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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ALPHA-AMYRIN MOLEKULUNUN POTANSIYEL
GENOTOKSIK/ANTIGENOTOKSIK SITOTOKSIK VE ANTIOKSIDATIF
ETKILERININ in vitro YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Giilay BULUT
Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Genel Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Serap CELIKLER KASIMOGULLARI

Bitkilerden elde edilen ikincil metabolitlerin kullanimi, ¢esitli biyolojik aktiviteleri
nedeniyle bilimsel arastirmalarda giderek daha popiiler hale gelmistir. Bu maddeler,
reaktif oksijen tilirlerini notralize ederek radikal hasar1 6nlemede ve hastaliklar1 tedavi
etmede onlar etkili kilan giiclii antioksidan &zellikler sergiler. Onceki ¢alismalar, bitki
kaynaklarindan, 6zellikle bitki re¢inelerinden izole edilen sekonder metabolit pentasiklik
triterpenoid Alpha-Amyrin’in antidiyabetik, hepatoprotektif ve antioksidatif aktivitelerini
arastirmig olsa da, bunun genotoksik/antigenotoksik profili hakkinda smirli bilgi
mevcuttur. Bu tez, Alpha-Amyrin’in potansiyel genotoksik/antigenotoksik ve antioksidan
etkilerini in vitro olarak arastirmayi amagladi. Bu amagcla i¢in Alpha-Amyrin’in
antioksidan kapasitesi DPPH ve CUPRAC testleri kullanilarak belirlendi. Ek olarak Alfa-
Amirinin genotoksik/antigenotoksik aktivitesi, insan lenfosit hiicrelerinde Tek Hiicreli Jel
Elektroforezi (THJE, COMET) ve mikroniikleus (MN) analizleri kullanilarak
degerlendirildi.

DPPH testi Alpha-Amyrin i¢in 2125 uM'lik bir ICso degeri ortaya koyarken, CUPRAC
testi 0,01627 uM Trolox esdegerligi/uM degerini gosterdi. Calismada 100 ve 400 uM
dozda Alpha-Amyrin, genotoksik ajan olarak 500 pg/ml dozda Etil Metansiilfonat (EMS)
ve 10 uM dozda Paklitaksel (PAX) kullanildi. Ayrica EMS ve PAX ile kombinasyon
halinde 400 pM Alpha-Amyrin kullanildi. Alpha-Amyrin’in her iki dozunda da
istatistiksel anlamli bir genotoksik etki gostermedigi belirlendi (p>0,05). Kombinasyon
iceren deney gruplarinda Alpha-Amyrin’in EMS tarafindan indiiklenen genetik hasari
diisiirdiigii, PAX'in genotoksik etkisini artirdig1 gézlendi (p>0,05).

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, Alpha-Amyrin, Mikroniikleus, Komet,
Antigenotoksisite

2024, x + 97 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL GENOTOXIC/ANTIGENOTOXIC,
CYTOTOXIC, AND ANTIOXIDATIVE EFFECTS OF ALPHA-AMYRIN
MOLECULE THROUGH in vitro METHODS

Giilay BULUT

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of General Biology

Supervisor: Prof. Dr. Serap CELIKLER KASIMOGULLARI

The use of secondary metabolites from plants has become increasingly popular in
scientific research owing to their various biological activities. These substances exhibit
strong antioxidant properties that make them effective in preventing radical damage and
treating diseases by neutralizing reactive oxygen species. Although previous studies have
investigated the antidiabetic, hepatoprotective, and antioxidative activities of the
secondary metabolite pentacyclic triterpenoid Alpha-Amyrin, isolated from plant sources,
particularly plant resins, limited information is available on its genotoxic/antigenotoxic
profile. This thesis aimed to investigate the potential genotoxic, antigenotoxic, and
antioxidant effects of Alpha-amyrin in vitro. To this end, the antioxidant capacity of
Alpha-Amyrin was determined using DPPH and CUPRAC assays. Additionally, the
genotoxic and antigenotoxic activity of Alpha-Amyrin was evaluated using Single-Cell
Gel Electrophoresis (SCGE, COMET) and Micronucleus (MN) assays in human
lymphocyte cells. The DPPH test revealed an ICso value of 2125 pM for Alpha-Amyrin,
while the CUPRAC test showed a value of 0.01627 uM (Trolox/g). In this study, 100 and
400 uM doses of Alpha-Amyrin, 500 pg/ml of Ethyl Methanesulfonate (EMS), and 10
uM of Paclitaxel (PAX) were used as genotoxic agents. Additionally, 400 uM Alpha-
Amyrin was administered in combination with EMS and PAX. The results showed that
single doses of genotoxic agents significantly increased the frequency of MN and the rate
of DNA damage in lymphocytes. However, a non-statistically significant relative
decrease in the DNA damage rates of EMS and PAX was observed in the combination
dose groups.

Key words: Genotoxicity, Alpha-Amyrin, Micronuclei, Comet, Antigenotoxicity

2024, x + 97 pages.
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1. GIRIS

Insanlar giinliik hayatlarinda cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarn DNA
tizerindeki zararli etkisi ile karsilasmaktadir. Genotoksik ajanlarin genetik materyal DNA
tizerindeki hasar verici etkileri ile olusturduklart mutajenik etki sonucunda doku hasari,
yaslanma, multifaktoriyel hastaliklar ve kanser dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklar ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle gesitli genotoksik ajanlarin insan genomik DNA’s1 iizerindeki
hasar verici etkilerini inhibe edebilecek antigenotoksik ajanlarin gelistirilmesine yonelik
caligmalar uzun yillardir ilgi odagi olmustur. Bu baglamda bitkisel kokenli dogal
bilesenlerin antigenotoksik 6zelliklerinin belirlenmesi amacina yonelik caligmalar yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Gilinliik hayatta insanlarin karsilasmis oldugu ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ajanlarin genomik DNA {izerindeki genotoksik etkilerinin en aza indirgenmesinde
kullanilan antigenotoksik 0Ozellikteki maddelerin gelistirilip insanlarda kullaniminin
yayginlagtirilmasinda farkli biyosentetik 6zelliklere sahip bitki kokenli dogal bilesiklerin

koruyucu ve Onleyici potansiyellerinin belirlenmesi 6nemli bir ¢caligma alani olmustur.

Bitkiler tarafindan sentezlenen sekonder metabolit iiriinleri, bitki organlarinin yapisinda
bulunan organik kokenli bilesiklerdir. Sekonder bitki metabolitleri, organizmanin

savunma, ¢evresel kosullara uyum saglamasinda rol oynarlar.

Bitkilerin yaprak, gévde ve kok gibi organlarmin yapisinda bulunan sekonder
metabolitler, gesitli biyolojik aktivitelerinden dolay1 canlilarin sagliginin korunmasi ve
stirdiiriilmesinde, hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan
bir¢ok calisma bitki sekonder metabolit tirtinlerinin basta serbest radikaller olmak tizere
cesitli zarar verici etkenlerin neden oldugu genetik hasarin 6nlenmesindeki koruyucu

etkilere sahip olduklarini ortaya koymustur.

Biyosentetik kokenlerine gore alkaloidler, terpenler ve fenolik bilesiklerden olusan
sekonder bitki metabolitleri, ¢esitli biyolojik aktivitelerinden dolay1 canlilarin sagliginin
korunmast  ve  siirdiiriilmesinde, hastaliklarin  tedavisinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadirlar. Terpen bilesikleri ise yapilarindaki C atomu sayisina gore de
siniflandirilmaktadir. C atomu sayisi 30 olan terpenlere “triterpenoid” olarak

isimlendirilmektedir. Cesitli bitkisel kaynaklarda bulunan bir pentasiklik triterpenoid



olan Alpha-Amyrin molekiiliiniin antiinflamatuar, antihiperglisemik, antikanser,
antioksidatif etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalar olmasina ragmen, literatiir bilgileri
incelendiginde insan periferal lenfosit hiicreleri iizerindeki genotoksik, antigenotoksik

etkilerinin hiicresel diizeyde degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Bu calismada c¢esitli bitkisel kaynaklardan elde edilen pentasiklik triterpenoid Alpha-
Amyrin molekiiliiniin tek basma herhangi bir genotoksik etkisinin bulunup
bulunmadiginin belirlenmesiyle birlikte genotoksik etkileri bilenen Etil Metansulfonat
(EMS) ve Paklitaksel (PAX) ile indiiklenen DNA hasar1 {lizerinde indirgeyici etkisinin
olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Alpha-Amyrin (a-Amyrin) molekiiliiniin
genotoksik/antigenotoksik etkileri in vitro Mikroniikleus (MN) ve Komet test yontemleri
ile arastirilmistir. Ayrica DPPH ve CUPRAC testleri ile Alpha-Amyrin molekiiliiniin

antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Antik caglardan giinlimiize kadar bitkiler c¢esitli hastaliklarin tedavi edilmesinde
kullanilmakta olup tibbi bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanim1 60.000 y1l 6ncesine

kadar dayanmaktadir (Sumner J, 2000).

18. yiizyilin sonlarindaki organik ve analitik kimya alanindaki teknik gelismeler,
bitkilerden elde edilen ilaglarin hastaliklarin tedavisinde kullanimini kolaylastirarak ilag
gelistirme c¢alismalarini hizlandirdi. Bu baglamda, Papaver somniferum bitkisinden
morfinin izolasyonu, ila¢ gelistirme ¢aligmalarinin ilk basamaklarindan biri olmustur.
Sonraki yillarda ise buna paralel olarak bir¢ok bitkisel ilag farmasétik kullanim amaciyla

tiretilmistir (Newman ve digerleri, 2000; Butler, 2004; Ogbonna ve digerleri, 2012).

Insanlar 6nceleri cesitli hastaliklarin etkilerini hafifletmek ve tedavi etmek icin bitkiler,
hayvanlar, mikroorganizmalar ve deniz organizmalar1 gibi dogal iiriinleri kullanmiglardir.
Bu dogal iiriinlerin icermis olduklar1 bilesenler biyolojik aktiviteleri ile ilag benzeri
ozellik gostermektedir (Yuan ve digerleri, 2016). Hastaliklarin tedavisi icin bitkilerin
kullanim1 insan yasaminin tarihine kadar uzanmakta olup bitkilerin hastaliklarin

tedavisinde kullanim1 olduk¢a énemli olmustur (Jamshidi ve digerleri, 2017).

Gelismekte olan iilkelerde bitkisel ilaclar, alternatif tibbi tedaviler olarak kullanilir ve bu
bitkilerden elde edilen fitokimyasallarin cesitli biyolojik aktiviteye sahip olduklari in

vitro ve in vivo ¢alismalarla belirlenmistir (Hofling ve digerleri, 2010).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) geleneksel tibbi bitkileri, hastaliklarin tedavisinde
kullanilan en az endiistriyel islemden ge¢cmis veya endiistriyel isleme tabi tutulmamis
dogal bitki materyalleri olarak tanimlamaktadir. Geleneksel bitkisel tip dogal olmasi,
nispeten daha az komplikasyon olusturmasi nedeniyle binlerce yildir kullanilmaktadir

(Jamshidi ve digerleri, 2017).

Bitkilerin icermis olduklar1 dogal maddeler olan fitokimyasallar ilag gelistirme alaninda
bitki temelli ilaglarin tiretiminde kaynak olarak kullanilan molekiillerdir. Fitokimyasallar
tibbi ve aromatik bitkilerde, sebze ve meyvelerde, bitkilerin kok, yaprak ve ¢igeklerinde
bulunurlar. insanlarin tiikettigi temel besin kaynag1 olmayan fitokimyasallar, bitkilere tat,

renk ve aroma veren dogal bilesiklerdir (Vasanthi ve digerleri, 2012).



Bitkiler tarafindan sentezlenen fitokimyasallar bitkiye tat, koku, renk ve aroma veren
savunma mekanizmalarinda rol oynayan primer ve sekonder metabolitlerdir.
Fitokimyasallar hastaliklara kars1 koruyucu 6zellikleri olan bitki bilesenleridir (Budisan

ve digerleri, 2017).

Bitkilerin fitokimyasallar1 korunma ve savunma igin irettigi bilinmekte olup yapilan
caligmalar ayn1 zamanda bu bilesenlerin insanlarda hastaliklarin 6nlenmesinde koruyucu
etkiye sahip olduklarini gostermistir. Fitokimyasallarin ve tiirevlerinin antioksidan,
antiinflamatuar ve antiproliferatif aktivite gibi biyolojik 6zellikleri ile insan sagliginin
korunmas: ve hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanilan faydali bilesenler olduklar

cesitli caligmalarda belirlenmistir (Igbal ve digerleri, 2019).

Son zamanlarda antikanser ve kemoprotektif etki ozellikleri ile kanser tedavisinde
fitokimyasallar yaygin olarak kullanilmaktadir. Sifali bitkiler ve igermis olduklar
fitokimyasallarin kanser tedavilerinin yan etkilerini azalttigi timor olusumu ve
bliylimesinin 6nlenmesinde rol oynadiklari ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (Premalatha
ve Rajgopal, 2005). Bunun yanisira bitki diinyasinda fitokimyasallarin DNA hasarina
kars1 koruma sagladigini gosteren giiclii fitoantimutajenlerin varliginin ortaya kondugu

cok sayida calisma yapilmistir (De Flora ve Ferguson, 2005; Ferguson ve digerleri 2004).
2.1. Bitki Metabolitleri

Bitkisel bilegenler, primer ve sekonder metabolit iirlinlerini iceren iki ana gruba ayrilir.
Protein, karbonhidrat, yag, vitamin gibi primer metabolitler, canlilarin biiylime ve iireme
gibi temel yasamsal faaliyetlerinde rol oynarlar. Ote yandan, gesitli biyosentetik yollarla
primer metabolitlerden iiretilen fenolik bilesikler, terpenler, steroidler, alkaloidler,
kikiirtlii bilesikler gibi siniflandirilan sekonder metabolitler, canlilarin temel yasam
fonksiyonlart ile dogrudan iligkilendirilmeyen biyolojik faaliyetlerde gorev alirlar.
Sekonder metabolitlerin canlilarin temel yasamsal fonksiyonlar: lizerinde dogrudan bir
etkisi olmasa da, sagligin korunmasinda énemli iglevlere sahiptirler. Ayrica, giiniimiizde
sekonder metabolitler birgok sektorde hammadde olarak kullanilmaktadir. (Babaoglu ve

digerleri, 2001).



Sekonder metabolitler, bitkilerin temel yasamsal faaliyetleri tizerinde, 6zellikle zararli
organizmalar, yabanci otlar ve hastaliklara kars1 korunma, olumsuz g¢evresel kosullara
uyum saglama gibi O6nemli islevlerle, primer metabolitler kadar kritik bir rol
oynamaktadirlar. Bu koruyucu o6zellikleri ile sekonder metabolitler, bitkilerin hayatta
kalmasini ve liremesini saglayarak ekosistemde dengeyi siirdiirmelerine katkida bulunur.
Bu nedenle, sekonder metabolitler, bitkilerin genel sagligini ve direncini artirarak

ekolojik agidan 6nemli bir rol oynarlar (Tiring ve digerleri, 2021).

Biyoaktif 6zellikte bilesikler olan sekonder metabolitler tip ve eczacilik alaninda
kullanilmalarinin yani sira besin takviyesi ve gida bileseni olarak kullaniliyor olmalari

dolayisiyla da 6nemlidirler (Giiven ve Giirsu, 2014).

Sekonder bitki metabolitleri, endiistriyel alanlarda boya, elyaf, tutkal, yag, aroma, parfiim
ve ilaglarin igeriginde kullanilmaktadir. Ayrica, bu metabolitler, sahip olduklar1 ¢esitli
biyolojik ozelliklerle ila¢ gelistirme calismalarina katki saglamaktadirlar (Zinkel ve

Russell, 1989).

Son yillarda diinya genelinde etkili olan koronaviriis pandemisi iizerine yapilan
caligmalarda, sekonder metabolitlerin koronavirlis proteaz enzim sistemindeki amino
asitlerle etkilesime girebilme yetenegi sayesinde proteaz enzimini inhibe edebilecegi
belirlenmistir. Bu bulgular, bu bilesiklerin kullaniminin 6nemini arttirmis ve potansiyel
olarak virlisle miicadelede tedavi veya koruma stratejilerinde kullanilabilecekleri

konusunda arastirmalara ilgi ¢cekmistir (Mohammadi ve Shaghaghi, 2020).

Giliniimiizde sekonder metabolitlerin ila¢ yapiminda kullanilan bazi tiirlerinin
antiinflamatuar, hipoglisemik, hipolipidemik, antioksidan aktivite, trombozis ve kansere
kars1 koruyucu etki gdsterdikleri belirtilmektedir. Sekonder bilesiklerin sahip olduklar
bu biyolojik o6zelliklerinden dolay1 kanser, diyabet, obezite, metabolik sendrom,
dislipidemi ve kalp damar hastaliklarina kars1 koruyucu olabilecegi diisiiniilmektedir

(Ulger ve digerleri, 2020).



Bitkilerin savunma, dayaniklilik ve ¢evresel kosullara adaptasyonunda, endiistri alaninda,
tip ve saglik alaninda hastaliklarin tedavi edilmesinde 6nemli bir rol oynayan bitki
sekonder metabolitleri, genellikle kokenlerine gore terpenler, fenolik bilesikler ve

alkaloidler olarak siniflandirilmaktadir (Tiring ve digerleri, 2021).

2.2. Terpenler

Terpenlerin genel yap1 formiilleri CioHie¢ seklindedir. Reginenin ana bileseni olan
terpenler aromatik 6zelliklerinden dolay1 yaygin kullanim alanina sahip olmakla birlikte
geleneksel ilag tedavilerinde de kullanilmaktadirlar. Halkal1 ya da agik zincir yapisinda
olan gesitli fonksiyonel grup iceren 20.000’den fazla terpen yapisi oldugu bilinmektedir.
Bitki dokularinda genellikle serbest olarak bulunan terpenler organik asit esterleri ya da

glikozitleri seklinde veya proteinlerle birlesik halinde bulunmaktadirlar (Anonim, 2006).

2.3. Terpenlerin Siniflandirilmasi

Terpenlerin biyosentezleri izopren birimlerinin sentezi yoluyla gerceklesmektedir.
Terpen bilesikleri yapilarindaki C atomu sayisina gére de siniflandirilmaktadir. igermis
olduklar1 karbon sayilarina gore hemiterpen, monoterpen, seskiterpen, diterpen,
sesterpen, triterpen, tetraterpen ve politerpen olarak adlandirilmaktadirlar. Yapisinda
oksijen igeren terpenler ise terpenoid olarak tanimlanmaktadir. Karbon atomu sayis1 30
olan terpenler “triterpenoid” olarak isimlendirilmektedir. Triterpenler C3oHsg molekiil
formiiliine sahiptir ve alt1 izopren biriminin birlesmesiyle olusurlar (Finar ve digerleri,

1975).

Cizelge 2.1. Terpenlerin siiflandirilmasi

izopren C (Karbon) Sayis1 Sinifi
Sayisi
1 5 Hemiterpen
2 10 Monoterpen
3 15 Seskiterpen
4 20 Diterpen
5 25 Sesterpen
6 30 Triterpen
8 40 Tetraterpen
N (5)n Politerpen




Triterpenler, 6zellikle bitkilerde bulunan bir dogal {irlin sinifidir. Triterpen asitler, anti-
inflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, sitotoksik ve kardiyovaskiiler etkiler dahil olmak

tizere 6nemli biyolojik ve farmakolojik aktiviteler sergiler (Silva ve digerleri, 2012).

Triterpenler, 20.000'den fazla tiyesi olan ve pentasiklik triterpenlerin tibbi agidan 6nemli
bir kategori oldugu biiyiik bir kimyasallar grubudur (Sheng ve Sun, 2011). Triterpenler
halka sayilar1 ve tasimis olduklar1 fonksiyonel gruba gore siniflandirilir. Halka sayilarina
gore triterpenler trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik triterpenler olmak {izere ii¢ ana gruba

ayrilirlar (Finar ve digerleri, 1975).

Pentasiklik triterpenler, ¢ogunlukla hus agacit kabugu, ¢inar kabugu, zeytin yapragi,
zeytin posasi, 0kse otu filizi, karanfil ¢icegi, elma posasi ve biberiye yapragi gibi gesitli
bitkilerin meyve kabuklarinin, yapraklarinin, govdesinin ve dis kabugunun kiitikiil
katmanlarinda bulunan ikincil metabolitleridir (Jiger ve digerleri, 2009, Szakiel ve

digerleri, 2012).

Bitkiler aleminde bol miktarda bulunan Pentasiklik triterpenler, anti-inflamatuar,
antitiimor ve antimikrobiyal 6zellikleri ile bilinmektedirler. Yiiksek karbonhidrat-yiiksek
yag ile beslenen metabolik sendrom modellerinde, pentasiklik triterpenlerin, anti-
inflamatuar, antioksidan, antiadipozite ve kardiyoprotektif etki de dahil olmak iizere
cesitli biyolojik fonksiyonlar gosterdikleri belirlenmistir (Rao ve digerleri, 2011; Sil ve
digerleri, 2013, 2015; Pakdeechote ve digerleri, 2014; Maneesai ve digerleri, 2016;
Prabhakar ve digerleri, 2017;). Bunun yanisira, son zamanlarda pentasiklik triterpenlerin
antikanser potansiyellerinin degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Bishayee ve
digerleri, 2011; Liby ve Sporn, 2012; Parikh ve digerleri, 2014; Shanmugam ve digerleri,
2014; Ziberna ve digerleri, 2017).

