek antigenotoksik etki 

mersin yaprak ekstraktının 10 mg/ml dozunda (% 98) gözlenmiştir. 

Antigenotoksik etkinin en düşük olduğu uygulama ise safran ekstraktının 

1 mg/ml dozu (% 78) olmuştur. 

 

5. Her üç ekstrakt da uygulanan dozlarda DLD-1 (insan kolon kanseri) hücre 

hattı üzerinde sitotoksik etki göstermiştir.  

 

6. Mersin yaprak ekstratı uygulamasında 400 µg/ml ve 800 µg/ml 

dozlarında, safran ekstraktı ve mersin meyve ekstraktı uygulamalarında 

tüm dozlarda gözlenen sitotoksik etkinin, doksorubisinin gösterdiği 

sitotoksik etkiden daha yüksek olduğu saptanmıştır.  

 

7. Mersin yaprak ekstraktının 800 µg/ml, mersin meyve ekstraktının 400 

µg/ml ve 800 µg/ml, safran ekstraktının 800 µg/ml dozlarında 

sitotoksisite değeri % 50’den yüksek bulunmuştur.  

 

8. Ekstraktların ayrı uygulanması ile en yüksek sitotoksisite değeri safran 

ekstraktının 800 µg/ml dozunda (% 58), en düşük sitotoksisite değeri 

mersin yaprak ekstraktının 100 µg/ml dozunda (% 12) gözlenmiştir.  
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9. Mersin yaprak, mersin meyve ve safran ekstraktları doksorubisin ile 

birlikte DLD-1 hücre hattına uygulandıklarında, mersin yaprak 

ekstraktının 200 µg/ml, 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozlarında, mersin 

meyve ve safran ekstraktlarının tüm dozlarında sitotoksik etki 

gözlenmiştir. 

 

10. Kombine uygulamalar pozitif kontrol ile kıyaslandığında mersin yaprak 

ekstraktının 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozlarının, mersin meyve 

ekstraktının 100 µg/ml, 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozlarının, safran 

ekstraktının tüm dozlarının doksorubisinden (daha yüksek sitotoksik 

etkiye neden olduğu görülmüştür. 

 

11. Ekstraktlarla kombine uygulama sonucunda 100 µg/ml mersin yaprak 

ekstraktını uygulaması dışında doksorubisinin DLD-1 hücre hattı üzerinde 

olan sitotoksik etkisinde herhangi bir azalma meydana gelmediği 

saptanmıştır. 

 

12. Ekstraktların nekrotik etkilerinin incelenmesi sonucunda mersin yaprak 

ekstraktının 200 µg/ml, 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozları ile mersin meyve 

ekstraktının 800 µg/ml dozunda nekrotik etki gözlenmiştir. Safran 

ekstraktı uygulamasında ise nekrotik etkiye rastlanmamıştır.  

 

13. Ekstraktların ayrı uygulanması ile en yüksek nekroz değeri mersin yaprak 

ekstraktının 800 µg/ml dozunda (%98) gözlenmiştir. Mersin yaprak 
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ekstraktının 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozlarında %nekroz değerinin 

doksorubisine göre daha fazla olduğu görülmüştür.  

 

14. Nekroz değerinin en düşük olduğu uygulamalar ise safran ekstraktının 

100 µg/ml dozu ile mersin meyve ekstraktının 200 µg/ml dozu (% 5) 

olmuştur. 

 

15. Ekstraktlar doksorubisinle birlikte uygulandıklarında mersin yaprak 

ekstraktı uygulamasında tüm dozlarda, mersin meyve ekstraktı 

uygulamasında 100 µg/ml, 400 µg/ml ve 800 µg/ml dozlarında nekrotik 

etki gözlenmiştir. Safran ekstraktı ayrı uygulandığında nekrotik etki 

saptanmazken doksorubisin ile birlikte uygulandığında, tüm dozlarda 

nekrotik etki meydana geldiği görülmüştür.  

 

16. 800 µg/ml mersin yaprak ekstraktı uygulaması dışındaki tüm kombine 

uygulamalarda % nekroz değerinin yalnızca ekstrakt uygulamalarına göre 

arttığı görülmüştür. 

