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OZET

Anahtar  kelimeler:  Laurocerasus officinalis, Genotoksisite, Antioksidan,
Kromozomal Anormallik, Mikroniikleus, SOD, GPx, Tiyol/disiilfid

Karayemis (Laurocerasus officinalis) meyvesi oOzellikle tilkemizde Karadeniz
bolgesinde yetisen ve halk tarafindan sifali olduguna inanilan bir meyvedir. Bu
calismada, tibbi acidan koruyucu ya da iyilestirici 6zelligi olabilecek bu meyvenin
muhtemel genotoksik/antigenotoksik etkileri in vitro ortamda insan periferal kan
lenfosit hiicre kiiltiirii yapilarak, kromozomal anormallik ve mikroniikleus testleri ile
arastirllmistir.  Ayrica mitotik indeks degerinin belirlenmesi ile sitotoksik ve
antisitotoksik etkisi de yine arastirilmistir. Diger yandan, antioksidan 6zelligini test
etmek amaci ile siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
malondialdehit (MDA) analizleri yapilmistir. Bununla beraber, yine antioksidan
sistem eleman1 olan tiyol/disiilfid homeostazina etkisi de test edilmistir. Karayemis
meyvesinin antioksidan enzimlerin artisinin molekiiler diizeyde olup olmadig: da real
time PCR ydntemi ile analiz edilmistir. /n vitro ortamdaki biitiin testler igin
karayemis ekstraktinin (KYE) kullanilan dozlart 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL ve
bunlara ek olarak mitomisin C (MMC) ekli olan pozitif kontrollii dozlardir. Her iki
uygulama periyotu i¢in (24 ve 48 saat) dozlar ve pozitif kontrol (MMC), ¢oziicii
kontrol (metanol) ve negatif kontrol (su) gruplar1 kullanilmstir.

Kromozomal anormallik testi ve mikroniikleus testinde, her iki periyotta da KYE nin
higbir dozunda ¢oziicii kontrole gore anlamli farklilik gozlenmemistir (p>0,05).
Antigenotoksik aktivite analizi i¢in yapilan, MMC ekli dozlarin hepsi pozitif
kontrole gore anlamli derecede diisik bulunmustur (p<0,05). Sonug olarak,
karayemis meyvesinin lenfosit hiicreleri lizerinde genotoksik etkili olmadigi, ayrica
MMC maddesinin olusturdugu genotoksik hasar1 dnleyici aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica, mitotik indeks sonuglarina bakilarak, karayemis ekstraktinin
yiikksek bir sitotoksik etkisinin olmadigi goriilmiis ve MMC’nin olusturdugu
sitotoksik etkiyi diisiirmeye yonelik davranis sergiledigi tespit edilmistir. Bununla
beraber, 48 saatlik KYE uygulamasinin 500 pg/mL ve PK+ 500 pg/mL dozlarinda
SOD aktivitesi ile, ve 1000 pg/mL ve PK+1000 pg/mL dozlarinda GPx aktivitesini
arttirdigl gézlenmistir. MDA analizinde ise, hi¢bir doz uygulamasinda anlamli fark
gbzlenmemistir. Ayrica, PK+125 ug/mL ve PK+250 pg/mL dozlarinda tiyol/distilfid
dengesini olumlu yonde etkiledigi gozlenmistir. Molekiiler ¢alismalarin sonucunda
ise, karayemis ekstraktinin SOD mRNA diizeyinde herhangi bir farkliligin olmadigi
tespit edilmitir.

xi



INVESTIGATION OF GENOTOXIC / ANTIGENOTOXIC AND
ANTIOXIDANT EFFECTS OF CHERRY LAUREL (Laurocerasus
officinalis Roem.)

SUMMARY

Keywords: Cherry laurel, Genotoxicity, Antioxidant, Chromosomal anormality,
Micronuclei, SOD, GPx

Cherry laurel, grown in Black Sea Region in Turkey, is a fruit believed to be healing
effect for some diseases. In this study, genotoxic and antigenotoxic effect of cherry
laurel was investigated, which could be protective and curative medically.
Chromosomal anormality and micronuclei tests were applied with human peripheral
blood lymphocyte cell culture in vitro. Also, mitotic index was calculated for
understanding cytotoxic and anticytotoxic effect. Moreover, the value of superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and malondialdehyde (MDA) were
analyzed to detect antioxidant activity of extract by using the supernatant of
lymphocyte culture. Futhermore, the effect of cherry laurel on thiol/disulfide
homeostasis, an antioxidant system element, was added to this study. Cherry laurel
has the ability of antioxidant enzyme activity. This increasing may be caused by
enzyme activation or mRNA expresion rises. In this study, it was tested by real time
PCR method whether cherry laurel increases the enzyme activity at the molecular
level. The doses of cherry laurel were determined as 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL
for in vitro study. For investigation of antigenotoxic and antioxidant effect, MMC
(Mitomycin C) was added to all doses. In both application (24 and 48 h), all doses,
positive control (MMC) and negative control (sterile water) were used.

In chromosomal anormality and micronuclei tests, there was no significant
differences between all doses and solvent control group (p>0,05). In antigenotoxic
activity, doses added MMC were significantly lower than positive control (p<0,05).
As a result, cherry laurel extract has no genotoxic effect on human lymphocytes and
also, has antigenotoxic and protective effect to damage of MMC. According to
mitotic index result, there is not cytotoxic effect of cherry laurel extract; in fact, it
has a little anticytotoxic effect. Moreover to these results, 500 pg/mL ve PK+ 500
ug/mL doses increases the SOD activity and 1000 pg/mL ve PK+1000 pg/mL GPx
activity. There is no significant differences in MDA analyses. Also, positive effect
was observed in thiol/disulfide homeostasis for PK+125 pg/mL ve PK+250 pg/mL
doses. However, cherry laurel extract has no effect on rising SOD mRNA expression
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BOLUM 1. GIRIS

Tirkiye birgok meyve tiiriiniin yetisebildigi ve bu a¢idan genis bir gen havuzuna
sahip nadide iilkelerdendir. Iklimine ve yoresine gore ¢ok cesitli agaclarin
yetismesine imkan veren verimli topraklar ile sifa kaynagi olabilen cogu meyveyi
barindirmaktadir. Farkli cografyada yasayan insanlar, kendi beslenme kiiltiirlerine
gore ve o cografyaya Ozgii ihtiyaglarini karsilayacak sekilde besinlerini tercih
ederler. Ozellikle, alternatif tip agisindan faydali olabilecek bitkiler, sadece yore
insanlarmin degil, bilimsel arastirmacilarin da odak noktasi olmaya baslamistir.
Sentetik ilaglarin zararlart g6z Onilinde bulunduruldugunda, bazi hastaliklarda
koruyucu ve tedavi edici dogal iiriinler iizerine yapilacak caligmalar biiyiik 6nem arz
etmektedir. Ayrica, modern tipta kullanilan bir¢ok ilacin hammaddesi dogal kaynakl1
besinlerdir. Bu durum g6z Oniine alindiginda, bitkisel ekstraktlarin biyoaktif

bilesenlerinin belirlenmesi yeni ila¢ gelistirme agisindan ¢ok dnemlidir.

Alternatif tip ve beslenme amagh kullanilan bir bitkinin, toksik a¢idan profilinin
degerlendirilmesi, o meyvenin hastaliklara faydasinin bilinmesi kadar 6nem arz
etmektedir. Bunun nedeni, ne kadar dogal olsa dahi her maddenin belli bir
miktarindan fazlasinin organizma ig¢in toksik etki yaratmasidir. Fazla alindiginda
suyun bile toksik oldugu diisiiniiliirse, karayemis gibi bazi1 hastaliklarda tedavi ve
koruyucu amagh tiiketilen tiim bitkilerin toksik agidan degerlendirilmesi elzem bir
durumdur. Genotoksikolojinin énemi, genetik materyalin gorecegi zarar1 anlatmasi
ve giiven aralif1 belirlemesi ile, tim organizmay1 ve bir sonraki kusaga aktarilan
bilgileri etkileyen genetik materyali korumasindan gelir. Bu bakis agis1 dikkate
alindiginda, fiziksel ve kimyasal biitiin faktorlerin genotoksikolojik profilinin

¢ikarilmasi ¢ok onemli bir katkidir.



Oksidatif stres bircok hastaligin  nedeni olabilecegi gibi, hastaliklarin
patofizolojisinde de ilerlemeyi tetikler. Bu sebepten, oksidatif stres ve
antioksidanlarin hastaliklar ile iliskisi in vivo ve in vitro calismalar ile
arastirilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin organizmaya zararli olmasindan ve basta
kanser olmak {iizere bir¢cok hastaligin olusmasina ya da tetiklenmesine sebep
olmasindan dolayi, insanlar dogal antioksidanlara yonelmistir. Meyve ve sebzeler
gibi bol miktarda antioksidan barindirdigr bilinen bitkilerin bu 6zelliginin
arastirtlmast  bilim insanlarinin odak noktast haline gelmistir. Bu dogal
antioksidanlarin arastirilmasi, sadece insan hastaliklari tizerine faydasi oldugu igin
degil, gida sanayinde saklama kosullarini iyilestirmek i¢in de 6nemlidir (Lindley,
1998). Ozellikle fenolik asit agisindan zengin olan maddelerde antioksidan &zellik de
yiiksek oldugu icin, oksidatif stres kaynakli semptomlar1 azaltmakta kullanilabilirler.
Dogal beslenme ile kardiovaskiiler hastaliklar, diyabet, hipertansiyon, kanser,
Parkinson ve Alzehimer gibi bir¢cok kronik hastaligin 6niine gecildigi calismalar ile
ispatlanmistir (Marchand, 2002; Boer ve ark., 2004). Bunun en 6nemli nedeninin
icerdigi fenolik asit bilesikleri oldugu diistintilmektedir. Gegmiste, dogal bir besinden
elde edilen etken maddenin de beslenme ile aynmi etkiye sebep olacagi kanisina
varilmis ve etken maddenin sentetik yollarla eldesi i¢in ¢abalanmistir. Ama yapilan
caligmalar da gostermektedir ki, sadece etken madde degil, az oranda bile olsa diger
fenolik asitlerin tek baslarina ve birlikte reaksiyonlari sonucu daha faydali sonuglara
varilabilmektedir (He ve Giusti, 2010). Bu yiizden total bitki ekstraktini ¢aligmak da
goz ardi edilmemesi gereken bir husustur. Bunun en giizel 6rneklerinden biri
olabilecek karayemis meyvesinin halk arasinda bilinen faydalari, yapilan ¢aligmalar

ile de ispat edilmistir (Dogu, 2014; Yilmaz, 2014; Aydin ve ark., 2016).

Molekiiler diizeyde aragtirmalar, giincel bilim diinyasinda biiyiik bir yer tutmaktadir.
Molekiiler biyoloji bilimi sayesinde, laboratuvar uygulamalar ile canli yagamina 151k
tutulmaktadir. Canliligin sifresi olarak tanimlanan genetik materyalin dogru bir
sekilde analiz edilmesi ve tanimlanmasi, basta insan sagligi olmak iizere, gida ve
tarim sektorii, cevre bilimi, eczacilik gibi bircok alanda fayda saglar. Bir genin
analizi, o genden olusan RNA’ya ve RNA’dan olusan protein ve enzimlere kadar

uzun bir yolculugun haritasin1 Oniimiize sermektedir. Bu baglamda, hastaliklarin



molekiiler temelinin bilinmesi hem sebep ve sonug agisindan hem de dogru tedaviyi
belirlemek agisindan dnemli bir hale gelmistir. Ozellikle son yillarda molekiiler
caligmalarda RNA molekiiliine ilgi artmistir. Bunun sebebi, DNA’dan yazilan RNA
molekiiliiniin, bu islemden sonra bir¢ok degisiklige ugramasi, ekspresyonun artmasi
ya da azalmasi, olusturacagi protein ya da enzim yapisin1 ve baglantili olarak da
gorevli oldugu sistemi direkt olarak etkilemesidir. Sadece mesajci RNA degil,
translasyonu gerceklesmeyen RNA’larin bile bir¢ok hastalikla baglantili olabilecegi
distiniilmektedir (Lu ve ark., 2008; Jansson ve Lund, 2012). Bu baglamda,
molekiiler ¢calismalarin RNA diizeyinde devam etmesi bilim diinyasinin literatiiriine

onemli bir katki saglamaktadir.



BOLUM 2. GENEL BiLGILER

2.1. Karayemis

Karayemis Spermatopyta subesi, Magnoliatac smifi, Rosaceae familyasi,
Laurocerasus Duhamel. cinsine ait bir tiir agactir. Bilimsel adi1 Laurocerasus
officinalis Roem. (syn: Prunus laurocerasus L.) olan karayemis, Tiirkiye’de genelde
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde deniz seviyesinden 20 ile 1700 metre arasindaki
yiikseklikte yetigir. Nadir de olsa Hatay ve Balikesir bolgelerinde de goriiliir. Diinya
genelinde ise, Balkanlarda, Kuzey Irlanda’da, Bati Avrupa’da, Kafkaslarda, iran’da
ve bazit Akdeniz iilkelerinde yayilim gostermektedir. Dort mevsim yesil olmast ve
yiiksek egimli alanlarda da yetisebilmesi sebebiyle, riizgar kirict olarak ve toprak
kaymasina kars1 onlem i¢in de yetistirilmektedir. Bu faydalarinin yani sira Karadeniz
Bolgesi’nde daha ¢ok meyvesi icin yetistirilen karayemis, diinya genelinde park ve
bahgelerde kullanilan énemli bir siis bitkisidir (Zeybek, 1960; Ozbek, 1978; Ansin ve
Ozkan, 1993; islam, 2005).

Karayemis agacimin yabani tiplerinde boyu 6 metre civarinda olurken, kiiltiir
tiplerinde 20 metreye kadar uzayabilmektedir. Meyveleri yaklasik 8 mm c¢apinda
olan ve kiime halinde bulunan karayemisin, kabuk kismi olgunlastiginda koyu mor
siyaha yakin bir renk alir ve etli kismi agik pembe beyaz arasi bir renge doniisiir.
Kiiltiir tipinde olan karayemislerin hem yaprak boyutu daha genis hem de meyveleri
daha iridir (Bostan ve Islam, 1996). Ulkemizde ¢ok yaygin olarak taninmayan
karayemisin meyveleri, yas ve kuru olarak tiiketildigi gibi pekmez de yapilmaktadir
(Sekil 2.1.). Yabani olarak yetisen karayemis meyvelerinin tadi genelde buruktur.
Bunun yerine daha biiyiikk ve tatli meyveler elde edildigi i¢in asilama yontemiyle
yetistirilen karayemis tercih edilmektedir (Alpmar ve Yazicioglu, 1991; Ayaz ve
ark., 1997a; Kolayli ve ark., 2003). Karadeniz Bolgesi’nin farkli yorelerinde ¢esitli

isimler alan karayemis, Rize’de Laz Kirazi, Ordu’da Taflan olarak



adlandirilmaktadir. Yapragi ve ¢ekirdeginden de ¢esitli alanlarda faydalanilan

karayemis, en ¢ok meyvesi i¢in yetistirilmektedir.

Sekil 2.1. Karayemis Meyvesi

Karayemis 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde etnofarmakolojik acidan ¢ok 6nemli bir
meyvedir. Karayemisin en bilinen faydasi diyabet iizerinedir. Halk arasinda seker
diizenleyici olarak yogun bir sekilde tiiketilmektedir. Sindirimi kolay olan karayemis
ayni zamanda uzun siire tok tutma &zelligine sahiptir. Ulser, hemoroit, bagirsak
tembelligi gibi bir¢ok gastrointestinal rahatsizliga kars1 koruyucu ve iyilestirici etkisi
mevcuttur. Ayrica Oziitii egzama gibi cilt hastaliklarinda kullanilir. Bunlarin yam
sira, diiiretik dzelligi oldugu da bilinmektedir (Ozbek, 1952; Giiven ve Geggil, 1961;
Milan, 1984; Cubukcu, 1989; Baytop, 1989). Icerisinde siyanhidrik asit
bulunmasindan dolayi, agac yapraklarmin demlenerek ic¢ilmesinin bronsit, dkstiriik
ve bulant1 gibi rahatsizliklara iyi geldigi diisiiniilmektedir (Islam, 2002; Karadeniz ve
ark., 2004; Islam, 2005). Yine halk arasindaki inanca gore, bobrek tasinin
diismesinde yardimci oldugu ve idrar soktiirme ozeligi sayesinde d6dem atmaya
yaradig1 diisiiniilmektedir. Analjezik, antispazmatik, yatistirici ve uyku diizenleyici
etkileri mevcuttur. Yiiksek antioksidan ozelligi sayesinde, oksidatif stresin neden
oldugu ya da patafizyolojisinde etkili oldugu biitiin hastaliklarda oldugu gibi, kalp
rahatsizliklari, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda koruyucu etkisi olduguna

inanilmaktadir (Yesilada ve ark., 1999; Baytop, 2001; Kolayl ve ark., 2003).



Karayemis meyvesinin kimyasal ve biyokimyasal incelenmesi yapilmis ve
magnezyum, sodyum, potasyum, mangan, kalsiyum, demir, bakir, ¢inko gibi
mineralleri yiiksek oranda igerdigi ortaya c¢ikmistir. Bu meyve sadece mineral
acisindan degil protein, karbonhidrat, askorbik asit ve fenolik bilesikler agisindan da
cok zengin bir besin kaynagidir. Karayemisin seker icerigini ise fruktoz, glukoz ve
sorbitol gibi kaynaklar olusturmaktadir (Ayaz ve ark., 1997a; Ayaz ve ark., 1997b).
En yiiksek oranda igerdigi sekerin ise fruktoz ve glukoz oldugu ortaya ¢ikmistir
(Yazici ve ark., 2011).

Karayemis meyvesinin fenolik bilesik icerigine bakildiginda ise, en yiiksek oranda
klorojenik asit icerdigi belirlenmistir (Karabegovic ve ark., 2014). Klasik
ekstraksiyon yontemi kullanilarak hazirlanan karayemis ektraktinin i¢indeki fenolik

maddeler Tablo 2.1.°de verilmistir.

Tablo 2.1. Klasik ekstraksiyon yontemi ile karayemis meyvesinden elde edilen fenolik bilesikler (Karabegovig ve
ark., 2014)

Fenolik Bilesik mg/g
Klorojenik asit 35,17
Vanilik asit 1,58
Kafeik asit 1,12
Rutin 0,82

Ayrica, yiiksek oranda malik asit ile birlikte, hidroksi benzoik asit, antosiyanin,
kumarik asit, siyanidin glikozit, sitrik asit ve katesinler gibi diger fenolik birlesikler
de karayemis meyvesinde bulunmaktadir (Ayaz ve ark., 1997a; Ayaz ve ark., 1997b).
Fenolik bilesikler, benzen halkasina bagli hidroksil grubundan olusan ve genelde
bitkilere koku, renk ve tat vermeye yarayan bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde
bulunan giiglii antioksidan kaynaklaridir (Rice-Evans ve ark., 1996) ve antioksidan
ozellikleri icerdikleri hidroksil grubu sayisina ve nereye baglandigina gore cesitlilik
gostermektedir (Sroka ve Cisowski, 2003). Karayemis meyvesinde bol miktarda
fenolik bilesik bulunmasi, meyvenin gii¢lii antioksidan 6zellige sahip olmasina neden
olmaktadir. Karayemis meyvesine yapilan yag analizinde sonug olarak insan sagligi

acisindan ¢ok onemli olan linoleik asit miktarinin ¢ok yiiksek oldugu belirtilmistir.



Ayn1 zamanda, oleik asit, palmitik asit ve stearik asit gibi diger 6nemli yag asitlerine

de daha az oranlarda rastlanmistir (Ayaz ve ark., 1997a; Ayaz ve ark., 1997b).

Alternatif tip acisindan Onemli bir degere sahip oldugu diisiiniilen karayemis
bitkisinin hem agaci hem de meyveleri iizerine bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Karayemis
meyvesinin mineral ve fizikokimyasal icerigi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, yogun
miktarda bulunan mineralin potasyum oldugu, ondan sonra sirasiyla kalsiyum,
fosfor, sodyum, demir, bakir ve ¢inko geldigi belirlenmistir. Ayrica, protein
miktarinin = %0,29, 1if miktarinin %6,63 ve yag miktarinin %0,001 oldugu
bulunmustur (Kalyoncu ve ark., 2013).

Karayemis meyve cekirdeginin yag asiti igerigi iizerine yapilan bir ¢aligmada ise,
yiiksek oranda oleik asit (%72,92) ve daha sonra palmitik asit, linoleik asit, elaidik
asit, arasidik asit tespit edilmistir. Ayrica yapilan antioksidan aktivite testlerine gore,
karayemis meyve g¢ekirdeginin gii¢lii bir antioksidan oldugu ortaya ¢ikmistir (Geng,
2009). Karayemis meyvesinde en yliksek oranda bulunan yag asiti linoleik asit olarak
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada karayemis meyvesinin antioksidan 6zelligi dl¢iilmdis,
biitillendirilmis hidroksianisol (BHA) dan bile yiiksek oldugu bulunmustur (Halilova
ve Ercigli, 2010).

Olgun karayemis meyveleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada, vanilik asitin en yiiksek
oranda bulunan fenolik asit oldugu tespit edilmistir. Ayrica karayemisin doymamis
yag asileri icerisinde en yliksek oranda linoleik asit i¢erdigi belirlenmistir (Yazici ve
ark., 2011).

Karayemis meyvesi ile yapilan pekmezde fenolik asit ve antioksidan aktivitesi
arasindaki iligki aragtirllmis ve fenolik madde miktar1 arttik¢a antioksidan 6zelligin
de buna bagli olarak arttig1 kanisina varilmistir (Alasalvar ve Shadidi, 2005; Liyana-
Pathirana ve ark., 2006).

Karayemis meyvesi, yaprak ve cekirdekleri ile yapilan bir caligmada, en yiiksek

antioksidan 6zellige sahip olan kismin yaprag:i oldugu ve farkli hasat donemlerine



gore fenolik madde miktarinda ve antioksidan kapasitesinde ciddi degigsimler

olmadig1 sonucuna varilmistir (Engin, 2007).