Ozellikle bitki regineleri gibi dogal kokenli cesitli kaynaklardan izole edilen pentasiklik
triterpen a-Amyrin yaygin olarak Burseraceae familyasinin Bursera ve Protium tiirlerinin
(P. heptaphyllum, P. kleinii) reginelerinde Onemli miktarlarda (g/kg’a kadar)

bulunmaktadir.



a-Amyrin ayrica, Meksika kopal (5 g/kg) (Hernandez-Vazquez, ve digerleri, 2010),
Cassia obtusifolia (140 mg/kg) (Sob ve digerleri, 2010), Commiphora holtziana'nin
recginesi (200 mg/kg) (Manguro ve digerleri, 2009), Ficus racemosa, Alstonia boonei,
(Narender ve digerleri, 2009; Okoye ve digerleri, 2014; Singh ve digerleri, 2015),
Callicarpa acuminata (Verbenaceae), Carmona retusa (Boraginaceae) gibi cesitli

bitkilerde bulunan fitobilesendir.

Pentasiklik triterpen bilesiklerinin ursane sinifina ait olan Alpha - Amyrin’in kimyasal
formiili C30Hs00, erime noktasi ise 184-186 °C’dir (Herndndez-Vazquez ve digerleri,

2010). Alpha-Amyrin’in kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1. Alpha-Amyrin kimyasal yapis1 (Santos ve digerleri, 2012)

Alpha-Amyrin izole triterpenler arasinda son yillarda antinosiseptif 6zelligi basta olmak
tizere hepatoprotektif, antihiperglisemik, antiinflamatuar ve topikal antiinflamatuar
aktivite gibi coklu farmakolojik etkileri nedeniyle oldukg¢a ilgi c¢ekmistir. Alpha-
Amyrin’in antidiyabetik (Singh ve digerleri, 2009; Santos ve digerleri, 2012),
antidislipidemik (Santos ve digerleri, 2012), antioksidan (Holanda ve digerleri, 2008),
hepatoprotektif (Oliveria ve digerleri, 2005) ve antiinflamatuar (Holanda ve digerleri,

2008) etkiler gibi biyolojik 6zelliklerinin belirlendigi ¢esitli calismalar mevcuttur.

Yiiksek fruktoz diyetiyle (HFD) beslenen si¢anlarda meydana gelen metabolik sendrom
tizerinde Alpha-Amyrin’in etkilerinin incelenmis oldugu bir calismada, erkek wistar
siganlar rastgele olarak farkli gruplara dagitilarak kontrol grubu normal sigan diyeti ile
beslenmistir. HFD grubuna ise 42 giin boyunca % 60 fruktoz i¢eren yiiksek fruktoz (HFD)
diyeti uygulanmistir. Antidiyabetik olarak Pioglitazon (10 mg/kg, oral, giinde bir kez)
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kullanilmistir. Alpha-Amyrin ise ii¢ doz halinde (50, 100 ve 200 mg/kg, oral) HFD ile
beraber giinde bir kez olacak sekilde uygulanmistir. Uygulama siiresinin sonunda plazma
glukoz, trigliserid, HDL-C seviyeleri, kan basincindaki degisiklikler, oral glukoz ve
insiilin tolerans1 Olgililerek karacigerde hepatik oksidatif stresin yani sira PPAR-o’nin
mRNA ve protein seviyeleri de analiz edilmistir. Kontrol sicanlartyla karsilagtirildiginda
HFD sicanlarinda sistolik kan basinci, plazma glukozu, toplam kolesterol ve plazma
trigliseritlerinde belirgin bir artis HDL-C’de ise belirgin bir azalma gozlenirken, glukoz
tolerans1 ve insiilin toleransinin HFD ile belirgin bir sekilde bozuldugu goriilmiistiir.
Alpha-Amyrin’in ise doza bagli olarak HFD’ nin neden oldugu metabolik degisiklikleri,
bozulmus glukoz ve insiilin toleransini, karacigerdeki oksidatif stresi, mikro ve
makrovezikiiler yag degisikliklerini azalttig1 ve bunun yaninda HFD grubunda azalan
karaciger PPAR-a ve mRNA protein seviyelerini korudugu goriilmiistiir. Calismadan
elde edilen tiim bulgular dogrultusunda ise Alpha-Amyrin’in HFD tarafindan indiiklenen
metabolik sendromda Onleyici bir role sahip olabilecegi Onerilmistir (Prabhakar ve

digerleri, 2017).

Wistar albino sicanlarinda hepatik  oksidatif strese karst  Alpha-Amyrin’in
hepatomodiilator potansiyelinin arastirildig: bir calismada (Singh ve digerleri, 2015), bu
molekiiliin P-450 aracili CCls biyoaktivasyonunu bloke etme kabiliyeti oldugu ve bunu
hidrojen peroksit, siiper oksit, hidroksil radikali gibi serbest radikallerin neden oldugu
lipid peroksidasyonu olusumunun onemli Ol¢iide engellenmesi yoluyla saglandig
belirlenmis; sicanlarin hepatik biyokimyasal parametreler agisindan neredeyse normal
seviyelere ulagsmasi1 nedeniyle Alpha-Amyrin’in karaciger iyilestirici gii¢lii bir ila¢ aday1

olarak degerlendirilmesi Onerilmistir.

Amyrin’ler ilgi ¢ekici farmakolojik potansiyele sahip triterpenler olmalarina ragmen suda
diisiik ¢oziiniirliikleri ve diizensiz mide absorpsiyonlar1 bir dezavantaj olarak ortaya
cikmaktadir. Alpha-Amyrin’in bagirsak absorpsiyonunu arttirmak amaciyla Alpha-
Amyrin yiklii nanokapsiil gelistirilerek 16semi hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Bununla birlikte Alpha-Amyrin yiiklii nanokapsiillerin insan 6zel
l6semi hiicre hatti Kasumi-1 iizerinde secici bir sitotoksik etki gosterdigi ve apoptoz
yoluyla hiicre dliimiine neden oldugu rapor edilmistir. Calismadan elde edilen bulgular
Alpha-Amyrin yiiklii nanokapsiillerin 16semi tedavisinde kullanilabilecek umut verici
terapotik ilag olabilecegini diisiindiirmiistiir (Neto ve digerleri, 2021).
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Alpha-Amyrin bilesiginin insan larenks kanser hiicre hatti Hep2 hiicreleri tizerindeki
antiproliferatif, sitotoksik ve antioksidan aktivitesinin degerlendirilmis oldugu bir
caligmada Alpha-Amyrin’in 10, 20, 40, 80,160 ve 320 p mol/ml dozlarinda ICs¢ degerinin
69.32 u mol/ml oldugu belirlenmistir. Sitotoksite testi bulgularina gére Alpha-Amyrin’in
Hep2 hiicre hatlarinin proliferasyonunu ICso: 69.32 pumol/ml degeri ile inhibe ettigi
goriilmiistiir. Calismadan elde edilen bulgular Hep2 hiicre hatlar1 iizerinde yiiksek bir
inhibe edici etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica Alpha-Amyrin ile tedavi edilen
Hep2 hiicrelerinde, tedavi edilmemis Hep2 kanser hiicreleri ile karsilagtirildiginda lipid
peroksidasyon belirleyicilerinden biri olan TBARS' 1 seviyeleri kanser hiicrelerinde
onemli dl¢lide azalmisken, Alpha-Amyrin ile tedavi edilen Hep2 hiicrelerinde belirgin bir
sekilde arttig1 goriilmiistiir. Calismadan elde edilen bulgulara dayanarak, Alpha-
Amyrin'in Hep2 hiicrelerinde hem sitotoksisiteyi hem de oksidan-antioksidan
degisiklikleri indiikleyerek antiproliferatif etki gdstermesi nedeniyle Alpha-Amyrin'in
cesitli kanser tiirleri iizerinde terapétik potansiyele sahip olabilecegi Onerilmistir

(Mirunalini ve digerleri, 2016).

Benzer sekilde, Alpha ve Beta-Amyrin triterpenlerinin promyelositik 16semi,
glioblastoma, kolon kanseri, meme kanseri, kolorektal ve pankreas adenokarsinomu,
karaciger, akciger, prostat ve renal karsinom dahil olmak iizere ¢esitli kanser hiicre
hatlarina karsin sitotoksik etkilerinin belirlenmis oldugu calismalar bulunmaktadir
(Barros ve digerleri, 2011; Mishra ve digerleri, 2016). Alpha ve Beta-Amyrin karigiminin
HL60 promyelositik hiicre hatt1 i¢in ICso degeri 0,94 pg/ml (Barros ve digerleri, 2011),
Beta-Amyrin’in sitotoksik aktivitesinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 i¢in ICso degeri
3,56+ 0,68 pg/ml’dir (Mishra ve digerleri, 2016). Her iki ¢alismadan elde edilen bulgular,
Alpha ve Beta-Amyrin’in karigimi ve tek bagina Beta-Amyrin’in apoptozun aracilik ettigi

zay1f ve secici antitiimdr aktiviteye sahip olduklarini gostermistir.

T1bbi bitkilerde yaygin olarak bulunan amyrin bilesikleri (a-Amyrin ve B-Amyrin) ¢esitli
biyoaktif 0Ozelliklere sahiptirler. o/f Amyrin triterpen karigiminin  analjezik,
antimikrobiyal, antiinflamatuar 6zellikler dahil olmak {izere bir¢ok biyolojik fonksiyona

sahip oldugu cesitli calismalarda belirlenmistir (Hernandez-Vazquez ve digerleri, 2010).
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Protium heptaphyllum (Aubl.) March' 1n aga¢ govde recinesinden izole edilen triterpen
karisimi olan a ve B-Amyrin’in farelerde Asetaminofen kaynakli karaciger hasarina karsi
koruyucu etkilerinin degerlendirilmis oldugu bir ¢calismada, karaciger hasar1 serum enzim
aktivitelerinin Olgiilmesi ve histopatolojik gozlemlerle analiz edilmistir. Farelerde,
Asetaminofen (500 mg/kg, p.o.), inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile birlikte sentrilobiiler
nekroz ile karakterize fulminan karaciger hasarina, serum alanin aminotransferaz (ALT)
ve aspartat aminotransferaz (AST) aktivitelerinde artisa, hepatik glutatyonda (GSH)
azalmaya ve %50 6liim oranina neden olmustur. a ve f-Amyrin (50 ve 100 mg/kg, i.p.,
Asetaminofenden 48, 24 ve 2 saat dnce) ile 6n tedavinin, ALT ve AST aktivitelerinde
Asetaminofenle indiiklenen akut artist hafiflettigi, tlikenmis hepatik glutatyonun
yenilenmesini sagladigi ve histopatolojik degisiklikleri 6nemli Olgiide azalttig
goriilmiistiir. Calisma bulgular1 oksidatif stres ve toksik metabolit olusumunun
azaltilmast yoluyla a ve B-Amyrin'in toksik karaciger hasarma karsi hepatoprotektif

aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Oliveira ve digerleri, 2005).

Pentasiklik triterpenlerin genellikle metabolik bozukluklarda yararli etkiler gosterdikleri
bilinmektedir. Protium heptaphyllum recinesinden elde edilen bir pentasiklik triterpen
karisimi olan a, B-Amyrin karigiminin normal ve Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen
diyabetik farelerde ve yiiksek yaglh diyetle (HFD) beslenen farelerde kan sekeri diizeyi
ve lipid profili lizerindeki etkileri arastirilmistir. a, B-Amyrin karigimi (10, 30 ve 100
mg/kg, oral) veya Glibenklamid (10 mg/kg, oral) ile tedavi edilen farelerde, STZ
tarafindan tetiklenen kan glukozu, toplam kolesterol ve serum trigliserit seviyelerinde
onemli Olgiide azalma gozlemlenmistir. Glibenklamid, normoglisemik farelerde kan
glukozu, toplam kolesterol ve serum trigliseritlerde 6nemli 6l¢iide azalmalar gosterirken,
o, B-Amyrin karisiminin normal kan seker seviyelerini diisiirmedigi ancak 100 mg/kg
dozunda hipolipidemik bir etki sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica, a, B-Amyrin karigiminin
oral glukoz tolerans testi sirasinda ylikselmis plazma glukoz seviyelerini belirgin bir
sekilde azalttig1 goriilmiistiir. Plazma instilin seviyesi ve pankreasin histopatolojik analiz
sonuclari, o, B-Amyrin karisiminin beta hiicre biitiinliigiiniin korunmasindaki olumlu

etkisini gostermistir.
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a, B-Amyrin karigimi (10, 30 ve 100 mg/kg) veya Fenofibrat (200 mg/kg) ile oral olarak
tedavi edilen farelerde, yiiksek yag iceren diyetle iliskili olarak serum toplam kolesterol
ve trigliserit seviyelerinde goriillen artisin 6nemli Olgliide azaldigi belirlenmistir. Bu
calismadan elde edilen bulgularin o,B-Amyrin karistminin potansiyel antihiperglisemik
ve hipolipidemik etkilerini yansitti1 ve bu bilesigin diyabet ve aterosklerozda etkili bir

ilag gelistirme aday1 olabilecegini diisiindiirmiistiir (Santos ve digerleri, 2012).
2.4. Genetik Toksisite

Genetik toksikoloji, organizmanin biyolojik isleyisi sirasinda ¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik etkenlerin DNA molekiilinde meydana getirdigi degisiklikleri inceleyen bir
bilim dalidir. Bu disiplin, c¢esitli zararli etkenlerin sebep oldugu genetik hasarin

degerlendirilmesinde dnemli bir rol oynar (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Genetik toksikoloji ¢alismalarinda, DNA molekiiliindeki degisiklikler incelenerek cesitli
mutajenik ajanlarin neden oldugu genetik hasar degerlendirilmektedir. Genotoksisite,
cekirdek, kromozom ve DNA'da genotoksik ajanlarin hasar verici etkileriyle meydana
gelen DNA kirik ve eklentilerini, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri gibi

hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir.

Genotoksik maddeler, DNA'nin kopyasinin ¢ikarilmasinda rol oynayan enzimlerle
etkilesime girip mutasyona neden olabilirler ve bu degisikliklere genotoksik etki denir.
Genotoksisite ¢alismalari, potansiyel saglik risklerini degerlendirmek ve c¢esitli
maddelerin genetik materyale olan etkilerini anlamak amaciyla yapilir (Zeiger ve Errol

2004).

Kalitsal materyal olan DNA molekiiliinde mutasyona neden olan ¢esitli fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ajanlar, DNA'ya dogrudan veya genetik sifreye uygun olarak sentezlenen
proteinlere baglanarak dolayli yoldan hasar verici etkilere yol agabilirler (Mateuca ve

digerleri, 2006).

Genotoksinler, DNA veya kromozom yapisinda mutasyon olusturan fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ajanlardir. Genotoksinlerin neden oldugu somatik hiicrelerdeki DNA hasari
sonucu olusan mutasyonlar, basta kanser olmak tizere doku hasari, yaglanma, infertilite
ve cesitli genetik ve multifaktoriyel hastaliklara neden olabilmektedir (Mohamed ve

digerleri, 2017). Sekil 2.2’de genotoksinlerin hiicreler {izerindeki etkileri verilmistir.
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Sekil 2.2. Genotoksinlerin hiicreler iizerindeki etkileri (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu
2011)

Genetik materyal DNA endojen ve eksojen kaynakli bir¢ok ajanin tehdidi altindadir.
Eksojen kaynakli ajanlar olarak bilerek ya da bilmeden maruz kaldigimiz fiziksel ve
kimyasal etkenleri sayabiliriz. Endojen kaynakli ajanlar olarak ise viicudumuzdaki bir¢cok
metabolik faaliyet sonrasinda ya da sirasinda olusan hiicrede DNA gibi birgok
makromolekiile zarar verebilen Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species; ROS)

sayilabilir (Evans ve Cooke 2004).

Genetik materyal DNA molekiilii lizerinde hasar verici etkileriyle mutasyonlara neden
olan c¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenler mutajen olarak tanimlanmaktadir.
Genotoksik etkili maddelerin DNA molekiilii ve genom iizerindeki hasar verici etkilerini
Onleyen ya da hasar olustuktan sonra ortadan kaldiran dogal ya da sentetik bilesenleri
iceren maddeler antigenotoksik ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Antigenotoksik ajanlar
ayn1 zamanda kendiliginden meydana gelen veya indiiklenmis mutasyonlarin sikligini ve
oranini azaltma yetenegine sahip olmalarinin yaninda saglikli bir insan viicudundaki
hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢esitli koruma mekanizmalarini harekete gecirerek kanser olusumu

ve timor biiylimesini 6nleyebilmektedirler (Stoczynska ve digerleri, 2014).
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Antimutajenler biyoantimutajenler (ger¢ek antimutajenler) ve desmutajenler olarak
siniflandirilmaktadir. Hiicre disinda goérev alan desmutajenler mutajenik ajanlarin
DNA’ya ulagsmadan inaktive edilmesinde, biyoantimutajenler ise DNA hasar1 sonrasi

hiicre igerisinde mutasyonun baskilanmasinda rol oynamaktadir (Kada ve Shiomi, 1987).

Antigenotoksik ajanlar, hiicre disinda mutajen alimin1 engelleme, bagirsak florasinin
modifikasyonu ve koruyucu 6zellikteki maddelerin emilimini arttirma mekanizmalariyla
etkilerini gosterebilirler. Ayn1 zamanda, hiicre ic¢indeki etkilerini detoksifikasyonun
uyarilmasi, zardan madde gecisinin Onlenmesi, detoksifikasyon metabolizmasinin
reglilasyonu, DNA metabolizmasimin onarimi ve modiilasyonu, sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi, apoptozun uyarilmast ve genomik stabilitenin  saglanmasi
mekanizmalariyla gergeklestirerek c¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin DNA
molekiilii tizerindeki hasar verici etkilerini inhibe edebilirler. Bu etkiler, genotoksinlere
maruz kalan hiicrelerde genetik hasar1 azaltmaya yonelik koruyucu bir etki gosterir (De

Flora ve Ferguson, 2005; Stoczynska ve digerleri, 2014).

2.5. Genetik Toksisite Testleri

Sanayilesmedeki hizli ilerleme, c¢evre kirliligine neden olarak zaman iginde canlilarin,
Ozellikle insanlarin, fiziksel ve kimyasal etkenlere siklikla maruziyetine yol agmistir. Bu
durum, ¢esitli zararli maddelerin canli organizmalar iizerindeki etkilerinin arastirilmasi
alaninda biiyiik bir 6neme sahiptir. Karsinojenik, toksik, mutajenik ve teratojenik etkili
ajanlarin zararli etkilerinin belirlenmesi ve 6nleyici 6nlemler alinmasi oldukg¢a 6nemlidir.
Basta pestisitler olmak iizere bir¢ok kimyasalin insan viicuduna dogrudan ya da dolayl
yoldan girerek insan sagligini etkilemesi genetik materyal DNA molekiilii iizerinde

potansiyel tehlike olusturmaktadir (Ribas ve digerleri, 1996).

Kimyasal maddelerin yaygin kullanimi, dogrudan veya metabolik {iriinleri araciligiyla
olusturduklar1 toksik etkilerle insan ve hayvanlarda zehirlenmelere neden olabilir. Bu
toksik etkiler, yabani yasam ve faydali canli gruplarim etkileyerek ekosistemde denge
bozulmasina yol acabilir. Ayrica, hava, su, toprak ve gidalardaki ilag artiklari, zararl
duruma gelen bazi canlilar ve bu zararli canlilarin bagisiklik edinmesi sonucu ortaya
cikan olumsuz etkilerle birlikte ¢evre kirliligine sebep olabilir (Bora ve Delen, 1981;

Sezginer ve Dane, 2015).
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Karsinojenite ve genotoksisite arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik yapilan pek cok
calisma, insanlar i¢in karsinojenik olan bir¢ok bilesigin ayni zamanda genotoksik
ozellikte oldugunu gostermistir. Kimyasallarin mutajenik 6zellikleri ile kanser olusturma
potansiyelleri arasinda giiglii bir baglantinin oldugunun belirlenmesi, genotoksisite
testlerinin ¢esitli kimyasal maddelerin karsinojenik ozelliklerinin tespitinde tarama

amagch kullanimlarinin yolunu agmistir (Mavournin ve digerleri, 1990).

Genotoksisite testleri, 1970'li yillardan bu yana ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Bu
testler, esas olarak genomu etkileyebilen fiziksel etkenlerin (UV, radyasyon gibi),
parazitik enfeksiyonlarin, sigara, pestisit ve nanoparcaciklar gibi ¢esitli kimyasal
maddelerin mutajenik ve karsinojenik oOzelliklerini belirlemede Onemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica, bu testler ilaglarin piyasaya siiriilmeden once ve ila¢ kullanan
bireylerdeki giivenilirliginin arastirtlmasinda kullanilir. Genotoksisite testleri ayni
zamanda bazi hastaliklarda DNA hasarimin saptanmasinda kullanilir. Bu testler,
kanserden korunma, kansere duyarliligin tespiti ve takibinin yapilmasinda biyoizlem

testleri olarak da degerlendirilmektedir (Rama ve digerleri, 2002).

Genotoksisite testleri, direkt ya da indirekt olarak ¢esitli mekanizmalarla genetik
materyalde olusan hasarlarin tespitinde kullanilmak {izere gelistirilen in vitro (hiicre
disinda) ve in vivo (canli organizmada) test yOntemlerini igcermektedir. Genetik
toksikolojinin baslica amaglar1 genotoksisite testleri ile mutajenik 6zellikteki maddelerin
tanimlanmasi, insanlarda risk analizinin yapilarak bu maddelere gereksiz maruziyetinin
Oonlenmesidir. Kisa siireli genotoksisite testleri tarama amaciyla kullanilirken, memeli
testleri insanlarda risk analizinin tespitinde kullanilmaktadir (Ath Sekeroglu, ve

Sekeroglu 2011).