 

17. Ekstraktların doksorubisin ile birlikte uygulanması ile 200 µg/ml mersin 

meyve ekstraktı uygulaması dışında doksorubisinin DLD-1 hücre hattı 

üzerinde olan nekrotik etkisinin azalmadığı saptanmıştır. 

 

18. Ekstraktların doksorubisin ile birlikte uygulanmaları sonucu en yüksek 

nekroz değeri mersin yaprak ekstraktının 400 µg/ml dozunda (% 77), en 
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düşük nekroz değeri ise mersin meyve ekstraktının 200 µg/ml dozunda (% 

22) dozunda gözlenmiştir. 

 

19. Ekstraktların hem ayrı hem de doksorubisinle kombine olarak 

uygulanması ile DLD-1 hücre hattı üzerinde herhangi bir apoptotik etkiye 

rastlanmamıştır. 

 

20. Ekstraktların doksorubisinle kombine uygulamaları sonucu elde edilen 

apoptoz değerleri doksorubisin uygulaması ile elde edilen değerle 

karşılaştırıldığında, ekstraktların doksorubisinin apoptotik etkisini 

engellediği gözlenmiştir.   

 

21. Elde elden verilere göre kombine uygulamalar sonucunda doksorubisin 

uygulamasına göre, DNA ve mitokondri hasarına bağlı apoptotik hücre 

ölümü engellenirken, sitoplazma zarı hasarına bağlı nekrotik etki 

artmıştır. 

 

Daha önce yapılan çalışmalarda (Hayder vd., 2003, 2004, 2008a; Khalil vd., 2015; 

Hosseinzadeh vd., 2008; Premkumar vd., 2003) canlı sistemlerde çeşitli 

genotoksinlere karşı antigenotoksik etkileri gösterilen safran ve mersin 

ekstraktlarının bu çalışma ile Drosophila melanogaster üzerinde doksorubisine karşı 

antigenotoksik etkileri araştırılmıştır. Yapılan literatür taramasında safran, mersin 

yaprak ve mersin meyvesinin etanol ekstraktlarının antigenotoksik etkilerinin 
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Drosophila melanogaster’de SMART ile değerlendirildiği başka bir çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

 

Ekstraktların doksorubisinin genotoksik etkisine karşı antigenotoksik etkilerinin 

değerlendirmesi sonucunda test edilen tüm dozlarda doksorubisin tarafından 

indüklenen genotoksik etkiyi inhibe edici etki gösterdikleri ve bu etkilerinin doza 

bağlı olarak arttığı saptanmıştır. Elde edilen bulgulara göre uygulanan üç ekstraktan 

en yüksek antigenotoksik etkiye sahip olanın mersin yaprak ekstraktı olduğu 

görülmüştür. Daha önce yürütülen araştırmalarda mersin bitkisinin antigenotoksik 

özellikte oldukları bilinen flavonoidlerce zengin olduğu saptanmıştır (Amensour vd., 

2010; Sumbul vd., 2011). Bu veriye göre mersin yaprak ekstraktının çalışmamızda 

gözlenen yüksek antigenotoksik etkisinin nedeni flavonoid içeriğinin yüksek oluşu 

ile açıklanabilir. Amensour vd. (2010) çalışmalarında mersin bitkisinin yaprak 

kısmının flavonoid içeriğinin meyve kısmına göre daha yüksek olduğunu 

saptamışlardır. Bu sonuç da çalışmamızda elde ettiğimiz verilerle uyuşmaktadır. 

Verilerimize göre mersin yaprak ekstraktı uygulamasında mersin meyve ekstraktı 

uygulamasına göre daha yüksek antigenotoksik etki saptanmıştır. 