Karayemisin yaygin kullanim alan1 ve saglik acisindan onemli etkileri olmasi,
yiiksek antiokdisan etkileri ve zengin besin igerigi bu bitkinin iizerinde in vivo ve in
vitro caligmalar yapilmasina yonlendirmistir. Dogu (2014) tarafindan yapilan bir
calismada, tip 2 diyabet olan siganlar iizerinde karayemis meyve ekstraktinin
oksidan-antioksidan sisteme etkileri arastirilmistir. Kontrol grubu siganlar ile kontrol
grubuna karayemis ekstrakti verilen sicanlar karsilastirildiginda, glutatyon
peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD), serum insiilin, paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitelerinin karayemis ekstrakti verilen siganlarda anlamli bir sekilde
yiiksek oldugu ortaya c¢ikmistir. Bunun yani sira, ayni iki grupta yine karayemis
ekstrakti ile muamele edilen gruptaki siganlarin kan glukoz, kan trigliserit ve
malondialdehit diizeylerinde azalma goriilmiistir. Bu ¢alismada, diyabet olan
sicanlara karayemis ekstrakti ve diyabete karsi ila¢ olarak kullanilan metformin
verilmis gruplar olusturulmustur. Yine karayemis ekstrakti verilmis olan sicanlarda
GPx ve SOD aktivitelerinde artma ve trigliserit diizeyinde anlamli azalma
gozlenmistir. Sonug olarak, karayemisin tek basina ya da metformin ile diyabetik
siganlara verildiginde antioksidan, antihiperlipidemik ve antihiperglisemik etkilerinin
oldugu ve diyabetik hastalarda kullanilmasinin oksidatif stresi azaltacagi ve kan
sekerini diigiirerek tedaviye yardimci olabilecegi kanisina varilmistir (Dogu, 2014).
Karayemisin diyabet iizerinde etkili oldugunu goOsteren baska bir ¢alismada ise,
karayemis ekstrakti uygulanan diyabetik siganlarda, beta hiicreleri uyarildigi ve
pankreas salgis1 artarak, kandaki insiilin miktarinin yiikseldigi gozlemlenmistir
(Senayli ve ark., 2012). Yine fareler {izerinde yapilan bir ¢aligmada, karayemis
ekstraktinin hipoglisemik farelere verildiginde, kan sekerini yiikselttigi ve aym
zamanda da beslemeden sonra yiikselen kan sekerini normal seviyeye diisiirdiigii
tespit edilmistir. Bunun sonucunda karayemisin antidiyabetik ajan olarak
kullantmimin hem hiperglisemik hem de hipoglisemik hastalar {izerinde olumlu

etkiye sahip olabilecegi sonucuna varilmistir (Turan ve ark., 2013).



Fareler iizerinde yapilan in vivo bir ¢aligmada, karayemis (Laurocerasus officinalis)
taze yapraklarinin ekstraktindan izole edilen bilesenlerinin agriya ve iltihaplanmaya
karst olan etkisi arastirllmistir. Yapilan c¢alismanin sonucunda ekstraktin gozle
goriliir sekilde anti-inflamatuar ve agriyr engelleyici etkisi oldugu gorilmiistiir

(Erdemoglu ve ark., 2003; Akkol ve ark., 2012).

Karayemis yiiksek polifenol icerdigi bilinen bir meyve olmasindan dolay1 iizerinde
antibakteriyel ¢alismalar da yapilmistir. Karayemiste toplam fenolik asit miktari
1124,91 mg gallik asit/100 g olarak bulunmustur. Escherichia coli O157:H7 ve
Salmonella Enteritidis bakteri suslarina karayemis ile muamele edilmis ve sonug
olarak bakteri biiylimesinin durdugu goézlenmistir. Ancak bu antibakteriyel etkinin
gram negatif bakteriler tizerinde, bakteriyosidal etkiden ziyade bakteriyostatik etki

oldugu kanisina varilmistir (Kilmanoglu, 2010).

Karayemis meyve ekstraktinin tireme sistemi iizerinde etkisinin arastirildigi bir in
vivo calismada, Karayemis meyvesinden su ile ekstrakt hazirlanmig, testislerine
Methotrexate (MTX) maddesi ile hasar verilen erkek sicanlar tizerindeki etkisi
incelenmistir. Calismada kontrol, sadece karayemis ekstrakti verilen, MTX verilen
ve MTX ile birlikte karayemis ekstrakti verilen 4 grup olusturulmustur. Karayemis
ekstraktt 5 giin siire ile uygulamis ve siirenin sonunda testisler ¢ikarilarak analizi
yaptlmistir. Bunun yani sira plazma siiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit
(MDA) gibi 6nemli oksidatif stres parametreleri de incelenmistir. Sonug olarak,
karayemis ekstrakti uygulanan sicanlarin sperm hareketliliginde anlamli derecede
artma ve SOD, MDA gibi parametrelerde anlamli derecede azalma oldugu

belirlenmistir (Y1ilmaz, 2014).

Karayemis meyvesinin antioksidan aktivitesinin yliksek olmasi, bu meyvenin
kanserli dokular iizerinde olumlu etkiye sahip olabilecegi diisiincesini dogurmustur.
Meyvenin su ile yapilan ekstraktinin, etkisi HT29 (Insan kolon kanser hiicreleri),
HeLa (Insan rahim kanser hiicreleri), Vero (Afrika yesil maymun bdbrek epitelyum)
ve C6 (Sican beyin tiimorii) kanser hiicre hatlarina karsi arastirilmis ve az miktarda

antiproliferatif etkisi oldugu sonucuna varilmistir (Aydin ve ark., 2016).



10

Yapilan baska bir calismada ise, karayemisin meyve ve yaprak ekstraktinin
noroprotektif etkisi kolinesteraz enzim inhibisyonu vasitasiyla test edilmis ve bir

dereceye kadar noroprotektif etkisi oldugu tespit edilmistir (Orhan ve ark., 2011).

2.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Oksijenli solunum yaparak enerji iireten her canli solunum sirasinda havadaki ya da
sudaki oksijeni elektron tasima sisteminden gecirerek kullanir. Oksijen molekiili
yapisit geregi, tam indirgenmemis oksijen metabolitleri olan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusturmaya yatkindir. Baglica ROS’lar arasinda sayabilecegimiz molekiiller,
olagan oksijen mekanizmasinda olusan siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve
hidrojen peroksit iyonlaridir. Siiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin bir elektron
almas1 sonucu olusan ve sonrasinda hidrojen peroksite doniisen dnemli bir serbest
radikaldir. Hidrojen peroksitin olusumu siiperoksit radikalinin, siiperoksit dismutaz
enzimi ile reaksiyonu sonucunda olusur. Hidrojen peroksit ise demir gibi metallerin
mevcudiyetinde Fenton reaksiyonuna girerek hidroksil radikalini olusturur. ROS’lar
belli bir seviyenin iistiinde oldugunda ciddi zararlara yol agabilirler. Organizmalarda,
fazla serbest radikal olusumunu engellemek igin, radikalleri nétralize ederek bu
seviyenin altinda kalmasii saglayan sisteme, antioksidan mekanizma denir. Yani
organizmada serbest radikallerin olusumu ve bunlarin sistem tarafindan yok edilmesi
arasinda bir denge mevcuttur. Bu denge bozulup, serbest radikallerin artmasi
yoniinde kaydiginda ise oksidatif stres denen olay gerceklesir. Ozetle, oksidatif stres,
hiicresel metabolizma sonucunda olusan serbest radikallerin artmasi ve organizmada
bu radikalleri detoksifikiye eden antioksidan sistemin yetersiz kalmasi olarak
tanimlanabilir. Organizmada oksidatif stresin olugmasi ile hiicre membranlari,
niikleik asit, lipid, protein ve enzimler gibi bircok yap1 tehlike altina girer (Sekil
2.2.). Serbest radikaller, basta hiicre membranindaki lipidlerin ¢ift baglar1 olmak
tizere, proteinlerin ve niikleik asitlerin baglarmma saldirirlar. Hiicre iginde
makromolekiillerin ¢ift baglarindan hidrojen atomu koparak oksidasyon reaksiyonu
gerceklesmesi hiicre oliimiine kadar giden bir siireci baslatmis olur. Lipidler basta
olmak {izere makromolekiillerin yikimi ile olusan malondialdehit artis1 organizmanin

doku ve sivilarinda tespit edilerek, oksidatif stres dlgiilebilir (Ozcan ve ark., 2015).
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Organizmada oksidatif stres arttiginda ve antioksidan sistem bunu tolere etmeye
yetisemediginde basta Alzeheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklar
olmak Tizere, ateroskleroz, diyabet, romatid artrit gibi iltihapli hastaliklar,
hipertansiyon ve kanser gibi daha bir¢ok hastaligin patafizyolojisinde ilerlemeler
goriiliir. Bu hastaliklar gelistiginde oksidatif stres artacagi gibi, artan oksidatif stres

de bu hastaliklarin ilerlemesini tetikler.

Oksidatif denge Yaslanma

inflamasyon
Yiiksek O2 basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Anﬁoksidan,ar

S
€rbest Rad,'ka”er

Ty

Oksidatif hasar
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Membran lipidleri  Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.2. Oksidatif stres (Ozcan ve ark., 2015)

Ancak serbest radikaller her zaman zararl degildirler. Zararli mikroorganizmalarin
fagositozla yok edilmesi ve ndronlarda sinir iletimi gibi organizmada ger¢eklesmesi
elzem bir¢cok olayda rol alirlar. Antioksidan sistem serbest radikallerin artigini
engelleyemedigi ve oksidatif stresin arttigi durumlar tehlike olarak diisiiniilebilir
(Halliwell, 1991; Akkus, 1995; Dawn, 1996). Bu ylizden bir¢ok hastaligin
arastirilmasinda, oksidatif stres markerleri 6nem kazanmis ve ayrica hastalik
iyilesmesinde de antioksidan sistemi destekleyecek olan maddeler ¢caligmalarin odak

noktas1 olmustur.

Antioksidanlar, serbest radikallere bir hidrojen vererek ya da radikallerden elektron
calarak daha az etkili molekiillere cevirebilirler. Ayrica serbest radikallerin
zincirlerini kirarak da yine onlar1 zararsiz hale doniistiirebilirler. Organizmadaki
antioksidan gorevi tiistlenen molekiiller ya organizma i¢inde var olan (endojen

kaynakli) ya da disaridan beslenme yoluyla alinan (eksojen kaynakli) maddeler
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olabilirler. Endojen kaynakli olan antioksidanlarin basinda enzimler gelmektedir.
Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S transferaz, katalaz gibi
enzimler bu grupta sayilabilirler. Ayn1 zamanda, glutatyon, sistein, hemoglobin,
bilirubin ve melatonin gibi enzim olmayan endojen kaynakli antioksidanlar da yine
sistemde Onemli goreve sahiptir. Eksojen antioksidanlar ise, vitamin E, vitamin C,
karoten gibi vitaminler ve ila¢ kaynakli olan bazi inhibitérlerdir (Halliwell, 1991;

Akkus, 1995).
2.2.1. Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi siipeoksit iyonunu daha az radikal olan hidrojen
peroksit iyonuna doniistiiren dnemli bir enzimdir (Sekil 2.3.). Siiperoksit dismutaz
enziminin azliginda antioksidan sistem biiyiik zarara ugrar. insanda iki tip SOD
enzimi bulunur: Sitoplazmada bulunan ve bakir- ¢inko igeren Cu-Zn SOD ve
mitokondride bulunan ve mangan iceren Mn SOD. Genelde kanda en ¢ok goriilen ve

analizi yapilarak aktivitesi hakkinda bilgi edinilen SOD bakir ¢inko igerikli olandir.

. . SOD _
20, +2H ——» HO, + Oy

siiperoksit hidrojen
peroksit

Sekil 2.3. Siiperoksit dismutaz reaksiyonu

Stiperoksit radikali, lipid peroksidasyonuna sebep olan bir radikaldir. Lipidler,
serbest radikallere karsi en hassas yapilardandir. Ozellikle hiicre zarmin yapisinda
bulunan kolestrolin ve doymamis yag asitlerinin, bazi hormonlarin yapisinda
bulunan steroidlerin yapisi, serbest radikallerle karsilagtiginda kolayca ve zincirleme
bir sekilde bozulur. SOD enzimi, siiperoksit iyonunun yapisini degistirerek, lipid
peroksidasyonunun &niine ge¢mis olur. Intraselliiler aktivitesi ¢cok yiiksek olan SOD
enzimi hemen hemen her dokuda bulunmasinin yani sira, oksijenli reaksiyonlarin

yogun gerceklestigi hiicrelerde fazlaca bulunur (Akkus, 1995).
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2.2.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi, dort adet selenyum iceren tetramerik yapida,
hiicre i¢inde hidroperoksitlerin ortadan kaldirilmasinda rol oynayan oOnemli bir
antioksidan enzimdir (Sekil 2.4.). Bdylece hidrojen peroksitin hemoglobin ile
reaksiyonunu ve methemoglobin olusumunun 6niine ge¢mis olur (Armstrong, 1998;
Kalaycioglu ve ark., 1998). GPx enzimi, E vitamini ile benzer goreve sahiptir ve
yoksunlugunda bu vitaminin yerine hiicre zarin1 koruma gorevini tistlenir (Brigelius
ve Traber, 1999). Glutatyon peroksidaz enzimi glutatyonu kofaktér olarak
kullanarak, lipid peroksitleri daha az zararli olan yag asitlerine dontistiiriir (Bukan,
1999). GPx enzimi kan hiicrelerinde en etkili olan antioksidan enzimdir (Akkus,

1995).

GPx
ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,O
indirgenmisg yikseltgenmis
glutatyon glutatyon
GPx

2GSH + H,0, 2H>0 + GSSG

Sekil 2.4. Glutatyon peroksidaz reaksiyonu

2.2.3. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA) molekiilii, serbest radikallerin poliansature yag asitleri
lizerinde olusturdugu oksidatif hasarin bir {iriiniidiir. Ozellikle biyolojik
membranlarda bulunan yag asitleri hidrojen atomunun koparilmasina miisait bir
yapidadir. Oksidatif stres durumunda, antioksidan sistem yeterli kalmadigi zaman
poliansature yag asitlerinde lipit peroksidasyonu reaksiyonu baglar (Kanner ve ark.,
1987). Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan son tiriinler malondialdehit, hegzenal
ve 4-Hidroksinonenal (HNE) olarak adlandirilan lipit peroksitleridir (Sekil 2.5.). Bu
tirtinlerden MDA viicut sivilarindan spektrofotometrik metotla okunarak oksidatif

stres hakkinda bilgi verir (Esterbauer ve Cheeseman., 1990).
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H0
RH —<—> R* Karbon merkezli

Doymamisg yag asiti radikal
(PUFA) g
Konjugedienler
l/ 02
ROO* Lipidperoksil radikali
ROOH Lipidhidroperoksit
Hegzenal -~~~ | > 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 2.5. Serbest radikaller ile olusan lipit peroksidasyon iiriinleri (Ozcan ve ark., 2015)

2.2.4. Tiyol/disiilfid dengesi

Tiyol/disiilfid homeostazi, viicutta oksidan/antioksidan dengesinin kurulmasinda
onemli bir parametredir. Merkaptanlar olarak da bilinen tiyoller, siiperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidanlar arasinda sayilabilir. Tiyol
molekiilii, bir siilthidril grubuna (- SH) bagli karbon atomundan olusan ve oksidatif
stres aninda tampon gorevi tistlenen organik molekiillerdir (Cremers ve Jakob, 2013).
Plazmadaki tiyol havuzunun biiyiik bir kismin1 albumin tiyoller ve protein tiyoller, az
oranda da sistein gibi proteinler olusturur (Jones ve Liang, 2009). Organizmada
olusan reaktif oksijen kaynaklar1 (ROS), proteinleri hedef alarak hasara neden olurlar
(Topcuoglu ve ark., 2017). Ortamdaki serbest radikaller arttiginda, tiyol molekiilleri
arasinda siilthidril gruplar1 sayesinde kovalent disiilfid kopriileri olusur. Bu durumda,
viicutta oksidatif stres aninda dogal antioksidan kaynagi olan tiyoller azalirken,
distilfid baglar1 artmis olur. Ancak oksidatif stres tersine dondiigiinde, geri
doniistimlii olan disiilfid kopriileri azalarak, tiyol gruplar tekrar serbest hale gelirler.
Oksidatif stres aninda denge disiilfid yoniinde kayip, tiyoller azalirken, ROS miktar
diisiip stres azaldiginda bu denge tiyol yoniine kayarak tekrar organizmada serbest
tiyoller artar. Organizmadaki oksidan/antoksidan dengesinin kurulmasindaki bu tiyol
ve disiilfid doniisiimlerine tiyol/disiilfid homeostazi denir (Sen ve Packer, 2000;
Jones ve Liang, 2009) (Sekil 2.6.).
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Redikte Form Okside Form
R

SH S
R...--" R.—-‘"
Serbest Tiyol Disalfid

Sekil 2.6. Tiyol/Disiilfid Homeostazi

Onemli bir antioksidan sistemi olan tiyol/disiilfid homeostazi, enzim aktivitesi
regiilasyonu, detoksifikasyon, protein yapilarinin stabilizasyonu ve regiilasyonu,
apoptoz ve hiicre sinyal mekanizmas1 gibi kritik olaylarda rol oynamaktadir (Circu

ve Aw, 2010; Matteucci ve Giampietro, 2010).

Antioksidan mekanizma ile yakindan iligkili olan tiyol/disiilfid homestazindaki bazi
bozukluklar tip 1 diyabet, hipertansiyon, kalp hastaliklar1 ve iltihapli barsak
hastaliklar1 gibi bir¢cok hastaligin patojenitesinde rol oynadigr ve bir indikator
olabilecegi ortaya ¢ikmustir. Ayrica diyabet gibi dejeneratif hastaliklarda denge
disiilfid yoniinde kayarken, kanser gibi proliferatif hastaliklarda disiilfid degerinin
anlamli azaldig1 tespit edilmistir (Kundi ve ark., 2015; Erkus ve ark., 2015; Yuvaci
ve ark., 2016; Yiiksel ve ark., 2016; Dirican ve ark., 2016).

2.3. Genotoksisite ve Antigenotoksisite

Genetik toksikoloji, bir organizmanin biyoloijk ve biyokimyasal fonksiyonlarim
yerine getirirken veya disaridan kimyasal, fiziksel ve biyolojik ajanlara bagli olarak,
genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 ve sebeplerini inceleyen bir bilim
dalidir. Toksikoloji biliminin alt dalinda yer alan genotoksisite, genlere karsi toksik
olabilecek her tiirlii alanla dogrudan iligkilidir (Young, 2002). Genotoksisite bu
tanima bagl olarak, molekiiler materyal ile ilgili olan, kromozom, DNA ve ¢ekirdek
yapisinda olusabilecek tiim degisiklikleri kapsayan bir kavramdir. Bu degisiklikler

arasinda, kromozom kiriklari, DNA kiriklari, kromozom anormallikleri, ¢ekirdekteki
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bozukluklar, andploidi, klastojenite ve anojenite sayilabilir. Genotoksik etki ise,
herhangi bir etkenin (kimyasal, biyolojik veya fiziksel) DNA, kromozom ve
genomun yapisinda mutasyon sonucu hasar meydana getirmesi olarak tanimlanabilir
(Choy, 2001; Young, 2002). DNA yapisinda mutasyonlara yol agan genotoksik
ajanlar, direk olarak DNA yapisina saldirarak etki gosterebildigi gibi, DNA’nin
yakindan iligkili oldugu enzim ve proteinlere baglanarak da hasar verebilirler
(Kirsch-Volders ve ark., 2003). Bu hasarlarin bir kismi tamir mekanizmalar1 ile

onarilarak tolere edilebilirken, bir kismi onarilamaz ve organizmaya zarar verir.

Kanser etken maddeler iizerinde yapilan genotoksisite ¢aligmalari ile karsinojen olan
cogu maddenin ayni zamanda genotoksik oldugu ve molekiiler materyal iizerinde
ciddi hasarlara yol actigi bilinmektedir. Cagimizin c¢oziilemeyen ve gittikge
yayginlagan ciddi bir hastaligi olan kanser, her yasta ve cinsiyette insanlar1 tehdit
etmektedir. Bu baglamda, kansere sebep olan her tiirlii etkenin de arastirilmasi ve
sebeplerin bulunmasi dogrultusunda sonu¢ ve ¢oziime gidilmesi ¢ok miihim bir
mevzudur. Ilag sektérii, gida sanayi, kozmetik, konfeksiyon gibi daha sayilabilecek
bircok alanda kullanilan her tiirli maddenin kanser etkinligini anlamak iizere
genotoksik testlerden gegmesi bliylik 6nem arz etmektedir. Genotoksisite testlerinin
kimyasallarin karsinojenik potansiyelleri ve kanser riskini degerlendirmesi agisindan

bilim insanlarinin odak noktasi haline gelmistir (Zeiger, 1998; Choy, 2001).

Genlerde meydana gelen herhangi bir hasarin biitiin organizmay1 etkilemesi, uzun
yillardan beri genotoksik ajanlara olan ilgiyi arttirmistir. 1970’11 yillardan gilintimiize
kadar in vivo ve in vitro ortamlarda gesitli genotoksisite testleri gelistirilmis ve
maddelerin mutajenik ve karsinojenik etkilerini degerlendiren ¢alismalar yapilmistir
(Zeiger, 1998; Bedir ve ark., 2004). Genotoksisite testleri sayesinde, mutajenlerin ve
karsinojenik maddelerin potansiyelleri tanimlanir ve insan ve diger organizmalarin

bu maddelerle belli dozlarda maruziyetini engellenmis olur.

Genotoksisite testlerinin dnemli kullanim alanlarindan biri, ila¢ gelistirmedir. Tlaglar
piyasaya siriilmeden 6nce genotoksik agidan giivenilirlik testine tabi tutulmalidir.

Ayrica ilag kullanilmaya baslandiktan sonrada olusabilecek genetik hasarin tespiti ve
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bunun akabinde kanser riskini belirlemede genotoksik testler rol oynar. Genotoksisite
testleri ilaglarda etken dozun genler acisindan giivenilirligini belirlemesinin yant sira,
bazi hastaliklarda da artan molekiiler materyal bozukluklar1 da tespit etmek amaciyla
kullanilir. Yine genotoksisite testleri, UV gibi ¢esitli 1sinlarin, nanomateryallerin,
gida katki maddelerinin, pestisitlerin ve temizlik maddelerinin insan ve diger
organizmalar agisindan hangi dozlarda zararli olabilecegini belirlemede onemli bir

basamaktir (Preston, 1981; Brusick, 1987; Mateuca ve ark., 2006).

Antigenotoksisite herhangi bir fiziksel veya kimyasal etkenin, genotoksik bir ajana
kars1 koruyuculugunun test edilmesidir. Genotoksisite testleri ile benzer metotlar
kullanilir. Basta kanser olmak {izere, bircok hastaliga neden olan genotoksik
maddelerin zararl etkilerinin engellenmesi de bu maddelerin tespit edilmesi kadar

Onem arz etmektedir.

Calismamizda, karayemis meyvesinden elde edilen ekstraktin genotoksik ve
antigenotoksik profili incelenmistir. Giiniimiizde, dogal kaynakli {iriinlerin
kimyasallardan daha az toksik olmasi ve hatta bir kisminin kimyasallarin verdigi
toksik etkilere karsi koruyucu gorev almasi, bitkisel ekstraktlara olan ilgiyi giin
gectikce arttirmaktadir. Ayrica bir maddenin dogal olmasi demek zararsiz oldugu
anlamina gelmemektedir. Bundan dolay1, bitkisel {irlinlerin de hem genotoksik hem
de antigenotoksik caligmalarin yapilmasi elzemdir. Yapilan bazi c¢aligmalarda,
aflatoksin genotoksik ajaninin neden oldugu hasar iizerine A, C ve E gibi
vitaminlerin, yag asitlerinin, flavonoidlerin ve fenolik asitlerin antigenotoksik etkileri
mevcut oldugu ve bunlarin bitkisel kaynakli ekstraktlar ile kolayca elde edilebilecegi
belirtilmistir (Badr ve ark., 1998; Ahmad ve ark., 2002; Avani ve Rao, 2007). Yine
literatiirde bulunan bilgilere gore, bazi mantar, liken ve alg tiirlerinin de
antigenotoksik profili ispat edilmistir (Zeytinoglu ve ark., 2004; Geyikoglu ve
Tiirkez, 2006; Kotan ve ark., 2011). Karayemis meyvesinin akrabasi sayilabilecek
kiraz meyvesinin sapindan elde edilen ekstraktin insan lenfosit hiicreleri iizerinde
antigenotoksik ve antisitotoksik etkisi arastirilmistir. Mitomisin C’nin sebep oldugu
sitotoksik ve genotoksik hasara karsi olumlu sonuglar elde edildigi goriilmiistiir

(Berber ve ark., 2017).
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Bilimsel ¢alismalarda genotoksisite ve antigenotoksisitenin  belirlenmesinde
kullanilan in vivo ve in vitro testler mevcuttur. Bu testler iginde en yaygin kullanilan
Ames testi, Komet (tek hiicre jel elektroforezi) testi, kardes kromatid degisimi
(KKD), kromozomal anormallik (KA) testi ve mikroniikleus (MN) testidir. Bu
calismada, genotoksisite ve antigenotoksisite profillerinin  belirlenmesinde

kromozomal anormallik testi ve mikroniikleus testi kullanilmigtir.