In vitro genotoksisite test yontemleri ¢esitli kimyasal maddelerin DNA molekiilii ve
genom tizerideki hasar verici etkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Genotoksisite
testleri kimyasallarin DNA ve genom iizerindeki etkileri ile kimyasal karsinojenezis

arasindaki iliskinin gézlenmesini saglamaktadir (Sezginer ve digerleri, 2015).
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Genotoksik ve karsinojenik 6zellikleri test edilmek istenen maddelerin genom ve DNA
tizerinde hasar verici potansiyellerinin belirlenerek genetik sistemler ile aralarinda iliski
kurulmasinin saglanmasinda in vitro ve in vivo genotoksisite testleri kullanilmaktadir
(Atlr Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Bu calisma kapsaminda insan periferal lenfosit
hiicreleri lizerinde in vitro Mikroniikleus (MN) ve in vitro Komet testleri ile genotoksik

etki degerlendirilmistir.
2.5.1. Mikroniikleus (MN) Testi

Mikroniikleuslar (MN'ler), hiicre dongiisiinii kontroliinii saglayan genlerdeki eksiklikler,
mitotik 1§ ve kinetokor hatalariyla kromozom hasarlarindan koken alan olusumlardir. Bu
yapilar, mitoz sirasinda olusan, ana niikleusa dahil olmayan, tam ya da sentrik kromozom
parcalarindan tiiremektedir. MN'ler genellikle hiicre ¢ekirdegi icinde bulunur ve genetik

materyalin bir kismini igerirler.

Mikroniikleus sayisinda meydana gelen artig, genotoksik maddelerin hiicrelerde
olusturdugu kromozom anomalileri sonucu somatik hiicrelerde meydana gelen genomik
kararsizligin bir gostergesidir. Genotoksik ajanlar genetik materyalde degisikliklere yol
acarak hiicrelerde mikroniikleus olusumuna sebep olurlar. Sekil 2.3°te klastojenler ve

anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN olusumu gosterilmistir.

Cesitli mutajenik ajanlara maruz kalan bireylerde, genomik diizensizlikle olusan
hastaliklarda ve kanserde mikroniikleus frekansinda oOnemli derecede bir artis
gozlenmektedir. Mitoz hiicre boliinmesiyle meydana gelen tiim hiicrelerde hem hiicre
disinda hem de canli organizmada uygulanabilir olmasiyla genotoksisite ¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilan Mikroniikleus testi, ayn1 zamanda genetik materyaldeki hasarin
degerlendirilmesi ve genotoksik ajanlarin potansiyel etkilerinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmaktadir (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

MN testi, kiiltiir ortaminda bir kez bdliinmesini tamamlamis olan c¢ift niikleuslu
hiicrelerde Sitokalazin-B (Cyt-B) kullanilarak sitokinezin bloklanmasi prensibine
dayanir. Bu yOntem, hiicre boliinmesinin  tamamlanmasimi  engelleyerek
mikroniikleuslarin olusumunu tesvik eder. Sekil 2.4’te Sitokinezin bloklanmasi
yontemiyle MN igeren biniikleat hiicrenin olusumu gosterilmistir. Mikroniikleus testinde

in vitro yéntemde Niikleer Boliinme Indeksinin (NDI) in vivo ¢alismalarda ise kemik
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iliginde ya da periferal kan hiicrelerindeki olgunlasmamis eritrositler ile olgunlagsmis
eritrositlerdeki MN olugsum oran1 belirlenerek test edilen bilesigin genetik hasara neden

olup olmadiginin saptanmasini saglamaktadir (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)

Klastojenler

PR Asentrik kromozom fragmenti

\\\. ~ / sonucu olusan kigik
/ \ o — mikroniikleus
[ '| DNA ¢ift zinenr
|‘ kma
\ P
\\\\ .'"/ \\\.
N\ A @
Y )"
Iuterhz \'?»—-—{

Anojenler

\ ‘7/ Tam bir kromozom kayln
N o
N sonucu olusan bityiik

Mitotik iphklerdelki mikroniikleus

hata

Sekil 2.3. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’ler (Sekeroglu
ve Sekeroglu 2011)

- . Sitokalasin B 1le
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® |
== (e,
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Interfaz Telofaz I\'Iil_\]‘Ollilli] eus tagivan
bintikleat hitcre

Sekil 2.4. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN iceren biniikleat hiicrenin olusumu
(Sekeroglu ve Sekeroglu 2011)
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2.5.2. Komet Testi

Komet testi ¢esitli ajanlarin neden oldugu DNA’daki tek ya da cift zincir kiriklarinin
tespitinde kullanilan hassas, hizli ve giivenli bir yontemdir. Komet yontemi memeli
hiicrelerinde ¢esitli ajanlarin neden oldugu DNA hasar1 ve onarim mekanizmalarindaki
bozukluklarin saptanmasin1 amaglayan arastirmalarda kullanilmaktadir. DNA fragment
kiriklarinin tayini prensibine dayanan Komet yontemi insanda gesitli fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ajanlarin yol agtigit DNA hasariin belirlenmesinde, kanserde DNA hasarinin
derecelendirilmesinde, kalitsal baz1 hastaliklarin prenatal tanisinda, ¢esitli hastaliklarda
artmis DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan test yontemlerinden biridir. Komet testi
genotoksik ajanlarin ilk etki bolgelerinde degerlendirilebilmesi, tiim dkaryotik hiicreli
canlilarda uygulanabilir olmasi, diisiik hasar seviyelerinin 0lgiilebilmesine imkan
vermesi, az sayida hiicre kullanimi gerektirmesi, hizli, ucuz ve basit bir yontem olmasi
gibi oOzelliklerinden dolay1 genotoksisite caligmalarinda yaygin olarak kullanilan

biyoizlem testidir (Sekeroglu ve digerleri, 2011).

Alkali pH'da molekiil agirliklar1 ve elektrik yiikleri birbirinden farkli olan DNA
fragmentlerinin elektriksel alanda gociindeki farklilik prensibine dayanan Komet
yonteminde, hiicre ve cekirdekler dnce agaroza yerlestirilir, sonrasinda lizis ve alkali
ortamda elektroforez tamponunda yiiriitme ve nétralizasyon agamalarindan gecirildikten
sonra floresans boya ile boyanmaktadir. Hazirlanan preparatlarin floresans mikroskobu
incelemesinde preparatlarda zarar gormemis DNA molekiilii fragmentlerinde Komet yani
kuyruk olusumu goriilmezken, hasarlanmis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli
molekiil agirligr ve elektrik yiikleri nedeniyle elektriksel alanda farkli hizlarda hareket
edip ¢ekirdek icerisinden disartya go¢ ederek kuyruklu yildiz = goriiniimii
olusturmaktadirlar. Sekil 2.5’te Komet testinde saglam ve hasarli DNA, Sekil 2.6’da ise
Komet testi sonucu elde edilen goriintiilerin hasarlarinin = derecelendirilmesi
gosterilmigtir. DNA fragmentlerinin olusturduklari kuyruklu yildiz goriiniimii nedeniyle
bu teknige “Comet (Komet)” ismi verilmistir. Komet Testi sonucunda Komet Alant,
Komet Yogunlugu, Kuyruk %DNA, Kafa %DNA, Olive Kuyruk Momenti gibi

parametreler ile DNA hasar1 nicel olarak belirlenmektedir (Dinger ve Kankaya 2010).
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Sekil 2.5. Saglam ve hasarli DNA comet testi (Sezginer ve Dane 2015)

0 1 2
3 4

Sekil 2.6. Komet testi sonucu elde edilen goriintiilerin DNA hasarina gore
derecelendirilmesi. 0: hasarsiz ya da minimum hasarli hiicre, 1: az hasarl hiicre, 2: orta
derecede hasarli hiicre, 3 ve 4: ¢ok hasarli hiicre (Dinger ve Kankaya 2010)

2.6. Etil Metansiilfonat (EMS)

Etil Metansiilfonat (EMS) alkilleyici ajan olan kimyasal bir mutajendir. EMS genotoksik
hasar1 indiikleme potansiyeline sahip olmasinin yaninda ayni zamanda mikroniikleus
olusum sikligin1 da arttirmaktadir. EMS genetik materyal DNA molekiiliinde genellikle
nokta mutasyonlarina sebep olmaktadir (Koch ve digerleri, 2012). EMS’nin kimyasal
yapist Sekil 2.7° de verilmistir.
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Sekil 2.7. EMS’nin kimyasal yapisi (Anonim, 2023)

EMS’nin en fazla C/G — T/A baz degisimi mutasyonlarinin olusumuna neden oldugu
bildirilmistir. EMS tarafindan DNA’ daki guanin bazinin alkillenmesiyle O.¢ metilguanin
yapist olusur ve bunun sonucunda timin ile yanlis baz eslesmesi meydana gelmektedir.
Bunun yani1 sira EMS tek niikleotit degisimlerine, insersiyon ve delesyon mutasyonlarina

da neden olmaktadir (Shirasawa ve digerleri, 2016).

Alkalin siilfonat bilesiklerinden biri olan EMS’nin (Etil Metansiilfonat) yiiksek yapili
bitkilerde yliksek oranda mutasyon sikligina neden oldugu bilinmektedir. EMS siklikla
yiiksek frekansli gen mutasyonlarina ve diisiik frekansli kromozom sapmalarina neden
olmakla birlikte ayn1 zamanda bitkilerde kromozom segmentlerinde insersiyon, delesyon

gibi degisimleri de meydana getirmektedir (Tekin ve digerleri, 2022).

Genellikle yiiksek yapili bitkilerde C/G — T/A baz doniisiim mutasyonlarina neden olarak
yavru dollerde yiiksek oranda varyasyon olusturan EMS ayni1 zamanda pamuk bitkisinin

1slah ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Giivercin, 2020).
2.7. Paklitaksel

Paklitaksel (Taxol, PAX) metastatik meme kanseri ve yumurtalik kanserinde 6nemli
aktivite gdsteren klinik olarak etkili bir antitiimor ilagtir (Burkhart ve digerleri, 1994).
Paklitakselin baslica hiicresel hedefi, mitozda hiicre ici tagima, hiicre hareketi ve hiicre
seklinin korunmasinda 6nemli bir oynayan tubulin/mikrotiibiil sistemidir (Manfredi ve

digerleri, 1982). Paklitakselin kimyasal yapis1 Sekil 2.8’te verilmistir.
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Sekil 2.8. Paklitakselin kimyasal yapis1 (Anonim, 2022)

OH

Paklitaksel, alfa ve beta tubulin heterodimerlerinden stabil mikrotiibiillerin bir araya
gelmesini saglar ve depolimerizasyonlarin1 engeller (Schiff ve digerleri, 1979). Bu
nedenle, paklitakselin antitiimor etki mekanizmasi mikrotiibiillerin normal isleyisini
engellenerek mitotik i1g olusumunun 6nlenmesi yoluyla ge¢ G2-M fazlarinda hiicre

dongiisii ilerlemesinin bloke edilmesi esasina dayanmaktadir (Fuchs ve digerleri, 1978).

2.8. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

“’Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektron iceren atom ya da
molekiillerdir.”” Ortaklanmamis elektronlar1 nedeniyle reaktif bir yapida olan serbest
radikaller, ortaklanmamis elektronlarin1 radikal olmayan bir molekiile verebilir veya
baska bir molekiilden elektron alarak radikal olmayan bir molekiile baglanabilmektedir

(Akkus, 1995; Dogan ve digerleri, 2014).

Organizmada meydana gelen bir¢ok reaksiyon sonucu hiicre ve dokularda olugan serbest
radikaller protein, lipit, karbohidrat, niikleik asit gibi bilesiklerin yikimina neden
olabilmektedir. Serbest radikaller tarafindan uyarilan hiicre yikiminin 6nemli bir
mekanizmasi olan lipit peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi
sonucu meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda bir¢ok hastalikta olusan doku yikimi da
serbest radikal ve lipit peroksidasyonunun bir sonucudur. Organizmada bir¢ok

antioksidan sistem ile serbest radikal tepkimeleri kontrol edilmektedir (Simsek, 1999).
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Serbest radikallerin yapilarinda bulunan eslesmemis elektronlar yiiksek enerjiye sahiptir
ve viicutta eslesmis olarak yer alan elektronlar1 ayirarak fonksiyonlarina engel
olmaktadirlar. Yiiksek enerjileri ve reaktif olarak oldukca aktif olmalari, serbest
radikallerin makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasar olusturmasina sebep
olmaktadir. Antioksidanlar viicutta serbest radikaller icin elektron hedefi olusturarak
uygun elektron ile baglanmalarin1 saglamaktadirlar. Boylece viicutta stabilite saglanarak
serbest radikaller ile antioksidan sistem arasindaki denge korunmaktadir (Aydemir ve

digerleri, 2009).

Antioksidan savunma sistemi ile serbest radikal olusum dengesinin korunmasi saglik
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Organizmada antioksidan savunma sistemi ile serbest
radikal dengesinin bozulmasi sonucu bir¢ok hastalikta hiicresel ve molekiiler diizeyde

doku hasarinin olusumuna sebep olan oksidatif stres meydana gelmektedir (Tabakoglu ve

digerleri, 2013).

Viicutta antioksidan savunma sistemi ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi
arasindaki dengenin bozulmasiyla olusan oksidatif stres, organizmada oksidatif hasara
yol agmaktadir. Oksidatif stres sonucu meydana gelen hasarlar onarilamazsa zamanla
artarak organizmada diyabet, alzheimer, ateroskleroz, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser

gibi ¢esitli hastaliklarin olusmasina sebep olmaktadir (Aydemir ve digerleri, 2009).

2.9. Antioksidanlar

Antioksidan maddeler, canli organizmalarda serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyon reaksiyonlarini durduran ya da azaltan bilesiklerdir (Langseth, 1995).
Antioksidan maddeler serbest radikallerin notralizasyonu yoluyla viicudu serbest
radikallerin zararli etkilerine karst koruyarak viicudun kendini yenilemesini
saglamaktadirlar. Gidalarda ya da viicutta yiikseltgenebilen substratlarina gére daha
diisiik konsantrasyonlarda bulunan antioksidanlar, oksidatif hasara neden olan substratin
oksidasyonunu biiyiik oranda geciktirir veya engellerler. Antioksidanlarin insan
sagligindaki rolleri son yillarda daha iyi anlasilmistir. Yapilan ¢aligmalar antioksidan
aktiviteye sahip olan maddelerin oksidatif stres sonucu olusan kanser, kalp-damar,
katarakt ve bir¢cok hastaligin 6nlenmesinde 6nemli iglevleri oldugunu ortaya koymustur

(GOk ve digerleri, 2006).
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Organizmada antioksidanlar viicutta dogal olarak {iretilir ya da viicuda besinler yoluyla
alinmaktadir. Endojen kaynakli antioksidanlar organizmada dogal yollarla iiretilen
antioksidanlardir. Siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz, glutatyon, koenzim Q, askorbik
asit, glutatyon peroksidaz, a-tokoferol gibi molekiiller endojen kaynakl
antioksidanlardir. Eksojen kaynakli antioksidanlar ise insanlarin genellikle besinlerle
almis olduklar antioksidanlardir. Antioksidan igerigi agisindan zengin olan sebze ve
meyveler, insanlar i¢in Onemli eksojen antioksidan kaynaklarin1 olusturmaktadir

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

Polifenoller, flavonoidler ve fenolik asitler gibi ¢esitli diyet bilesenleri kemoprotektif
ajanlar olarak son yillarda arastirmacilar tarafindan biiyiik ilgi gérmektedir. Diyet
bilesenlerinin koruma yollarindan biri DNA’ya zarar vererek hastalik olusturan reaktif
oksijen tiirlerini hidrojen verme ya da metal selatlama kapasitelerine bagli olarak
gostermis olduklari antioksidan ozellikleri ile etkisiz hale getirmeleridir. Polifenol,
flavonoid ve fenolik asitler gibi antioksidan bakimindan zengin olan bitki ve gidalarin
tiikketilmesinin mutajenik veya karsinojenik maddelerin etkilerini azaltarak kansere karsi
koruyucu etki gostermis olduklar1 epidemiyolojik ¢alismalarla belirlenmistir ( Kaur ve
digerleri, 2006; Ustiin ve digerleri, 2012). Bunun yam sira bitkisel iiriinlerin icermis
olduklar1 antioksidan aktiviteye sahip sekonder metabolitlerin, koruyucu etkileri ile DNA

molekiiliindeki oksidatif hasarlar1 engelleyebilecekleri gosterilmistir (Sabudak, 2017).

2.10. DPPH Testi

Brand-Williams ve digerleri (1995) tarafindan gelistirilen, antioksidan aktivitenin
Olctimiinde yaygin olarak kullanilan bir spektrofotometrik yontem olan 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPHe) serbest radikalinin antioksidan molekiiller tarafindan siipiiriilme
prensibine dayanan bir yontemdir. DPPH, azot atomunda eslesmemis bir degerlik

elektronu bulunan goérece kararli bir serbest radikal molekiiliidiir (Sharma ve Bhat 2009).

DPPH antioksidan testi, radikal bilesigin sabit olmasi ve iiretim gerektirmemesi nedeniyle
antioksidanlarin aktivitelerinin degerlendirilmesinde ucuz, hizli, kolay, dogru, gecerli ve

ekonomik bir test yontemi olarak kabul edilmektedir.
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Bu yontemin avantaji, DPPHe reaktifinin en zayif antioksidanlar dahil karigimdaki biitiin
maddelerle etkilesime girerek hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlarla reaksiyona
girebilmesidir (Seyhan, 2019). DPPH test yonteminin bitki ekstratlarinda yiiksek
dogruluk ve tekrarlanabilirlik oranina sahip oldugu belirtilmistir. Yiiksek DPPH radikal
stiplirme aktivitesi, bitki ekstratlarinin fenolik bilesenler bakimindan zengin oldugunu

yansitmaktadir (Katalinic ve digerleri, 2006).

2.11. CUPRAC Testi

Apak ve digerleri (2004) tarafindan gelistirilen bu yontemde, polifenolik maddelerin
bakir(IT)-neokuproin [Cu(II)-Nc] ¢6zeltisini okside edici bir ajan olarak kullanildigi ve
bu maddelerin reaksiyona girerek bakir(Il) iyonunu indirdigi bir reaksiyon siireci
mevcuttur. Indirgeme reaksiyonu sonucunda olusan renkli Cu(I)-Nc selatinin
spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda 6l¢timii yapilmaktadir. Bu yonteme
CUPRAC adi verilmis olup, "bakir indirgeyici antioksidan kapasite" ifadesinin
kisaltmasidir. Bu yontem, hem hidrofilik hem de lipofilik sistemlere uygulanabilen, kolay

ve pratik bir 6l¢lim yontemidir.

2.12. Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Hiicre kiiltiirii, hiicreler icin gerekli olan amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler,
mineraller gibi temel besinleri, biiyiime faktorlerini, hormonlari, gazlar (O, CO3,) fiziko
kimyasal sartlar1 (pH, osmotik basing) iceren in vitro kosullar altinda hiicrelerin

biiylimesini saglayan uygun ortamdir (Antoni ve digerleri, 2015).

Hiicre kiiltiirti, kiiltiire alinan hiicrelerin birbirleriyle, biyolojik materyaller ve ekstratlarla
etkilesimini saglayarak biyokimyasal siireclerin incelenmesini kolaylagtirir. Bunun
yaninda hiicre kiiltiirii hiicrelerin biiyiimesi i¢in hassas, giivenilir ve uygun kosullara sahip
bir ortam sunmaktadir (Riss ve digerleri, 2011). Hiicre kiiltiirii, kanser arastirmalari, as1
caligmalari, ilag liretimi ve sitotoksisite caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Gilbert

ve Boutros, 2016).
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Sitotoksik terimi, hiicrenin 6liimiine sebep olan anlamindadir. Sitotoksisite ¢alismalari,
bir maddenin sitotoksik potansiyelinin bulunup bulunmadiginin belirlenmesi ig¢in
yapilmaktadir. Hiicre temeline dayanan sitotoksisite c¢alismalari kolay uygulanabilir
olmasi ve in vivo calismalarda elde edilen veriler ile uyum saglama 6zellikleri ile hayvan
deneylerine alternatif olarak gelistirilmis ve toksikoloji alaninda siklikla tercih edilir bir

hale gelmistir (Riss ve Moravec, 2004).

Sitotoksisite, incelenecek olan maddenin dozuna ve maruziyet siiresine gore hiicrelerde
farkli derecelerde zarar olusturan bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik bir maddeye maruz
kaldiklarinda apoptoz, otofaji ve nekroz gibi patolojik durumlar nedeniyle 6lebilirler ya
da sitostazis sebebiyle proliferasyon yeteneklerini kaybedebilirler (Galluzzi ve digerleri,
2009). Deneysel olarak ¢esitli zararl1 ajanlar ile muamele edilen hiicrelerin, maruziyetten

sonra canliliklarin tespit edilmesi sitotoksisite deneylerinin énemli bir basamagidir

(Niles ve digerleri, 2007).

Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilan ¢ok sayida test yontemi mevcuttur.
Sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan test yontemi ne olursa olsun, tiim sitotoksisite
calismalarinda deney sonunda canli ve 6lii hiicre oraninin belirlenmesi olduk¢a 6nemli

bir husustur (Riss ve Moravec 2006).