 

Mersin yaprak, mersin meyve ve safran ekstraktlarının DLD-1 hücre hattı üzerinde 

sitotoksik etkilerinin incelenmesi sonucunda her üç ekstraktın sitotoksik etki 

gösterdiği, mersin yaprak ve meyve ekstraktlarının nekrotik etki gösterirken, safran 

ekstraktının göstermediği gözlenmiştir. Ayrıca ekstraktların apoptotik etkilerinin 

incelenmesi sonucunda her üç ekstraktın da DLD-1 hücre hattı üzerinde apoptotik 

etkilerinin olmadığı görülmüştür. Yapılan literatür taraması sonucunda mersin 

meyve, mersin yaprak ve safranın etanol ekstraktlarının DLD-1 hücre hattı 
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üzerindeki etkilerinin incelendiği bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bununla birlikte 

safran ekstraktının başka kolon kanseri hücre hatları üzerinde sitotoksik ve 

antiproliferatif etkilerinin değerlendirildiği, çalışmalar mevcuttur. Tuberoso vd. 

(2016) tarafından yapılan çalışmada safran ekstraktının Caco-2 (insan kolon kanseri) 

hücre hattı üzerinde sitotoksik etkiye neden olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmada 

safran ekstraktının sitotoksik aktivitesi MTT yöntemi değerlendirilmiş, ekstrakt 10 

µl/ml dozunda 48 saat süre ile uygulandığında hücre canlılığında % 30, 50 µl/ml 

dozunda 24 saat süre ile uygulandığında hücre canlılığında % 32 azalma meydana 

geldiği görülmüştür. Çalışmamızda safran ekstraktının uygulanan dozlarının daha 

yüksek olduğu fakat, DLD-1 hücreleri üzerinde daha kısa uygulama süresi sonunda 

daha yüksek sitotoksik etki gösterdikleri görülmektedir. Aung vd. (2007) safran 

ekstraktı ve safranın ana bileşenlerinden krosini farklı tipteki kolon kanseri 

hücrelerine (HCT-116, SW-480, HT-29) uygulamış ve antiproliferatif etki 

gösterdiklerini saptamışlardır. Bu çalışmada safran ekstraktı uygulamasının en fazla 

HCT-116 hücre hattı üzerinde etkili olduğu, hücre gelişiminin 1 mg/ml dozunda % 

45.5 ve 3 mg/ml dozunda % 6.8 oranında azaldığı bildirilmiştir. Çalışmamızda safran 

ekstraktının DLD-1 hücreleri üzerinde daha düşük dozlarda sitotoksik etki 

oluşumunu sağladığı görülmüştür. Safran ekstraktının izojenik HCT116 hücre hatları 

(HCT116 p53+/+ ve HCT116 p53−/−) üzerindeki etkilerinin değerlendirildiği 

çalışmada ekstraktın uygulanan doza ve zamana bağlı olarak HCT116 hücrelerinde 

çoğalmayı engellediği gösterilmiştir. Uygulanan dozlar arasında en etkili sonuçlar 2 

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

 

Safran ekstraktının farklı kolon kanseri hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkilerinin 

incelendiği bu çalışmalar ile karşılaştırıldığında, çalışmamızda safran ekstraktının 
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DLD-1 hücre hattı üzerinde gösterdiği sitotoksik etki ve etkili dozlar bakımından 

farklılıklar olduğu görülmektedir. Bu durum hücre hatlarının farklılığından 

kaynaklanabilceği gibi, uygulanan ekstraktlardaki bileşenlerin farklı oluşundan da 

kaynaklanabilir. Birçok araştırmada yetiştikleri coğrafik ve mevsimsel koşulların 

yanı sıra depolama koşulları ve sürelerinin dahi bitkilerin içerdikleri bileşenlerin 

oranlarında değişikliklere neden olabileceği gösterilmiştir (Masi vd., 2016; Angioni 

ve Schirra, 2011; Mulas vd., 2013; Morales vd., 2014; Shokoohinia vd., 2014; 

Settanni vd., 2014). 