2.3.1. Kromozomal anormallik testi

Kromozomal anormallik (KA) testi genotoksik profilin belirlenmesinde kullanilan en
yaygin metotlardan birisidir. Hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda kullanilabilir.
Genotoksik ajanlar tarafindan indiiklenen krozomom kiriklari gibi yapisal ve
endopoliploidi gibi sayisal kromozomal anormalliklerin saptanmasinda kromozomal
anormallik testi Onemli bir metottur. Kromozomlardaki anormallikler, genetik
materyal olan DNA molekiilinde meydana gelen kirilma gibi bir hasarin
onarilmamasi ile, kromozomda goriilen anormalliklerdir. DNA’da olusan bu
kromozomal anormaliteye sahip hiicre frekansinin yiikselmesiyle ¢esitli kanser
tirlerinde artma goézlenir (Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark., 2006). Bu yiizden,
bir etkenin genotoksik ve mutajen olup olmadigini anlamak ve onlem almak

genotoksik testlerini daha 6nemli kilmaktadir.

Kromozomal anormallik testi, kromozomlarin agik ve net izlenmesine olanak
verdiginden ve goriilen anormalliklerin de olusum mekanizmalar1 tanimlanmis
oldugu icin, genotoksik ajanlarin belirlenmesinde altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ayrica bu testin bir avantaji da, hem in vivo hem de in vitro ortamda ve
farkli dozlarda maddenin giiven araligini belirleme imkani vermesidir. Kromozomal
anormallik testi ile, tim genomdaki hasar incelenebildigi i¢in anormallik frekansi ile
kanser olusumu arasinda analizler yapilabilmekte ve maruz kalinan mutajenin kanser
riski saptanabilmektedir (Ji ve ark., 2001; Albertini, 2004; Yiizbasioglu ve ark.,
2014).

Kromozomal anormallik testinde genelde mitomisin C ve aflatoksin B gibi

kromozomlarda anormallik yaratacak kimyasallar pozitif kontrol olarak kullanilir. /n
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vitro KA testinde, eldesi, liremesi ve preparat hazirlamasi kolay oldugu i¢in insan
lenfosit hiicreleri kullanilirken, in vivo ¢alismalarda genelde fare ya da siganlardan
elde edilen kemik iligi hiicreleri kullanilir. Incelenen hiicrelerde kromozomal

anormallikler tespit edilerek, saglam hiicre ile oranlanarak bir frekans belirlenir.

In vitro galismalarda, insandan alman periferal kandan elde edilen lenfosit hiicreleri,
uygun kiiltiir ortaminda inkiibe edilerek mitoz béliinme gecirmesi saglanir. In vitro
calismalarda kiiltiir bitiminden 2 saat once, in vivo ¢alismalarda ise denek hayvanin
sakrifiye edilmeden 2 ila 4 saat Once kolsisin maddesi uygulanir. Bu madde
sayesinde ig ipliklerinin polimerizasyonu inhibe edilerek, metafaz sathasindaki
kromozomlarin, ekvatora dizilmesi engellenir. Boylece, kromozomlar {ist iiste
binmeden ve agik bir sekilde mikroskop altinda goriilebilirler (Ford ve Hamerton,
1956; Evans, 1984; Pretson ve ark., 1987). Daha sonra kiiltirden ya da kemik
iliginden elde edilen ve daimi preparat haline getirilmis hiicrelerde metafaz
safhasindaki hiicrelerin kromozomlar1 tek tek mikroskop altinda incelenir. Analiz
sonucunda kromozomlarda en sik goriilebilecek olan yapisal anormallikler; kromatid
kirigi, kromozom kirigi, disentrik kromozom, kromatid degisimi, fragment ve kardes
kromatidlerde birlesme gibi anormalliklerdir. Sayisal anormalliklere 6rnek olarak ise
endorediiplikasyon verilebilir. Kromatid kirigi, bir kromozomdaki kardes iki
kromatitten birinin herhangi bir yerinde kirtk olmasidir. Kromozom kirig1 ise, bir
kromozomda her iki kardes kromatidin ayni yerden kirilmasi1 durumudur. Disentrik
kromozom olusumu, iki kromozomun uglarindan kirilmasi ve sentromer sahibi olan
kisimlarinin kirillan uglardan birlesmesi ile olusur. Boylece, iki sentromeri olan tek
bir kromozom gibi goriiniir. Kromatid degisimi, diger adiyla ha¢ kromozomu,
translokasyon sonucu olusur. Homolog olmayan kromozom g¢iftlerinin birbiri ile
yakinlagmas1 ve etkilesmesi sonucu temas noktasinda bir kopma meydana gelmesi
veya kopan kisma homolog olmayan kromozomun yapisarak kuadvivalent (hag
kromozomozu) yapisi olusur. Fragment ise bir kromatitten ve kopan ve koptugu
kromozomdan uzaga diisen kiigiik parcadir. Kardes kromatidlerde birlesme ise, iki
ucu kirilan bir kromozomun kirik yerlerinden birbiri ile kaynasarak sentromerinin bir
kisminda halka goriiniimii vermesidir. Bu ¢alismada analiz edilmeyen inversiyon,

izokromozom ve halka kromozom gibi anormallikler de yine yapisal anormalliklere
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girmektedir. Inversiyonda, bir kromozomun kendi icinde ilmek gibi katlanmasi,
katlandig1 kisimdan kirilma meydana gelip 180 derece ters donerek tekrar
kaynagmasi ile olusan, gen sayisini degil sadece dizilimini degistiren bozukluk
tipidir. Izokromozomlar olusumu, metafaz sathasinda kardes kromatidlerin
sentromerden ayna goriintiisii seklinde degil, asentrik olarak ayrilmasi durumudur.
Halka kromozom anormalligi ise, bir kromatidin iki ucunun kopmasi ve kopan
uclardan meydana gelen yapiskan uclarin birbirine kaynasarak yuvarlak sekil

almasidir (Topaktas ve Renciizogullar1, 2010; Kuru ve Ergene, 2011).

2.3.2. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus testi (MN testi) basta insan periferal lenfosit hiicreleri ve kemik iligi
hiicreleri gibi bir¢ok hiicrede uygulanabilen, hizli ve giivenilir bir genotoksisite
testidir. Uzun adiyla sitokinezi bloklanmis mikroniikleus testi, hem in vivo hem de in
vitro olarak uygulanabildigi ve mitoz bdliinme gegirebilen her hiicre tipinde analiz
edilebildigi icin genotoksikolojide yaygin olarak kullanilmistir (Stoper ve Miiler,
1997). Mikroniikleus testinde sitokinezin gerg¢eklesmesini engellemek icin
sitokalesin B kimyasali kullanilir. Bu madde sayesinde aktin polimeraz olusumu
inhibe olur ve sitokinez i¢in gerekli bogumlanma olusamaz. Boylece, cekirdek
boliinmesini sitoplazma bdliinmesi takip edemez ve biniikleat adi verilen, bir
sitoplazmada iki niikleuslu hiicreler olusur. Hiicre boliinmesi esnasinda, cesitli
fiziksel ve kimyasal maruziyetler sonucunda, iki biiyiik ¢ekirdek yaninda klastojenik
ve anojenik etkiden kaynaklanan kii¢iik c¢ekirdek ya da cekirdekler olusturur. Bu
olusumlara mikroniikleus adi verilir (Sekil 2.7.). Klastojenik ajanlar, genetik
materyalde kirilmalara yol acgarak asentrik kromozom pargalar1 olusturur. Anojenik
ajanlar ise, kromozomlarin sentromerlerinde ya da ig ipliklerine tutunan kinetekor
proteinlerinde anormalliklere neden olarak ya da mikrotiibiil yapisin1 bozarak bazi
kromozomlarin mikrotiibiillere tutunmasina engel olurlar. Bu durumda kromozom
anafaz sathasinda kutuplara c¢ekilerek ana c¢ekirdege katilamaz. Bu kalgin

kromozomlar mikroniikleus olustururlar (Fenech, 1993; Bonassi ve ark., 2011).
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Sekil 2.7. Biniikleat hiicrede mikroniikleus olusum (Fenech, 1993)

MN testi kromozomal anormallik testi kadar tiim kromozomlar hakkinda ayrintili
bilgi vermese de bir ¢ok hiicre tipinde uygulanabilir olmasi ve daha ¢ok hiicre
sayimina imkan saglayarak istatistiksel olarak dogru sonuglara ulagtirmas1 MN testini
yaygin kullanimli ve pratik bir metot haline getirmistir. MN sagladigi avantajlar
sayesinde, bir¢ok hastaligin genotoksik iligkisinin anlasilmasinda kullanilan 6nemli
bir testtir. Kanser hastalarindan ve kontrollerden alinan kan 6rneklerinde MN analizi
yapilmis ve kontrol grubuna gore kanserli hastalarda MN frekansinin anlamli olarak
fazla oldugu gorilmiistiir (Cheng ve ark., 1996; Duffaud ve ark., 1997). Yine
yapilan bir ¢alismada, MN olusumu ile bobrek yetmezligi olusma riski arasinda

dogru orant1 tespit edilmistir (Karaman ve Keskinler, 2009).

MN testinin bilim diinyasinda gecerli, hizli ve giivenilir bir genotoksik analiz
olmasindan dolayi, caligmamizda karayemis ekstraktinin hem genotoksik hem de

antigenotoksik profilini test etmek amaciyla kullanilmistir.
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2.4. SOD ve GPx mRNA Ekspresyon Analizi

Hiicre ve dokularda ifade edilen genlerin arastirilmasi biyolojik, biyokimyasal,
farmakogenomik, patafizyoloji gibi birgok alanda molekiiler temelli bilgiler
vermektedir. Bazi kimyasallarin, bitki ekstraktlarinin, ilaglarin ya da diger
maddelerin spesifik olarak bazi genlerin ekspresyonu iizerindeki etkilerinin
arastiritlmasi 6zellikle mRNA miktart ile ilintilidir. Arastirilan genlerin normal doku
ile hastalikli doku arasinda ya da kontrol grubu doku ile herhangi bir maddeye maruz
birakilmig doku arasinda ifade diizeylerinin karsilastirilmasi hastaliklarin patogenezi
veya maddelerin organizmanin biyokimyasina etkisi gibi 6nemli ipuglar1 vermektedir

(Komiircii Bayrak ve Erginel Unaltuna, 2011).

Bu c¢alismada, karayemis meyve ekstraktinin bilinen antioksidan enzim aktivitesinin
yiikseltmesinin nedeninin molekiiler temelli olup olmadigi SOD ve GPx mRNA

analizi ile belirlenmistir.

2.4.1. Riboniikleik asit (RNA)

Riboniikleik asit (RNA), temel tas1 niikleotit olan tek zincirli bir makromolekiildiir.
Her bir niikleotitinde, bir azotlu baz (adenin, guanin, sitozin ve urasil), bir riboz
sekeri ve bir fosfat molekiilii icerir. Biyolojik gorevlerine gore siniflandirilan 3 temel
¢esidi bulunur. Mesajc1 RNA (mRNA), DNA’dan alinan bilgiyi protein sentez yeri
olan ribozomlara tasiyan haberci bir RNA’dir. RNA genleri icerisinde kodlanmayan,
yani proteine ¢evrilmeyen genler de bulunmaktadir. Bunlar protein sentezi sirasinda
aminoasit tasimakta gorevli olan tasiyict RNA’lara ya da protein sentezinin

gergeklestigi organel olan ribozomu olusturan ribozomal RNA’lara dontistiiriiliirler.

Caligmalarda RNA ekspresyonunun belirlenmesinin bir¢ok amaci vardir. Hiicresel
transkripsiyon arttiginda ilgili biyolojik faaliyette dengenin nasil degistigi
belirlenmis olur. Ayrica, genlerin transkripsiyon oranlarin Olclilmesi ve
translasyonunun baglama bolgesinin belirlenmesi RNA calisilmasi ile miimkiindiir

(Farrel, 2005).
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Total RNA miktarinin %5’ 1 gibi kiigiik bir oranini olusturmasina ragmen, DNA’dan
alman bilgi dogrultusunda protein sentezini iistlenmesi mRNA’y1 ¢ok onemli bir
molekiil haline getirmistir. Bir enzimin aktivitesinin artmasi ya da azalmasinin
nedenleri diisiintildiiglinde, bunun enzimatik diizeyde bir nedeni olabilecegi gibi,
molekiiler diizeyde mRNA ekspresyonu ile ilgili olmas1 da muhtemeldir. Bu yiizden
bircok protein ya da enzim aktivitesi calismalarinda mRNA’ya odaklanilmistir.
Yapisal bir proteinin ya da enzimin bir hastalik ile ilgili olabilecegi diisiiniildiiglinde,
bu yapilarin sentezinde gorevli mRNA’nin ekspresyonun bilinmesi, hastaligin
sebebine ve tedavi yontemine biiyiik katki saglayacaktir. Ornegin, sizofren hastalar
tizerinde yapilan bir calismada, GABAerjik mRNA’larin ekspresyonu incelenmis ve
hastalarda daha diisiik oranda oldugu ortaya ¢ikmistir (Huang ve Akbarian, 2007).
Parkinson hastalarinin lenfosit hiicrelerinde D3 dopamin reseptoriinii olusturan
proteinin sentezinde rol oynayan mRNA molekiiliiniin ekspresyonu saglikli bireylere
gore disiik seviyededir (Nagai ve ark., 1996). Tiimor nekroz faktorii (TNF-a) ve
interferon (IFN-g) i¢in mRNA ekspresyonu seviyesi multipl skleroz hastalari
tizerinde degerlendirilmis ve bu hastaliktan kaynakli bitkinlik ndbetleri yasayan
hastalarda, bu nobetleri yasamayanlara gore anlamli artis bulunmustur (Flachenecker
ve ark., 2004). Yapilan baska bir caligmada, tiroid kanserli dokularda, glutatyon
peroksidaz mRNA ekspresyonunun diistiigii kanitlanmistir (Hasegawa ve ark., 2002).
Ayrica, siiperoksit dismutaz enzimi mRNA ekspresyon seviyesinin degismesinin
sedef hastaligi ile iliskisi oldugu bilinmektedir (Lontz ve ark., 1995). Bu calismada
odaklandigimiz siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi iki Onemli
antioksidan enzimin aktivitesinin karayemis ekstrakti muamelesi ile degistigi
bilinmektedir. Ancak bu durumun enzimatik ya da molekiiler basamaga dayandiginin
aydinlatilmasi i¢in, SOD ve GPx enzimlerinin mRNA ekspresyonuna bagli olup

olmadig: arastirilmistir.

2.4.2. Komplementer DNA

Komplementer DNA (cDNA), diger adiyla tamamlayict DNA, olgun bir RNA’y1
kalip olarak kullanarak revers transkriptaz enzimi tarafindan sentezlenen DNA

parcasidir (Sekil 2.8.). Organizmada, santral dogma reaksiyonunda, DNA kalip
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olarak kullanilir ve RNA polimeraz enziminin katalizorliiglinde mRNA sentezlenir.
cDNA sentezi igin, kalibn RNA olmasi ve sentezlenen niikleik asitin DNA
olmasindan dolay1r kullanilan enzim ‘geri dondiirme’ anlaminda olan ‘revers’
transkriptazdir. RNA’ya bagimli bir enzim olan reverse transkriptaz enzimi,
uygulama ¢aligmalarinda kullanilmak {izere genelde RNA genomuna sahip
viriislerden (retroviriis) elde edilir. Daha sonra elde edilen cDNA, DNA polimeraz

enzimi yardimiyla ¢ogaltilarak ¢alismalarda kullanilir (Croy, 1998; Litwack, 2018).

Ekson Intron
| — ||  —

B —

} Transkripsiyon

ENA | | | | ] |

Intronlann atidarakOlzun
mENA clusums

mBIA | |

mBEMA izolasvonn ve revers
V' transloriptas alcbivitest
| ]

i ::‘;; miRNAman revers tranckriptaz ile
= pargalanmas
DMNA iplig oOooooad
sentezi DMNA polmeraz il= iloined iplik
sentem
: : cDINA

Sekil 2.8. cDNA sentezi (Litwack, 2018)

Calismalarda, komplementer DNA kullanilmasinin amaci, tek zincirli ve hassas olan
RNA molekiiliinii, ¢ift zincirli (ya da tek zincirli) daha kararli olan bir DNA
molekiiliine ¢evrilerek, in vitro c¢alismalarda daha kolay ve dogru sonug elde

etmektir. Ayrica cDNA c¢alismanin bir diger avantaji da cok az mRNA numunesi bile
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olsa sonug¢ aliabilmesi ve ekspresyon miktariin tespit edilebilmesidir (Kocayigit
Bayezit, 2014). RNA ¢aligsmalari i¢in, kalp, beyin, karaciger, bobrek, kan gibi en ¢ok
bulundugu dokular tercih edilir. Yalniz, saf RNA eldesinde ortaya ¢ikan sorunlar,
lipid, DNA, protein karismast ve dokulardan gelen niikleazlarin (RNaz gibi)
ortamdan uzaklastirllamamasidir. Kaliteli bir cDNA sentezi i¢in, Oncelikle yliksek
verimde ve saflikta RNA elde edebilmek ¢ok miithimdir. Ayrica, cDNA sentezi
sirasinda, revers transkriptaz enziminin aktivitesini inhibe edecek, SDS ve EDTA

gibi herhangi bir kimyasalin ortamda olmamasi gerekir.

2.4.3. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real time PCR), tek bir tiipte niikleik
asitlerin ¢cogalmasiyla es zamanli olarak iiriiniin kantitatif tayinini yapan bir PCR
metodudur. Real Time PCR prosesinde siirekli olarak numunedeki 6rnek miktari
ol¢iiliir. Elektroforeze ihtiyag duymayan bu PCR sayesinde, ayni tiipte hem ¢ogaltma
hem de miktar tayini yaptig1 i¢in, kontamine riski de diiser. Giiniimiizde popiiler olan
real time PCR ile, gen analizi ve PCR metotu birlestirilmistir. Bu teknikte, 1s1ma
veren floresan isaretli problar kullanilir. Bu sayede, niikleik asit cogalmasi ile birlikte
ayni zamanda artan floresan sinyal ol¢iiliir. Floresan sinyali olusan DNA ile birlikte
dogru orantil1 artar. Ayn1 cihazda hem ¢ogaltma hem de gogaltilan {iriiniin miktarinin

saptanmasi yapilarak, kantitatif sonug elde edilmis olur (Gibson ve ark., 1996).

Real time PCR’m en ¢ok kullanildig1 alan herhangi bir biyolojik materyalden elde
edilen DNA molekiiliiniin veya RNA seviyesini sayisal olarak belirlemektir. Ayrica,
DNA hasari, tek nokta mutasyonlarinin tespiti, kromozom bozukluklari, metilasyon

analizi gibi bir¢ok alanda da real time PCR metotu kullanilmaktadir (Kubista ve ark.,
2006).

Real time PCR yonteminde floresan 1sima yapilmasi i¢in kullanilan spesifik ve
spesifik olmayan ¢esitli boyalar mevcuttur. Spesifik boyalar, belirli bir gen dizisine
baglanarak 1s1ma yapabilirken (6rnegin; Tag Man), spesifik olmayan boyalar

herhangi bir niikleik asit zincirine baglanabilir. SYBR green en sik kullanilan
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spesifik olmayan boyadir. Bu boyanin en 6nemli 6zelligi ¢ift zincirli DNA’ya
baglanabilmesidir. DNA ¢ogaldikca baglanan ve 497 nm dalga boyunda yiikseltgenip
520 nm dalga boyunda indirgenerek 1s1ma veren ve uzun dongiiler sonrasinda bile

etkinligini yitirmeyen bir boyadir (Sekil 2.9.) (Kubista ve ark., 2006).

Denatiirasyon

O T T T T T T T T T T T T T
Wmmum
G EH A H PHHH B HH T HH T H P

Primer Baglanmasi

7Y

Uzama

Sekil 2.9. SYBR green 1s1masi (Fraga ve ark., 2008)

SYBR green boyasmn, biitin DNA’lar ile kolayca 1s1ma vermesi, hizli ve ucuz
olmast gibi avantajlar1 olmasina ragmen, istenmeyen bir DNA molekiiliiniin
ekspresyonu arttiginda ya da ortamda primer dimerleri olustugunda yine i1sima

vermektedir (Van der Velden ve ark., 2003).

Real time PCR sonucunda, elde edilen amplifikasyon egrisi analizde kullanilan
degerleri ve dogru ve verimli bir PCR yapip yapmadigimizi anlatan grafiktir (Sekil
2.10.). Amplifikasyon egrisi 1s1ma (fluorescence) ve dongii sayisi (cycle) gosteren bir
grafiktir. Grafikteki esik degeri (Threshold line) taban ¢izgisi sinyali iizerinden
istatistiksel olarak anlamli bir artig1 gosteren ¢izgidir. Bu deger, kullanilan materyale
(DNA, RNA gibi) ya da cihazin markasina bagl olarak farklilik gosterir. Yogun bir
PCR ya da diisiik diizeyde bir PCR olmasina gore cihaz islem sirasinda anlamli olan
bir esik degeri belirler. Bu grafikteki en 6nemli degerlerden biri de Cq (Cy; threshold
cycle) olarak adlandirilan amplifikasyon egrisinin esik degerini kestigi noktadir.
Istatistiksel olarak analizde kullanilan bu deger, ne kadar diisiikse numunedeki

miktar o kadar fazla anlamina gelir.
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Sekil 2.10. Amplifikasyon egrisi (https://www.bio-rad.com/en-tr/applications-technologies/what-real-time-pcr-
gpcr?ID=LUS04W8UU)

2.5. Cahismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, lilkemizde Karadeniz Bolgesi’ nde yaygin olarak tiiketilmekte
olan ve saglik agisindan bircok faydasi oldugu bilinen karayemisin muhtemel
genotoksik/antigenotoksik profilinin arastirllmasidir. Bu amagla, kromozomal

anormallik ve mikroniikleus testleri uygulanmistir.