Sitotoksisitenin veya hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan yontemler genel
olarak kolorimetrik yontemler, florometrik yontemler, liiminometrik yontemler ve

enzimatik yontemler olarak siniflandirilmaktadir (Stoddart, 2011).

2.13. Trypan Blue ile Hiicre Canlilik Testi

Boyama yontemleri ile canli hiicrelerin yiizdesini belirlemek miimkiindiir. Boyama
yontemleri hiicre kiiltiir ortamina eklenen boyay1 canli hiicrelerin disarida birakmasi, 6li
hiicrelerin ise boyayr hiicre icine almasi prensibine dayanmaktadir. Bu boyama
yontemleri arasinda en yaygin kullanilan boya Trypan Mavisidir. Trypan Mavisi bir azo
boyasidir; pamuklu tekstilleri boyamak icin de kullanilir. Biyolojik bilimlerde ise hiicre

canliliginin veya sitotoksisitenin belirlenmesinde en sik kullanilan boyalardandir.
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Trypan Mavisi ile boyama yontemi basit ve ucuz olmasi, hiicre zar1 biitiinligti bozulmus
olan hiicrelerin mikroskopta hizlica sayilabilmesine imkan vermesi 6zellikleriyle hiicre
canliliginin veya sitotoksisitenin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Strober,

2015).

Trypan Mavisi canli hiicrelerin zarlarinin ve hiicre yapilarimin biitiin olmasindan dolay1
canli hiicrelerin zarlarindan ge¢emezken, 6lii hiicrelerin zarlarindan gegerek hiicreyi
boyayabilir. Trypan Mavisi ile 6lii hiicrelerin boyanmasi i¢in 6nce tripsinize edilerek
stispanse haline getirilir. Siispanse edilen hiicrelere dogrudan uygulanabilir. Boyama
islemi Oncesi hiicre siispansiyonu homojen hale getirilerek hiicrelerin esit sekilde
dagilmalar1 saglanir. Hiicre siispansiyonundan bir miktar (5-10 ul) alinarak esit miktarda
Trypan Mavisi ile karistirilarak hemositometreye uygun miktarlarda konularak sayim
gerceklestirilir. Boyayi i¢ine alan hiicreler 6lii, boyayi i¢ine almayan hiicreler ise canli
olarak kabul edilir. Canli ve Olii hiicreler sayilarak hiicre siispansiyonundaki toplam

ylizdeleri hesaplanarak belirlenir (Louis ve digerleri, 2011; Strober, 2015).

Bitki sekonder metabolitlerinin ¢esitli siniflarina ait bilesiklerin genotoksik ve
antigenotoksik etkilerinin degerlendirildigi caligmalar olmasina ragmen, yapilan literatiir
taramasinda cesitli bitkisel kaynaklardan elde edilebilen bir pentasiklik triterpenoid olan
Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina ve saf halde potansiyel genotoksik/antigenotoksik
etkilerinin in vitro kosullarda insan periferik kan lenfosit kiiltiirleri ile hiicresel diizeyde

arastirildigi bir calismaya rastlanmamugtir.

Bu tez caligmasinda Alpha-Amyrin (a-Amyrin) molekiiliiniin tek basina herhangi bir
genotoksik etkisinin bulunup bulunmadiginin belirlenmesinin yaninda genotoksik oldugu
bilinen Paklitaksel (PAX) veya Etil Metansiilfonat (EMS) ile indiikklenmis DNA
hasarlarina karsin antigenotoksik etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesi de
amaclanmistir. Ayrica Alpha-Amyrin molekiiliiniin biyolojik 6zelliklerini daha giiglii bir
sekilde aydinlatabilmek adina sitotoksik Ozellikleri ile antioksidan aktivitesinin

belirlenmesi de amacglanmustir.
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Alpha-Amyrin molekiiliiniin genotoksik/antigenotoksik etkileri in vitro genotoksisite test
yontemlerinden Mikroniikleus (MN) ve Alkali Komet testleri ile degerlendirilmistir.
Bunun yaninda Alpha-Amyrin molekiiliiniin antioksidan aktivitesi DPPH ve CUPRAC
testleri degerlendirilmistir. Hiicre canliligi, sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesi ve

doz belirleme deneyleri Trypan Blue hiicre canlilik testi ile ger¢eklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada pentasiklik triterpen olan Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina ve
genotoksik etkileri bilinen EMS (Etil Metansiilfonat) ve Paklitaksel (PAX) ile
kombinasyonlarinin ~ insan  periferal kan  lenfosit  hiicreleri  iizerindeki
genotoksik/antigenotoksik etkileri in vitro Mikroniikleus (MN) ve Komet (Tek Hiicre Jel
Elektroforezi) test yontemleriyle arastirilmistir. Ayrica Alpha-Amyrin molekiiliiniin

antioksidan aktivitesi DPPH ve CUPRAC testleri ile degerlendirilmistir.

3.1. Cahismada Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzeme ve kimyasallarin listesi Cizelge 3.1’de kullanilan

cihazlar ise Cizelge 3.2’ de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar

Sarf Malzeme/Kimyasal Marka
15 ml’lik falcon tiipii NEST
1,5 ml’lik ependorf tiipli NEST
Alpha-Amyrin 10 mg Santa Cruz
Paklitaksel 100 mg Cayman Chemical Company
Etil Metan Sulfonat (EMS) 10 g Sigma
Sitokalazin-B Santa Cruz
Etidyum Bromiir Merck
RPMI 1640 Medium 500 ml Sigma
Phytohemagliitinin Biochrom
L-Glutamine Sigma
Fetal Bovine Serum 100 ml Sigma
Penicillin/Streptomycine Gibco
Histopaque Sigma
Normal erime noktali agaroz 100 g Sigma A9539
Low melting agaroz 5 g Sigma A9414
Methanol Merck
Absolute Ethanol Isolab
Asetik asit Merck
Etil asetat Sigma Aldrich
Na,EDTA Merck
NaCl Isolab
NaOH Merck
Tris Base Sigma Aldrich
Giemsa Merck
NaxPOy Merck
KH,POq4 Merck
KClI Merck
Heparinli Tiip Hemolab
PBS Tablet Biomedicals
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Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka/Model
Laminer akim kabini Class II Steril Kabin
Inkiibator LEEC MK II Proportional
Temperature Controller
Hassas terazi Shimadzu, AUW220D
Terazi Sartorius
Cok kanall1 pipet Cleaver Scientific

Elektrikli pipet pompasi

Cleaver Scientific

Floresans atagmanli faz kontrast
mikroskop

Novel N-800M, Cin

Isik Mikroskobu Olympus CH-2

Santrifiij NUVE CN180

Su banyosu NUVE BM302

Ph metre NEL mod 821

Elektroforez tanki Cleaver Scientific

Elektroforez gii¢c kaynagi Cleaver Scientific

+4 °C buzdolabi Vestel

-20 °C buzdolab1 Arcelik

Manyetik karistirict Chiltern Hotplate Magnetic Stirrer
Vortex Wip Scientifica Vortex Mixer

Komet yazilimi

Kameram 21

Mikroplaka okuyucu

BioTek, ELx800 U.S.A Elisa reader

ELISA plak okuyucu FLASH Scan S12,
Analytik Jena

FLASH Scan S12, Analytik Jena
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3.2. Alpha-Amyrin Temini

Alpha-Amyrin (sc-257029 Santa Cruz) ticari olarak satin alinmistir. Alpha-Amyrin toz

halindedir ve deneylerde kullanilmadan 6nce +4 °C’ de buzdolabinda saklanmuistir.

Alpha-Amyrin’in tamami 234,4 ul DMSO ve 67,3 ul Etil Asetat ile ¢ozdiiriilmistiir.
Cozelti konsatrasyonu 80 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Cozdiiriiliip hazirlanan
Alpha-Amyrin 10’ar pul hacimlerde alikotlanarak deney siiresi boyunca -20°C’de karanlik

ortamda saklanmugtir.
3.3. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Alpha-Amyrin molekiiliiniin antioksidan aktivitesi DPPH ve CUPRAC yontemleriyle

belirlendi.
3.3.1. DPPH Testi

Alpha-Amyrin stok ¢6zeltisi 1000 uM konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. 1000
uM konsantrasyon ile baslanarak 96’lik mikroplakada seri diliisyon gerceklestirildi.
Referans ¢ozelti olarak Trolox maddesi se¢ildi ve 1 mg/ml stok konsantrasyonu ethanol
¢oziiciisiinde deneyden hemen dnce taze olarak hazirlandi. i1k satir harig tiim kuyucuklara
100 ul hacimde ethanol eklendi. Mikroplakanin ilk satirina 200 pl hacimde 1000 uM’lik
Alpha-Amyrin stok ¢6zeltisi eklendi. Hemen ardindan her kuyucukta esit hacim kalacak
sekilde seri diliisyon gerceklestirildi. Boylece konsantrasyon araligt 0,49 uM - 500 uM
olarak gerceklestirildi. Daha sonra her kuyucuga methanol igerisinde ¢oziilen 0,2 mM
DPPH c¢ozeltisinden 100 pl hacminde pipetleme yapildi. Mikroplakalar 37 °C’de 30
dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ELISA mikroplaka
okuyucusunda absorbans degeri 517 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Absorbans
konsantrasyon grafigi ¢izilerek olusan egri denklemi iizerinden Alpha-Amyrin’in DPPH

serbest radikalinin yarisini temizledigi konsantrasyonu (ICso) hesaplandi.
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3.3.2. CUPRAC Testi

Alpha-Amyrin stok ¢ozeltisi 1000 uM konsantrasyonda olacak sekilde ethanol:H>O (1:1)
cozeltisinde hazirlandi. Referans ¢6zelti olarak Trolox maddesi se¢ildi. Deneyden hemen
once konsantrasyonu 1 mg/ml olarak hazirlands. {1k kuyucuk harig biitiin kuyucuklara 100
ul ethanol eklendi. Mikroplakanin ilk satirina 200 pl hacminde 1000 uM konsantrasyonda
Alpha-Amyrin pipetlendi. Ilk 11 satir kullanilarak seri diliisyon gergeklestirildi. Boylece
konsantrasyon 0,49 uM -500 uM olmus oldu. Kuyucuklarin son hacmi 50 pl olacak
sekilde aspire edildi. Ardindan, CUPRAC ¢dzeltisinin reaktanlari olan CuCly, NHsAc ve
neokuproin ¢ozeltileri taze hazirlanarak esit hacimlerde olacak sekilde karistirildi. Her
kuyucuga ¢ozeltiden 150 pul pipetlendi. Mikroplakalar, 30 dakika 37 °C'de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan, absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda ELISA
mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii. Absorbans/konsantrasyon grafiginden egri denklemi elde
edildi. Trolox igeren 1 mg/ml ¢bzeltiye karsilik gelen absorbans degeri hesaplanarak, bu
degeri elde etmek icin karsilik gelen Alpha-Amyrin konsantrasyonlari, egri denklemleri
kullanilarak hesaplandi. Bu sekilde CUPRAC antioksidan kapasitesi, 1 uM Troloks

aktivitesine karsilik gelen Alpha-Amyrin aktivitesi olarak uM cinsinden belirlendi.
3.4. Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Lenfosit kiiltiirii i¢in 24 ml %20 Fetal Calf Serum (FBS), 2,4 ml %2’lik L-Glutamine,
bakteriyel kontaminasyonu en aza indirgemek icin 0,6 ml Penicillin — Streptomycine,
lenfositleri mitoza tesvik edebilmesi i¢in 5 ml medium igerisinde ¢oziilen 1,2 mg/ml
Phytohemagliitinin karistirildi. Karisim hacmi 88 ml %10’ luk RPMI 1640 Medium ile
120 ml’ye tamamlandi. Steril kosullar altinda hazirlanan karigim 15 ml’lik steril falcon
tiiplerine boliinerek 5 ml hacminde kiiltlir ortamlar1 hazirlandi. pH'lar1 6,8-7,2 araliginda

olacak sekilde hazirlanan kiiltiirler -20°C'de muhafaza edildi.
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3.5. Kandan Lenfosit izolasyonu

Calismada kullanilacak olan lenfosit hiicreleri i¢in 20-30 yas arasi, sigara, alkol ve
herhangi bir ila¢ kullanmayan 3 saglikli goniilliiden (2 kadin, 1 erkek olmak {izere her bir
donorden) 5 ml periferik kan O6rnegi heparinli tiiplere alindi. Kan kiti (kiiltiir) ve
Histopaque calisma oncesi oda sicakligina getirildi. Heparinli tiipe alinan 4 ml tam kan
ile filtrelenip steril edilen 4 ml PBS karistirilarak siispanse edildi. Temiz ve kuru bir tiipe
aliman 4 ml Histopaque {izerine slispanse edilen tam kan karismayacak sekilde yavas
yavas eklendi. Kan — Histopaque karisimi 1500 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.
Histopaque’in yogunluk gradiyenti farkindan dolay: santrifiij sonunda kan 4 katmana
ayrilmistir. En {istte yer alan plazma tabakasi aspire edip uzaklastirilarak plazma
tabakasinin alt kisminda bulunan bulutumsu lenfosit tabakasi toplandi. Temiz ve kuru bir
tiipe aktarilan lenfosit tabakasi lizerine hacim 5 ml olacak sekilde PBS eklenip siispanse
edildi. PBS ile siispanse edilen lenfosit tabakas1 2500 rpm’ de 10 dakika santrifiij islemi
yapilarak hiicreler ¢oktiiriildii. Santrifiij sonras1 siipernatant aspire edilerek hacim 5 ml
olacak sekilde PBS eklenip siispanse edildikten sonra 2500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Son yikama isleminin ardindan siipernatant aspire edilip
dipteki lenfosit peleti siispanse edildi. Siispanse edilen lenfosit peleti oda sicakligina

getirilen kiiltiir ortamlarina ekilerek 37 °C’ de inkiibasyona birakildi.
3.6. Doz Secimi ve Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Alpha-Amyrin i¢in doz se¢imi Trypan Blue hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Saglikli,
sigara, alkol ve herhangi bir ila¢ kullanmayan donorlerden alinan heparinize periferik
tam kan rneklerinden lenfosit izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen lenfositler kiiltiir
ortamlarma ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
lenfosit kiiltiirii laminer akim kabini igerisinde steril kosullar altinda siispanse edildi.
Lenfosit hiicre karisgtmindan 10 pl alinarak 10 pl Trypan Blue ile siispanse edildi. Lenfosit
Trypan Blue karigimi bekletmeden Neubauer lamina alinarak mikroskopta sayim yapildi.
Mililitredeki hiicre sayis1 hesaplanarak her bir ependorf tiipiine hiicre sayis1 5x10° olacak
sekilde hiicre siispansiyonu esit miktarlarda eklendi. Seri diliisyon ile hazirlanan Alpha-
Amyrin dozlar1 (800 uM, 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM) ile lenfosit
hiicreleri muamele edildi. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan lenfosit hiicrelerine 800

rpm’de 8 dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Her bir doz grubu i¢in 10 pl Trypan Blue
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ve 10 pl hiicre siispansiyonu karigtirilarak canli ve 6lii hiicre sayilari Neubauer laminda
mikroskopta sayilarak belirlendi. Trypan Blue canlilik testi sonucu Alpha-Amyrin’in
dozlar1 400 uM ve 100 uM olarak secilerek her bir deney grubu i¢in uygulandi.

Genotoksik etkili ajanlar olarak kullanilan EMS (Etil Metansiilfonat) ve Paklitakselin
(PAX) dozlan literatiirdeki bilgiler referans alinarak belirlendi. EMS ig¢in 500 pg/ml
(Machado ve digerleri, 2005), Paklitaksel i¢cin 10 uM (Tiirkez ve digerleri, 2010) dozlar1
kullanildi.

3.7. Deney Gruplarimnin Olusturulmasi

Mikroniikleus (MN) ve Komet testleri i¢in asagida belirtilen deney gruplari olusturuldu.
1. Negatif kontrol (sadece besiyeri ortami)

2. Cozgen (solvent) kontrol (20 ul DMSO+5 pl Etil Asetat)
3. 100 uM a-Amyrin

4. 400 pM a-Amyrin

5. EMS (Etil Metansiilfonat) 500 pg/mL

6. Paklitaksel (PAX) 10 uM

7. 400 uM a-Amyrin + EMS 500 pg/ml

8.400 uM a-Amyrin + PAX 10 uM

3.8. Genotoksisite Testleri

Alpha-Amyrin’in genotoksik etkileri in vitro olarak Mikroniikleus (MN) ve Komet (Tek

Hiicre Jel Elektroforezi) testleri ile degerlendirilmistir.
3.8.1. Mikroniikleus Testi

Sigara, alkol ve herhangi bir ila¢ kullanmayan 20-30 yas aras1 saglikl1 goniillii bireylerden
heparinli tliplere kan alindi. Heparinli tiiplere alinan periferik kan 6rneklerinden lenfosit
izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen lenfosit hiicreleri kiiltiir ortamlara ekilerek
37°C’ de inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun 44. saatinde biniikleer hiicre elde etmek

icin final konsatrasyonu 6pg/ml olan Sitokalazin-B (Cyt-B) her bir kiiltiir ortamina 6 pl
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olacak sekilde ilave edildi. Negatif kontrol (sadece besiyeri ortami), solvent kontrol
(DMSO + Etil asetat), tek basina a-Amyrin dozlar1 (100 ve 400 uM), tek basina Etil
Metansiilfonat (EMS, 500 pg/ml) ve Paklitaksel (PAX, 10 uM) belirlenen dozlar1 ve 400
UM o-Amyrin + EMS (500 pg/ml), 400 uM a-Amyrin + PAX (10 uM) kombinasyon
dozlar1 kiiltlir ortamlarina inkiibasyonun 48. saatinde eklendi. 72. saatin sonunda harvest
gerceklestirildi. Inkiibasyonun sonunda kiiltiir ortamlar1 800 rpm’ de 8 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant aspire edilerek uzaklastirildi. Hiicre peleti iizerine
0,075 M KCl eklenerek oda 1s1sinda 4 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda kiiltiir
ortamlar1 800 rpm’de 8 dakika santrifiij edilerek lenfositlerin ¢okmesi saglandi. Elde
edilen lenfosit hiicreleri 3:1 oraninda (methanol: glasiyel asetik asit) taze hazirlanan
fiksatif ile fikse edildi. Fiksasyon islemi 3 kez tekrarlandi. Her fiksasyon sonrasinda 800
rpm’ de 8 dakika santrifiij islemi gergeklestirildi. Son fiksasyon asamasindan sonra
stipernatant aspire edildi. Elde edilen lenfosit hiicreleri bir miktar fiksatif ile seyreltilerek
onceden alkolle temizlenerek -20°C’de bekletilen soguk lamlara yayildi. Hazirlanan
preparatlar havada kurumaya birakildi. Kurutulan preparatlar Fosfat Buffer ile
hazirlanmis %5°lik Giemsa soliisyonu (pH:6,8) ile sale igerisinde 15 dakika boyandi.
Boyama i¢cin pH:6,8 olan Sorenson tamponu hazirlandi. Sorenson tamponu 56 ml NaxPO4
ile 44 ml KH>PO4 karigtirilarak 100 ml olarak hazirlandi. Oda sicakligindaki 5 ml Giemsa
soliisyonu ile 95 ml tampon ¢ozelti ilave edilerek Giemsa boyasi taze olarak hazirlandi.
Boya sale icerisinde kurutma kagidi ile siiziilerek partikiillerinden uzaklagtirildi.
Preparatlar 15 dakikalik boyama isleminin ardindan distile su ile yikanarak havada

kurutuldu. Kurutulup hazirlanan preparatlar incelemeye kadar serin bir yerde muhafaza

edildi.

Preparatlarin Degerlendirilmesi:

Mikrontikleus (MN) preparatlarinin degerlendirilmesi 151k mikroskobunda 40X objektif
ile yapildi. Her deney grubu i¢in hazirlanan prepatlarda 2000 adet bintikleer hiicre sayildi.
Biniikleer hiicreler i¢erisinden mikroniikleuslu olan hiicreler saptanarak kaydedildi. Her
doz grubunda ayrica 1000 hiicre sayilarak, hiicrelerin arasindan bir, iki, ti¢, dort niikleuslu

olan hiicrelerin sayilar1 belirlenerek NDI hesaplandi (Fenech, 2000).
NDI degeri agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir:

NDI = (1xN+2xN2+3xN3+4xN3s) / (N1+N2+N3+Ny)
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NDI, hiicrenin ¢ogalma yetenegine bagli olarak azalan ya da artan hiicre mitotik
boliinmesinin bir indeksidir. Formiil, farkli niikleus sayilarina sahip hiicreler arasindaki
dagilimi degerlendirmek i¢in kullanilir. N1,N2,N3,N4: sirasiyla mononiikleer, bintikleer,

trintikleer ve tetraniikleer hiicre sayilarini temsil etmektedir.

3.8.2. Alkali Komet Testi

Alkali Komet testi, Singh ve digerleri (1988) tarafindan gelistirilen yontemin bazi
modifikasyonlar1 ile birlikte gerceklestirilmistir (Celikler Kasimogullar1 ve digerleri,

2014).
Alkali Komet testi deneyden onceki hazirlik agamalari:
NMA (Normal Melting Agarose) ile Lamlarin Kaplanmasi

Deney sirasinda hiicre-agar karigim tabakasinin lam {izerinden kayip kaybolmasini
engellemek amaciyla, 0,65 g tartitlan NMA 100 ml'lik bir beher i¢cinde 100 ml distile su
ile karistirildi. Lamlar hazirlanan NMA ile kaplanarak kurumaya birakildi. Bu islem, agar
tabakasinin lam yiizeyinde daha piiriizlii bir yap1 olusturarak, hiicrelerin daha iyi
tutunmasini saglamak i¢indir. Piriizlii ylizey, hiicre-agar karistmini sabitleyerek

kaybolmasini dnlemektedir.