 

Bu çalışmanın sonuçlarına göre antigenotoksik ve sitotoksik etkileri belirlenen 

mersin ve safranın ekstraktlarının bu etkileri içeriklerindeki flavonoid ve karotenoid 

oranlarının yüksek olmasından kaynaklanmış olabilir. Flavonoid ve karotenoidlerle 

daha önce yapılan çalışmalarda bu bileşiklerin antioksidan, antigenotoksik, 

antienflamatuar etki gösterdiği, hücre döngüsünün durdurulması, anjiyogenezin 

engellenmesi, apoptozun indüklenmesi, karsinojenik maddenin inaktivasyonu, tümör 

hücrelerinin gelişiminin ve kanser hücrelerinin çoğalmasının engellenmesi gibi 

mekanizmalarla antikarsinojen etki yarattığı bildirilmiştir (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 bulunduğu bildirilen bir flavonoid olan kaempferol ile 

yapılan çalışmalar bu bileşenin besin yoluyla alındığında kanser başta olmak üzere, 

kronik hastalıklara yakalanma riskini azalttığını göstermiştir (Chen ve Chen, 2013).  
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Bu çalışmada yürütülen antigenotoksisite araştırmasında uygulanan ekstraktlardan 

etkisi en yüksek olanın mersin yaprak, etkisi en düşük olanın safran iken, 

sitotoksisite araştırmasında safran ekstraktının en yüksek etkiye, yaprak ekstraktının 

ise en düşük etkiye neden olduğu gözlenmiştir. Elde edilen bu sonuç; mersin yaprak 

ekstraktındaki bileşiklerin antigenotoksik aktivitelerinin sitotoksik aktivitelerinden 

daha yüksek oluşu, safran ekstraktındaki bileşiklerin sitotoksik etkilerinin 

antigenotoksik etkilerinden daha yüksek oluşu, her iki ekstrakttaki bileşenlerin 

antigenotoksisite araştırmasında birlikte kullanıldıkları doksorubisin ile 

etkileşimlerinin farklı olması, antigenotoksisite araştırmasının canlı sistemde 

yürütülürken, sitotoksisite çalışmasının hücresel olarak yürütülmesi gibi nedenlerden 

kaynaklanmış olabilir. 

 

Doksorubisin birçok kanser çeşidinin tedavisinde oldukça sık kullanılan bir 

kemoterapik ilaçtır. Bu çalışmada ülkemizde yetişen ve üretimi yapılan, çeşitli 

etkileri nedeniyle halk tarafından kullanılan mersin ve safran bitkilerinin 

antikarsinojenik etkilerinin değerlendirilmesi esnasında doksorubisin ile olan 

etkileşimleri de incelenmiştir. Çalışmadan elde edilen verilere göre safran, mersin 

meyve ve mersin yaprak ekstraktlarının kombine uygulamalar sonucunda 

doksorubisinin DLD-1 hücre hattı üzerinde oluşturduğu sitotoksik etkiyi 

azaltmadığını, bazı dozlarda daha da arttırdığını söylemek mümkündür. Ayrıca 

ekstraktların birlikte uygulandığında doksorubisinin apoptotik etkisini engellerken, 

nekrotik etkisini arttırdığı saptanmıştır.  

 

Daha önce yapılan çalışmalara paralel olarak bu çalışma ile de antigenotoksik ve 

kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkileri saptanan safran ve mersin bitkileri 
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baharat, gıda, çay gibi tüketim yollarının yanısıra, bu bitkilerden elde edilen 

ekstraktlar gıda katkı maddesi (renklendirme, aroma verme, antioksidan özellik 

kazandırma vb.) olarak da kullanılabilir. Hazır gıdaların hemen hepsinde bulunan 

sentetik gıda katkı maddelerinin yerine doğal bitki ekstraktlarının kullanıma 

sunulmasıyla insanlarda gıda kaynaklı kimyasalların vücuda alımı indirgenerek bu 

kimyasalların insanlardaki zararlı etkileri azaltılabilir. Gıdalarda sentetik gıda katkı 

maddelerine alternatif olarak, antigenotoksik ve antioksidan etkileri olan doğal katkı 

maddelerinin kullanılması ile özellikle genç nesilde mutasyon birikimi azaltılabilir, 

bu yolla mutasyon kaynaklı hastalıkların ortaya çıkışı geciktirilebilir. 
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