Genotoksisite profilinin  belirlenmesine ek olarak, antioksidan etkisi oldugu
calismalarla ispatlanmis olan karayemis ekstraktinin, insan lenfosit hiicre kiiltiiriine
secilen dozlarda muamele edilerek, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
malondialhedit gibi Onemli antioksidan parametreleninin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bunun yani sira, yeni gelistirilmis ve Onemli bir antioksidan

parametresi olan tiyol/disiilfid homeostaz1 da ¢alisilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda diger bir amag, antioksidan sisteme olumlu etkisi oldugu
bilinen karayemisin, bu enzim aktivitesini arttirmasinin molekiiler temelinin
arastirilmasidir.  Bu baglamda, farkli dozlarla muamele edilen insan lenfosit hiicre
kiiltiiriinden stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin mRNA diizeyi

incelenmistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Karayemis ekstrakti

Bu ¢alismada taze karayemis meyvesinden toplam antosiyanin ve fenolik madde
eldesi icin klasik ekstraksiyon yontemi bazi modifikasyonlar ile uygulanmistir.
Agustos- Eyliil aylarinda Sakarya ili Karasu ilgesi Yuvalidere kdyiinden toplanan
karayemis meyveleri -20 ‘C’de saklanmistir. Donmus karayemis meyvesinin etli
kismi c¢ekirdeklerinden ayrilip, 100 gr meyve blender yardimiyla parcalanmistir.
Uzerine 250 mL metanol (%100) eklenip oda sicakliginda karanlikta 48 saat
beklenmis, daha sonra karistm Whatman kagittan siiziilerek tortusu atilmistir. Elde
edilen siiziintiideki metanol 40 °C’de Heidolph rotary evaporator (HEI-VAP Vallue
G1, Schwabach, Germany) yardimi ile uzaklastirilarak ekstrakt elde edilmistir
(Demir ve ark., 2013).

3.1.2. Periferal kan

Calisma icin dondr olarak sigara i¢meyen, alkol kullanmayan, kronik hastalig
olmayan, son 2 ay i¢inde herhangi bir ila¢ kullanmamis, son 6 ay igerisinde teshis ve
tedavi amagli bir 1s1na maruz kalmamis, 20-25 yaslari arasinda saglikli 2 erkek ve 2
bayan birey goniilliillik esasina dayanarak secilmis ve periferal kan ornekleri
kullamlmistir. Bu ¢alisma Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Ilag Dis1 Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmeye alinmis ve etik ve bilimsel bir
acidan  bir sakinca olmadigina karar  verilmistir (Etik kurul no:
16214662/050.01.04/75). Goniillii donorlere Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

imzalatilmistir.
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3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler

Genotoksisite testleri (kromozomal anormallik ve mikroniikleus) ve antigenotoksisite
testleri i¢in, chromosome medium B (F 5023), mitomisin C (C15sH18N4O, kat. no: 50-
07-7), kolsisin (C22H2sNOg, kat. no: 64-86-8), potasyum kloriir (kat. no: 7447-40-7),
metanol (kat. no: 67-56-1), asetik asit (kat. no: 64-19-7), giemsa boyasi kat. no:
(3204-19-00), tampon A (KH2POg, kat. no: 7778-77-0), tampon B (NaxHPOg, kat.
no: 7558-79-04), entellan (kat. no: 3208-20-10), heparin (Nevparin enjektabl) ve
sitokalesin B (C29H37NOs, kat. no: 14930-96-2) kullanilmustir.

Siiperoksit dismutaz 6l¢iimii igin, ksantin (Kat. no: 69-89-6), etilen diamin tetraasetik
asit disodyum (Na;EDTA, kat. no: 6381-92-6), nitroblue tetrazolium (NBT, kat. no:
206-067-4), sodyum karbonat (Na2COgs, kat. no: 497-19-8), bovin serum albumin
(BSA, kat. no: 9048-46-8), bakir kloriir (CuCly, kat. no: 10125-13-0), ksantin oksidaz
(kat. no: 9002-17-9) ve amonyum siilfat (NH2SOs, kat. no: 7783-20-2) kullanilmistir.

Glutatyon peroksidaz 6l¢iimii i¢in, nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH,
2646-71-1), glutatyon (GSH, kat. no: 70-18-8), sodyum azit (NaN3, kat. no: 26628-
22-8), glutatyon rediiktaz ( kat. no: 9001-48-3), hidrojen peroksit (H20., kat. no:
7722-84-1), potasyum fosfat (KH2POs4, kat. no: 7778-77-0) ve etilen daimine
tetraasetik asit (EDTA, kat. no: 60-00-4) kullanilmistir.

Malondialdehit 6l¢iimii i¢in, sodyum dodesil siilfat (SDS, kat. no: 151-21-3), asetik
asit (kat. no: 64-19-7), N- biitanol (kat. no: 71-36-3), piridin (kat. no: 110-86-1),
etilen diamine tetraasetik asit (EDTA, kat. no: 60-00-4), tiobarbiitirik asit (TBA, kat.
no: 504-17-6) ve sodyum hidroksit (kat. no: 1310-73-2) kullanilmustir.

Total protein tayini igin, sitrik asit (kat. no: 5949-29-1), disodyum fosfat (Na2HPOQOg,
kat. no: 7558-79-4) Coomassie Brillant Blue (kat. no: 6104-58-1), etil alkol (kat. no:
64-17-5) ve fosforik asit (HsPOs, kat. no: 7664-38-2) kullanilmstir.
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Toplam fenolik madde tayini igin, gallik asit ((HO)3CeH2CO2H3, kat. no: 49-91-7),
sodyum karbonat (Na;COs, kat. no: 497-19-8) ve Folin-Ciocalteu reaktifi (kat. no:
F9252) kullanilmistir.

Tiyol/disiilfid homeostazi i¢in, tiyol disiilfid analiz kiti (Rel Assay Diagnostics, Kat.
no: TZ1901N) kullanilmigtir.

Molekiiler deneylerde, total RNA izolasyonu i¢in Quick-RNA Miniprep Plus Kit
(R1057) kullanilmigtir. Total RNA’dan cDNA sentezi SensiFAST ¢cDNA Synthesis
Kit (BIO-56053) ile yapilmistir. Real Time-PCR prosediiriinde ise SensiFAST
SYBR No-ROX Kit (BIO-98005) kullanilmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Kromozomal anormallik testi

Kromozomal anormallik testinde kan doku igerisindeki lenfositlerin {liremesini
tetikleyen besiyeri olarak Chromosome Medium B, genotoksik ve oksidatif stres
ajan1 olarak Mitomisin C kullanilmigtir. Calismamizda, literatiir taramasi ve On
caligmalar ile 4 doz karayemis ekstrakti (125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL ve
1000 pug/mL) belirlenmistir. Ekstraktin genotoksik etkisini belirlemek i¢in, 4 doz
karayemis ekstrakti, pozitif kontrol (Mitomisin C; MMC), ¢oziicii kontrol (metanol),
negatif kontrol olmak tizere 7 adet kan kiiltiirii yapilmigtir. Ayrica antigenotoksik
etkisini belirlemek i¢in de, biitiin dozlarla birlikte MMC genotoksik ajani eklenerek 4
adet kan kiiltiirii yapilmistir. Biitiin konsantrasyonlar i¢in 24 ve 48 saatlik uygulama

yapilmistir.

Kan kiiltiir tiiplerine 2,5 mL besiyeri paylastirilmis ve calisma zamanina kadar -20
°‘C’de donmus sekilde muhafaza edilmistir. Bireylerden alinan 1/10 oraninda
heparinli kan, besiyeri bulunan tiiplere 0,2 mL eklenmis, 37 “‘C’de 72 saat inkiibe
edilmigtir. Kiiltiir siiresi boyunca, tiipler her giin en az 3 kere calkalanmistir. Kiiltiir
ortamina, uygulama periyotuna gore, 24 saatlik maruziyet i¢in kiiltiiriin 48. saatinde,
48 saatlik maruziyet i¢in kiiltiirlin 24. saatinde secilen 4 konsantrasyon karayemis

ekstrakt1 ilave edilmistir. Es zamanli olarak, pozitif kontrol MMC (0,2 pg/mL) ve
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¢oziicii kontrol metanol (10 pL) kullanilmistir. Kiiltiiriin 70. saatinde kiiltiir
tiiplerinin her birine ig ipliklerinin depolarizasyonu i¢in kolsisin (0,06 pg/mL)
eklenmistir. inkiibasyon siiresi bitiminde tiipler 10 dk boyunca 1200 rpm’de santrifiij
edilmis, siipernatanti pastor pipet yardimi ile ependorf tiiplere koyulmus ve
biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edilmistir. Tiiplerin
konik kisminda kalan ve hiicre igeren kiiltlirlere, daha onceden hazirlanmis ve
37°C’de bekletilmis hipotonik soliisyondan (0,075 M KCI ¢6zeltisi) 5 mL damla
damla ilave edilerek vorteksle homojen hale getirilmistir. Daha sonra 37 “C’de 30 dk
inkiibe edilmistir. Tiipler tekrar santrifiij edilmis, siipernatant kismi atilmistir. Biitiin
kiiltir tiiplerine, yine daha onceden hazirlanmig ve 4°C’de bekletilmis fiksatif (3
metanol: 1 asetik asit) ¢ozeltiden 5 mL damla damla ilave edilip vorteks ile
karistirtlmistir. Bu islemlerden sonra 45 dk 4°C’de buzdolabinda bekletilmis ve
tekrar santrifiij edilmistir. Siipernatanti pastor pipeti ile atilarak konik kisminda kalan
hiicrelere tekrar soguk fiksatif ¢ozeltisinden 5 mL eklenmis, vorteksle karistirilmis ve
bu islem iki kez tekrarlanmistir. Son santrifiij isleminden sonra, siipernatantlar kiiltiir
tiiplerinin konik kismina kadar ¢ekilip atilmistir. Kan hiicrelerini igeren dipteki kisim
pastor pipeti ile homojenize edilerek, daha 6nceden saf su ile yikanan ve -20°C’de
bekletilen soguk lamlarin {izerine damlatilmistir. Bir giin siire ile lamlarin kurumasi
beklenmistir. Kurutulan lamlar tampon A ve tampon B kullanilarak pH=6,8 olacak
sekilde ayarlanmis %5’lik giemsa boyasi ile yaklagik 15 dk boyanmistir. Daha sonra
3 kez saf sudan gegirilerek preparatlardaki fazla boya yikanmistir. Daimi preparat
haline getirmek i¢in entellan ile kapatilan lamlar, mikroskobik incelemeye hazir hale

getirilmistir.

3.2.1.1. Mitotik indeks hesaplamasi ve kromozomal anormalliklerin incelenmesi

Mitotik indeks hesaplamasi i¢in, kontrol gruplar1 ve her bir uygulama icin birey
basia 3000 hiicre ve toplamda her konsantrasyon i¢in 12000 hiicre incelenmistir.
Boliinen hiicre sayisnin toplam hiicre sayisina oranmi yiizde cinsinden deger olarak

hesaplanmastir.



32

Kromozomal anormallik (KA) incelemesi i¢in, her uygulama dozundan her bir birey
icin 100, toplamda 400 metafaz safhasinda hiicre incelenmistir. Metafaz sathasindaki
hiicre secilirken 46 kromozomlu, 1yi dagilmis olmasi ve her bir kromozomun net
olarak goriilebilmesi dikkate alinmistir. Toplam incelenen hiicre i¢inde anormallik
saptanan hiicre ylizde olarak belirlenmistir. Ayrica, hiicre basina diisen kromozomal

anormallik (KA/Hiicre) hesaplanmuistir.

3.2.2. Mikroniikleus testi

Mikroniikleus testi i¢in kromozomal anormallik testinde kullanilan konsantrasyonlar
(125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL), pozitif kontrol (Mitomisin C;
MMC), ¢oziicii kontrol (metanol), negatif kontrol olmak tizere 7 adet kan kiiltiirii
yapilmistir. Ayrica antigenotoksik etkisini belirlemek i¢in de, biitiin dozlarla birlikte

MMC genotoksik ajani eklenerek 4 adet kan kiiltiirii yapilmstir.

Bireylerden alinan 1/10 oraninda heparinli kan, 2,5 mL besiyeri igeren tiiplere 0,2
mL eklenmigtir. Kan kiiltiir tiipleri 37 °C’de 72 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondaki tiipler her giin en az 3 kez ters diiz gevrilerek
calkalanmugtir. Kiiltiirin 24. saatinde 48 saatlik uygulama amaciyla 4 konsantrasyon
ekstrakt, pozitif kontrol olarak MMC (0,2 pg/mL), ¢oziicii kontrol olarak metanol
(10 pL) eklemesi yapilmistir. Ayrica herhangi bir uygulamanin yapilmadigi negatif
kontrol grubu da kullanilmistir. Kiiltiiriin 44. saatinde sitokalesin —B eklenerek
sitokinez inhibe edilmistir. Kiiltiir inkiibasyonu sonunda tiipler 1000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmis, siipernatant pastor pipet yardimi ile atilmistir. Daha sonra her bir
kiiltiir tiipiine, 5 mL hipotonik soliisyondan (0,075 M KCIl ¢d6zeltisi) damla damla
vorteks ile karistirilarak eklenmis ve 5 dk 4 °C’de buzdolabinda bekletilmistir. Daha
sonra tekrar santrifiij edilmis, siipernatant atildiktan sonra yine daha Onceden
hazirlanmis ve 4°C’de bekletilmis fiksatif (3 metanol: 1 asetik asit) ¢ozeltiden 5 mL
damla damla ilave edilip vortekste karistirtlmistir ve 15 dk buzdolabinda
bekletilmigtir. Tiipler tekrar santrifiij edilip ve bu islem 2 kez tekrarlanmistir. Son
fiksatif soliisyonu basamaginda, %1’ lik formaldehit eklenerek yapilmis ve santrifiij

edilerek, slipernatant: tiiplerin konik kismina kadar pastor pipet yardimi ile atilmistir.
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Elde edilen kiiltiir daha onceden temizlenmis lamlar (1 N nitrik asitte bir gece
bekletildikten sonra, 20-30 dk akan ¢esme altinda yikanarak saf sudan gegirilip,
%70’ lik alkol icerisinde -20°C’de saklanan) iizerine cam pastor pipet yardimi ile
yaklasik 5-10 cm yikseklikten damlatilmistir. Preparatlarin  yaklagik 24 saat
kurumas1 beklendikten sonra tampon A ve tampon B kullanilarak pH=6,8 olarak
sekilde ayarlanmis %5’ lik giemsa boyasi ile yaklagik 12-13 dk boyanmistir. Daha
sonra 3 kez saf sudan gecirilerek preparatlardaki fazla boya yikanmistir. Daimi
preparat haline getirmek i¢in entellan ile kapatilan lamlar, mikroskobik incelemeye

hazir hale getirilmistir.

3.2.2.1. Mikroniikleus frekansi belirleme

Hazirlanan preperatlardan mikroskop altinda, her bir konsantrasyondan her bir birey
icin 1000 adet biniikleat hiicre, toplamda her uygulama i¢in 4000 biniikleat hiicre
saytlmigtir. Tespit edilen mikroniikleus sayis1 ile yiizde -cinsinden oran

hesaplanmustir.

3.2.3. Biyokimyasal analizler

Biyokimyasal analizler kapsaminda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi, glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi, malondialdehit diizeyi ve tiyol/disiilfid homeostaz1 gibi
onemli antioksidan sistemler degerlendirilmistir. Analizler igin, kromozomal
anormallik testinde elde edilen siipernatantlar kullanilmistir. Karayemis ekstraktinin
4 farkli konsantrasyon (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL ve 125 pg/mL) ile
muamele edilmis 72 saatlik kan kiiltiirleri 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis,
stipernatantlar1 tiiplere ayrilmistir. Enzim calismasi yapilana kadar numuneler -80

°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3.1. Toplam protein tayini

Total protein Slgiimii i¢in Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford, 1976). Bu
yontemin prensibi, organik boyalarin proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla

etkilesime girerek renk vermesine dayanmaktadir.

Hiicre kiiltiirlinden elde edilen numunelerin total protein tayini ig¢in, 0,03 M
sitrat/fosfat tamponu hazirlanmistir. Hazirlanan tampondan 1,9 mL, numuneden 0,1
mL ve 5X Coomassie Brillant Blue (0,5 gr boya, 250 mL %95’lik etanol, 500 mL
%85’lik fosforik asit, 1000 mL’ye dH20 ile tamamlanarak hazirlanmigtir) boyadan
1,5 mL eklenerek vortex ile karistirtlmistir. 20 dk karanlikta oda sicakliginda

bekletilen drnekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir.
3.2.3.2. Siiperoksit dismutaz tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) o6l¢limii prensibi, ksantin ve ksantin oksidaz tarafindan
nitroblue tetrazoliumun (NBT) indirgenmesinin SOD tarafindan inhibe edilmesine
dayanmaktadir. Sun ve arkadaslarmin (1988) metotu modifiye edilerek

uygulanmugtir.

Reaksiyon karisimi, ksantin (0,3 mM), Na;EDTA (0,6 mM), NBT (150 uM),
Na;COz (400 mM) ve BSA (1 g/L) cozeltilerinden 40/20/20/12/6 oraninda
karigtirilarak hazirlanmigtir. 25 pL 6rnek iizerine 1,425 mL reaksiyon karisimi ve 25
uL ksantin oksidaz ¢ozeltisi (167 U/L) eklenmis ve oda sicakliginda 20 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra 6rneklerin her birine 25 pL bakir kloriir ¢ozeltisi (0,8 mM)
ilave edilerek spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda 6l¢tim alinmustir.

- Agsr—Ag
%inhibisyon = WXNO

kor

Elde edilen sonuglar yukaridaki denkleme gore hesaplanmistir. %50 inhibisyon bir

inite enzim aktivitesine karsilik gelmektedir.
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3.2.3.3. Glutatyon peroksidaz tayini

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, hiicre kiiltiirii siipernatantindan elde edilen
numuneler {izerinde Paglia ve Valentine (1967) metodu ile 6lgiilmiistiir. Olgiim
prensibi, glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi ile olusan okside glutatyonun (GSSQG)
NADPH ile reaksiyona girip NADP’ ye doniisiimii ile ortamdaki NADP’ nin

Olclimiine dayanir.

Kan kiiltiirinden elde edilen numunelerinden 50 pL ayrt spektrofotometre
kiivetlerine koyulduktan sonra, iizerine 50 ul NADPH (8 mM), 50 ul rediikte
glutatyon (150 mM), 10 pl glutatyon rediiktaz (30 U/mL), 10 pl sodyum azid
¢ozeltisi (0,12 M) ve 1,325 mL potasyum fosfat tamponu (50 mM) (pH: 7,0, 5 mM
EDTA) eklenmistir. 30 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. 50 ul H202 (2 mM) ilave edilip
alt ust edilerek karistirilarak ve reaksiyon baslatilmistir. Spektrofotometrede 340
nm’de 5 dk boyunca 6lgiim alinmistir. Enzim aktivitesi, 340 nm dalga boyundaki
NADPH’in molar absorbtivite katsayis1 (6,22x10®) kullanilarak hesaplanmis ve

tinite/gr protein olarak ifade edilmistir.

3.2.3.4. Malondialdehit tayini

Calismada malondialdehit (MDA) tayini, Ohkawa ve arkadaslarinin (1979)
tarafindan gelistirilen metot kullamilarak yapilmistir. Bu testin prensibi, lipid
peroksidasyonunun yikim iiriinii olan MDA’nin tiyobarbiitirik asit ile olusturdugu

pembe rengin spektrofotometrik yontemlerle 6l¢iilmesine dayanir.

50 pL sodyum dodesil siilfata (SDS, %S8,1), 100 pL numune eklenip, vorteksle
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. 375 uL asetik asit
(pH=3,5, %20) ve 375 uL tiyobarbiturik asit (TBA, %0,6) ilave edilmis ve kaynar su
banyosunda 60 dk bekletilmistir. Daha sonra oda sicakliginda sogumaya
birakilmigtir. Soguyan oOrneklere, 1,25 mL biitanol:piridin (15:1) ¢dzeltisinden
eklendikten sonra, vorteksle karigtirilmis ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Elde edilen pembe organik tabaka 532 nm’de Olgiilmiis ve standart grafik
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kullanilarak MDA diizeyi hesaplanmistir. Sonuglar plazma 6rnegi i¢in nmol/mL

olarak tanimlanmustir.

3.2.3.5. Tiyol/disiilfid homeostazi

72 saatlik kiiltiir sonunda elde edilen numunelerin tiyol ve distilfid degerleri, Erel ve
Neselioglu, (2014) tarafindan gelistirilen ve klinik kimya analiz6rii kullanilarak
otomatik bir 6l¢iim yontemi ile belirlenmistir (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip,
Gaziantep, Tiirkiye). Bu yontemin prensibi Ellman reaktifi ile 415 nm dalga boyunda

Ol¢clim alarak toplam tiyol ve dogal tiyol degerlerinin belirlenmesine dayanir.

Numune i¢indeki toplam tiyol seviyesi Ellman reaktifinin sodyum borohidrit
(NaBH4) ile modifiye edilmis hali olan 5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
ile 6l¢iilmiistiir. Reaktif i¢indeki NaBHj4 disiilfid baglarini (-S-S-) serbest tiyol (-SH)
formuna indirger. Ortamdaki fazla NaBH4 formaldehit ile tiiketilerek uzaklastirilir.
Dogal tiyol seviyesi ise klasik Ellman reaktifi ile dl¢iiliir. Total tiyol ile dogal tiyol

arasindaki farkin yarisi disiilfid degerini vermektedir.

Kit kullanilarak elde edilen total tiyol (-SH+-S-S-) ve dogal tiyol(-SH) degerleri ile 4

parametre hesaplanmistir.

Dinamik Disiilfid durumu (-S-S-): [(-SH+-S-S-) - (-SH)]/2
Indirgenmis Tiyol Oran1: [(-SH)/ (-SH + -S-S-)]X 100
Yiikseltgenmis Tiyol Orani: [(-S-S-)/ (-SH + -S-S-)] X 100
Tiyol Yiikseltgenme Indirgenme Orani: [(-SH)/ (-S-S-)]X 100

3.2.3.6. Toplam fenolik madde tayini

Genotoksik, antigenotoksik, antioksidan ve molekiiler g¢aligmalarda kullanilan
karayemis meyvesinden elde edilen ekstrakttaki toplam fenolik madde tayini Folin-
Ciocalteu yontemi modifiye edilerek belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 2017).

Hazirlanan ekstrakttan alinan 100 pL’lik numuneler %50 konsantrasyonunda 200
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uL’lik Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis ve 2 dk siire beklenmistir. Bu islemden
sonra ImL %2’ lik Na;COs ilave edilmis ve 1 saat karanlik ortamda inkiibasyona
tabii tutulmustur. Daha sonra 6rnekler spektrofotometrede 760 nm’de 6l¢iim alinmig
ve toplam fenolik madde igerigi gallik asit standarti ile mg GA/100 g cinsinden

hesaplanmustir.