PBS (Phosphat Buffer Solution) Hazirlanmasi

1 tablet PBS 100 ml distile su icerisinde ¢6ziildii ve +4 °C’de saklandi.
Lizis Buffer Hazirlanmasi

Lizis ¢ozeltisi, agar lizerine yerlestirilmis hiicrelerin hiicre zarmin ve proteinlerinin
parcalanarak ¢iplak DNA'nin elde edilmesi amaciyla kullanilir. C6zeltinin i¢inde bulunan
tuz, proteinlerin hiicreyle olan baglarin1 ve RNA yapisini bozar. Ayni1 zamanda, ¢ozeltiye
eklenen deterjanlar hiicre membran yapisini bozar, boylece hiicre icerigi disartya ¢ikarilir
ve DNA'nin izolasyonu i¢in uygun bir ortam olusturulur. Bu islem, hiicre i¢eriginin agiga
cikarilmasimi ve c¢iplak DNA'min elde edilmesini saglar. 29,22 g NaCl, 7,4448 g
Na EDTA (kolay ¢oziinmesi i¢in 8-10 pellet NaOH eklendi) ve 0,2422 g Tris 178 ml
distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Cozeltinin pH’st 10 olacak sekilde ayarlandi ve +4°
C’de saklandi. Deneyden hemen once hazirlanmis olan lizis ¢ozeltisine 2 ml (%1) Triton

X100 ve 20 ml (%10) DMSO eklendi.
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Running (Yfiriitlicii) Buffer Hazirlanmasi

Running (yiiriitiicii) Buffer DNA sarmalinin agilarak (Unwinding) zincirlerinin
birbirinden ayrilip tek iplik haline gelmesi ve DNA tek ipligi tizerindeki fragmentlerin

yiiriitiilmesi asamalarinda kullanilmaktadir.

1,5 L distile igerisinde 0,56025 g EDTA ve 18 g NaOH ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan
cozeltinin pH ayarlamas1 yapilarak (pH:13 olacak sekilde ayarlanmistir) +4°C’de

saklandi.
Deneyde kullanilmak {izere stok amaciyla +4°C’ye ethanol ve distile su konuldu.
Notralizasyon Buffer Hazirlanmasi

9,9612 g Tris 200 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. C6zeltinin pH ayarlamasi

yapilarak (pH: 7,5 olacak sekilde ayarlandi) +4°C” ye kaldirildi.
LMA (Low Melting Agarose) Hazirlanmasi

0,065 g LMA tartilarak lizerine 10 ml PBS eklenerek 50 ml’lik erlen i¢erisinde manyetik
1siticida kaynamamasina ve berrak olmasina dikkat edilerek hazirlandi. Hazirlanan LMA

ependorf tiiplerine 250 ul hacimlerde boliinerek 37°C su banyosuna yerlestirildi.
Alkali Komet testi deney siireci:

Sigara, alkol ve herhangi bir ila¢ kullanmayan 20-30 yas aras1 saglikl1 goniillii bireylerden
heparinli tliplere kan alindi. Heparinli tiiplere alinan periferik kan 6rneklerinden lenfosit
izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen lenfosit hiicreleri kiiltiir ortamlarma ekilerek
37°C’ de inkiibe edildi. Negatif kontrol (sadece besiyeri ortami), solvent kontrol (DMSO
+ Etil asetat), tek basina a-Amyrin dozlar1 (100 ve 400 uM), tek basina Etil Metansiilfonat
(EMS, 500 pg/ml) ve Paklitaksel (PAX, 10 uM) belirlenen dozlar1 ve 400 uM a-Amyrin
+ EMS (500 pg/ml), 400 uM o-Amyrin + PAX (10 uM) kombinasyon dozlari kiiltiir
ortamlarina inkiibasyonun 48. saatinde eklendi. 72 saatlik inkiibasyondan sonra kiiltiir
ortamlar1 800 rpm’de 8 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonras1 siipernatant atilarak
elde edilen lenfosit hiicreleri ile Komet testi gerceklestirildi. Elde edilen lenfosit hiicreleri
500 ul PBS ile seyreltilerek siispanse edildi. Hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak
sicak su banyosundaki 250 ul LMA ile karistirildi. Onceden NMA ile kaplanmis olan

lamlar her deney grubu i¢in A ve B olacak sekilde etiketlenerek tizerlerine 100 pl hiicre
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agar karisimindan yayilarak lamel kapatilip preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar
jelin katilagmasini saglamak amaciyla +4°C’de 25 dakika bekletildi. Agarin
katilagmasindan sonra preparatlarin iizerindeki lameller jelin yirtilmamasina dikkat
edilerek kaldirild1 ve sale igerisindeki soguk lizis soliisyonu igerisine yerlestirildi. Lizis
sollisyonuna alinan preparatlar, +4°C'de saklanmak {izere yerlestirildi ve yaklagik 24 saat
boyunca bu kosullarda bekletildi. Lizis isleminden gegirilen preparatlar daha sonra
elektroforez tankina yerlestirildi. Tank, soguk elektroforez soliisyonu (pH: 13) ile
dolduruldu ve preparatlar bu soliisyon i¢inde 15 dakika bekletildi. DNA sarmalinin
acilmast tamamlandiktan sonra, ayni tank ve soliisyon iginde elektroforez islemi
gerceklestirildi. Preparatlar elektroforezin ardindan elektroforez tankindan c¢ikarilip
pH’ 1 ayarlamasi i¢in soguk nétralizasyon soliisyonu igerisine konularak buzdolabinda 5
dakika stireyle bekletildi. Kuruyan preparatlar, konsantrasyonu 2 pug/ml olan Etidyum

Bromiir ile boyanarak floresan mikroskopta incelendi.

Preparatlarin Degerlendirilmesi:

Preparatlar Komet yazilimi olan Kameram 21, Mikrosistem programi kullanilarak
degerlendirildi. Bu degerlendirme Komet Alani, Kuyruk Uzunlugu, Kafa %DNA, Komet

Yogunlugu, Olive Kuyruk Momenti gibi parametreleri kullanilarak gerceklestirildi.

Asagidaki formiil kullanilarak Genetik Hasar indeksi (GHI) hesaplanmistir (Singh ve
digerleri, 1988):

GHI=(1*Y Tip1)+(2*Y Tip2)+(3*Y Tip3)+(4*Y Tip4)/(> Tip0+> Tip1+> Tip2+> Tip3+> Tip4)
Hasarl1 Hiicre Yiizdesi (HHY) Formiilii (Singh ve digerleri, 1988):

% Hasarl1 Hiicre= XTip2+ZTip3+XTip4

3.9. istatiksel Analiz

Deneyler sonucu elde edilen veriler Ortalama Deger + Standart Sapma seklinde verildi.
Verilerin istatistiki analizinde SPSS 28.0 paket programi kullanildi. Her bir parametrenin
normal dagilim analizi yapilarak, Non-Parametrik Kruskal-Wallis testi kullanilarak elde
edilen verilerin analizi gergeklestirildi. Fark gruplari, Post Hoc testlerinden Bonferroni

testi ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. DPPH Testi Sonuclar

Sekil 4.1°de Alpha-Amyrin molekiiliiniin ve Trolox maddesinin DPPH testi ile yapilan
antioksidan analiz sonuglari verilmistir. Her iki maddede de antioksidan profiller
degerlendirildiginde Trolox maddesinin antioksidan kapasitesi, ICso degeri 12,84 uM
olarak hesaplanmistir. Calisilan Alpha-Amyrin konsantrasyonlarinda (1000 uM, 500 uM
ve 250 uM) 2125 uM ICso degeri hesaplanmis, kuvvetli bir antioksidan aktivite

saptanmamigtir.

A TROLOX v-oosneosize | B a-amyrin

Absorbans
Absorbans

Sekil 4.1. Trolox (A) ve a-Amyrin (B) molekiillerinin DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi

4.2. CUPRAC Testi Sonuclar

Sekil 4.2°de Alpha-Amyrin molekiiliiniin ve Trolox maddesinin CUPRAC testi ile
yapilan antioksidan analiz sonuglarinin karsilagtirilmasi verilmistir. Her iki maddede de
antioksidan profiller degerlendirildiginde Alpha-Amyrin molekiiliiniin Trolox esdegerligi
0,01627 (uM Trolox esdegerligi/uM Alpha-Amyrin) olarak hesaplanmistir Calisilan
Alpha-Amyrin konsantrasyonlarinda (250 uM,125 uM ve 62,5 uM, 31,25 uM,) Trolox

esdegerligi goz ontline alindiginda kuvvetli bir antioksidan aktivite saptanmamaistir.
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Absorbans

250.00

Konsantrasyon pM

Sekil 4.2. Trolox (A) ve a-Amyrin (B) molekiillerinin CUPRAC testi sonucu Ol¢iilen
antioksidan kapasiteleri

Alpha-Amyrin molekiiliiniin her iki antioksidan testleri (DPPH ve CUPRAC) sonucu elde
edilen veriler karsilastirlldiginda c¢alisilan  konsantrasyonlarda ~ Alpha-Amyrin

molekiiliinde kuvvetli bir antioksidan aktivite saptanmamustir.

4.3. Trypan Blue ile Hiicre Canhilik Testi Sonuclari

Alpha-Amyrin’in doz secimi, hiicre canlilig1 iizerine etkileri ve sitotoksik dzelliklerinin
belirlenmesi Trypan Blue hiicre canlilik testi ile gergeklestirilmistir. Lenfosit hiicrelerinin
seri diliisyon ile hazirlanan Alpha-Amyrin’in dozlar1 (800 uM, 400 uM, 200 uM, 100
uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM) ile 48 saat muamele edilmesinden sonra her bir doz grubu
icin 10 pl Trypan Blue ve 10 pl hiicre siispansiyonu karistirilarak canli ve 6li hiicre
sayilar1 Neubauer laminda mikroskopta sayilarak belirlenmistir. Trypan Blue canlilik testi
sonucu Alpha-Amyrin’in dozlar1 400 uM ve 100 uM olarak segilerek her bir deney grubu
i¢cin uygulanmistir. Sekil 4.3’te Trypan Blue hiicre canlilig1 grafigi verilmistir.
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Trypan Blue Hicre Canlilik Testi
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Sekil 4.3. Lenfositlerin a-Amyrin molekiiliine 48 saatlik maruziyeti sonucu trypan blue
boyamasi ile belirlenen % hiicre canliligt

Trypan Blue hiicre canlilik testi bulgulari hiicre sayis1 ve kullanilan doz araligina bagh
olarak Alpha-Amyrin’in lenfosit hiicrelerinde anlamli derecede yiiksek sitotoksik
aktivitesinin olmadigini géstermistir. Sitotoksik aktivite géstermeyen 100 uM ve 400 uM

Alpha-Amyrin dozlar1 genotoksisite ¢alismalarinda kullanilmak tizere secilmistir.
4.4. In vitro Mikroniikleus (MN) Test Sonuclari

Bu calismada negatif kontrol, solvent kontrol, tek basina a-Amyrin, EMS, PAX
(Paklitaksel) ve a-Amyrint+ EMS, a-Amyrin+ PAX kombinasyon dozlariin kullanildig:
sekiz doz grubu ile in vitro MN (Mikroniikleus) testi gergeklestirilmistir. Deney
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda biitiin deney gruplarinin ortalama Niikleer
Boliinme Indeksi (NDI) degerleri, mononiikleer ve biniikleer hiicrelerde goriilen MN

frekanslar1 degerlendirilmistir.

a-Amyrin’in tek basina, EMS , PAX ve kombinasyon dozlar1 ile muamele edilen insan
periferal kan lenfosit hiicrelerinde uygulanan MN testi sonucunda yapilan mikroskobik

gozlemlerle belirlenen NDI ve MN sayisal degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 : a-Amyrin uygulamasi sonucunda gergeklestirilen MN testinde elde edilen
niikleer boliinme indeksi ve biniikleer hiicrelerde mikroniikleus degerleri Veriler ortalama
+ Standart Sapma seklinde verilmistir.

Doz N NDI MN (mononiikleer MN (biniikleer
hiicre) hiicre)
Negatif Kontrol 3 1,62+0,05 2,97+0,20 1,59+0,16
Solvent Kontrol 3 1,49+0,14 2,55+1,27 1,28+0,40
100 pM o-Amyrin 3 1,74+0,16 0,00+0,00 0,85+0,34
400 pnM a-Amyrin 3 1,55+0,36 1,21+1,21 3,37+0,49
EMS 500 pg/ml 3 1,47+0,03 23,94+2,48 27,90+2,58
PAX 10 pM 3 1,23+0,032 87,40+£9,81° 277,51£79,34
EMS + 400 uM a- 3 1,44+0,11 7,38+0,23 23,08+1,19
Amyrin
PAX + 400 pM a- 3 1,23+0,00? 109,90+29,49% 243,12+99,96
Amyrin

% negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05 N: donér saysi,
NDI: Niikleer Bolinme Indeksi, MN: mikroniikleus, EMS: etil metansiilfonat, PAX:
paklitaksel

Sekil 4.4’te MN testi sonucu elde edilen tiim doz gruplarina ait ortalama NDI degerleri
verilmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda solvent kontrol grubunda NDI
degerlerinde diisiis oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlendi (p>0,05). Tek basina 100 pM a-Amyrin doz grubunda NDI degerinin negatif
kontrol grubuna gdre belirgin bir artis gosterdigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p>0,05). Tek basna 400 uM a-Amyrin doz grubunda NDI
degerlerinde negatif kontrole gore bir azalma oldugu ancak bu azalisin istatistiksel olarak

anlamli olmadig: belirlendi (p>0,05).

EMS ve EMS + o-Amyrin kombinasyon doz gruplarinda negatif kontrole gére NDI
degerlerinde bir diislis oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi
(p>0,05). Negatif kontrol ile karsilagtirlldiginda PAX ve PAX + o-Amyrin doz
gruplarinda NDI degerlerinde belirgin bir azalma oldugu belirlendi ve bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05, Sekil 4.4).
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Solvent kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tek basina 100 uM a-Amyrin doz grubunda
NDI degerinde belirgin bir artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.4). Tek basina 400 uM a-Amyrin doz grubunda
solvent kontrole gore NDI degerinde kiiclik bir artis oldugu belirlendi ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.4).

EMS ve a-Amyrin + EMS kombinasyon doz gruplarinda solvent kontrol grubuna gore
NDI degerlerinde azalma oldugu belirlenmis olup bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.4). Benzer sekilde PAX ve a-Amyrin + PAX
doz gruplarinda NDI degerlerinde belirgin bir azalma oldugu goriilmiis ancak bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.4).

a-Amyrin + EMS kombinasyon doz grubunda tek bagina EMS doz grubuna goére NDI
degerinde bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
belirlendi (p>0,05, Sekil 4.4). PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplarinda NDI
degerlerinde ise belirgin bir istatistiksel anlamli bir farklilik kaydedilmedi (p>0,05, Sekil
4.4).

Niikleer Béliinme indeksi (NDI)

a
T 1 a
T 1

MNegatif Solvent 100 pM a- 400 uM a- EMS PAX EMS+dl,’1 F’A 400
Kontrol Kontrol amyrin amyrin

2.000

1.500

1.000

0.500

0.000

am,rln am;nn

Sekil 4.4. o-Amyrin uygulamasi sonucu gerceklestirilen MN testinden elde edilen NDI
oranlar1 *: negatif kontrole kiyasla p < 0,05

Sekil 4.5°te tek basina a-Amyrin dozlari, negatif kontrol, solvent kontrol, EMS, PAX, a-
Amyrin + EMS, a-Amyrin + PAX kombinasyon doz gruplar1 ile muamele eden insan
periferal kan lenfosit hiicrelerinde gerceklestirilen MN testi sonucu elde edilen veriler
dogrultusunda tiim deney gruplarina ait mononiikleer hiicrelerde goézlemlenen MN

frekanslar1 verilmistir. Negatif kontrol grubuna gore solvent kontrol grubunda
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mononiikleer MN frekansinda kiiciik bir azalis oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05). Tek basina 100 uM a-Amyrin doz grubunda
negatif kontrole gére mononiikleer MN frekansinin bir azalma gosterdigi belirlenmis ve
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). a-Amyrin 400 uM doz
grubunda negatif kontrole kiyasla mononiikleer MN frekansinda belirgin bir azalma

oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi (p>0,05).

Negatif kontrol grubu ile karsilagtirildiginda EMS ve a-Amyrin + EMS kombinasyon
dozlarinda mononiikleer MN frekansinda belirgin bir artis oldugu belirlendi ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05, Sekil 4.5). PAX ve a-Amyrin + PAX
doz gruplarinda negatif kontrole gére mononiikleer MN frekansinin belirgin bir artig
gosterdigi belirlenmistir ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05,

Sekil 4.5).

Solvent kontrol grubuna gore tek basina her iki a-Amyrin doz gruplarinda mononiikleer
MN frekansinda bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.5).

EMS ve a-Amyrin + EMS kombinasyon doz grubunda solvent kontrol grubuna gore
mononiikleer MN frekansinin belirgin bir artis gdsterdigi ancak bu artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.5 ).

Solvent kontrol grubuna gore tek basma PAX doz grubunda mononiikleer MN
frekansinda belirgin bir artis oldugu gézlenmis olup bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05, Sekil 4.5). a-Amyrin + PAX doz grubunda solvent kontrole gore
mononiikleer MN frekansinda belirgin bir artis olmasina ragmen bu artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.5).

a-Amyrin + EMS kombinasyon doz grubunda tek basmma EMS doz grubuna gore
mononiikleer MN frekansinda belirgin bir azalis oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.5). Benzer sekilde a-Amyrin + PAX
kombinasyon doz grubunun PAX dozuna kiyasla mononiikleer MN frekansinda bir artig
gosterdigi bulunmus ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir

(p>0,05, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. a-Amyrin uygulamasi sonucu gergeklestirilen MN testinde mononiikleer
hiicrelerin sayimi ile elde edilen MN degerleri * negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °:
solvent kontrole kiyasla p < 0,05

Sekil 4.6’da tek basina a-Amyrin dozlari, negatif kontrol, solvent kontrol, EMS, PAX, a-
Amyrin + EMS, a-Amyrin + PAX kombinasyon doz gruplar1 ile muamele eden insan
periferal kan lenfosit hiicrelerinde gerceklestirilen MN testi sonucuna gore biniikleer
hiicrelerde gézlenen MN oranlar1 sekilde gosterilmektedir. Negatif kontrol grubuna gore
solvent kontrol biniikleer MN frekansinda kismi bir azalma oldugu ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05). Tek basina a-Amyrin 100 uM
doz grubunda negatif kontrol grubuna gore biniikleer MN frekansinin belirgin bir azalig
gosterdigi belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
Negatif kontrol ile karsilastirildiginda a-Amyrin 400 uM doz grubunda biniikleer MN
frekansinda belirgin bir artis olmasina ragmen bu artisin istatistiksel olarak anlaml

olmadig belirlendi (p>0,05).

EMS ve a-Amyrin + EMS kombinasyon doz gruplarinda negatif kontrole gore bintikleer
MN frekansinda belirgin bir artis oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli
olmadig belirlendi (p>0,05, Sekil 4.6). Negatif kontrole kiyasla PAX ve a-Amyrin +
PAX doz gruplarinda biniikleer MN frekansinin belirgin bir artig gosterdigi belirlenmis
ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05, Sekil 4.6).
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Solvent kontrol grubuna gore a-Amyrin 100 pM doz grubunda biniikleer MN frekansinin
azalma gosterdigi ancak bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi
(p>0,05, Sekil 4.6). Benzer sekilde a-Amyrin 400 uM doz grubunun biniikleer MN
frekansinda solvent kontrole gore bir artis oldugu belirlendi ve bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamastir (p>0,05, Sekil 4.6).

EMS doz grubunda solvent kontrole biniikleer MN frekansinda belirgin bir artis
belirlenmis ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05, Sekil
4.6). Bununla birlikte a-Amyrin + EMS kombinasyon grubunda solvent kontrole gore
biniikleer MN frekansinda belirgin bir artis olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0,05, Sekil 4.6). PAX ve a-Amyrin + PAX kombinasyon doz
gruplarinda solvent kontrole kiyasla bintlikleer MN frekansinin belirgin bir artig gosterdigi

belirlenmis ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05, Sekil

4.6).