3.2.4. SOD ve GPx mRNA ekspresyon analizi

3.2.4.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA, karayemis ekstraktinin farkli doz uygulamalari ile hazirlanan lenfosit
hiicre kiiltiiriinden elde edilmistir. Kan kiiltiir tiiplerine 2,5 mL besiyeri paylastirilmis
ve calisma zamanma kadar -20 °C’de donmus sekilde muhafaza edilmistir.
Bireylerden alinan 1/10 oraninda heparinli kan tiiplere 0,2 mL eklenmis, 37 “C’de 72
saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir siiresi boyunca, tiipler her giin en az 3 kere
calkalanmistir. Kiiltiir ortamina 48 saatlik maruziyet icin kiiltiiriin 24. saatinde
secilen 4 konsantrasyon karayemis ekstrakti (125 pg/mL, 500 pg/mL, PK+125
ug/mL ve PK+500 pg/mL) ilave edilmistir. Ayn1 anda pozitif kontrol olarak MMC
(0,2 pg/mL), ¢oziicii kontrol olarak metanol kullanilmistir. Negatif kontrol i¢in
herhangi bir ekleme yapilmamistir. Kiiltiir siiresinin sonunda tiipler 1200 rpm’de 10
dk santrifiij edilmis ve siipernatant kismi pipet yardimi ile uzaklastirilmistir. Daha
sonra total RNA izolasyonu, Zymo Research Quick-RNA Miniprep Plus Kit
(R1057)’1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kitin prosediiriine gore, elde edilen pelet ile esit miktarda DNA/RNA shield
eklenerek viskotik bir yap1 elde edilene kadar pipetleme yapilmistir. Numunelere
1/10 oraninda protein kinaz sindirim tamponu ve 1/20 oraninda proteinaz K eklenmis
ve 30 dk 55 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda, vortekslenip ependorflara alinan
karisgtmi 16000 g’de 2 dk sentriifiij edilerek, siipernatant alinip pellet ortamdan
atilmigtir. Supernatant ile esit hacimde RNA lizis tamponu ilave edilerek, karisim
filtreli ependorf tiiplere alinmis ve 1600 g’de 30 sn santrifiij edilmistir. Filtreden
gecen sliziintliye esit hacimde etanol (%96) eklenerek tekrar 16000 g’de 30 sn
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santrifiij edilmis ve sliziintli atilmistir. Filtrede kalan kisitm RNA yikama tamponu ile
yikanarak tekrar santrifiij edilmis ve siiziintii atilmigtir. Her numune i¢in 5 pL. DNaz
I ve 75 uL DNA sindirme tamponu eklenerek oda sicakliginda 15 dk beklenmistir.
Daha sonra her bir numune 400 uL RNA Prep tamponu ile yikanarak santrifiij
edilmis ve siizlinti atilmistir. En son basamakta RNA yikama tamponu ile yikanan
numune ayni hiz ve siirede santrifiij edilerek siiziinti atilmis ve 100 pL. DNaz/RNaz
‘dan arinmis su eklenerek calisma zamanina kadar -80 °C’de saklanmustir. Elde

edilen total RNA’nin konsantrasyonu nanodrop cihazi ile 6l¢iilmiistiir.

3.2.4.2. cDNA sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezi yapmak i¢in Bioline SensiFAST ¢cDNA synthesis kit
(BIO-65053) kullanilmigtir. Kitin prosediiriine gore master miks (Tablo 3.1.) oda
sicakliginda hazirlanmis ve PCR dongiisii (Tablo 3.2.) yine kit prosediiriine gore

belirlenmistir.

Tablo 3.1. Total RNA’dan ¢cDNA sentezi i¢in hazirlanan master karigimi

RT master karigim Miktar
Total RNA (1 pg) 3ul
5X TransAmp Buffer 4 uL
Reverse Transcriptase 1 puL
DNase/RNase free water 12 uL
Toplam hacim 20 uL

Tablo 3.2. Total RNA’dan cDNA sentezi i¢cin PCR dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk)
Primer baglanmasi 25 10
Revers transkiptaz aktivasyonu 42 15

Revers transkiptaz inaktivasyonu 85 5
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3.2.4.3. Real-time PCR

Farkli dozlarda karayemis uygulamasi yapilmis lenfosit kiiltiiriinden elde edile
numunelerden mRNA analizi i¢in real time PCR uygulamasinda SensiFAST SYBR
No-Rox Kit (BlIO-98005) kullanilmistir. Hazirlanan RT-PCR karisimi ve PCR
dongiisii Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.’te verilmistir. Her bir numune igin 3 tekrarli

calisma yapilmistir.

Tablo 3.3. mRNA ekspresyonu igin hazirlanan RT-PCR karigimi

Hacim
2X SensiFAST SYBR No-Rox karigimi 10 uL
Forward primer 0,8 uL
Reverse rimer 0,8 uL
cDNA 3uL
RNase-free water 5,5uL
Toplam hacim 20 uL

Tablo 3.4. mRNA ekspresyonu i¢in RT-PCR Dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) Siire Dongii sayist
Polimeraz aktivasyonu 95 2 dk 1
Denatiirayon 95 5sn 40

Yapigma 60 10 sn

Uzama 72 10 sn

3.2.5. istatistiksel analiz

Kromozomal anormallik testi ve mikroniikleus testinde, genotoksisite
degerlendirmeleri icin, tiim deney gruplarindaki mitotik indekslerin, kromozomal
anormalliklerin ve mikroniikleus frekanslarinin kontrol grubu ile arasinda anlamli
fark olup olmadigi z dagilim testi ile belirlenmistir. Yine buna benzer olarak,

antigenotoksisite degerlendirmeleri i¢in, tim deney gruplart ile pozitif kontrol
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arasinda anlamli farka z dagilim testi ile bakilmistir. Anormal hiicre frekanslari,
hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayilari, mitotik indeksler, mikronukleus
frekanslar1 doz-etki iliskileri bakimindan ortaya koymak i¢in SPSS 20.0 yazilimi ile

regresyon katsayilari (r) hesaplanmistir.

Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve malondialdehit analizlerinde her
konsantrasyon icin degerler arasinda istatistiksel anlam farki tek yonlii varyans (one-
way ANOVA) ile analiz edilmis ve degiskenler arasindaki farkliligin belirlenmesi

icin Tukey post hoc testi kullanilarak bulunmustur.

Tiyol/disiilfid degerleri her bir konsantrasyon ve periyot i¢in ortalama ve standart
hata seklinde verilmistir. Tiim degiskenlerin normal dagilimi Kolmogorov Smirnov
test ile analiz edilmistir. Gruplar arasinda anlamli fark tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) ve degiskenler arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in Tukey
post hoc testi kullanilarak bulunmustur. Istatistik hesaplamalar icin SPSS 22.0
istatistik programi (SPSS, Inc., Chicago, IL) kullanilmastir.

Molekiiler deneylerde her bir 6rnek igin iiger kez real-time PCR yapilmis ve elde
edilen Ct degerlerinin ortalamasi alinmistir. Veriler “RT? Profiler PCR Array Data
Analysis version 3.5 (http:// pcrdataanalysis.sabiosciences.com/

2*AACT

pcr/arrayanalysis.php) web tabanli programda metodu ile degerlendirilmistir.

Cr degerlerinin bulundugu Excel dosyas1 web portalina gore diizenlenerek, aktarilan
verilerden deney ve kontrol gruplari segilmis ve program bize ACt, AACT ve 2/4ACD

degerlerini vermistir.

ACT: CT(iIgiIi gen)” CT(kontroI geni)
AACr: ACT(doz uygulanan)= ACT(kontroI grubu)

2°(AACD: kat degisimini veren deger

Uygulanan dozlar ve kontrol grubundaki mRNA ekspresyon farki bagimsiz t testi

kullanilarak degerlendirilmistir.



BOLUM 4: BULGULAR

4.1. Karayemis Ekstraktinin Genotoksik Etkisi

Karayemis ekstraktinin (KYE) genotoksik etkisini tespit etmek i¢in kromozomal

anormallik (KA) ve mikroniikleus (MN) testi kullanilmistir.

4.1.1. Kromozomal anormallik testi bulgular:

Kromozomal anormallik testi i¢in saglikli 2 bayan 2 erkek dondrden alinan periferal
kan in vitro ortamda 72 saat kiiltiire birakilmis ve kiiltiiriin 24. ve 48. saatlerinde
karayemis ekstraktt (KYE) ile muamele edilmistir. Calismamizda 4 farklt KYE dozu
(125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL), negatif kontrol grubu, ¢oziicii
kontrol (metanol) ve pozitif kontrol (MMC) kullanilmistir. Her dozdan bir birey i¢in
100 metafaz plaginda hiicre (toplamda 4 kisi i¢in bir dozdan 400 hiicre) incelenmis
ve anormallikler tespit edilmistir. Ayrica mitotik indeks (MI) hesaplamasi i¢in, her
dozdan her birey i¢in 3000 (toplam 4 kisi i¢in her bir dozdan 12000) hiicre
sayllmistir. Tablo 4.1.°de uygulama sonucunda gdzlenen yapisal anormallikler,
anormal hiicre ylizdesi, hiicre basina diisen kromozomal anormalliklerin oran
(KA/Hiicre) ve mitotik indeks sonuglari verilmistir. 24 ve 48 saatlik her iki
uygulamada da en ¢ok goriilen yapisal anormallik kromatid kirigi olmustur. Bunu
kromozom kirig1 ve fragment takip etmektedir. Ayrica, 24 saatlik uygulamanin 125
png/mL’lik dozunda bir adet disentrik kromozom ve 250 pg/mL’lik dozunda bir adet
kardes kromatidlerde birlesme gozlenmistir. 48 saatlik uygulamanin 125 pg/mL‘lik
dozunda ise yine bir adet disentrik kromozom bulunmustur. Gézlenen anormallikler
Sekil 4.1.-Sekil 4.9.°da verilmistir. Calismamizda kromatid degisimi sadece pozitif
kontrol grubunda goézlenmistir. Kromozomal anormallik testi sonucunda sayisal

anormallige ise rastlanmamustir.



Tablo 4.1. KYE’nin 24 ve 48 saatlik uygulamasinda insan lenfosit hiicreleri iizerinde olusturdugu kromozomal anormallikler ve mitotik indeks degeri

Uygulama Yapisal anormallikler .
Test _ Anormal Hiicre KA/Hiicre MI
] Periyot Konsantrasyon
Maddesi Ktk Kzk F Ktd Kkb Ds +SH (%) +SH +SH (%)
(saat) (ng/mL)
NK 1 1 0,50+0,35 0,005+0,004 5,55+ 0,21
CK 24 1 2 2 1,25+0,56 0,018+0,007 4,65+ 0,19
PK 24 54 66 38 2 9 1 38,00+ 2,43 0,620+0,024 2,70+ 0,15
KYE 24 125 8 1 1 1 2,75+ 0,82* 0,033+ 0,009** 4,93+ 0,20*
250 4 1 2 1 2,00+ 0,70 0,025+ 0,008* 4,49+ 0,19%**
500 9 1 2 3,00+ 0,85** 0,033+ 0,009** 4,40+ 0,19%**
1000 7 3 1 2,27+ 0,77* 0,035+ 0,009** 4,38+ 0,19%**
K 1 1 0,50+0,35 0,005+0,004 5,55+ 0,21
CK 48 8 2 2 3,00+ 0,85 0,035+ 0,009 4,85+ 0,20
PK 48 59 56 27 15 3 33,75+2,36 0,585+ 0,025 3,45+ 0,17
KYE 48 125 6 2 1 1 2,50+ 0,78* 0,033+ 0,009** 4,13+ 0,18%**}
250 6 3 2 2,75+ 0,82* 0,035+ 0,009** 4,80+ 0,20**
500 6 1 1 2,00+ 0,70 0,023+ 0,007* 4,46+ 0,19%**
1000 3 3 2 2,00+ 0,70 0,028+ 0,008* 4,40+ 0,19%**

NK: Negatif Kontrol, CK: Coziicii Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, KYE: Karayemis Ekstrakti, Ktk: Kromatid Kirigi, Kzk: Kromozom Kirigi, F: fragment, Ktd:
Kromatid Degisimi, Kkb: kardes kromatidlerde birlesme, Ds: disentrik kromozom, KA: Kromozomal Anormallik, SH: Standart Hata, Mi: Mitotik indeks
Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, mitotik indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.
* Negatif Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Negatif Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Negatif Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
+Coziicii kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

4%



Sekil 4.1. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda goriilen kromatid kirig:

Sekil 4.2. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda goriilen kromozom kirig:
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Sekil 4.3. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda goriilen fragment

Sekil 4.4. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda goriilen kardes kromatidlerde birlesme
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Sekil 4.5. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda goriilen disentrik kromozom

- e

Sekil 4.6. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda goriilen kromatid kirig1



Sekil 4.7. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda goriilen kromozom kirig1

Sekil 4.8. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda goriilen fragment

46



47

Sekil 4.9. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda goriilen disentrik kromozom

KYE ile insan lenfosit hiicrelerine 24 saatlik uygulamasinda anormal hiicre ylizdesi
%3,00 ile en yiiksek 500 pg/mL’lik dozda, en diisiik ise %2,00 ile 250 pg/mL’lik
dozda gorilmiistir (Sekil 4.10.). Anormal hiicre yiizdesi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ise, hi¢bir doz ¢6ziicli kontrole gore anlamli fark géstermezken,
250 pg/mL’lik doz hari¢ diger dozlar negatif kontrole gére anlamli derecede yiiksek
cikmigtir (Tablo 4.1.). Aym1 zamanda, bu uygulama i¢in, anormal hiicre yiizdesi ile
doz artis1 arasinda ¢oziicii kontrol ile kiyas edildiginde anlamli bir iliski tespit

edilememistir (r=0,358) (Sekil 4.11.).
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38,00+2,43

N W Wb
o1 O 01 O

[N
a1

Anormal Hiicre (%)
= N
o o

(6}

2,75+0,82 3,00£0,85 2974077
0,50+0,35 1,25+0,56 2,00+0,70 270,
— f— -~
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

o

Sekil 4.10. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda dozlara gére anormal hiicre ylizdesi

Anormal Hicre
o Gozlenen
3,00 o — Lineer
o
2,50
o

2,00 o
1,50~

b
1,00 T T T T T

0o 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00

Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.11. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda anormal hiicre yiizdesinin doza bagl iliskisi

24 saatlik KYE uygulamasinda, kromozomal anormallik sayisinin toplam hiicreye
olan oranma (KA/Hiicre) bakildiginda ise, en yiiksek oran 0,035 ile 1000 pg/mL’lik
dozda, en diisiik oran ise 0,025 ile 250 pg/mL’lik dozda gorilmistiir (Sekil 4.12.).
Bu oran istatistiksel olarak degerlendirildiginde, biitiin dozlar negatif kontrole gore
anlamli sekilde yiiksek c¢ikarken, higbir dozda ¢oziicii kontrole gore anlamli fark

bulunmamistir (Tablo 4.1.). Diger bir yandan, doz-etki iliskisine bakilirsa,
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kromozomal anormallik sayis1 hiicre orani ile ¢oziicii kontrol arasinda zayif bir iliski

tespit edilmistir (r=0,696) (Sekil 4.13.).

0,7 0,620+0,024
0,6
o 05
5
= 0,4
0,3
0,2
0,1 0,0330,009 0 0250008 0.033+0,009 0,035:0,009
. ,005+0,004 0%:%,007 - - -
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.12. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda dozlara gére KA/Hiicre orani

KA Hicre
o Gozlenen
035+ =} — Lineer
o L=}

ey
0257 o
020

b
M E T T T T T

o 200 400 600 800 1000

Dozlar (pg'ml)

Sekil 4.13. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda hiicre basina diisen anormallik sayisinin doza bagli iligkisi

KYE ile yapilan 24 saatlik uygulama icin mitotik indeks (MI) sonuglari
degerlendirmeye alindiginda, en yiiksek Mi degerinin 4,93 ile 125 pug/mL’lik dozda,
en disiik degerin ise 4,38 ile 1000 pg/mL’lik dozda oldugu gorilmiistiir (Sekil
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4.14.). MI verileri istatistiksel olarak analiz edildiginde ise, 24 saatlik uygulamada,
hicbir dozun ¢6ziicli kontrole gére anlamli fark gostermedigi tespit edilirken, biitiin
dozlarin negatif kontrole gore anlamli olarak diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir (Tablo
4.1.). Bunlara ek olarak, ayni uygulamada, doz-etki iliskisi agisindan zay1f bir negatif
iligki bulunmustur (r=-0,694) (Sekil 4.15.).

«// \
6 « 555:0,21
4,93+0,20
<5 4,65+0,19 4,49:0,19 4,40+0,19 4,38+0.19
% 4
= 3 2,70+0,15
e
s 2
=1
O s
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ug/mL)

Sekil 4.14. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri

Mitotik Indeks (%)

o Gizlenen
5,00 — Lineer

4,90

4 80—

4,70

4,60

4,507 o

4,40 o

4 30 T T T
o 200 400 600 800 1000

Dozlar (pg/ml)

Sekil 4.15. KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda mitotik indeks yilizdesinin doza bagl iliskisi
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48 saatlik uygulamaya bakildiginda, anormal hiicre ylizdesi %2,75 ile en yiiksek 250
pg/mL’lik dozda ve %2,00 ile en disik 500 ve 1000 pg/mL’lik dozlarda
gorilmistir (Sekil 4.16.). Uygulamadaki degerler istatistiksel olarak analiz
edildiginde, hi¢bir doz ¢6ziicii kontrole gére anlamli bir fark gostermezken, 125 ve
250 pg/mL’lik dozlar negatif kontrole gore anlamli bir artis gostermistir (Tablo 4.1.).
Doz-etki iligkisini degerlendirmeye aldigimizda ise, doz artis1 ile anormal hiicre

yiizdesi arasinda ¢6ziicii kontrole gore kuvvetli bir negatif iliski mevcuttur (r=-0,840)
(Sekil 4.17.).

33,75+2,36
35
@ 30
5 25
2 20
E
= 15
g 10
< 5 0,50::0,35 3,00+0,85 2,50+0,78 2,75+0,82  2,00+0,70 2,00+0,70
o D . o v
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.16. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda dozlara gére anormal hiicre yiizdesi

Anormal Hicre

o Gozlenen

3,00 —— Lineer

2 80

2 60—

2404

220

2,00 T T -
200 400
Dozlar (pg/mL)

T T T
600 800 1000

Sekil 4.17. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda anormal hiicre yiizdesinin doza bagl iliskisi
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KYE’nin kromozomal anormallik testi 48 saatlik uygulamasinda, hiicre basina diisen
anormallik sayis1 0,035 ile 250 pg/mL’lik dozda en yiiksek, 0,023 ile 500 pg/mL’lik
dozda en diisiiktiir (Sekil 4.18.). Bu degerler istatistiksel olarak analiz edildiginde,
hi¢cbir dozda ¢6ziicti kontrole gore anlamli fark yokken, biitiin dozlar negatif kontrole
gore anlamli olarak yiliksek bulunmustur (Tablo 4.1.). Aymi uygulama igin,
KA/Hiicre orani ile doz artis1 arasinda c¢oziicii kontrole gore zayif bir iligki

gbzlenmistir (r=0,652) (Sekil 4.19.).

0,585::0,025
0,6
0,5
£ 04
3
T 0,3
5 0,2
01 0.005.:0,0040:035+0,009 0,033+0,009 0,035+:0,009 0,023+0,007 0,028+0,008
0 - - - e =y
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.18. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda dozlara gére KA/Hiicre orani

K A/Hiicre
o ‘Gizlenen
o — Lineer
O34
D32
D301
0281 (]
D261
024
o
T T T T T
] 200 400 600 800 1000
Dozlar (ug/mL)

Sekil 4.19. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda hiicre bagina diisen anormallik sayisinin doza bagl: iligkisi
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KYE ile yapilan 48 saatlik uygulama sonucunda, mitotik indeks 125 pg/mL’lik
dozda 4,13 ile en diisiikk ve 250 pg/mL’lik dozda 4,80 ile en yiiksektir (Sekil 4.20.).
Bu veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, mitotik indeks yiizdeleri, biitiin
dozlarda negatif kontrole gore anlamli derecede diisiik bulunurken, ¢6ziicii kontrole
gore sadece 125 pg/mL’lik doz anlamli derecede diisiik bulunmustur (Tablo 4.1.). Bu
uygulamada, mitotik indeks ile doz artig1 arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir

(r=-0,304) (Sekil 4.21.).

/ ™
6 555021
4,85+0,20 4,80+0,20
g5 4,13+0,18 4,46+0.19 4,40:0.19
% 4 3,45+0,17
Z3
=4
g 2
=1
0 -
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.20. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri

Mitotik Indeks (%)
o Gizlenen

5,00 = Lineer

p
4 80 o
4 60—

o
4,40
& 20
o

4,00 T T T T T

o 200 400 600 800 1000

Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.21. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda mitotik indeks yilizdesinin doza bagl iliskisi
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4.1.2. Mikroniikleus testi bulgular:

Mikrontikleus testinde, kromozomal anormallik testinde oldugu gibi 4 saghkh
bireyden periferal kan alinarak in vitro ortamda 72 saat kiiltiire edilmis, 48 saatlik
uygulama ile KYE’nin 4 farkli dozu (125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pug/mL, 1000
ug/mL) negatif kontrol, ¢6ziicii kontrol (metanol) ve pozitif kontrol (MMC) gruplari
olusturulmustur. Her bireyden her bir dozdan 1000 (toplamda her bir doz i¢in 4000)
biniikleat hiicre sayilmistir. Tespit edilen mikroniikleus frakanslar1 Tablo 4.2.’de
verilmistir. KYE uygulamasinin 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL’lik dozlarinin
hepsinde bir mikroniikleus igeren biniikleat hiicreler bulunurken, sadece 1000
pg/mL’lik dozda bir adet 2 mikroniikleuslu biniikleat hiicreye rastlanmistir (Tablo
4.2.). Gozlenen mikroniikleuslar Sekil 4.22.- Sekil 4.23.’da verilmistir.

Tablo 4.2. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda goriilen mikroniikleus frekanslari

Uvaulama Savilan BN Hiicreler I¢inde
Test Y9 BNa}II-I 'tdcre Mikroniikleus Frekanslari MN
Maddesi Periyot Konsantrasyon Sa 11; (1) @) 3) (%)£SH
(saat) (ng/mL) y

NK 48 0 4000 7 2 - 0,275+0,08
CK 48 10 pl 4000 9 1 - 0,275+0,08
PK 48 0,20 4000 130 8 1 3,725+0,30
KYE 48 125 4000 16 - - 0,400+0,09
250 4000 11 - - 0,275+0,08
500 4000 10 - - 0,250+0,07
1000 4000 6 1 - 0,200+0,07

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, CK: Céziicii Kontrol, KYE: Karayemis Ekstrakti, BN:
Biniikleat, MN: Mikroniikleus, SH: Stardart Hata




Sekil 4.22. KYE uygulamasi ile olusan bir adet mikroniikleuslu biniikleat hiicre

Sekil 4.23. KYE uygulamasi ile olusan iki adet mikroniikleuslu biniikleat hiicre
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KYE ile yapilan 48 saatlik muamele sonucunda olugan MN’lerin yiizde frekanslari
0,400 ile en yiliksek 125 pg/mL’lik dozda, 0,200 ile en diisiik 1000 pg/mL’lik dozda
gorilmektedir (Sekil 4.24.). Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirmeye alindiginda
ise, hi¢bir dozun hem negatif kontrole ve hem de ¢6ziicii kontrole karsi anlamli bir
farklilik gostermedigi goriilmiistiir (Tablo 4.2.). Ayrica, MN olusumu ve KYE
uygulamasi arasinda doz-etki iliskisine bakildiginda ise zayif bir negatif iliski
bulunmustur (r=-0,719) (Sekil 4.25.).

4 3,725:0,30
3,5
3
g 2,5
= 2
=15
1
05 | 02755008 0,275:0,08 0,400£0,09 § 975.0,08 0,25040,07  200:0,07
o - 8 _ & o o
NK CK PK 125 250 500 1000
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.24. KYE uygulamasinda dozlara gére MN frekanst

Mikroniikleus (%)

© (Gozlenen

A00 o ~— Lineer
350
300

P o
2501 o
200 T T T T T

] 200 400 &00 800 1000

Dozlar (pg/mlL)

Sekil 4.25. KYE uygulamasinda mikroniikleus yiizdesinin doza bagli iliskisi
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4.2. Karayemis Ekstraktinin Antigenotoksik Etkisi

KYE’nin antigenotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in kromozomal anormallik (KA)

testi ve mikroniikleus (MN) testi uygulanmistir.

4.2.1. Kromozomal anormallik testi bulgulari

Kromozomal anormallik testi i¢in genotoksisite belirlemesinde oldugu gibi, saglikli 2
bayan 2 erkek donoérden alinan periferal kan in vitro ortamda 72 saat kiiltiire
birakilmis ve kiiltiiriin 24. ve 48. saatlerinde karayemis ekstraktt (KYE) ile birlikte
pozitif kontrol kimyasali olan mitomisin C (MMC) maddesi eklenerek muamele
edilmistir. Calismamizda MMC ve MMC+ 4 farkli KYE dozu (PK+125 pg/mL,
PK+250 pg/mL, PK+500 pg/mL ve PK+1000 pg/mL) kullanilmistir. Her dozdan bir
birey i¢in 100 metafaz plaginda hiicre (toplamda 4 kisi i¢in her bir dozdan 400 hiicre)
incelenmis ve anormallikler tespit edilmistir. Ayrica mitotik indeks i¢in, her dozdan
her birey i¢in 3000 (toplam 4 kisi i¢in her bir dozdan 12000) hiicre sayilmistir. Tablo
4.3.”de uygulama sonucunda gbzlenen yapisal anormallikler, anormal hiicre ytizdesi,
kromozomal anormalliklerin toplam hiicreye oram1 (KA/Hiicre) ve mitotik indeks
sonuclar1 verilmistir. 24 ve 48 saatlik her iki uygulamada da en ¢ok goriilen yapisal
anormallik kromatid kirig1 olmustur. Bunu kromozom kirigi, fragment ve kromatid
degisimi takip etmektedir. Antigenotoksik degerlendirme i¢in yapilan bu testin 24
saatlik uygulamasinda 125 pg/mL’lik ve 250 pg/mL’lik dozlarda kardes
kromatidlerde birlesme de goriilmiistiir. Yine 48 saatlik muamelenin 500 pg/mL’lik
dozda bir adet disentrik kromozom ve 1000 pg/mL’lik dozda disentrik kromozom ve
kardes kromatidlerde birlesme de saptanmigtir. Kromozom anormallik testinin
genotoksisite uygulamasinda gozlenmeyen kromatid degisimi Sekil 4.26.’da
gosterilmigtir. Yapilan bu ¢alismada arastirmanin bu grubunda da kromozomal

anormallik testi sonucunda sayisal anormallige rastlanmamuistir.



Tablo 4.3. KYE’nin 24 ve 48 saatlik uygulamasinda insan lenfosit hiicreleri iizerinde antigenotoksik ve antisitotoksik etkisi

Test Uygulama Yapisal anormallikler Anormal Hiicre KA/Hiicre Mi
Maddesi Periyot ~ Konsantrasyon Ktk Kzk F Ktd  Kkb  Ds +SH (%) +SH +SH (%)
(saat) (ng/ml)
PK 24 0,20 54 66 38 2 9 1 38,00+ 2,43 0,620+ 0,0242 2,70+ 0,15
PK+KYE 24 125+0,20 48 28 14 6 2 22,40+ 2,08%** 0,335+ 0,0236%** 3,23+ 0,16*
250+0,20 37 21 12 4 1 18,25+ 1,93*** 0,253+ 0,0217*** 3,75+ 0,17%**
500+0,20 24 18 13 2 14,254 1,75%** 0,192+ 0,0197*** 3,69+ 0,17***
1000+0,20 25 13 6 2 11,50+ 1,60%*** 0,153+ 0,0180%** 3,56+ 0,17***
PK 48 0,20 59 56 27 15 3 33,75+2,36 0,585+ 0,0246 3,45+ 0,17
PK+KYE 48 125+0,20 47 25 21 10 24,25+ 2,14%* 0,345+ 0,0238*** 2,92+ 0,15
250+0,20 39 15 14 6 18,00+ 1,92*** 0,238+ 0,0213%** 3,38+ 0,16
500+0,20 30 9 12 13 1 15,50+ 1,81%*** 0,220+ 0,0207*** 3,57+ 0,17
1000+0,20 31 6 4 6 4 1 12,75+ 1,67*** 0,173+ 0,0189*** 3,38+0,16

PK: Pozitif Kontrol, KYE: Karayemis Ekstrakti, Ktk: Kromatid Kirig1, Kzk: Kromozom Kirigi, F: Fragment, Ktd: Kromatid Degisimi, Kkb: Kardes Kromatidlerde
Birlesme, Ds: Disentrik Kromozom, KA: Kromozomal Anormallik, SH: Standart Hata, Mi: Mitotik Indeks

Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, mitotik indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.

*Pozitif kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

**Pozitif kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

***Pozitif kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Sekil 4.26. PK+KYE’ nin 24 saatlik uygulamasinda goriilen kromatid degigimi

Antigenotoksik etkinin belirlemesi igin yapilan bu ¢alismada 24 saatlik uygulama
sonucunda pozitif kontrol grubunun anormal hiicre yiizdesi %38,00 olarak
belirlenmistir. Ayni periyotta dozlarin uygulamasina bakildiginda ise, anormal hiicre
yiizdesi %11,50 ile en disiik PK+1000 pg/mL’lik dozda, %22,40 ile en yiliksek
PK+125 pg/mL’ lik dozda gorilmistir (Sekil 4.27.). Verilerin istatistiksel
analizinde, biitiin dozlar pozitif kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azalma
gozlenmistir (Tablo 4.3.). Bununla beraber, diisik dozdan yiiksek doza dogru
bakildiginda anormal hiicre ylizdesinde diisiis izlenmektedir. Doz-etki iligkisine
bakildiginda ise, anormal hiicre yiizdesi ile doz artig1 arasinda pozitif kontrole gore

kuvvetli bir negatif iliski saptanmistir (r=-0,799) (Sekil 4.28.).
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Sekil 4.27. PK+KYE ’nin 24 saatlik uygulamasinda dozlara gore anormal hiicre yilizdesi

Anormal Hiiere (%)
o  (Gdzlenen
40,00 ~— Lineer
30,00
=
20,001
=]
(=]
o
10,00 T T T T T
] 200 400 600 a00 1000
Dozlar (ug/ml)

Sekil 4.28. PK+KYE ’nin 24 saatlik uygulamasinda anormal hiicre yiizdesinin doza bagl iliskisi

PK+KYE’nin 24 saatlik uygulamasinda, hiicre basina diisen anormallik sayisina
bakildiginda %0,335 ile PK+125 pg/mL’lik doz en yiiksek, 0,153 ile PK+1000
ug/mL’lik doz en diisiik degere sahiptir (Sekil 4.29.). Veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, biitiin dozlar pozitif kontrole kiyasla anlaml diisiik ¢ikmistir
(Tablo 4.3.). Ayrica, doz-etki iligkisi bakimindan doz artis1 ile hiicre basina diisen

anormallik sayisinda pozitif kontrole kiyasla kuvvetli bir negatif iliski bulunmustur

(r=-0,776) (Sekil 4.30.),
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Sekil 4.29. PK+KYE ’nin 24 saatlik uygulamasinda dozlara gére KA/Hiicre orant

K A/Hiicre

o Gozlenen
700 — Lineer
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Sekil 4.30. PK+KYE ’nin 24 saatlik uygulamasinda KA/Hiicre oraninin doza bagl iliskisi

24 saatlik PK+KYE uygulamasinin mitotik indeks degerlerinde, PK+125 pg/mL’lik
doz 3,23 ile en diisiik, PK+250 pug/mL’lik doz 3,75 ile en yiiksektir (Sekil 4.31.).
Veriler istatistiksel olarak degerlendirmeye alindiginda ise, biitiin dozlarda pozitif
kontrole gore anlamli bir artis gorilmistiir (Tablo 4.3.). Bununla beraber, bu

uygulama doz-etki iliskisi bakimindan degerlendirildiginde ise, doz artisi ile birlikte
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mitotik indeks degerinde pozitif kontrole kiyasla zayif bir iligki bulunmustur

(r=0,581) (Sekil 4.32.).
6 5554021
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Sekil 4.31. PK+KYE ’nin 24 saatlik uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri

Mitotik Indeks (%)

o Gozlenen
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Sekil 4.32. PK+KYE ’nin 24 saatlik uygulamasinda mitotik indeks degerinin doza bagl iliskisi

48 saatlik PK+KYE uygulamasinin anormal hiicre yiizdesi degerlendirildiginde,
PK+125 pg/mL’lik doz 24,25 ile en yliksek, PK+1000 pg/mL’lik doz 12,75 ile en

diisiik degere sahiptir (Sekil 4.33.). Bu degerler istatistiksel degerlendirmeye tabii

tutuldugunda, biitiin dozlar pozitif kontrole gore anlamli olarak diisiik ¢ikmistir
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(Tablo 4.34.). Ayrica, doz-etki iligkisi bakimindan pozitif kontrole gore kuvvetli bir
negatif iliski tespit edilmistir (r=-0,836) (Sekil 4.34.).
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Sekil 4.33. PK+KYE ’nin 48 saatlik uygulamasinda dozlara gére anormal hiicre yiizdesi
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Sekil 4.34. PK+KYE ’nin 48 saatlik uygulamasinda anormal hiicre yiizdesinin doza bagl iliskisi

PK+KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda hiicre basina diisen anormallik sayist
degerlendirildiginde, PK+125 ng/mL’lik doz 0,345 ile en yiiksek, 0,173 ile PK+1000
ng/mL’lik doz en diisiik degeri vermistir (Sekil 4.35.). KA/Hiicre orami pozitif
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kontrole gore kiyaslandiginda, biitiin dozlar anlamli olarak diisiik ¢ikmistir (Tablo
4.3.). Ayrica, doz-etki iliskisi bakimindan, doz arttikca KA/Hiicre oran ile pozitif
kontrol arasinda kuvvetli bir negatif iliski oldugu goriilmistir (r=-0,766) (Sekil
4.36.).
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Sekil 4.35. PK+KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda dozlara gére KA/Hiicre orant
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Sekil 4.36. PK+KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda KA/Hiicre oraninin doza bagl iliskisi
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48 saatlik PK+KYE uygulamasinda mitotik indeks yiizdeleri degerlendirildiginde,
PK+125 pg/mL’lik dozda 2,92 ile en diisiik, PK+500 pg/mL’lik dozda 3,57 ile en
yiiksek mitotik indeks yiizdesi goriilmiistiir (Sekil 4.37.). Ayn1 zamanda, bu veriler
istatistiksel olarak analiz edildiginde, hi¢gbir doz pozitif kontrole gore anlamli fark
gostermemistir (Tablo 4.3.). Bununla beraber, doz-etki iliskisi bakimindan, mitotik
indeks degeri doz arttik¢a pozitif kontrole gore iliski bulunamamistir (r=0,282) (Sekil
4.38.).
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Sekil 4.37. PK+KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degeri
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Sekil 4.38. PK+KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda mitotik indeks degerinin doza bagl: iliskisi
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4.2.2. Mikroniikleus testi bulgular:

KYE’nin antigenotoksik etkisini saptamak i¢in kullanilan diger bir metot
mikrontikleus testidir. Bu testte, kromozomal anormallik testinde oldugu gibi 4
saglikli bireyden periferal kan alinarak in vitro ortamda 72 saat kiiltiire edilmis, 48
saatlik uygulama ile KYE’nin 4 farki dozu (PK+125 pg/mL, PK+250 pg/mL,
PK+500 pg/mL ve PK+1000 png/mL) ile birlikte mitomisin C’nin genotoksik etkisine
kars1 KYE’nin koruyuculugu test edilmistir. Bu gruplarin yaninda pozitif kontrol
(MMC) grubu da olusturulmustur. Her bireyden her bir dozdan 1000 (toplamda her
bir doz i¢in 4000) biniikleat hiicre sayilmistir. Tespit edilen mikroniikleus frakanslar
Tablo 4.4.”de verilmistir. PK+KYE uygulamasinin PK+125 pg/mL, PK+250 pg/mL,
PK+1000 pg/mL’lik dozlarinda 1 ve 2 mikroniikleus iceren biniikleat hiicreler
gozlennistir. PK+500 pg/mL’lik dozda ise sadece 1 mikroniikleus igeren biniikleat

hiicreler tespit edilmistir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. KYE’nin 48 saatlik uygulamasinda insan lenfosit hiicreleri {izerinde antigenotoksik etkisi

mikroniikleus sonuglari

BN Hiicreler I¢inde
Test Uygulama Sayilan BN Mikroniikleus
. Hiicre Frekanslart MN (%)+SH
Maddesi -
Periyot  Konsantrasyon Sayis1 1) @) 3)
(saat) (ng/mL)
CK 48 10 pl 4000 9 1 - 0,275+0,08
PK 48 0,20 4000 130 8 1 3,725+0,30
PK+KYE 48 125+0,20 4000 93 3 - 2,475+0,25%*
250+0,20 4000 83 2 - 2,175+0,23**
500+0,20 4000 51 - - 1,275+0,18**
1000+0,20 4000 25 1 - 0,675+0,13%*

BN: Biniikleat, MN: Mikroniikleus, SH: Stardart Hata, PK: Pozitif Kontrol, CK: Cd&ziicii Kontrol,
KYE: Karayemis Ekstrakt:

*Pozitif kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

**Pozitif kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

PK+KYE ile yapilan 48 saatlik muamele sonucunda olusan MN’ lerin yiizde
frekanslar1 %2,475 ile PK+125 pg/mL’lik dozda en yiiksek, %0,675 ile PK+1000
ug/mL’lik dozda en diisiikk degeri vermistir (Sekil 4.39.). Veriler istatistiksel olarak

degerlendrildiginde biitiin dozlarda pozitif kontrole gore anlamli bir sekilde
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azalmanin oldugu gorilmistiir (Tablo 4.4.). Ayrica, doz-etki iligskisine bakildiginda,
doz artig1 ile MN frekansi arasinda pozitif kontrole gore kuvvetli bir negatif iligki
tespit edilmistir (r=-0,925) (Sekil 4.40.).
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Sekil 4.39. PK+KYE uygulamasinda dozlara gore MN frekansi
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Sekil 4.40. PK+KYE uygulamasinda mikroniikleus yiizdesinin doza bagl iligkisi
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4.3. Karayemis Ekstraktinin Antioksidan Etkisi

KYE’nin antioksidan enzimler {lizerindeki etkisinin degerlendirilmesi i¢in siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit (MDA) analizleri
hiicre kiiltiiriinden elde edilen siipernatant numuneler kullanilarak yapilmistir. Ayni
zamanda, orneklerdeki total protein diizeyleri dogru enzim aktivitesinin belirlenmesi

i¢in analiz edilmistir.

4.3.1. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemi ile yapilmistir. Calismada
kullanilan karayemis ekstrakti toplam fenolik madde analizinin gallik asit es degeri

82,75 mg GA/100 g olarak tespit edilmistir.

4.3.2. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve malondialdehit analiz

sonuclari

Bu analiz metotunda da genotoksisite testlerinde kullanilan ayni deney gruplari
olusturulmustur. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve malondialdehit
degerlerinde anlamli fark olup olmadigini anlamak i¢in, dozlar (125 pg/mL, 250
pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL) ¢oziicii kontrol ile kiyaslanmistir. MMC’nin
oksidatif stres olusturdugunu tespit etmek icin pozitif kontrol gurubu ile negatif
kontrol grubu karsilastirilirken, KYE’nin MMC’nin oksidatif hasarina karsi
koruyucu roliiniin belirlenmesi agisindan, MMC eklenmis dozlarla (PK+125 pg/mL,
PK+250 pg/mL, PK+500 pg/mL ve PK+1000 pg/mL) pozitif kontrol
karsilastirilmistir. Farkli periyot ve dozlardaki KYE uygulamasinin antioksidan
enzim ve parametre olan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve

malondialdehit (MDA) analiz sonuglar1 Tablo 4.5.’te verilmistir.
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Tablo 4.5. KYE’nin 24 ve 48 saatlik uygulama sonucunda siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve

malondialdehit seviyeleri iizerine etkisi

Dozlar Uygulama SOD (U/mg protein)  GPx (U/g protein) MDA (umol/L)
(ng/mL) periyodu (saat) +SH +SH +SH
NK 24 3,231+0,017 0,789+0,247 1,411£0,017
CK 2,658+0,247 0,545+0,201 2,386+0,247
PK 2,769+0,097 0,268+0,158 3,287+0,096
125 2,493+0,250 0,46440,202 2,071+0,251
250 2,711+0,210 0,321+0,174 3,944+0,211
500 2,564+0,256 0,819+0,081 2,132+0,256
1000 2,813+0,162 0,387+0,158 1,754+0,162
125+PK 2,751+0,003 0,592+0,268 1,081+0,004
250+PK 2,911+0,170 0,364+0,152 1,001+0,170
500+PK 2,956+0,200 0,539+0,224 2,228+0,200
1000+PK 2,458+0,150 0,339+0,134 2,183+0,150
NK 48 3,231+0,017 0,789+0,247 1,411£0,017
CK 1,576+0,205 0,145+0,046 2,592+0,205
PK 1,710+0,1312 0,244+0,119 3,405+0,131
125 2,267+0,114 1,323+0,048 2,811+0,114
250 2,462+0,277 0,470+0,208 3,278+0,277
500 2,964+0,237° 1,537+0,075° 2,190+0,237
1000 2,667+0,230 1,902+0,569° 2,687+0,230
125+PK 2,538+0,066 0,415+0,192 2,287+0,066
250+PK 2,900+0,047 1,404+0,381 2,788+0,047
500+PK 2,980+0,015°¢ 0,463+0,137 3,748+0,015
1000+PK 2,403+0,483 0,651+0,022 3,068+0,483

K: Negatif Kontrol, CK: Coziicii kontrol, PK: Pozitif kontrol, SOD: Siiperoksit dismutaz, GPx:

Glutatyon peroksidaz, MDA: malondialdehit, SH: Standart hata

2 Negatif Kontrole gore anlamli fark vardir (p<0,05)
bCoziicii kontrole gore anlaml fark vardir (p<0,05)
Pozitif kontrole gére anlamli fark vardir (p<0,05)

SOD enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda, 24 saatlik doz uygulamasinda, hi¢bir

dozda ¢oziicli kontrole gore anlamli bir artis ya da azalis olmadigi goriilmektedir.

Pozitif kontrol agisindan degerlendirmede ise, pozitif kontrol ile negatif kontrol

grubu arasinda anlamli fark olmadigir gibi MMC eklenmis hi¢bir dozda da yine

pozitif kontrole gore anlamli fark tespit edilememistir. SOD enzim aktivitesi i¢in 48

saatlik uygulama sonuglaria bakilirsa, 500 pg/mL’lik doz ¢o6ziicii kontrole gore

anlaml yiiksek ¢ikarken, diger dozlarda anlamli fark bulunamamistir. Buna ragmen
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125 pg/mL’lik ile 500 pg/mL’lik doz arasinda siirekli bir artig gézlenmis, sadece
1000 pg/mL’lik dozda diistis goriilmiistiir ve dozlarin hepsi anlamsiz da olsa ¢oziicii
kontrolden yiiksek ¢ikmuistir. Yine ayni uygulama igin, pozitif kontrol grubu, negatif
kontrol grubuna gore anlamli diistik ¢ikarken, PK+500 pg/mL dozu pozitif kontrole
gore anlamli yiiksek bulunmustur. Tablo 4.5’te MMC eklenmis dozlara genel olarak
bakildiginda, PK+125 pg/mL ile PK+500 pg/mL arasi diizenli bir yiikselisin oldugu
ve PK+1000 ug/mL dozda diisiis oldugu goriilmiistiir ve KYE ekli dozlarin hepsi
PK’dan yiiksek ¢ikmuistir.

GPx enzim aktivitesi sonuglarina bakilirsa, 24 saatlik KYE uygulamasinda hi¢bir doz
¢ozilicii kontrole gore anlamli fark gostermemistir. Ayni zamanda gerek pozitif
kontrol grubu ile negatif kontrol grubu arasinda gerekse, MMC eklenmis hig¢bir doz
ile pozitif kontrol arasinda anlaml fark gézlenmemistir. Ayni enzim aktivitesi igin
48 saatlik uygulama sonucuna bakildiginda ise, 500 pg/mL’lik ve 1000 pg/mL’lik
dozlarda ¢oziicii kontrole gore anlamli artiglar tespit edilmistir. Bunun yaninda, tiim
dozlarda GPx enzim aktivitesi anlamli olmasa bile ¢oziicli kontrole gore yiiksektir.
MMC eklenmis uygulamalarda 48 saatlik periyotta ise, pozitif kontrol grubu negatif
kontrol grubuna gore anlamli fark gostermezken, MMC eklenmis higbir doz da yine
pozitif kontrole gore anlamli diisik ya da yiiksek degildir. Buna ragmen, fark
anlamsiz dahi olsa, MMC eklenmis dozlarin hepsi pozitif kontrolden daha ytiksek

enzim aktivitesi degeri vermistir.

Malondialdehit seviyesi Ol¢limiine bakildiginda ise, 24 saatlik KYE uygulamasinda
hicbir dozda ¢oziici kontrole gore anlamli fark gozlenmemistir. Ayrica pozitif
kontrol grubu negatif kontrol grubuna gore anlamli fark gdstermemesine ragmen,
MDA degeri negatif kontrol grubundan yiiksektirr MMC eklenmis dozlarin hepsi
pozitif kontrole gore diisilk deger vermistir, ancak istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur. 48 saatlik KYE uygulamasinda da sonuglar 24 saat ile benzerdir. Dozlarin
hi¢biri ¢6ziicli kontrole gore anlamli fark vermemistir. Pozitif kontrol, negatif kontrol
grubundan yiiksek deger vermis olmasina ragmen, yine istatistiksek olarak anlamli
fark yoktur. Ayrica, MMC eklenmis hi¢bir doz da pozitif kontrole gére anlamli fark

gostermemistir.
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4.3.3. Tiyol/disiilfid analiz sonuclar1

Saglikli bireylerden alinan ve 72 saat hiicre kiiltiirli yapilan kan 6rneklerine 24 ve 48
saatlik karayemis ekstrakti uygulamasinin tiyol/disiilfid homeostazina etkisi Tablo

4.6.’da verilmistir.

Karayemis ekstrakti 24 ve 48 saatlik uygulamalar tiyol/disiilfid dengesi agisindan
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hi¢bir uygulama dozunda ¢oziicii kontrole
gore anlamli fark bulunamamistir. Bununla beraber bu uygulamalar negatif kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ise hicbir dozda dogal tiyol ve total tiyol degerleri i¢in
yine anlamli fark bulunamamistir. Disiilfid degeri icin, 24 saatlik muamelede 500
ug/mL ve 1000 pg/mL’lik dozlar negatif kontrole gore anlamli diisiikk bulunmustur.
48 saatlik uygulamada ise, distilfid degeri 250 pg/L ve 1000 pg/mL’lik dozlarda
negatif kontrole gore anlaml diisiiktiir. Indirgenmis tiyol oran1 (RTR), 24 saatlik
uygulama i¢in 500 pg/ml ve 1000 pg/mL’lik dozlar negatif kontrole gore anlamli
yiiksek bulunurken, 48 saat igin, negatif kontrole gore anlamli yiiksek degerler 250
pg/mL ve 1000 pg/mL’lik dozlarda gozlenmistir. Yiikseltgenmis tiyol orami 24
saatlik uygulamada sadece 500 pg/mL’lik dozda anlamli diisiik deger bulunurken,
ayni oran 48 saatlik uygulama i¢in 500 pg/mL ve 1000 pg/mL’lik dozlarda anlamh
diistiktiir.