EMS doz grubuna gore a-Amyrin + EMS kombinasyon doz grubunda biniikleer MN
frekansinda belirgin bir azalma olmasina ragmen bu azaligin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.6 ). Benzer sekilde a-Amyrin + PAX doz grubunda
tek basina PAX doz grubuna gore biniikleer MN frekansinda belirgin bir azalis oldugu
gozlenmis ancak bu azaligin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil

4.6).
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Sekil 4.6. o-Amyrin uygulamas: sonucunda gerceklestirilen mikroniikleus testinde
biniikleer hiicrelerde gdzlemlenen MN degerleri *: negatif kontrole kiyasla p < 0,05; ®:
solvent kontrole kiyasla p < 0,05
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Mikroskobik incelemelerde gozlenen MN icermeyen mononiikleer, biniikleer ve
poliniikleer hiicreler, MN iceren mononiikleer ve biniikleer hiicreler Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

Sekil 4.7. Insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde mikroskobik incelemelerde gdzlenen
mikroniikleus ve hiicrelerin goriintiileri

A) Negatif kontrol, hasarsiz mononiikleer hiicre
B) EMS, mikroniikleuslu mononiikleer hiicre
C) Negatif kontrol, hasarsiz biniikleer hiicre

D) PAX, mikroniikleuslu biniikleer hiicre

E) Negatif kontrol, hasarsiz triniikleer hiicre

F) EMS, mikrontikleuslu triniikleer hiicre
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4.5. Alkali Komet Testi Sonuclari

Bu ¢aligmada insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde negatif kontrol, solvent kontrol,
tek basina a-Amyrin, EMS, PAX (Paklitaksel) ve a-Amyrin + EMS, a-Amyrin + PAX
kombinasyon dozlarmin kullanildigi sekiz doz grubu ile Alkali Komet testi
gerceklestirilmistir. Komet testi sonucunda elde edilen Komet Alani, Komet Uzunlugu,
Komet Yogunlugu, Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk % DNA, Olive Kuyruk Momenti, L/H
Orani, Kafa %DNA, Kafa Capi1 parametreleri kullanilarak elde edilen veriler

degerlendirilmistir.

Komet testi sonucu elde edilen verilen dogrultusunda Komet parametrelerine ait ortalama
degerleri ¢izelge ile verilmistir. Genetik Hasar Indeksi, Hasarl1 Hiicre Yiizdesi ve Komet
testinde incelenen her bir parametre i¢in asagida verilen grafikler ayr1 ayn

olusturulmustur.

Cizelge 4.2, Kontrol gruplari, a-Amyrin, EMS ve PAX’1n tek bagina ve a-Amyrin+ EMS,
a-AmyrintPAX kombinasyon dozlar1 ile muamele edilen insan periferal kan lenfosit
hiicreleriyle gerceklestirilen Komet testi sonucunda hiicrelerde gozlenen hasarli DNA
yogunlugunun Komet yazilim programinda dlgiilen kantitatif degerlerini gostermektedir.
Cizelge 4.3’te ise a-Amyrin uygulamasinin Komet testinde elde edilen Genetik Hasar

Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerleri verilmistir.

Komet testi sonucu elde edilen Komet Alani, Komet Uzunlugu, Komet Yogunlugu,
Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk % DNA, Olive Kuyruk Momenti, L/H Orani, Kafa %DNA,
Kafa Cap1 verilerine normalite testi uygulanarak non parametrik testlerden Kruskal
Wallis testi, Post Hoc testlerinden Bonferroni testi uygulanmistir. Her bir Komet test

parametresine ait bulgular asagidaki sekillerde grafiklerle sunulmustur.
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Cizelge 4.2. a-Amyrin uygulamasi sonucunda gergeklestirilen komet testinin ¢esitli parametlere ait ortalama degerler Veriler ortalama +

Standart Sapma seklinde verilmistir.

Doz N Komet Alam Komet Komet yogunlugu Kuyruk Kuyruk L/H Oram Olive Kafa %DNA
Uzunlugu Uzunlugu %DNA Kuyruk
(nm) (nm) Momenti
(um)
Negatif 150 331,08+79,49 25,53+2,93 6389,33+2339,21 3,27+1,25 4,08+3,12 0,17+0,08 0,46+0,35 95,91+3,12
Kontrol
Solvent 150 324,55+83,06 26,35+3,50 6270,99+2293,16 4,25+2,08% 7,14+7,86* 0,24+0,20° 0,80+0,84% 92,85+7,86%
Kontrol
100 pM 150 318,56+125,28 25,67+5,80 6873,37+2936,34 4,32+4,75 6,79+9,02° 0,25+0,33 0,91£2,18 93,20+9,02¢
o-Amyrin
400 pM 150 309,48+72,56 26,13+3,42 6195,42+2212,13 4,61+2,482 8,64+9,54° 0,39+1,712 0,97+1,012 91,35+9,54*
o-Amyrin
EMS 500 116 4794,15+2517,64®° 122,48+25,38%  33091,16+34982,73®®  96,57+21,24®  93.31+£10,79®  11,96+8,23%  51,06£11,64®®  6,68+10,79%
pg/ml
PAX 10 150 361,35+£386,06 29,86+£11,79%  6518,7885+3029,84 8,47+11,65%  18,67+13,47%  0,55+0,93% 2,87+5,98% 81,32+13,47%
uM
EMS+ 99  316543+£1157,78% 111,42£17,76® 13536,87+11098,81%° 94,55+17,83®>  94,824+522%  12,61+7,11®>  49,48+9,04% 5,17+5,22%
400 pM
o-Amyrin
PAX+400 148 374,46+234,834 31,63+9,9230d 7217,83+2510,59%%¢  10,2749,523%4  23,56+13,00%¢  0,64+0,60%¢  3,54+4,523d  76,43413,003
uM o-
Amyrin

*: negatif kontrole kiyasla p < 0,05; ®: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; 9: tek basina paklitaksel uygulamasinda kiyasla p < 0,05



Sekil 4.8’de kontrol gruplariyla beraber a-Amyrin, EMS ve PAX’in tek basina ve a-
Amyrin + EMS, PAX + a-Amyrin kombinasyonlarinin uygulamasi sonucu Komet Alani
grafigi verilmistir. Negatif kontrole gore solvent kontrol ve her iki a-Amyrin doz
gruplarinda Komet Alaninda kismi bir azalma goriilmiis olsa da bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). EMS ve a-Amyrin + EMS dozlarinda Komet
Alaninin negatif kontrole gore belirgin bir artis gdsterdigi ve bu artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p< 0,05). Bununla birlikte PAX ve o-Amyrin + PAX
dozlarinda negatif kontrole kiyasla Komet Alaninda belirgin bir artig olmasina ragmen bu

art1s istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Solvent kontrol ile karsilastirildiginda her iki a-Amyrin doz grubunda Komet Alaninda
kiiciik bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
belirlendi (p>0,05, Sekil 4.8). EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda solvent kontrol
grubuna gore Komet Alaninin belirgin bir sekilde artis gosterdigi ve bu artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p< 0,01, Sekil 4.8). PAX ve a-Amyrin + PAX doz
gruplarinda solvent kontrole kiyasla Komet Alaninda bir artis olmasina ragmen bu artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.8).

EMS doz grubu ile karsilastirildiginda a-Amyrin + EMS kombinasyon dozunda Komet
Alaninda belirgin bir azalma olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmamuistir (p>0,05, Sekil 4.8). Bunun yaninda tek basina PAX doz grubuna kiyasla
a-Amyrin + PAX kombinasyon grubunda Komet Alani bir artis gostermis ve bu artigin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p< 0,05, Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. a-Amyrin uygulamas ile gergeklestirilen komet testinin komet alani oranlari
% negatif kontrole kiyasla p < 0,05; ®: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; ¢: tek basina
paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05

Sekil 4.9°da her iki kontrol grubu, a-Amyrin, EMS ve PAX’1n tek bagina ve a-Amyrin +
EMS, o-Amyrin + PAX kombinasyon uygulamasi sonucunda Komet Uzunlugunun
degisim orani gosterilmektedir. Negatif kontrole gore solvent kontrol ve her iki a-Amyrin
doz gruplarinda Komet Uzunlugunda bir degisim olmadigi belirlenmis ve istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik kaydedilmemistir (p> 0,05, Sekil 4.9). EMS ve a-Amyrin +
EMS dozlarinda negatif kontrole kiyasla Komet Uzunlugunda belirgin bir artis meydana
geldigi goriilmiis olup bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p< 0,01,
Sekil 4.9). Negatif kontrol ile karsilastirildiginda PAX ve oa-Amyrin + PAX doz
gruplarinda Komet Uzunlugunda bir artis oldugu belirlenmis ve bu artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p< 0,05, Sekil 4.9).

Solvent kontrol grubuna goére her iki a-Amyrin doz grubunda Komet Uzunlugunda
belirgin bir degisim olmadigi goriilmiis olup istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
kaydedilmemistir (p >0,05, Sekil 4.9). EMS ve a-Amyrin + EMS dozlarinda solvent
kontrole kiyasla Komet Uzunlugunda belirgin bir artis meydana geldigi ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p< 0,01, Sekil 4.9). Benzer sekilde PAX ve
a-Amyrin + PAX doz gruplarinda Komet Uzunlugunun bir artis gosterdigi ve bu artisin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p< 0,001, Sekil 4.8).
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a-Amyrin + EMS kombinasyon doz grubunda EMS doz grubuna goére Komet
Uzunlugunda bir azalis olmasina ragmen bu azalig istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir (p >0,05, Sekil 4.9). Ayn1 zamanda tek basina PAX doz grubuna kiyasla
a-Amyrin + PAX doz grubunda Komet Uzunlugunda bir artis oldugu ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p< 0,001, Sekil 4.9 ).
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Sekil 4.9. a-Amyrin uygulamasi ile gergeklestirilen komet testinin komet uzunlugu
oranlar1 % negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; %: tek
basina paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05

Sekil 4.10°da kontrol gruplari, a-Amyrin, EMS ve PAX’1n tek basina ve a-Amyrin +
EMS, a-Amyrin + PAX kombinasyon dozlar1 uygulamasi sonucu Komet Yogunlugunun
degisimi verilmistir. Komet testi sonuclart degerlendirildiginde negatif kontrol grubuna
gore solvent kontrol ve tek basina a-Amyrin 400 uM doz grubunda Komet yogunlugunda
bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p
>0,05). Benzer sekilde tek basina a-Amyrin 100 pM doz grubunda Komet Yogunlugunda
bir artis oldugu belirlendi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p
>0,05). EMS ve o-Amyrin + EMS dozlarinda negatif kontrole kiyasla Komet
Yogunlugunun belirgin bir sekilde artis gostermis oldugu belirlenmis ve bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirastyla p< 0,001; p< 0,01). Tek basina PAX
doz grubunda negatif kontrole goére Komet Yogunlugunda bir degisim olmadig1 gortilmiis

ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik kaydedilmemistir (p >0,05).
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Bununla birlikte a-Amyrin + PAX kombinasyon dozunda negatif kontrole kiyasla Komet
Yogunlugunda bir artis meydana geldigi belirlenmis olup bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p< 0,05).

Solvent kontrol ile kargilastirildiginda tek basina a-Amyrin 100 uM doz grubunda Komet
Yogunlugunda bir artis oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlendi (p >0,05, Sekil 4.10). Benzer sekilde tek basmma o-Amyrin 400 uM doz
grubunda solvent kontrole gére Komet Yogunlugunda bir azalis oldugu belirlenmis ancak
bu azalig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p >0,05, Sekil 4.10). EMS ve a-
Amyrin + EMS doz gruplarinda solvent kontrole kiyasla Komet Yogunlugunun belirgin
bir sekilde artig gosterdigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<
0,001, Sekil 4.10). Solvent kontrole gére PAX doz grubunda Komet Yogunlugunda bir
degisim olmadig: belirlendi ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik kaydedilmedi (p
>0,05, Sekil 4.10). a-Amyrin + PAX kombinasyon doz grubunda solvent kontrol grubuna
gore Komet Yogunlugunda belirgin bir artis oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlendi (p< 0,05, Sekil 4.10).

Tek basina EMS doz grubuna gore a-Amyrin + EMS doz grubunda Komet Yogunlugunda
belirgin bir azalma olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p >0,05, Sekil 4.10). Ayn1 zamanda a-Amyrin + PAX doz grubunda PAX doz grubuna
kiyasla Komet Yogunlugunda bir artis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlaml

oldugu belirlendi (p< 0,05, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. a-Amyrin uygulamasi ile gerceklestirilen komet testinin komet yogunlugu
oranlar1 * negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; %: tek
basina paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05

Sekil 4.11°de kontrol gruplari, a-Amyrin, EMS ve PAX’1n tek basina ve a-Amyrin +
EMS, a-Amyrin + PAX kombinasyon dozlar1 uygulamasi sonucu Kuyruk Uzunlugunun
degisimi verilmistir. Komet testi sonuglar1 degerlendirildiginde negatif kontrol grubuna
gore solvent kontrol ve a-Amyrin 400 uM doz gruplarinda Kuyruk Uzunlugu oraninin
artis gostermis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<
0,001). Tek basima a-Amyrin 100 uM doz grubunda ise negatif kontrole gore Kuyruk
Uzunlugu oraninda bir artis goriilmiis ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p >0,05). EMS, a-Amyrin + EMS, PAX ve a-Amyrin + PAX doz
gruplarinda negatif kontrole kiyasla Kuyruk Uzunlugu oranmin belirgin bir artis
gosterdigi belirlenmis ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<

0,01).

Tek basina a-Amyrin 100 uM doz grubunda solvent kontrol grubuna kiyasla Kuyruk
Uzunlugunda kismi bir artig oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
belirlendi (p >0,05, Sekil 4.11). Benzer sekilde tek basina a-Amyrin 400 uM dozunda
solvent kontrol grubuna gére Kuyruk Uzunlugu oraninda bir artis oldugu ancak bu artisin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p >0,05, Sekil 4.11).
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Solvent kontrol grubu ile karsilagtirildiginda EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda
Kuyruk uzunlugu oraninin belirgin bir sekilde artis gosterdigi belirlenmis ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirastyla p<0,05; p< 0,01, Sekil 4.11). Ayn1
zamanda PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplarinda solvent kontrol grubuna gore Kuyruk
Uzunlugu oraninda belirgin bir artis meydana geldigi belirlenmis olup bu artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p< 0,001; p< 0,01, Sekil 4.11).

EMS doz grubuna gore a-Amyrin + EMS kombinasyon dozunda Kuyruk Uzunlugu
oraninda bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
belirlendi (p >0,05, Sekil 4.11). Ayn1 zamanda tek basina PAX doz grubuna kiyasla PAX
+ a-Amyrin doz grubunda Kuyruk Uzunlugu oraninin artis gosterdigi belirlenmis ve bu

artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,05, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. a-Amyrin uygulamasi ile gerceklestirilen komet testinin kuyruk uzunlugu
oranlar1 % negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; %: tek
basina paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05
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Sekil 4.12°de kontrol gruplari, a-Amyrin, EMS ve PAX’1n tek basina ve a-Amyrin +
EMS, o-Amyrin + PAX kombinasyon dozlar1 uygulamasi sonucu Kuyruk % DNA
oraninin degisimi verilmistir. Solvent kontrol, a-Amyrin 100 uM ve 400 uM doz
gruplarinda negatif kontrole gore Kuyruk % DNA oraninda belirgin bir artis oldugu ve
bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirasiyla p<0,001; p <0,05;
p<0,001). EMS, a-Amyrin + EMS, PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplarinda negatif
kontrol grubuna goére Kuyruk % DNA oraninin belirgin bir artig gosterdigi belirlenmis ve

bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Solvent kontrol grubuna kiyasla a-Amyrin 100 uM doz grubunda Kuyruk % DNA
oraninda kiiclik bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p >0,05, Sekil 4.12). a-Amyrin 400 uM doz grubunda ise solvent
kontrole gore Kuyruk % DNA oraninda bir artis oldugu goriilmiis ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p >0,05, Sekil 4.12). EMS ve o-Amyrin +
EMS dozlarinda solvent kontrol grubuna kiyasla Kuyruk % DNA oraninin belirgin bir
sekilde artig gosterdigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirasiyla
p <0,05; p<0,01, Sekil 4.12). Benzer sekilde PAX ve a-Amyrin + PAX dozlarinda solvent
kontrole gore Kuyruk % DNA oraninin belirgin bir artis gosterdigi ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirasiyla p<0,001; p<0,01, Sekil 4.12).

EMS + a-Amyrin doz grubunda EMS doz grubuna kiyasla Kuyruk % DNA bir artis
olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir (p >0,05, Sekil 4.12).
Benzer sekilde a-Amyrin + PAX kombinasyon doz grubunda tek basina PAX doz
grubuna gore Kuyruk % DNA oraninda bir artis meydana geldigi ve bu artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0,05, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. a-Amyrin uygulamasi ile gergeklestirilen komet testinin kuyruk % DNA
oranlar1 * negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; %: tek
basina paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05

Sekil 4.13’te negatif ve solvent kontroller ile tek basina a-Amyrin, EMS, PAX ve
kombinasyon dozlarinin uygulamasi sonucu  gergeklestirilen Komet testi
parametrelerinden Olive Kuyruk Momenti degisimi verilmistir. Komet testi sonuglari
degerlendirildiginde negatif kontrol grubuna gore solvent kontrol her iki a-Amyrin dozu
(100 ve 400 uM) doz gruplarinda Olive Kuyruk Momenti uzunlugunda bir artis meydana
geldigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (sirasiyla p<0,001;
p <0,05; p<0,001). EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda negatif kontrole kiyasla
Olive Kuyruk Momenti uzunlugunun bir artis gosterdigi belirlenmis ve bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Benzer sekilde PAX, a-Amyrin + PAX
doz gruplarinda negatif kontrol grubuna gore Olive Kuyruk Momenti uzunlugunun
belirgin bir artis gosterdigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p<0,01).

Solvent kontrol grubuna gore her iki a-Amyrin doz gruplarinda Olive Kuyruk Momenti
uzunlugunda bir degisim olmadig1 belirlendi ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
kaydedilmedi (p >0,05, Sekil 4.13). EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda solvent
kontrole gore Olive Kuyruk Momentinde belirgin bir artis oldugu ve bu artisin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,01, Sekil 4.13).
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Bununla birlikte solvent kontrol ile karsilastirildiginda PAX ve oa-Amyrin + PAX
dozlarinda Olive Kuyruk Momenti uzunlugunun bir artig gosterdigi belirlenmis olup bu

artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p<0,001; p<0,01, Sekil 4.13).

a-Amyrin + EMS doz grubunda tek basina EMS doz grubuna gore Olive Kuyruk
Momenti uzunlugunda belirgin bir azalma oldugu goriilmesine ragmen bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p >0,05, Sekil 4.13). a-Amyrin + PAX
kombinasyon doz grubunda ise tek basina PAX dozuna gore Olive Kuyruk Momenti
uzunlugunda bir artis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p <0,05, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. a-Amyrin uygulamas: ile gerceklestirilen komet testinin olive kuyruk
momenti oranlar1 *: negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05;
d: tek basina paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05

Sekil 4.14°te kontrol gruplari, tek bagina a-Amyrin dozlari, EMS ve PAX’ 1n tek basina
ve a-Amyrin + EMS, a-Amyrin + PAX kombinasyon dozlar1 uygulamasi sonucu Kafa %
DNA oraninin degisimi verilmistir. Solvent kontrol ve a-Amyrin doz (100 ve 400 uM)
gruplarinda Kafa % DNA oraninin negatif kontrole gore belirgin bir azalma gosterdigi
belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p <0,01;
p <0,05; p <0,001). EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda negatif kontrole gore Kafa
% DNA oraninda dramatik bir azalma meydana geldigi ve bu azalisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p <0,01). Bununla birlikte PAX ve a-Amyrin + PAX
dozlarinda Kafa % DNA oraninin negatif kontrole kiyasla belirgin bir azalma gosterdigi

ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p <0,01).
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Tek basina a-Amyrin doz 100 pM doz grubunda solvent kontrole gore Kafa % DNA
oraninda belirgin bir degisim olmadig1 belirlenmis ve istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik  kaydedilmemistir (p>0,05, Sekil 4.14). Solvent kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tek basina a-Amyrin 400 uM doz grubunda Kafa % DNA oraninda
kiiciik bir azalis olmasina ragmen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlendi (p>0,05, Sekil 4.14).

EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda solvent kontrole gore Kafa % DNA oraninda
dramatik bir azalma oldugu belirlenmis ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (p <0,01). Ayn1 zamanda PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplarinda solvent
kontrole kiyasla Kafa % DNA oraninin belirgin bir azalma gosterdigi belirlenmis ve bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirastyla p <0,001; p <0,01, Sekil 4.14).

a-Amyrin + EMS kombinasyon dozunda tek basina EMS doz grubuna gore Kafa % DNA
oraninda belirgin bir azalma olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05, Sekil 4.14). Benzer sekilde a-Amyrin + PAX dozunda PAX doz
grubuna gore Kafa % DNA oraninda bir azalma meydana geldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0,05, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. o-Amyrin uygulamasi ile gergeklestirilen komet testinin kafa % DNA oranlar1
% negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; : tek basina
paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05
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Sekil 4.15’te a-Amyrin dozlari, kontrol gruplari, EMS, PAX ile a-Amyrin + EMS, a-
Amyrin + PAX kombinasyon uygulamasi sonucu Kafa Capimin degisimi verilmistir.
Negatif kontrole grubuna gore solvent kontrol grubunda Kafa Capinda bir azalma oldugu
ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05). Tek basina
a-Amyrin doz (100 ve 400 uM) gruplarinda negatif kontrole kiyasla Kafa Capinda bir
azalma meydana geldigi goriilmiis ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (sirasiyla p <0,05; p <0,001). Negatif kontrol ile karsilastirildiginda EMS ve a-
Amyrin + EMS doz gruplarinda Kafa Capinda belirgin bir azalma oldugu belirlenmis ve
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,01). Benzer sekilde PAX ve a-
Amyrin + PAX doz gruplarinda negatif kontrole gére Kafa Capinin bir azalig gosterdigi

belirlenmis ve bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,001).