Karayemis ekstraktinin oksidatif stres ajani olan mitomisin C maddesine karsi,
tiyol/disiilfid homeostazina etkisi ile olusturdugu oksidatif strese karsi koruyuculugu
4 farkli doz i¢in 24 ve 48 saatlik uygulamalar ile test edilmistir (Tablo 4.7.). 24
saatlik uygulamada higbir dozda pozitif kontrole gére anlamli fark goriilmezken, 48
saatlik uygulamada total tiyol degeri 125 ng/mL ve 250 ug/mL’lik dozlarda pozitif
kontrole goére anlamli diisiik bulunmustur. Yine aym1 uygulama ve ayni dozlarda
disiilfid degeri de pozitif kontrole gore anlamli derecede diisik bulunmustur.
Indirgenmis tiyol orani1 ise 48 saatlik uygulamada sadece 250 pg/mL’lik dozda
pozitif kontrole gore anlamli yiiksek bulunurken, yiikseltgenmis tiyol orani ayni doz

i¢in anlamli diisiik bulunmustur.



Tablo 4.6. KYE’nin 24 ve 48 saatlik uygulama sonucunda tiyol/disiilfid homeostazi iizerine etkisi

Test Periyot Konsantrasyon

Maddesi (saat) (ng/mL) TTL NTL DD RTR OTR TORR
NK 24 0 37,5+0,5 22,5+0,5 7,5+0,5 59,9424 20,7+1,2 309,9+106,4
CK 24 10 ul 33,5425 31,0£2,0 3,340,3 78,20,9 3,740,5 2550,0+£350,0
PK 24 0,20 40,5£3,5 27,5425 6,5+0,5 67,942,2 16,0+1,1 422,7+500,0

KYE 24 125 33,0£1,0  27,5%2,5 2,8+0,8 83,2452 8,442,5 1107,2+392,9
250 38,046,0 32,0430 3,0+1,5 85,145,6 7,5+2,8 1355,6+577.8

500 34,0£0,1  31,5%0,5 1,340,5* 92,741,5% 3,740,8* 2633,4+566,7

1000 32,043,0  25,5+4,0 1,340,5* 92,6+4,9% 9,6+2,5 1813,7+285,7

CK 48 10 ul 33,5+1,5  28,0£2.0 2,8+0,3 83,5422 8312 1033.4£166.7
PK 48 0,20 33,5£0,5  30,5%1,5 8,5+0,5 64,2431 17,9+1,6 359,5+875,0
KYE 48 125 47,5£40  29,0£7,0 4,5£1,5 75,2+10,5 12,4453 783,4+416,7
250 38,0£4,0  33,5%3,5 1,340,3* 93,240,7% 3,540,4% 2733,4+266,7

500 36,0£3,0  32,0+4,0 1,5£0,5 91,143,6 4,5+1,9 2500,0+1100,0

1000 35042,0  42,0£0,5 1,0+0,8* 94,1:3,9* 2,9+1,9% 3200,0+880,0

TTL: total tiyol, NTL: dogal tiyol, DD: Disiilfid, RTR: indirgenmis tiyol orami, OTR: Yiikseltgenmis tiyol orani, TORR: Tiyol
yiikseltgenme/indirgenme orani
*Negatif Kontrole ya gore fark var (p<0,05)

¢l



Tablo 4.7. KYE nin MMC nin olusturdugu oksidatif strese kars1 tiyol/disiilfid homeostazina etkisi

Test Periyot Konsantrasyon
Maddesi (saat) (wg/mL) TTL NTL DD RTR OTR TORR
PK 24 0,20 40,5+3,5 27,5€2,5 6,5+0,5 67,9+2,2 16,0+1,1 422,739
PK+KYE 24 125+0,20 34,0+£2,0 29,5450 2,3+0,8 86,5+5,2 6,8+£2,6 1533,4+666,7
250+0,20 36,5+5,5 27,0£1,0 4,8+2.3 75,34£8,6 12,4443 720,0+320,0
500+0,20 47,5+4,5 29,544.5 9,0+0,1 61,8+2,2 19,1+1,1 337,7£87,3
1000+0,20 39,0455  23,0+1,0 8,042,3 59,4+8,6 20,144,3 295,4+42,1
PK 48 0,20 47,5+0,5 30,5+1,5 8,5+0,5 64,2431 17,9+1,6 359,1+£3,5
PK+KYE 48 125+0,20 31,5+4,5* 26,5+5,5 2,5+0,5* 83,4+5,6 8,4+2,8 1150,0+450,0
250+0,20 35,043,0¢  31,5+3,5 1,8+0,3* 89,842 3% 5,1+1,2% 1866,65+466,65
500+0,20 46,5+8,5 29,5+5,5 8,5+1,5 63,4+3.9 18,3+0,1 346,5+3,5
1000+0,20 43,0£2,0 28,040,0 7,5+1,0 65,3+£5,2 17,4+2.6 380,0+£50,7

TTL: total tiyol, NTL: dogal tiyol, DD: Disiilfid, RTR: Indirgenmis tiyol oram, OTR: Yiikseltgenmis tiyol orani, TORR: Tiyol
yiikseltgenme/indirgenme orant
*Pozitif kontrole ya gore fark vardir (p<0,05)

€L
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4.3.4. SOD ve GPX mRNA ekspresyon analiz sonug¢lari

Bu c¢alismada molekiiler analizler i¢in, 2 goniillii bireyden periferal kan alinarak
lenfosit kiiltlirii yapilmis ve 4 farkli doz karayemis ekstrakti (125 pg/mL, 500
ug/mL, PK+125 pg/mL ve PK+500 pg/mL) ile 48 saatlik muameleye maruz
birakilmigtir. Ayrica negatif kontrol (steril su), pozitif kontrol (MMC) ve ¢dziicii
kontrol (metanol) gruplar1 da olusturulmustur. 72 saatlik kiiltiir sonunda, her doz ve
kontrol gruplarindan total RNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra ¢cDNA sentezi
gerceklestirilerek, elde edilen DNA’dan siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri ile ilgili genleri i¢in 6zel primerler kullanarak real time PCR ile SYBR
green detektorii kullanilarak bu enzimlerin ekspresyonundaki degisikliklerin analiz
edilmesi amaclanmistir. Elde edilen verilerde, glutatyon peroksidaz icin yeterli
Olciide 151ma gergeklesmediginden sadece siiperoksit dismutaz enzimi mRNA
ekspresyon sonuglar1 analiz edilmistir. Iki farkli dondrden elde edilen SOD geni
mRNA’larin real time PCR sonucunda elde edilen delta C: degerleri istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Tablo 4.8.’de farkl1 dozlara gére 2 2" kat degisimi ve p

degerleri verilmistir.

Tablo 4.8. SOD geni mRNA’larin deney ve kontrol gruplari arasindaki 2 2t ve kat degisimi

1.kisi 2 kisi
2 -ACT Kat P 2 -ACT Kat P
Degisimi Degisimi

NK 0,158 0,165
CK 0,093 0,59 0,311 0,015 0,09 0,318
PK 0,033 0,21 0,225 0,022 0,13 0,298
125 ug/mL 0,024 0,26 0,116 0,005 0,33 0,108
500 pg/mL 0,040 0,43 0,316 0,044 2,93 0,351
PK+125 pg/mL 0,005 0,15 0,095 0,005 0,22 0,069
PK+500 pg/mL 0,028 0,84 0,149 0,032 1,45 0,060

NK: Negatif Kontrol, CK: Coziicii Kontrol, PK: Pozitif Kontrol

Yapilan analizde, ¢6ziicii kontrol grubu ve pozitif kontrol grubu negatif kontrol
grubuna gore kiyaslanmig ve bagimsiz t testine gore anlamli fark bulunamamistir

(p>0,05). Aynm1 zamanda dozlara ait gruplar (125 pg/mL ve 500 pg/mL) ¢oziici
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kontrolle ve MMC ekli gruplar (PK+125 pg/mL ve PK+500 pg/mL) pozitif kontrolle
karsilagtirilmis ve yine anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.8.). Sekil
4.41.°de KYE muamelesi yapilan lenfosit kiiltiirlerindeki SOD geni mRNA Kat

degisim grafigi verilmistir.
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BOLUM 5. TARTISMA

Giliniimiizde birgok kronik ve akut hastaligin yayilmasi ve ¢ogunun tedavisinin
bilinmemesi medikal alanda bilim diinyasinin kanayan bir yarasidir. Sentetik
ilaclarin tedavi veya semptomlar1 azaltici etkilerinin yani sira, birgok yan etkisinin
bulunmas: yeni hastaliklara kap1 agmaktadir. ilag sanayisinin de biiyiik bir ticaret
sektorline doniismiis olmasi ve hastaliklarin tedavisi ile kar amaci giitmesinin bir
sonucu olarak, gergekten iiretilmesi ve kullanilmasi gereken ilaglar ile elzem
olmayanlarin ayrilamamasi durumu ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda, sadece ilaglar ile
tedavi edilmesi gerekmeyen ya da koruyucu tedaviyi iistlenen dogal bitkiler ile
alternatif tip alanina yonelmek bazi bilim adamlarinin ilgi odagi olmustur. Birgok
bitkinin hastaliklar1 tedavi edebilmesi ya da tedaviye yardimci rol iistlenmesi,
hastaliktan daha az kimyasal ila¢ ve daha az yan etki ile kurtulmak anlamina
gelebilir. Bunlarin yani sira, bitkiler, hastaliklar hi¢ baglamadan, dogal beslenme ve

diizenli bir diyet ile de koruyucu tip gorevini tstlenebilir.

Karayemis meyvesi lilkemizde 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde taninan, yetistirilen
ve sifali olduguna inanilan bir bitkidir. Karayemis meyvesi ozellikle kan sekerini
diigiirmesi ile diyabet hastalari tarafindan yogunlukla tiiketilir. Sekeri diigiirmesinin
yaninda, gastrointestinal hastaliklara faydali oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica agri
kesici ve sakinlestirici etkileri de halk tarafindan kesfedilmistir. Biitiin bunlar goz
Oniline alindiginda, karayemis bitkisi bilim adamlarinin da ilgisini ¢ekmis ve iizerine

bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Karayemis meyvesi bol miktarda antosiyanin igerir (Rice- Evans ve ark., 1996;
Karabegovig¢ ve ark., 2014). Antosiyaninler fenolik asit grubundan olan
flavonoidlerin en 6nemli grubudur. Antosiyaninler 6zellikle bitkilerde rengi veren

pigmentlerden birisidir. Bitki i¢in patojenlere karsi koruma, biyotik ve abiyotik
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stresleri iyilestirme ve oksinlerin tasinmasi gibi sinyallerde gorev alirlar . Bunun yanm
sira antosiyaninlerin insan sagligini destekleyici farkli islevleri bilimsel arastirmalar
sonucu ortaya c¢ikmis ve bundan dolayr bir c¢ok hastalik iizerinde caligmalar
yogunlasmistir (Keles, 2015). Flavonoid ve antosiyaninler yiiksek antioksidan
kaynagi olan bilesikler oldugu i¢in, oksidatif stresin yarattigi tim olumsuzluklara
kars1 koruyucu rol iistlenirler. Oksidatif stresin arttirdigr semptomlarin azalmasinda
ya da oksidatif strese neden olan hastaliklarin tedavisinde biiyiik etkileri mevcuttur.
Antosiyanin ve flavonoid iceren tiim besinlerin diyetle alinmasi, basta
kardiyovaskiilar hastaliklar olmak iizere, obezite ve diyabet gibi diger kronik
hastaliklarda fayda sagladigi goriilmiistiir. Antiinflamatuvar ve antikarsinojenik

etkileri de mevcuttur (Biiylikbalci ve El, 2008; Giusti, 2010).

Herhangi bir amagla kullanilmak {izere sentezlenen bir maddenin, ya da bitki
ekstraktinin kullanilmadan 6nce, basta insan olmak iizere biitiin canlilara ve dogaya
zarar1 olup olmadigin1 anlamak ¢ok dnemlidir. Toksikoloji ¢alismalar1 bu baglamda
bize biiyilk yarar saglamaktadir. Ozellikle hangi dozda toksik etkisi oldugunu

belirlemek bir etki-giiven araligi tespit etmeye yaramaktadir.

Bir maddenin genotoksik ajan oldugunun ispati, o maddenin kanser dahil bir¢ok
hastaliga neden olabileceginin gostergesidir. Somatik hiicrelerin  genetik
materyalinde bozukluga yol agan bir maddenin, ilgili dokudaki protoonkogenleri
uyarmasina ve kanserli dokunun gelismesini tetikleyecegi bilinmektedir. Aym
sekilde, esey hiicrelerinde meydana gelecek bir hasarin ise gelecek nesillere hastalik
olarak aktarilmasi olasidir (Mulder ve Dencker, 2013). Bir bitki ekstraktinin
genotoksik etkisinin olup olmadigmin belirlenmesi ya da mutajenlerin genetik
materyal iizerinde olusturdugu hasar1 azaltilc1 ya da ortadan kaldiric1 etkiye sahip
gorevi olup olmadiginin belirlenmesi yoniindeki ¢alismalar dogal bitkilerin kullanim
alanimi genisletecektir. Bu baglamda diisiiniiliirse, saglik agisindan bir¢ok faydasinin
oldugu bilinen ve tibbi bitkiler arasinda sayilabilecek olan karayemis meyvesinin
hem genotoksikolojik agidan degerlendirilerek, toksik bir etkisinin olup olmadigimnin
arastirilmast hem de giivenli kullanimi i¢in bir doz araliginin belirlenmesi literatiire

biiyiik katki saglayacaktir. Karayemis gibi antosiyanin ve fenolik bilesikleri iceren
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antioksidan Ozelligi bulunan bitki ekstraktlarinin ayn1 zamanda antigenotoksik

etkisinin de arastirilmasit oldukg¢a 6nemlidir.

Bu c¢alismada, karayemis meyvesinin genotoksik ve antigenotoksik profilinin
belirlemesi i¢in, bilim diinyasinda altin standart olarak kabul goren ve yaygin olarak
kullanilan kromozomal anormallik ve mikroniikleus testi kullanilmistir. Kromozomal
anormallik testi, kromozomlarin net ve ayrintili bir sekilde izlenmesine olanak
vermesi ve bir¢cok cesit kromozom anormallik i¢in degerlendirilmeye aliabilmesi
gibi avantajlar1 ile genotoksik ve antigenotoksik profili belirlemede en dogru sonuca
ulastirmaktadir (Yiizbasioglu ve ark., 2014). Bu c¢alismada, insan sagligina bir¢ok
olumlu etkisi oldugu geleneksel tipta da bilinen karayemis meyvesinden elde edilen
ekstraktin genotoksik ve antigenotoksik profili, insan periferal kan dokusundan elde
edilen lenfosit hiicreleri iizerinde kromozomal anormallik ve mikroniikleus testleri
kullanilarak in vitro ortamda belirlenmistir. Deney prosediiriinde lenfosit hiicrelerinin
model olarak tercih edilmesinin birgok nedeni vardir. Oncelikle dondrden kolaylikla
elde edilebilmesi, biitiin viicudu dolasan bir hiicre ¢esidi olmasi ve uzun Omiirlii
olmast bunlar arasinda sayilabilir. Ayrica lenfositler toksik ajanlara karsi duyarh
hiicrelerdir ve kromozom yapilarinda bunu agik¢a sergilerler. Lenfositlerde olusan
herhangi bir hasar oram ile viicuttaki baska bir dokuda ayni toksik ajan ile olusan
hasar orani birbirine ¢ok yakindir. Bu yiizden lenfosit hiicreleri kanser ¢aligmalarinda
ve diger toksikoloji ¢aligmalarinda siklikla tercih edilen ve dogru sonuca yaklastiran

bir dokudur.

Calismamizda, genotoksik etkiye bakilirken kromozom anormallik testi i¢in, insan
periferal kandan 72 saatlik lenfosit kiiltiirii yapilarak, 4 farkli karayemis dozu (125
ug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL) 24 ve 48 saatlik uygulamaya maruz
birakilmistir. Konu ile ilgili literatiirde yer alan in vivo yapilan bir ¢alismada, denek
olarak sigan kullanilmis ve 10 g/kg karayemis ekstrakti verilerek testis hasarina karsi
koruyuculugu arastilmistir (Yilmaz, 2014). Yine baska bir in vivo ¢aligmada ise,
siganlara 1000 mg/kg ve 500 mg/kg uygulama yapilarak antidiyabetik etkiye
bakilmistir (Turan ve ark., 2013). Karayemis ekstraktinin antiproliferatif etkisini
aragtirmak amacli, in vitro olarak 25, 50, 100, 200, 250, 375, 500 pg/ mL dozlarda
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hiicre kiiltiiriine uygulanmistir (Aydin ve ark., 2016). Bu c¢alismadaki doz se¢imi
yapilirken, onceki galismalar g6z oniine alinarak belli dozlar denenmis ve 4 doz (125

pug/mL, 250 pg/mL, 500 ug/mL, 1000 pg/mL) ¢calismamiz i¢in uygun goérilmiistiir.

Karayemis ekstrakti ile yapilan ¢alismamizda, 24 ve 48 saatlik her iki uygulamada da
dozlarda en sik gorillen anormallik, kromatid kirigi olmustur. Daha sonra bu
anormalligi kromozom kirig1 ve fragment takip etmistir. 24 saatlik uygulamanin 250
ng/mL’lik dozunda bir adet kardes kromatidlerde birlesme goriiliirken, 24 ve 48
saatlik 125 pg/mL’lik dozlarda birer adet disentrik kromozom gozlenmistir. Anormal
hiicre ylizdesi, 24 saatlik uygulamada 250 ug/mL’lik, 48 saatlik uygulamada ise 500
ug/mL ve 1000 pg/mL’lik dozlar harici negatif kontrole gére anlamli bulunmustur.
Coziicii kontrol ile kiyaslandiginda, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda hicbir dozda
¢oziicii kontrole gore anlamli fark bulunmamistir. Mikroniikleus testi sonucunda,
biitlin dozlarda bir mikroniikleuslu biniikleat hiicre bulunmus ve sadece 1000
ug/mL’lik dozda bir adet iki mikroniikleuslu biniikleat hiicre bulunmustur. Ayrica,
en yiiksek son iki dozda ise, ¢oziicii kontrolden daha diisiikk bir MN frekansi
gbzlenmistir. Bu sonuglar goz 6niine alindiginda KYE’nin genotoksik etkisi olmadigi
ve hatta doz arttikca azalan MN frekans1 antigenotoksik bir etkisi olabilecegi
sonucunu dogurmustur. Kromozomal anormallik testi sonuclari ile benzer sekilde,
mikroniikleus testinde de hi¢bir uygulama dozunda ¢6ziicli kontrole gére anlamli bir
artiy yoktur. Bu sonuglar dahilinde, karayemis meyve ekstraktinin insan lenfosit

hiicreleri tizerinde genotoksik etkisinin mevcut olmadigi kanaatine varilmistir.

Karayemis ekstraktinin antigenotoksik etkisi acisindan, 24 ve 48 saatlik
uygulamalarda, yapisal anormalikler i¢inde en sik goriilen yine kromatid kirigi
olmustur. Bunu kromozom kirig1, fragment ve kromatid degisimi izlemistir. Bazi
dozlarda yine kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom goézlenmistir.
Antigenotoksik degerlendirme i¢in pozitif kontrole gore kiyaslandigindan, 24 ve 48
saatlik uygulamalarda biitiin karayemis ekstrakti dozlarinda pozitif kontrole gore
anlamli diistis gozlenmistir. Yine antigenotoksik profillerinin belirlenmesi igin
uygulanan mikroniikleus testinde, biitiin dozlarda bir mikroniikleuslu bintikleat hiicre

goriiliirken, 500 pg/mL’lik hari¢ diger dozlarin hepsinde 2 mikroniikleuslu bintikleat
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hiicre gozlenmigtir. Ayrica pozitif kontrol ile kiyas yapildiginda, karayemis
ekstraktnin tiim uygulamalarinda, mikroniikleus sayisinin her dozda anlamli sekilde
diistiigii agik¢a goriilmiistiir. Antigenotoksik ¢alismalardan elde edilen sonuglar genel
olarak degerlendirildiginde, hepsinde genetik materyaldeki hasarin anlamli derecede
diistiigi tespit edilmistir. Ayrica, kromozom anormalliklerde ve mikroniikleus
olusumunda doz artisina bagli olarak anlamli bir azalisin oldugu da goriilmektedir.
Bu sonuglara gore, karayemis ekstraktinin MMC’nin olusturdugu genetik hasara
kars1 koruyucu etkisi oldugu sonucuna varilabilir. Elde edilen bu sonuglar, karayemis
meyvesine yakin akraba olan ya da antosiyanin ve fenolik bilesik igeren diger bitki
ekstraklart ile yapilan Onceki caligmalarla paralellik gostermektedir. Berber ve
arkadasglar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Prunus avium (kiraz) sapindan
elde edilen antosiyaninli bitki ekstraktinin antigenotoksik ve antisitotoksik etkisi
arastirilmistir. Bunun i¢in insan lenfosit hiicre kiiltlirline mitomisin C verilerek
kromozom hasari olusturulmustur. Kiraz ekstraktinin iyilestirici etkisi kromozomal
anormallik, mikroniikleus ve komet testleri ile arastirilmistir. Kromozomal
anormallik sayilarinda ve mikroniikleus olusumunda ekstrakt ile muamele edilen
dozlarda pozitif kontrole gore anlamli bir diislis gézlenmistir. Sonug olarak, kiraz
sapindan elde edilen ekstraktin antigenotoksik etkisi oldugu belirtilmistir. Insan
noroblastoma ve promiyolosit hiicreleri {izerine yapilan bir calismada, hidrojen
peroksit uygulamasi ile hiicreler {izerinde stres ve DNA hasar1 olusturulmus ve
sonrasinda antosiyanin iceren pargaciklar verilmistir. Deney sonucunda antosiyanin
uygulamasi ile hiicrelerin toksik etkiden ve DNA hasarindan korundugu ortaya
cikartlmistir (Ghost ve ark., 2006). Antosiyanin agisindan zengin olan alig
(Crataegus monogyna) meyvesinin ekstrakti ile yapilan genotoksik ¢aligmada, insan
periferal kan hiicre kiiltiirlinde radyasyon 111 kullanilarak mikroniikleus olugumu
tetiklenmis, daha sonra bu kiiltiirlere ali¢ ekstrakti uygulanarak yiiksek antioksidan
0zelligi de bulunan bu meyvenin mikroniikleus olusumunu azalttig1 gozlenmistir.
Sonu¢ olarak alic meyvesinin antigenotoksik etkiye sahip oldugu agiklanmigtir
(Hosseinimehr ve ark., 2009). Yine baska bir ¢alismada, antosiyaninler grubuna
giren delfinidin ve siyanidin maddeleri sigan hepatoma hiicre kiiltlirii {izerine
uygulanmustir. Tert-biitil hidroperoksit (TBHP) ve hidrojen peroksit maddelerinin

neden oldugu mutajenik etkiye karsi bu antosiyaninlerin koruyucu rol istlendigi
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goriilmiistiir (Lazze ve ark., 2003). Karayemis bitkisine yakin olan Prunus persica
(seftali) bitkisinin ¢iceklerinden yapilan bir ekstraktin, UV 1smnina maruz birakilmisg
deri fibroblast hiicreleri tizerindeki hasara karsi etkisi arastirilmis ve deneyin
sonucunda DNA molekiiliinde olusan bozukluklar1 azalttigi bulunmustur (Heo ve
ark., 2001). Yine aymi cinse ait olan Prunus serrulata (siis kirazi) meyvesinin
ekstrakti ile yapilan bagka bir ¢alismada DNA hasarini diistirdiigii belirlenmistir (Lee
ve ark., 2007). Eken ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir g¢alismada,
karayemis meyvesinin ¢alismamizdaki antigenotoksik etki sonuglarini destekleyen
sonuglar ortaya c¢ikarilmigtir. Siganlarda dimetoat ile olusturulan hepatoksisite
lizerine karayemis meyvesinden elde edilen ekstraktin koruyucu etkisi komet metotu
kullanilarak arastirilmistir. Oksidatif stres ve DNA hasarina neden olan bir insektisit
olarak kullanilan dimetoat, siganlara verilmis ve komet testinde kuyruk uzunlugu
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde uzun c¢ikmistir. Diger gruplarda ise
karayemis ekstrakti tek basina ve dimetoat ile birlikte verilmistir. Tek basina
karayemis ekstraktinin verildigi grupta kuyruk uzunlugunun kontrol gurubuna gore
anlamli bir farklilik gostermedigi belirtilmistir. Dimetoat ile birlikte verilen gruplar,
dimetot grubu ile karsilastirildiginda kuyruk uzunlugunda anlamli bir diisiis
goriilmiistiir. Bu ¢aligmada karayemisin hem genotoksik hem de antigenotoksik
profili komet metotuyla si¢anlar tizerinde denenmis ve sonuglar bizim ¢alismamiz ile
uyum gdostermistir. Biitiin bu caligmalar géz 6niine alindiginda, antosiyanin iceren
bitkilerin ekstraktlarinin ve ayni zamanda karayemis meyvesine yakin akraba olan
bitkilerin DNA hasarina ve bunun sonucu olarak kromozom anormalliklerine karsi

koruyucu etkisi oldugu sdylenebilir.