Solvent kontrol grubu ile karsilagtirildiginda her iki a-Amyrin doz grubunda Kafa
Capinda kiiclik bir azalma oldugu goriilse de bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadigr belirlendi (p>0,05, Sekil 4.15). EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda
solvent kontrole gore Kafa Capinin belirgin bir azalma gdosterdigi belirlenmis ve bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,01, Sekil 4.15). Benzer sekilde
PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplarinda solvent kontrole kiyasla Kafa Capinda belirgin
azalma meydana geldigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

(p <0,001, Sekil 4.15).

EMS doz grubuna goére a-Amyrin + EMS kombinasyon dozunda Kafa Capinda belirgin
bir azalma meydana geldigi goriilmiis ve azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (p <0,001, Sekil 4.15). PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplar1 arasinda Kafa
Capinda belirgin bir degisim olmadig1 belirlendi ve istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik kaydedilmedi (p>0,05, Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. a-Amyrin uygulamasi ile gerceklestirilen komet testinin kafa ¢ap1 oranlari
% negatif kontrole kiyasla p < 0,05; ®: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; ©: tek basina EMS
uygulamasina kiyasla p < 0,05

Sekil 4.16’da kontrol gruplar1 ile birlikte tek basina oa-Amyrin, EMS, PAX ve
kombinasyon dozlarinin uygulamasi sonucu  gergeklestirilen Komet testi
parametrelerinden L/H Oram1 degisimleri verilmistir. Komet testi sonuglari
degerlendirildiginde solvent kontrol grubunda L/H Oraninda negatif kontrole gore
belirgin bir ylikselis oldugu ve bu yiikselisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0,001). Tek basma a-Amyrin 100 ve 400 uM doz gruplarinda L/H Oraninin negatif
kontrole goére bir artis gdsterdigi belirlenmis ve bu artig istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (sirasiyla p <0,05; p <0,001).

EMS ve a-Amyrin + EMS, PAX ve a-Amyrin + PAX doz gruplarinda L/H Oraninin
negatif kontrole bir artig gdsterdigi belirlenmis ve bu artig istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p <0,01, Sekil 4.16).

Solvent kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tek basina a-Amyrin 100 uM doz grubunda
L/H Oraninda belirgin bir degisim olmadig1 goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik kaydedilmemistir (p>0,05, Sekil 4.16). a-Amyrin 400 uM doz grubunda L/H
Oraninin solvent kontrol grubuna gore bir artis gostermis olmasina ragmen bu artisin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.16).
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Solvent kontrol grubuna kiyasla EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda L/H Orani
degisiminde belirgin bir artis oldugu goriilmiis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (sirasiyla p <0,05; p <0,01, Sekil 4.16). Bununla birlikte PAX ve a-Amyrin
+ PAX doz gruplarinda L/H Oraninda bir artis meydana geldigi belirlenmis ve bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p <0,001; p <0,01, Sekil 4.16).

EMS doz grubuna gore a-Amyrin + EMS kombinasyon doz grubunda L/H Oraninda
belirgin bir artis olmasina ragmen bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlendi (p>0,05, Sekil 4.16). Ayrica PAX doz grubuna goére a-Amyrin + PAX doz
grubunda L/H Oraninda bir artis meydana geldigi belirlendi ve bu artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0,05, Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. a-Amyrin uygulamasi ile gerceklestirilen komet testinin L/H oranlar1
% negatif kontrole kiyasla p < 0,05; ®: solvent kontrole kiyasla p < 0,05; ¢: tek basina
paklitaksel uygulamasina kiyasla p < 0,05

Cizelge 4.3’te ise a-Amyrin uygulamasi sonunda gergeklestirilen Komet testinde elde

edilen Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi ortalama degerleri verilmistir.

62



Cizelge 4.3. a-Amyrin uygulamasi sonucunda gergeklestirilen komet testinde elde edilen
genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre ylizdesi ortalama degerleri Veriler ortalama +
Standart Sapma seklinde verilmistir.

Doz N  Genetik Hasar indeksi ~ Hasarh Hiicre Yiizdesi
Negatif Kontrol 3 0,58+0,34 0,08+0,11
Solvent Kontrol 3 0,93+0,35 0,17+0,15
100 pM o-Amyrin 3 0,89+0,46 0,15+0,16
400 nM a-Amyrin 3 1,19+0,31 0,31+0,19
EMS 500 pg/ml 3 3,64+0,25% 0,91+0,05%
PAX 10 pM 3 2,15+0,46* 0,78+0,23?
EMS + 400 pM o-Amyrin 3 3,21+0,46% 0,80+0,21°
PAX +400 pM a-Amyrin 3 2,49+0,85* 0,94+0,07%®

% negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05 N: donér saysi,
EMS: etil metansiilfonat, PAX: paklitaksel

Sekil 4.17°de tek basina a-Amyrin, kontrol gruplari, EMS, PAX ve a-Amyrin+ EMS, o-
Amyrin + PAX kombinasyon dozlar1 uygulama sonrasi Komet testinden elde edilen
Genetik Hasar Indeksi verilmistir. Negatif kontrole gore solvent kontrol grubunda
Genetik Hasar indeksinde belirgin bir artis oldugu goriilmiis ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Tek basina a-Amyrin 100 ve 400 uM doz
gruplarinda negatif kontrol grubuna kiyasla Genetik Hasar Indeksinin belirgin bir artis

gostermis oldugu belirlenmis ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlendi (p>0,05).

EMS ve o-Amyrin + EMS kombinasyon doz gruplarinda Genetik Hasar indeksinde
negatif kontrole gore bir artig gosterdigi belirlenmis ve bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p <0,05, Sekil 4.17). Benzer sekilde PAX ve oa-Amyrin + PAX doz
gruplarinda negatif kontrole kiyasla Genetik Hasar Indeksinin belirgin bir artis gdstermis

oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0,05, Sekil 4.17).
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Solvent kontrol grubuna gore tek basina a-Amyrin 100 pM doz grubunda Genetik Hasar
Indeksinde kismi bir azalma oldugu ancak bu azaligin istatistiksel olarak anlaml1 olmadig1
belirlendi (p>0,05, Sekil 4.17). a-Amyrin 400 uM doz grubunda solvent kontrole gore
Genetik Hasar Indeksinin belirgin bir artis gosterdigi fakat bu artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig: belirlendi (p>0,05, Sekil 4.17).

Solvent kontrol grubu ile karsilastirildiginda EMS ve a-Amyrin + EMS doz gruplarinda
Genetik Hasar Indeksinin belirgin bir artis gdsterdigi belirlenmis ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p <0,05, Sekil 4.17). Bununla birlikte PAX ve a-Amyrin +
PAX doz gruplarinda solvent kontrole goére Genetik Hasar Indeksinde belirgin bir artis
oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil
4.17).

a-Amyrin + EMS doz grubunda tek basina EMS doz grubuna gore Genetik Hasar
Indeksinde belirgin bir azalma meydana geldigi ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05, Sekil 4.17). Ayrica PAX doz grubuna gore a-Amyrin
+ PAX kombinasyon grubunda Genetik Hasar Indeksinde belirgin bir artis olmasina

ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. a-Amyrin uygulamasi ile gerceklestirilen komet testinin genetik hasar indeksi
oranlar1 *: negatif kontrole kiyasla p < 0,05; : solvent kontrole kiyasla p < 0,05
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Sekil 4.18’de kontrol gruplari, tek basina a-Amyrin, EMS, PAX ve a-Amyrint+ EMS, a-
Amyrint PAX kombinasyon dozlar1 uygulama sonrasi Komet testinden elde edilen
Hasarl1 Hiicre Yiizdesi oranlar1 verilmistir. Negatif kontrole gore solvent kontrol
grubunda Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninda bir artig olmasina ragmen bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05). a-Amyrin 100 uM doz grubunda Hasarli
Hiicre Yiizdesi oraninda negatif kontrole gore bir artis oldugu goriilmiis olup bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Benzer sekilde negatif kontrol ile
karsilastirildiginda a-Amyrin 400 uM doz grubunda Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninda
belirgin bir artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yaratmadigi belirlendi (p>0,05).

EMS ve a-Amyrin+ EMS kombinasyon doz gruplarinda negatif kontrole kiyasla Hasarli
Hiicre Yiizdesi oraninin artis belirlendi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu (p <0,05, Sekil 4.18). Bununla birlikte PAX ve a-Amyrin+ PAX kombinasyon
doz gruplarinda Hasarl1 Hiicre Yiizdesi oraninda negatif kontrole gore belirgin bir artis

oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0,05, Sekil 4.18).

Solvent kontrol grubuna gore a-Amyrin 100 pM dozunda Hasarli Hiicre Yiizdesi
oraninda kismi bir azalma oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.18). Tek basinda a-Amyrin 400 uM doz grubunda
solvent kontrol grubuna kiyasla Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninda belirgin bir artis oldugu
goriiliirken bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur (p>0,05, Sekil

4.18).

EMS doz grubunda solvent kontrole gore Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninin belirgin bir
sekilde artig gosterdigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p <0,05,
Sekil 4.18). Bununla birlikte solvent kontrol grubuyla karsilastirildiginda a-Amyrin+
EMS kombinasyon doz grubunun Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninda belirgin bir artig
olmasina ragmen bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil
4.18). Benzer sekilde PAX doz grubunda Hasarli Hiicre Yiizde orani solvent kontrol
grubuna gore artis gdstermesine karsin bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir

(p>0,05, Sekil 4.18).
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a-AmyrintPAX kombinasyon doz grubunda Hasarl1 Hiicre Yiizdesi oran1 solvent kontrol
grubuna gore belirgin bir artis gostermis olup bu artigin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu

belirlendi (p <0,05, Sekil 4.18).

Tek basina EMS doz grubuyla ile karsilastirildiginda EMS + a-Amyrin kombinasyon doz
grubunda Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninda bir azalma olmasina ragmen bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.18). Benzer sekilde a-
AmyrintPAX kombinasyon doz grubunda tek basima PAX doz grubuna gore Hasarli
Hiicre Ylizdesi oraninda belirgin bir artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05, Sekil 4.18).
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Kontrol Kontrol amyrin amyrin WM a- UM a-
amynn amynn

Sekil 4.18. a-Amyrin uygulamasi ile gerceklestirilen komet testinin hasarli hiicre ylizdesi
oranlar1 : negatif kontrole kiyasla p < 0,05; °: solvent kontrole kiyasla p < 0,05

Insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde floresans mikroskobik incelemede gézlemlenen
hiicrelere iliskin gorseller Sekil 4.19°da verilmistir. Genetik Hasar Indeksi (GHI)
degerlerinin belirlenmesinde Sekil 4.19°da gosterilen DNA hasar1 siddetinin degisimi

esas alinmustir.

66



--
--

Sekil 4.19. Insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde hasarli DNA varlig1 ile gdzlemlenen
hiicreler iligkin gorseller. DNA hasari, insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde DNA
kuyruk alani1 (%) ve komet kuyruk uzunlugu olarak hesaplanir. DNA kuyruk alani (%)
veya DNA kuyruk uzunlugu ne kadar yiiksekse, hasar o kadar anlamli olur. Tip 0°’da DNA
hasar1 yoktur; Tip 1-4 hiicrede ise DNA hasarinin derecesi giderek artmaktadir. A)
Negatif kontrol hasarsiz hiicre; B) a-Amyrin 100 uM, Tip 1; C) Solvent kontrol, Tip 2;
D) PAX 10 uM, Tip 3; E) EMS 500 pg /ml, Tip 4
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler dogal yapida olmalari, kolay ve ucuz yollarla iiretilebilir olmalari, sentetik ve
kimyasal ilaglardan daha az yan etki olusturmalar1 gibi 6zellikleriyle ¢esitli hastaliklarin

onlenmesi ve tedavi edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Giinliik hayatlarinda insanlarin karsilasmis oldugu cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ajanlar DNA {izerinde zarar verici etkileriyle hasara neden olmaktadir. Genotoksik
ajanlarin DNA molekiilii iizerinde olusturduklart mutajenik etki sonucunda doku hasar,
yaslanma ve basta kanser olmak iizere cesitli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
genotoksik ajanlarin genetik materyal DNA molekiilii tizerindeki hasar verici etkilerini
inhibe ederek en aza indirgeyen ya da ortadan kaldiran antigenotoksik ajanlarin
tanimlanmasina yonelik ¢alismalar uzun yillardir ilgi odagi haline gelmis olup bu
anlamda bitkisel dogal bilesenlerin antigenotoksik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik

caligmalar yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bitkiler aleminde bol miktarda bulunan pentasiklik triterpenlerin, yiiksek karbonhidrat ve
yag ile beslenen metabolik sendrom modellerinde antiinflamatuar, antioksidan,
antiadipozite ve kardiyoprotektif aktivite gibi ¢esitli biyolojik aktivite gdsterdikleri
belirlenmistir. Bunun yami sira, son zamanlarda pentasiklik triterpenlerin antikanser
potansiyellerinin degerlendirildigi g¢aligmalar bulunmaktadir (Bishayee ve digerleri,
2011; Liby ve Sporn, 2012; Parikh ve digerleri, 2014; Shanmugam ve digerleri, 2014;
Padmavathi ve digerleri, 2017; Ziberna ve digerleri, 2017).

a-Amyrin’in  antidiyabetik, antidislipidemik, antioksidan, hepatoprotektif ve
antiinflamatuar etkiler gibi ¢esitli biyolojik 6zelliklerinin belirlendigi ¢esitli calismalar
olmasina ragmen, yapilan literatlir taramasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin potansiyel
genotoksik/antigenotoksik etkilerinin in vitro kosullarda insan periferik kan lenfosit

kiiltiirleri ile hiicresel diizeyde arastirildig1 bir calismaya rastlanmamustir.

Bu dogrultuda bu calismada Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina herhangi bir
genotoksik etkisinin olup olmadiginin yaninda genotoksik oldugu bilenen EMS ve PAX
ile indiiklenmis DNA hasarlarina kars1 antigenotoksik aktivitesinin degerlendirilmistir.
Ayni zamanda biyolojik 6zelliklerinin daha gii¢lii aydinlatabilmesi adina Alpha-Amyrin

molekiiliiniin sitotoksik 6zellikleri ve antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir.
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Bu tez calismasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin antioksidan aktivitesi DPPH ve
CUPRAC testleri ile degerlendirilmistir. Elde edilen veriler ile olusturulan grafiklerde
Alpha-Amyrin molekiiliin tek basina kuvvetli bir antioksidan 6zellik géstermedigi DPPH
testinde 2125 uM ICso degeri ve CUPRAC testinde ise 0,01627 uM Trolox esdegerligi
degerlerine bakilarak saptanmistir. Ayni zamanda literatiir bilgileri yapilan tez
calismasini destekler niteliktedir. Bu dogrultuda Rhaponticum carthamoides bitkisinin
yapraklarindan izole edilen Alpha-Amyrin’in insan keratinosit hiicrelerinde (HaCaT)
UVB radyasyonun hasar verici etkilerine karsi koruyucu potansiyeli ve antioksidan
aktivitesinin degerlendirilmis oldugu bir ¢alismada (Biskup ve digerleri, 2012), kullanilan
a-Amyrin’in 5,10,20 ve 40 pg/ml dozlarinin insan keratinosit hiicrelerinde (HaCaT)
DPPH testi sonucunda elde edilen radikal siipiiriicii aktivite degeri ICso: >150 pg/mL
olarak belirlenmis olup Alpha-Amyrin’in dogrudan antioksidan aktiviteye sahip olmadigi
gosterilmistir. Bu dogrultuda yapilan tez ¢caligmasindan elde edilen sonuglarin literatiirii

destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir (Biskup ve digerleri, 2012).

Ayni1 zamanda Giineydogu Asya ve Giiney Amerika iilkelerinde tibbi tedavide yaygin
olarak kullanilan Celastrus hindsii bitkisinin yapraklarindan izole edilen o-f Amyrin
karisiminin antioksidan aktiviteleri ile antiksantinoksidaz ve antitirozinaz etkilerinin
arastirildigi bir ¢alismada (Viet ve digerleri, 2021), a-B Amyrin karistminin antioksidan
aktiviteleri DPPH ve ABTS testleriyle belirlenmistir. a-3 Amyrin karigiminin DPPH testi
sonucunda 125.55 pg/mL ICso degeri ve ABTS testi sonucunda ise 155.28 pg/mL ICso
degerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada o-3 Amyrin karisiminin antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bu tez caligmasindan elde edilen antioksidan
aktiviteye iliskin bulgular, Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina zayif antioksidan
aktivite gosterdigini, ancak izomeri olan B-Amyrin ile karisiminin daha yiiksek

antioksidan kapasiteye sahip olabilecegini diisindiirmektedir.

Bu ¢alismada Alpha-Amyrin molekiiliiniin antioksidan aktivitesi iki farkli antioksidan
aktivite testi DPPH ve CUPRAC testleriyle degerlendirilmistir. Her iki antioksidan
aktivite testinden elde edilen veriler karsilastirildiginda calisilan konsantrasyonlarda
Alpha-Amyrin molekiiliiniin kuvvetli bir antioksidan aktiviteye sahip olmadigi
belirlenmistir. Boylece calismada kullanilan DPPH ve CUPRAC antioksidan aktivite

testlerinin birbirini destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.
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Alpha-Amyrin molekiiliiniin kanser hiicre hatlari {izerinde biiyiime baskilayicr etkileriyle
sitotoksik aktivitesinin arastirildig1 ¢ok sayida literatiir mevcuttur. Buna kargin, malign
karakterde olmayan bir hiicrede ne derece sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
bilinmemektedir. Alpha-Amyrin’in sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesi ve ayni
zamanda genotoksisite testlerinde genotoksik ajanlar ile kombinasyonlarinda
kullanilacak olan dozun belirlenmesi amaciyla Trypan Blue hiicre canlilik testi
gergeklestirilmistir. Alpha-Amyrin’in seri diliisyon ile hazirlanan konsantrasyon
aralifinda lenfosit hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesinin diisiik oldugu goriilmiis ve
hiicre canliligina olumsuz etki yaratmayan 100 ve 400 pM dozlar1 genotoksisite

calismalarinda kombinasyon dozu olarak se¢ilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin insan larenks kanser hiicre
hatti Hep2 hiicreleri iizerindeki antiproliferatif ve sitotoksik aktivitelerinin MTT test
yontemi ile degerlendirilmis oldugu bir calismada, Alpha-Amyrin’in ICso degerinin 69,32
uM oldugu belirlenmistir. Calismadan elde edilen bulgulara dayanarak, Alpha-Amyrin'in
Hep2 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiikleyerek antiproliferatif etki gdstermesi nedeniyle
Alpha-Amyrin'in ¢esitli kanser tiirleri lizerinde terapdtik potansiyele sahip olabilecegi
Onerilmistir (Mirunalini ve digerleri, 2016). Hep2 hiicrelerindeki daha diigiik ICso degeri
ile gozlenen hiicreler arasi1 karakterlerin farkliligi, Alpha-Amyrin maruziyetine karsilik

farkli yanitlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.

Literatiir bilgileri incelendiginde pentasiklik triterpen Alpha-Amyrin’in genotoksisitesi
hakkinda smirlt bilgi bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin
tek basina genotoksik etkileri ve genotoksik ajanlar (EMS ve PAX) ile kombine
edildigindeki antigenotoksik etkilerinin in vitro yontemlerle insan lenfositlerinde
hiicresel diizeyde belirlenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda tez ¢aligmasinda Alpha-
Amyrin’in genotoksik antigenotoksik 6zellikleri in vitro genotoksisite test yontemlerinde

MN ve Komet testleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Mikroniikleuslar klastojenik ya da anojenik maddelerin etkisi sonucu boliinme
asamasinda geride kalan tam kromozom veya kromozom fragmentlerinin ¢evresinde
olusan ¢ekirdek zar1 sebebiyle meydana gelen olusumlardir (Fenech, 2000). Bintikleer
hiicrelerdeki mikroniikleus varlig1 genellikle genomik istikrarsizlig1 veya hasari ortaya

koymaktadir. Bintikleer hiicrelerde mikroniikleus bulunmasi, genotoksik ajanlara maruz
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kalma, DNA hasari, kromozomal istikrarsizlik, hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki
kusurlar gibi ¢esitli durumlar karakterize etmektedir (Fenech, 2007). 1985 yilindan bu
yana, insan periferik kan lenfositlerindeki sitokinez engelleme Mikroniikleus testi
(CBMN), bir¢ok laboratuvar tarafindan genotoksik etkinin degerlendirilmesi i¢in optimal
bir yontem olarak kabul edilmistir. Bilindigi gibi, bdliinen hiicrelerde kromozomal
hasarlarin bir sonucu olarak mikroniikleus sayisinin arttigir ve bu iki biyolojik sonug
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bilinmektedir (Fenech ve Morley 1985). Insanlarin
periferik kan lenfositlerindeki mikronukleus frekanslarinin takibi, biyolojik, fiziksel ve
kimyasal maddelerin etkilerini tahmin etmek i¢in kullanilan etkili bir test sistemidir.
Mikronukleus testi, farkli organizmalarin kirleticilere maruz kalmasinin sitogenetik
etkisini degerlendirmek i¢in de laboratuvar ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Syaza ve digerleri 2017).

Niikleer Boliinme Indeksi (NDI), hiicre proliferasyonunun bir gostergesi olarak kabul
edilir ve genel sitotoksisitenin bir 6l¢iisiidiir; lenfositlerin mitojenik uyarim sonrasi hiicre
dongiisii ilerlemesini tanimlamak i¢in hiicrelerin goreceli frekanslar1 kullanilabilir ve bu
maruz kalian etki tarafindan nasil etkilendigi belirlenebilir (Fenech, 2000; Eastmond ve

Tucker, 1989).