Karayemis ekstraktinin insan periferal hiicreleri tizerinde 4 farkli doz (125 pg/mL,
250 ug/mL, 500 ug/mL, 1000 pug/mL) ile sitotoksik ve anti sitotoksik etkisi mitotik
indeks degerlendirilmesi ile arastirilmistir. Karayemis ekstraktinin sitotoksik
etkisinde, 24 saatlik uygulamada negatif kontrole gore kiyas yapildiginda, biitiin
dozlar anlamli olarak diisiik ¢ikmistir. Bunun yaninda doz yiikseldik¢e mitotik indeks
degerlerinin de diistiigii goriilmiistiir. Ayn1 uygulamada ¢6ziicii kontrole gore, higbir
dozda anlamli bir fark goériilmemistir. 48 saatlik uygulamaya baktigimizda, biitiin

dozlarin negatif kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde diisiikk oldugunu ve ayrica
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125 pg/mL’lik dozun ¢oziicii kontrole gore diisiik oldugunu goriilmistir. Bu
sonuglara gore, ¢oziicli kontrole gore genelde anlamli bir fark bulunmazken, negatif
kontrole gore karayemis muamelesinin hiicre boliinmesini yavaslattigi ve az da olsa
sitotoksik etkisi oldugu sdylenebilir. Literatiirde karayemis meyvesinin sitotoksik
etkisinin arastirildigt ¢ok az g¢alisma mevcuttur. Aydin ve arkadaglart (2016)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, karayemis meyvesinden su ile ekstrakti hazirlanmus,
bu ekstraktin hiicre boliinmesi iizerindeki etkisi HT29 (Insan kolon kanser hiicreleri),
HeLa (Insan rahim kanser hiicreleri), Vero (Afrika yesil maymun bdbrek epitelyum)
ve C6 (Sican beyin tiimoril) kanser hiicre hatlarina karst aragtirilmistir. Arastirma
sonucunda, karayemis ekstraktinin az miktarda antiproliferatif etkisinin oldugu
aciklanmistir. Bu deneyin sonucuna bakildiginda calismamizda elde ettigimiz
sonuclart destekler niteliktedir. Antosiyanin iceren maddeler ile yapilan bagka
calismalarda, normal dokulara ve kanserli dokulara maddeler verilerek, antosiyanin
ve fenolik bilesiklerin kanserli dokularda biiyiimeyi inhibe edici etkisi oldugu ortaya
cikarken, saglikli dokularda c¢ok etkisi olmadig1 goriilmiistiir (Hakimuddin ve ark.,
2004; Galvano ve ar., 2004). Bizim g¢alismamiz yine bu caligmalarin sonuglarina

paraleledir.

Antisitotoksik  profil  bakimindan, dozlarla birlikte karayemis ekstrakt
uygulamasinda, 24 saatlik uygulamanin biitiin dozlarinda mitotik indeksin pozitif
kontrole gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada
ise, hi¢bir dozda pozitif kontrole gore anlamli farklilik gézlenmemistir. Bu sonuglara
gore, karayemis ekstraktinin 24 saatlik uygulamada MMC’nin neden oldugu
sitotoksik etkiye karsi antisitotoksik etki gosterdigi fakat 48 saatlik uygulamada bu
etkinin olmadig1 goriilmiistir. Karayemis bitkisinin yakin akrabasi olan Prunus
avium (kiraz) ile yapilan bir ¢alismada, ekstraktin mitomisin C’nin neden oldugu
sitotoksik etkiye karsi iyilestirici etkisinin olup olmadigi arastirilmis ve mitotik
indeksin, 24 ve 48 saatlik uygulamalarin ¢ogu dozunda, mitomisin C ile muamele
edilen gruba goére anlamli bir yiikselis oldugu goriilmiis ve sitotoksik maddenin
etkisini tolere ettigi sonucuna varilmistir (Berber ve ark., 2017). Bu ¢alismada elde
edilen sonuglar ile bizim g¢alismamizin sonuglar1 karsilastirildiginda, 24 saatlik

uygulamada, benzer sonuglar goriliirken, 48 saatlik uygulamada farkli sonuglarin
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oldugu goriilmektedir. Bu iki ¢aligma arasindaki uygulama gruplarina gore benzerlik
ve farkliliklarin nedeni birbirine yakin iki bitki tliri olmast ancak sahip olduklari

etken maddelerdeki farkliliklarindan dolay1 olabilir.

Sitotoksisite, hiicre O6liimiine neden olan anlamina gelen bir terimdir. Hiicrenin
bolinmesini engelleyen ve hatta var olan hiicreyi dldiiren maddeler sitotoksiktirler.
Hiicreler sitotoksik 6zelligi olan bir faktdre maruz kaldiklar1 zaman, apoptoz, nekroz
ya da otofaji gibi olaylarla 6liime gidebilir ya da boliinmesini durdurucu etkiye
(sitositasiz) ugrayabilirler (Galluzzi ve ark., 2009). Mitotik indeksteki azalma, hiicre
boliinmesinin yavaglamasina isarettir. Bunun birgok sebebi olabilir. DNA sentezinin
gerceklesmesi icin gerekli enzimlerde inhibisyon, boliinme basamaklari igin gerekli
ATP’nin iiretilememesi, sathalar aras1 gegisteki kontrol noktalarinda aksama gibi
birgok nedenden dolayr G2 fazinin engellenmesi veya uzamasina sebep olabilir
(Yiizbasioglu ve ark., 2006). Genel olarak bizim ¢aligmamizdaki mitotik indeks
sonuclarina gore, saglikli donérden alinan kan hiicreleri tizerinde fazla bir sitotoksik
etkisi olmadigini goriiliirken, ortamda sitotoksik bir maddeye maruziyet s6z konusu
ise, uygulama periyoduna bagli olarak, bu maddenin sitotoksik etkisini baskiladigini
ve antisitotoksik etki gosterdigini goriilmektedir. Yiksek bir proliferatif etkisi
olmayan karayemis ekstraktinin kanserli hiicrelerin bdliinmesini tetiklemedigi ve
saglikli hiicrelerde yine boliinmeyi arttirict etkisi olmadigi ve bunun yaninda,

sitotoksik bir ajan1 az da olsa inhibe edebildigidir.

Yapilan caligmalar gostermektedir ki, antosiyanin ve fenolik asit igeren maddeler
antikarsinojenik etkiye sahiptir. Karsinojenik maddeleri DNA {izerinde hasarlara yol
acarak kanser olusumunu tetiklerler. Antosiyanin ve fenolik asit igeren ve dogal
bitkilerden eksrakte edilmis olan maddelerin ise DNA hasarini onarici etkiye sahip
oldugu kanisina varilmistir. Calismamizda genel olarak kromozomal anormallik ve
mikroniikleus sonuglarina bakildiginda, saglikli dondrden alinan lenfosit hiicreleri
tizerine muamele edilen ekstraktin genotoksik etkisi olmadigr goriilmektedir.
Calismamizda kromozom ve kromatid kirigi miktari ile olusan mikroniikleus miktari
arasinda ciddi bir fark ¢ikmamasi ile KA ve MN sonuclar1 paralellik gdstermektedir.
Olusan MN’lerin andjenik etkiden ziyade klastojenik etkiden kaynaklandigi

diistintilebilir. Bunun aksine mutajenik ajan ile birlikte kullanildiginda ise ajana kars1
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anlaml bir farkla anormallikleri diizelttii goriilmistiir. Ayn1 zamanda, sitotoksik
etkisi test edilmek tizere mitotik indeks degerlerine bakildiginda ise, negatif kontrol
grubuna kiyasla az bir diisiise neden olurken, sadece 24 saatlik uygulamada

antisitotoksik etki gostermistir.

Calismamizda yapilan enzim analizleri sonucunda, 24 saatlik KYE uygulamasinda,
stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin, higbir uygulama dozunda, ¢6ziicli kontrole
gore anlamli bir farkliligi bulunamamistir. Ayrica 24 saatlik uygulama i¢in, pozitif
kontrol de negatif kontrolden anlamli bir sekilde diisiik ¢ikmamistir. Yine ayni
uygulamada MMC ekli dozlarin higbiri pozitif kontrole goére anlamli fark
olusturmamistir. Bu sonuglara gore, 24 saatlik periyotta, KYE uygulamasinin SOD
enzim aktivitesine etki edemedigi ve MMC’nin antioksidan aktiviteyi baskilayici etki
gostermedigidir. MMC’nin 24 saatlik periyotta negatif kontrole gére SOD seviyesini
anlamli derecede disiirmemis olmasi ile MMC ekli dozlarin da anlamli farka
sebebiyet vermemesi paralel bir sonugtur. 48 saatlik KYE uygulamasinin SOD
enzimi lizerindeki etkisine bakildiginda ise, dozlardan sadece 500 pug/mL’lik dozun
¢Oziicii kontrole gore anlamli yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat doz artis1 ile
birlikte enzim aktivitesinde de bir artis gézlenmis ancak bu artis 1000 pg/mL’lik
doza geldiginde digmiistiir. Diger dozlarda da anlamli artis olmamasina ragmen
hepsi ¢oziicii kontrolden daha yiiksektir. Ayrica ayni uygulamada pozitif kontrol ile
negatif kontrol arasinda anlamli bir fark olmustur. MMC igeren pozitif kontrolde
SOD seviyesi diisiik ¢gtkmistir. Ayrica 1000 pg/mL’lik MMC ekli biitiin dozlarda doz
arttikca enzim aktivitesi artig gostermistir. Bu sonu¢ da MMC ekli olmayan dozlarin
ayni periyottaki uygulamasi ile paralellik gostermektedir. 48 saatlik KYE
uygulamasinda SOD enzim analizindeki bu degerlere gore, her iki uygulamada da
500 pg/mL’lik dozun SOD enzim aktivitesini anlamli olarak yiikselttigi
anlagilmaktadir. Bu sonuglara gore, 48 saatlik uygulama, MMC’nin antioksidan
enzime zarar vermek i¢in yeterli bir siire oldugu ve verilen bu zararin KYE 500

ng/mL’lik dozda tolere edilebildigi sdylenebilir.

GPx enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda ise, KYE’nin 24 saatlik maruziyeti

sonucunda, hicbir doz ¢oziicii kontrole gore anlamli bir fark olusturmamaigstir. Ayrica
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pozitif kontrol de negatif kontrole gore anlamli ¢ikmazken, MMC ekli gruplarin
higbiri pozitif kontrole gore anlamli fark gdstermemistir. Bununla beraber, linear bir
artis ya da azalis da yine goriilmemistir. Bu sonuglardan, 24 saatlik MMC
uygulamasiin antitoksidan GPx enzim aktivitesi iizerinde olumsuz etkiye neden
olamadigr ve KYE doz uygulamalarinin da yine enzim aktivitesini degistirmedigi
sOylenebilir. GPx aktivitesi i¢in 48 saatlik KYE uygulamasi incelenirse, 500 ve 1000
ng/mL’lik dozlar ¢oziicii kontrol ile kiyaslandiginda anlamli yiiksek ¢ikmistir.
Bununla beraber, 125 ug/mL’lik ve 250 pg/mL’lik dozlar da anlamli olmasa bile
¢oziicii kontrolden daha yiiksektir. Bu uygulamada pozitif kontrol negatif kontrole
gore anlamli bir fark olusturamamistir. Ayrica, MMC ekli dozlardan higbiri pozitif
kontrole gore anlamli yiiksek ¢ikmamistir. Buna ragmen, anlamli fark olmasa dahi,
MMC ekli dozlarin hepsi pozitif kontrolden daha yiliksek enzim aktivitesi
gostermistir. Analiz sonuclar1 genel olarak degerlendirildiginde, yliksek dozlarda
¢oOziici kontrole gore anlamli fark olusturmasi KYE’nin enzim aktivitesini
arttirdigini gostermektedir. Ayrica pozitif kontroliin negatif kontrol grubuna gore
anlaml fark gostermemesi, 48 saatlik uygulamada GPx enzim aktivitesine olumsuz
bir etki yapmadigi ve MMC eklenmis dozlarinda enzim aktivitesini arttirmagi

yoniindedir.

Calismadan elde edilen malondialdehit sonuglarina bakildiginda, 24 saatlik KYE
uygulamasinda hig¢bir doz ¢6ziicli kontrole gére anlamli fark olusturmamustir. Pozitif
kontrol, negatif kontrole kiyasla anlamli sonu¢ vermezken, MMC ekli higbir dozda
yine anlamli sonu¢ vermemistir. Bunun yaninda, 48 saatlik uygulamada da benzer
sonuclar goriilmektedir. Bu sonuglara gore, KYE’nin MDA olusuma ciddi bir etkisi
olmadig1 ve buna bagl olan lipid peroksidasyonunun azalmasinda gozle goriiliir bir

etkisinin olmadigi sdylenebilir.

Karayemis ekstraktlar1 ve antioksidan sistemler ile ilgili yapilan 6nceki ¢aligmalarda,
karayemis meyvesinin SOD, GPx ve MDA gibi sistemler {izerinde olumlu etkisinin
oldugu bulunmustur. Dogu (2014) tarafindan yapilmis bir calismada, karayemis
meyve ekstrakti in vivo ortamda si¢anlar izerinde denenmis ve siganlardan tam kan

ornegi alinarak SOD, GPx ve MDA dl¢iimleri yapilmistir. Karayemis ile muamele
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edilen gruptan alinan kan Orneklerinde SOD ve GPx aktivitesi negatif kontrol
grubundan anlamli bir sekilde yiiksek c¢ikarken, MDA degeri diisiik ¢ikmistir. Bu
sonu¢ ile karayemis meyvesinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu kanaatine
varilmistir. Bizim ¢alismamizda ise tiim dozlar ve her iki uygulama periyodunda (24
ve 48 saatlik) SOD ve GPx i¢in anlamli artig gézlenmese bile, 6zellikle 48 saatlik
uygulamanin 500 pg/mL’lik dozda anlamli artis bulunmustur. Bu da yeterli doz ve
yeterli zaman muamelesi ile KYE’nin SOD ve GPx iizerindeki olumlu etkisini
gostererek, Onceki calismalar1 destekler nitelikte olmustur. Mevcut durumdaki
farkliliklarin nedeni, in vivo ve in vitro calismalar arasindaki farklardan

kaynaklanmis olabilir.

Tiyol/disiilfid homeostazinda, ortamda oksidatif stres arttiginda, tiyol molekiilleri bu
stresi tolere etmek i¢in disiilfid baglar1 olustururlar ve denge disiilfid baglarinin
yogunlagmasma dogru kayar. Calismamizda, KYE verilen hicbir grupta ¢oziicii
kontrole gore anlamli fark olusmamustir. Negatif kontrol grubuna gére bazi dozlarda
anlaml farklar g6zlense de test maddesinin gergek etkisi ¢oziicli kontrol kiyaslamasi
ile ortaya ¢ikmaktadir. Sonu¢ olarak, KYE’nin saglikli dondrlerden alinan kan
orneklerinde tiyol/disiilfid homeostazina ciddi bir etkisi olmadig1 goriilmektedir.
Bunun yaninda, KYE’nin tiyol/disiilfid homeostazinda, MMC’nin olusturdugu
oksidatif strese karsi koruyuculugunun analiz edildigi sonuglara bakildiginda, 48
saatlik uygulamada, 125 ve 250 pg/mL’lik dozlarda pozitif kontrole karsi anlamli
diisiis goriilmektedir. Bu baglamda, KYE uygulamast ile MMC’nin olusturdugu
oksidatif strese kars1 bir koruyuculugunun oldugu ve bunun iizerinde tiyol molekiiliin
disiilfid bag1 yoniinde daha az kaydig1 sonucuna varilabilir. Yapilan bir tiyol/disiilfiid
homeostazi1 ¢alismasinda, siganlara egzersiz yaptirilarak ve L-trozin uygulamasi ile
viicutlarindaki oksidatif stres diistiriilmiistiir. Daha sonra kandan alinan Ornek ile
tiyol/disiilfid dengesine bakildiginda, oksidatif stresin diisiik olmas1 beklenen grupta
distilfid bag olusumunun da anlaml bir diisiise gectigi goriilmiistiir. Sonug olarak,
oksidatif stres diistiiginde disiilfid baginin azalmasi sonucu bilinmektedir (Kayacan
ve ark., 2017). Bizim calismamizda 48 saatlik uygulamada belirlenen oksidatif
stresin KYE tarafindan tolere edilmesine dair sonu¢ bu caligmaya paralel bir

sonugtur.
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Karayemis meyvesinin antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigi hem literatiirdeki
diger ¢aligmalar hem de mevcut ¢alismamizdaki enzim analiz sonuglari ile ortaya
c¢ikmistir. Bu enzim aktivitesinin artisinin enzim diizeyinde veya molekiiler diizeyde
olma ihtimali mevcuttur. Bir enzimin artisi, sentezinin gerceklestigi RNA
molekiiline bagli olabilecegi gibi, ayni zamanda enzimlerin allosterik
inhibisyonu/aktivasyonu ile de degisebilir. Calismamizdaki genotoksisite ve
antigenotoksisite deney sonuglarinda, KYE’nin kromozom anormalliklerini ve
mikroniikleus sayisini azaltarak DNA molekiilii tizerindeki olumlu etkisi agikca
goriilmistiir. Bu durum hem antigenotoksik hem de antioksidan etkisi olan bu énemli
tibbi bitkinin, antioksidan etkisinin molekiiler diizeyde olabilecegi diisiincesine
stiriiklemistir. Calismamizda, iki 6nemli antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin artisginin molekiiler diizeyde olup
olamadigin1 arastirmak igin, lenfosit kiiltiiriinden izole edilen RNA’lardan bu
enzimlere 6zgii mRNA miktar1 analiz edilmstir. Yapilan kiiltiirde elde edilen
RNA’dan cDNA sentezi yapilarak, SOD ve GPx’e 6zgili primerler ile cDNA’daki
ilgili bolge real time PCR yontemi ile gogaltilmistir. GPx i¢in yeterli 151ma elde
edilememistir. Bunun sebebi teorikte tam kan kiiltiirii ile yeterli miktarda RNA elde
edilememis olmasi ihtimalidir. Benzer sekilde, SOD enziminin mRNA miktar1 i¢in
yapilan analizde de 1s1ma elde edilmis ancak sinir diizeydedir. Bu iki enzimin
mRNA’larim1 ¢alismak i¢in kan kiiltiirii yerine karaciger kanser hatti ile galisilmasi
veya in vivo bir deney diizenegi kullanilmas: daha yiiksek verim elde edilmesini
saglayabilir. Buna ragmen, kontrol geni olarak calistigimiz beta aktin geninin yeterli
1s1ma vermesi, ¢alisilacak diizeyde bir RNA izole edilebildigini gostermistir. SOD
enzimi mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edilirken dnceki deneyde kullanilan ve
anlamli olan ve aradaki farki gézlemlemek igin en diisiik doz olan 125 pg/mL
secilmistir. SOD analizinde, 48 saatlik KYE uygulamasinda 500 pg/mL’lik doz
¢oziicli kontrole gore anlaml yiiksek ve PK+500 ug/mL dozu da pozitif kontrole
gore anlamli yiiksek ciktigr i¢in, molekiiler ¢caligmada bu iki doz segilmis ve 48
saatlik muamele yapilmistir. Sonugta, hi¢bir dozda ¢dziicii kontrol ve pozitif kontrol
grubuna gore anlamli bir artis ya da azalis gézlenmemistir. Sonug olarak, KYE nin
SOD mRNA eksresyonunu arttirma ya da azaltma gibi bir etkisinin olmadig1

yoniindedir. Bu baglamda, antioksidan enzim aktivitesinin artiyor olmasi, ya hiicre
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de var olan mRNA’dan daha hizli ve daha ¢ok miktarda translasyon ile enzim
tiretildiginin ya da var olan enzimlerin allosterik bir aktivasyona maruz kalarak daha

cok calistiginin gostergesidir.

Calismanin sonucunda, 6zellikle iilkemizde Karadeniz Bolgesi’ nde tiiketilen ve
sifali olduguna inanilan karayemis meyvesinin genotoksik ve antigenotoksik profili
in vitro insan lenfosit hiicreleri tizerinde incelenmis, genotoksik bir etkiye neden
olmadigr ve MMC’nin toksik etkisine kars1 antigenotoksik 6zellik gosterdigi ortaya
cikartlmistir. Ayrica belli doz ve periyot uygulamalarinda SOD ve GPx gibi
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdig1 tespit edilmistir. Ancak yapilan mRNA
ekspresyonu analizi ile enzim aktivitesinin artisinin molekiiler diizeyde olmadigi
kanisina varilmistir. Bu calisma ile karayemis gibi iilkemizde kolaylikla yetigebilen
sifali bir meyvenin antigenotoksik o6zelliginin ortaya ¢ikarilmasi ileride yapilacak
diger farkli calismalar i¢in Onemli katki sunacaktir. Karayemisin antigenotoksik
Ozelligi ile insan kromozom yapisini ve DNA hasarini in vitro sartlarda olumlu
yonde etkilediginin belirlenmesi, antioksidan sistemlerdeki farkliligin mRNA
sentezinde artis ya da azalisla baglantili olmadiginin ortaya ¢iakrilmast hem
molekiiler tip hem de genetik bilimi agisindan nem arz etmektedir. /n vitro sartlarda
elde edilen bu sonuglarin, farkli hayvan gruplarinda in vivo ¢alismalarla test edilmesi
karayemis ekstraktinin etkinli§inin tam olarak ortaya ¢ikarilmasina katki

saglayacaktir.
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