NDI'nin anormal bir sekilde artmasi veya azalmasi, hiicrenin ¢ogalma yetenegine bagh
olabilir (Ionescu ve digerleri, 2011). Bu konudaki hipotez, daha fazla kromozomal hasara
sahip hiicrelerin ya hiicre bdliinmesinden 6nce 6lecegi ya da bu agamaya girmeye daha
az olas1 olacag1 yoniindedir (Mello ve digerleri 1974; Nath ve Ong 1990). En diisiik NDI
degeri 1.0'dir; bu deger, tiim canli hiicrelerin sitokinezi engelleme siiresince bdliinmeyi
basaramadig1 ve bu yiizden tiim hiicrelerin mononiikleer 6zellikte olacagi durumlarda
olusur. Eger tiim canli hiicreler bir boliinme tamamlarsa, hiicrelerin hepsi biniikleer olur
ve NDI degeri 2.0 olur. Bir NDI degeri 2.0'den biiylik olabilir; bu durumda belirli canli
hiicrelerin sitokinezi engelleme evresinde birden fazla niikleer béliinme tamamladigi ve

dolayisiyla iki ¢ekirdekten daha fazlasini igerdigi anlamina gelmektedir (Fenech, 2007).

Literatiir bilgileri incelendiginde Alpha-Amyrin molekiilii ile ilgili Mikroniikleus testi
caligmasina rastlanmamasina ragmen Alpha-Amyrin i¢eren Protium heptaphyllum tiirleri
ve diger terpen bilesikleri ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir. Protium heptaphyllum

(Aubl.) March reginesi, a-Amyrin (ursane) ve f-Amyrin (oleane) triterpenlerini, mono ve
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seskiterpenleri igeren ugucu bir yag karisimindan olusur. De Lima ve digerleri (2016)
tarafindan yiiriitiilen bu calismada, P. heptaphyllum reginesinden elde edilen yagin fare
kemik iligi hiicrelerinde Cyclophosphamide tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1
antimutajenik etkisi in vivo Mikroniikleus testi yontemi ile arastirilmistir. P.
heptaphyllum yagt 25, 50 ve 100 mg/kg konsantrasyonlarinda kullanilmas,
Cyclophosphamide ise 45 mg/kg konsantrasyonda uygulanmistir. Mikroniikleus testi
sonuglart MN iceren polikromatik eritrositler (PCE-MN) ve sitotoksisite indeksi
PCE/Normakromatik eritrosit (NCE) oranmin frekansi olarak verilmistir. P.
heptaphyllum yag: ile tedavi edilen tlim hayvanlarda, biitliin dozlar i¢in (25, 50 ve 100
mg/kg), PCE/NCE oraninin negatif kontrolle belirgin bir degisiklik gostermedigi
belirlenmistir. Ancak, tiim doz gruplarinda PCE/NCE orani, Cyclophosphamide
grubundan belirgin sekilde farklilik gostermis ve sitotoksisite indeksinde bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, P. heptaphyllum'un tim doz gruplarinda MN-PCE
oraninin, Cyclophosphamide grubuna kiyasla belirgin sekilde azaldig: (2,5+0,4; 3,0 £1,9;
3,8£1,2) belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, P. heptaphyllum ugucu yagmin
Cyclophosphamide tarafindan indiiklenen genotoksisiteye karst koruma sagladigini ve P.

heptaphyllum'un antimutajenik aktiviteye sahip olabilecegini diislindiirmiistiir.

Alpha-Amyrin disinda bazi farkli triterpen yapida molekiillerin de antigenotoksik
potansiyelleri ge¢miste arastirllmistir. Ursolik asit (UA) ve Oleanolik asit (OA)
triterpenlerinin Balb/c farelerinde Doksorubisin (DXR) tarafindan indiiklenen klastojenik
etkilere kars1 antigenotoksik potansiyelleri periferik kan ve kemik iliginde Mikroniikleus
testi kullanilarak degerlendirilmistir (Aparecida ve digerleri 2006). Fareler UA (80
mg/kg), OA (80 mg/kg), UA + OA (80 mg/kg), DXR (90 mg/kg), UA+DXR, OA+DXR,
UA+OA+DXR doz gruplart ile kontrol grubundan olusturulmustur. UA ve OA tek basina
veya birlikte tedavi edilen hayvan gruplarinda negatif kontrol grubuna gére MNPCE'lerin
frekansinda anlamli bir degisiklik goézlenmemistir (p>0,05 Negatif kontrol MNPCE
%0,15; UA : %0,22; OA: %0,31 UA+OA: %0,18). Bu durum, kullanilan UA ve OA
dozlarinin genotoksik etkisinin olmadigini gstermistir. Ote yandan her iki triterpenoid
bilesiginin DXR ile kombinasyonu ile tedavi edilen hayvanlarda yalnizca DXR (Periferik
kan MNPCE %1,38, Kemik iligi MNPCE 9%1,30) ile tedavi edilenlere gore MNPCE’lerin
frekansinda belirgin bir azalma oldugu belirlenmistir (UA: periferik kan ve kemik iligi

strastyla %0,44 ve %0,59 OA: periferik kan ve kemik iligi sirasiyla %0,57 ve %0,57).
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UA ve OA triterpenlerinin DXR ile kombinasyonlarinin DXR tarafindan indiiklenen
MNPCE’lerin frekansin1i da onemli Olciide azalttigi saptanmistir (UA+OA+DXR:
periferik kan ve kemik iligi MNPCE frekansi sirastyla %0,42 ve 9%0,74). Ayrica ortalama
NDI degerlerinde negatif kontrolle karsilastirildiginda, herhangi bir tedavi grubunda
PCE'lerin toplam eritrosit sayisina oraninda anlamli bir azalma olmadig1 belirlenmis
(p>0,05) olup mevcut deneysel kosullar altinda farkli tedavilerin sitotoksisitesinin
olmadig1 gosterilmistir. Calismadan elde edilen bulgular dogrultusunda UA ve OA
triterpenlerinin fare periferik kan ve kemik iligi hiicrelerinde doksorubusine karsi
antigenotoksik aktivite gdstermis olduklar1 saptanmistir. Ote yandan, calisma sonuglar
dogrultusunda UA ve OA triterpenlerinin insanlarda ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde
kemopreventif ajan olarak kullanilabilecegi ancak daha fazla arastirma yapilmasi

gerektigi Onerilmistir (Aparecida ve digerleri 2006).

Anburaj ve digerlerinin (2020) calismasinda, insan servikal adenokarsinom (HeLa)
hiicrelerinde pentasiklik triterpen B-Amyrin (100 uM) ve Sisplatinin (10 uM) genotoksik
etkileri in vitro flow sitometriye dayali Mikroniikleus (MN) testi ile aragtirilmistir.
Hiicreler Sisplatin (10 uM) ve B-Amyrin (100 uM) ile muamele edilmistir. Muamele
edilmemis kontrol hiicrelerinde temel MN frekansi 0,86+0,09 olarak belirlenmistir.
Sisplatin ile muamele edilen hiicrelerde MN frekansinin, hem kontrol (DMSO+HeLa)
hem de muamele edilmemis HelLa hiicreleri ile karsilastirildiginda anlamli bir artis
gosterdigi saptanmistir (p<0,001). B-Amyrin ile tedavi edilen hiicrelerde (3,25+0,53),
hem HeL a hiicreleri hem de kontrol hiicre gruplari ile karsilastirildiginda MN frekansinda
belirgin bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Sisplatin ve B-Amyrin ile muamele
edilen HeLa hiicreleri arasinda MN frekansinda anlamli bir degisiklik saptanmamistir
(p>0,05). Sisplatin ve B-Amyrin ile muamele edilen gruplarda mikroniikleuslarin artan
sikligr gozlemlenmistir. Bu bulgular, B-Amyrin'in DNA hasarini indiikleyerek Hela

hiicrelerinde genotoksik etki olusturdugunu gostermektedir.

Pentasiklik triterpen Alpha-Amyrin molekiiliiniin ¢esitli biyolojik 6zelliklerinin

aragtirtlmis oldugu caligmalar bulunmasina ragmen mevcut literatiir bilgileri

incelendiginde Alpha-Amyrin molekiiliiniin genotoksik/antigenotoksik profili hakkinda

sinirlt bilgi oldugu ve insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde hiicresel diizeyde

genotoksik/antigenotoksik ozelliklerinin arastirilmig oldugu bir calisma olmadigi

goriilmiistiir. Bu dogrultuda bu tez ¢aligmasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina
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ve saf halde genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Alpha-Amyrin
molekiiliiniin genotoksik aktivitesinin belirlenmesi in vitro Mikroniikleus ve Komet
testleri ile gergeklestirilmistir. Bununla birlikte genotoksik etkileri bilinen Etil
Metansiilfonat (EMS) ve Paklitaksel (PAX) ile indiiklenen DNA hasarina kars1 Alpha-

Amyrin molekiiliiniin antigenotoksik etkisi de belirlenmeye c¢alisilmistir.

Bu tez caligmasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin 100 uM ve 400 uM dozlarmin tek
basina insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde  genotoksik etkilerinin
degerlendirilmesinde MN testi uygulanmis olup Niikleer Béliinme Indeksi (NDI) ile
mononiikleer ve biniikleer hiicrelerde olusan MN frekanslar1 belirlenmeye calisilmistir.
Mikrontikleus verileri incelendiginde a-Amyrin 100 uM doz grubunda (1,74+0,16) NDI
oraninda negatif kontrole gore (1,62+0,05) belirgin bir artis oldugu gézlenmis ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.4, Cizelge 4.1). Negatif
kontrole gore a-Amyrin 100 uM doz grubunda NDI oraninda goriilen artig Alpha-Amyrin
molekiiliiniin lenfosit hiicrelerinin proliferasyonunu ve béliinme yetenegini arttirici
0zelliginin olabilecegini diisiindiirmiis olsa da bu artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmiistir (p>0,05, Sekil 4.4, Cizelge 4.1). a-Amyrin 400 uM dozunda
(1,55+0,36) ise NDI oran1 negatif kontrole gore kismi bir azalma gosterirken, solvent
kontrol grubuna (1,49+0,14) gore ise kiigiik bir artig géstermis oldugu belirlenmis ancak
NDI oraninda meydana gelen bu kismi artis ve azaliglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuistir (p>0,05, Sekil 4.4, Cizelge 4.1). NDI oraninda Alpha-Amyrin’in her iki
doz grubunda meydana gelen istatistiksel olarak anlamli bulunmayan azalma ya da artis
Alpha-Amyrin’in lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu lizerindeki doza bagl olusabilecek

etkileri ile ilgili olarak yorum yapilabilmesini zorlagtirmistir.

Negatif kontrol (2,97+0,20) ve solvent kontrol grubuna gore (1,28+0,20) tek basina a-
Amyrin 100 uM doz grubunda (0,00+£0,00) mononiikleer hiicrelerdeki MN frekansinda
belirgin azalma oldugu goriilmesine ragmen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 degerlendirilmistir (p>0,05, Sekil 4.5, Cizelge 4.1). Benzer sekilde biniikleer
hiicrelerdeki MN frekansinda 100 uM doz grubunda (0,85+0,34) negatif ve solvent
kontrole gore belirgin bir azalma oldugu (sirasiyla 1,59+0,16; 1,28+0,40) goriilmesine
ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05, Sekil 4.5, Cizelge 4.1).
Yalnizca 400 uM o-Amyrin doz grubunda negatif ve solvent kontrol gruplarina gore

mononiikleer hiicrelerdeki MN frekansinda istatistiksel olarak anlamli olmayan gorece
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bir azalma oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda, tek basma 400 uM o-Amyrin doz
grubunda negatif ve solvent kontrol grubuna kiyasla biniikkleer MN frekansinda
(3,37+0,49) belirgin bir artis oldugu belirlenmis olmasina ragmen bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05, Sekil 4.5, Cizelge 4.1).

Alpha-Amyrin her iki dozuna ait MN frekans1 verileri ele alindiginda MN frekansina ait
verilerin istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek
basina doza bagli olarak anlamli bir genotoksik etkisi olmadigi diisiiniilmiistiir. Bununla
birlikte Alpha-Amyrin’in daha genis konsantrasyonlarda calisilmasi durumunda doza

bagli genotoksik etkilerinin olabilecegi goz ardi1 edilmemelidir.

Bu ¢alismada EMS ve PAX tek basina genotoksik etkileri iki farkli genotoksisite test
yontemiyle gosterilmistir. 500 pg/ml olarak belirlenen EMS konsantrasyonu ve PAX’1n
10 uM dozlar1 ile muamele edilen insan periferal kan lenfosit hiicrelerinde MN ve Komet
testleri uygulanmistir. Ayrica EMS+ 400 uM a-Amyrin ve PAX+400 uM o-Amyrin
kombinasyon dozlar1 kullanilarak Alpha-Amyrin molekiiliiniin antigenotoksik etkisi

degerlendirilmistir.

Calismamizdan elde edilen NDI verileri incelendiginde yalnizca EMS doz grubunda
negatif kontrole kiyasla NDI oraninda (1,4740,03) belirgin bir azalma oldugu tespit
edilmis ancak NDI oraninda goriilen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
degerlendirilmistir (p>0,05, Sekil 4.4, Cizelge 4.1). EMS+ a-Amyrin kombinasyon
dozunda ise NDI oraninin (1,44+0,11) negatif kontrole gore belirgin bir azalma gosterdigi
belirlenmis olmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05,
Sekil 4.4, Cizelge 4.1). Solvent kontrol grubuna gore ise (1,49+0,14) NDI oraninda hem
EMS hem de EMS+ a-Amyrin kombinasyon doz gruplarinda belirgin herhangi bir
degisiklik olmadigi belirlenmistir.

Negatif kontrol grubuna gére EMS doz grubunda NDI oraninda meydana gelen azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da EMS’nin beklendigi gibi antiproliferatif bir

etkiye sahip olduguna isaret etmektedir (Vatan ve digerleri 2010).

Vatan ve digerlerinin (2010) yaptig1 bir calismada, Hypnea musciformis (Wulfen)
Lamouroux (HME 400 ppm) ekstraktinin Etil Metansiilfonat (EMS) (1250 ppm) gibi

genotoksik ajanlarla indiiklenen insan lenfositleri {izerindeki genotoksik ve
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antigenotoksik etkisi kardes kromatit degisimi (SCE) ve Mikroniikleus (MN) testleri ile
arastirilmistir. Yalnizca EMS ile muamele edilen lenfosit hiicrelerinde SCE frekansinda
negatif kontrole gére onemli Olglide artis oldugu belirlenmistir (p<<0,001). Bununla
birlikte, EMS ile muamele edilen lenfosit hiicrelerinde negatif kontrole kiyasla MN
frekansinin 6nemli Olciide arttig1 belirlenmistir (p<0,01, Negatif kontrol MN frekansi:
1,00+1,41; EMS MN frekanst: 4,50+0,71). Ayrica, yalnizca EMS ile muamele edilen
lenfosit hiicrelerinde negatif kontrole gére NDI (niikleer boliinme indeksi) oraninda bir

azalma (Negatif kontrol: 1,22+0,20, EMS: 1,15+0,8) oldugu belirlenmistir.

Bu tez caligmasinda, EMS doz grubunda (23,94+2,48) negatif ve solvent kontrole gore
(2,97+0,20; 1,28+0,40) mononiikleer hiicrelerdeki MN frekansinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan belirgin artis oldugu saptanmistir (p>0,05, Sekil 4.5, Cizelge 4.1).
Bununla birlikte bintikleer hiicrelerde goriilen MN frekansinda da negatif ve solvent
kontrol doz gruplarina gére (1,59+0,16; 1,28+0,40) EMS doz grubunda belirgin bir artig
(27,90£2,58) meydana gelmesine ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05, Sekil 4.6, Cizelge 4.1). Ote yandan EMS+ a-Amyrin kombinasyon dozlarinda
negatif ve solvent kontrollere kiyasla mononiikleer ve biniikleer hiicrelerdeki MN
frekansinda belirgin bir artig (sirastyla mononiikleer MN:7,38+0,23; biniikleer MN:
23,08+1,19) tespit edilmis olup bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05,
Sekil 4.4, Sekil 4.6, Cizelge 4.1). EMS+ a-Amyrin kombinasyon dozunda EMS doz
grubuna gore mononiikleer ve biniikleer hiicrelerdeki MN frekansinda belirgin bir azalma
oldugu (7,38+0,23; 23,08+1,19) ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml1 olmadig1
saptand1 (p>0,05, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Cizelge 4.1).

Bu dogrultuda, bu tez ¢alismasinda gerceklestirilen MN testi sonucunda yalnizca EMS
uygulamasinin tek basina periferal kan lenfosit hiicreleri iizerindeki genotoksik
etkilerinin literatiir bilgilerini destekledigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, Alpha-Amyrin
molekiiliiniin kombinasyon uygulamasinda tek basina EMS uygulamasina gore
mononiikleer ve biniikleer hiicrelerdeki MN frekanslar1 iizerinde azaltici egiliminde
oldugu goriilmiis olsa da MN frekanslarinda gerceklesen bu azalmalar istatiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Calismamizdan elde edilen MN bulgular ele alindiginda Alpha-
Amyrin molekiiliiniin EMS tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi istatistiksel olarak

anlamli olmayan gorece bir azalma gdstermis oldugu sonucuna varilmaistir.
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Negatif kontrole kiyasla (1,62+0,05) PAX ve PAX+ Alpha-Amyrin doz gruplarinda NDI
oraninda belirgin bir azalma oldugu (swrasiyla PAX: 1,23+0,03; PAX+ o-Amyrin:
1,23+0,00) saptanmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05,
Sekil 4.4, Cizelge 4.1). Solvent kontrol (1,49+0,14) grubuna gére PAX ve PAX+ o-
Amyrin kombinasyon dozlarinda NDI oraninda bir miktar azalma oldugu goriilse de bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.4, Cizelge 4.1). PAX
ve PAX + a-Amyrin kombinasyon dozlarinda NDI oraninda belirgin herhangi bir degisim
olmadigr belirlendi. Calismamizdan elde edilen NDI bulgularimiz Paklitakselin hiicre
proliferasyonu tizerine antiproliferatif aktivitesinin oldugunu gostermis olup bulgularimiz

ayn1 zamanda mevcut literatiirii destekler niteliktedir (Axel ve digerleri, 1997).

Insan lenfositlerinde paklitakselin genotoksisitesine karsi borik asidin antigenotoksik
aktivitesi aragtirllmistir (Turkez ve digerleri, 2010). Paklitaksel (10 pg veya 20 ug)
dozlart ve borik asidin (2,5 veya 5 mg/l) dozlar1 uygulanan insan periferal kan
kiltiirlerinde SCE (kardes kromatit degisimi) ve MN (mikroniikleus) testleri ile
degerlendirilmistir. Bununla birlikte periferal kan lenfosit hiicrelerinde Niikleer Boliinme
Indeksi (NDI) analiz edilmistir. Calisma sonuglar1 Paklitakselin insan lenfosit
hiicrelerinde SCE oranlari1 ve MN olusumunu kontrole kiyasla anlamli derecede
arttirdig1r gosterilmistir (p<0,05). Ayrica yiiksek Paklitaksel dozu ile muamele sonrasi
lenfosit hiicrelerinde NDI oraninda 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir. NDI
oranindaki azalmanin Paklitakselin in vitro daki antiproliferatif etkisinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir (Turkez ve digerleri, 2010).

Calismamizdan elde edilen MN testi verileri incelendiginde PAX doz grubunda
mononiikleer hiicrelerdeki MN frekans: (87,40+9,81) negatif kontrol grubuna gore
(2,97+0,20) belirgin bir artis gostermis olup bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05, Sekil 4.5, Cizelge 4.1). Bunun yaninda, PAX doz grubunda (87,40+9,81) solvent
kontrole gore (1,28+0,40) mononiikleer hiicre MN frekansinda belirgin bir artig oldugu
saptanmig ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05, Sekil 4.5, Cizelge
4.1).

PAX doz grubunda biniikleer MN frekansinda (277,51+£79,34) negatif ve solvent kontrol
gruplarina gore (1,59+0,16;1,28+0,40) belirgin sekilde artis meydana geldigi belirlendi
ve bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu degerlendirildi (p<0,05, Sekil 4.6,
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Cizelge 4.1). Calismamizdan elde edilen bulgularin Paklitakselin lenfosit hiicrelerinde
DNA hasarini indiikleyerek mikroniikleus olusumlarina neden oldugunu gosterdigi ayni

zamanda mevcut literatiir bilgilerini destekledigi goriilmiistiir (Digue ve digerleri 2002).

PAX + o-Amyrin kombinasyon doz grubunda mononiikleer ve biniikleer hiicrelerdeki
MN frekanslart (sirastyla 109,904+29,49; 243+99,96) solvent ve negatif kontroller ile
kiyaslandiginda belirgin bir artis oldugu belirlenmis ve meydana gelen bu artislar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Cizelge 4.1). PAX+
a-Amyrin kombinasyon doz grubunda tek bagina PAX dozuna gére mononiikleer hiicre
MN frekansinda istatiksel olarak anlamli olmayan bir artis gosterdigi bununla birlikte
biniikleer hiicre MN frekansinda ise (PAX: 277,51+79,34; PAX+ a-Amyrin: 243 £99,96)
bir azalma egilimi gostermis olmasina ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05, Sekil 4.5, Sekil 4.6 Cizelge 4.1). MN test sonucglarindaki bu
durum Alpha-Amyrin molekiiliiniin PAX indiiklemis oldugu DNA hasarina kars1 géreceli

zayif bir antigenotoksik etkisi oldugu seklinde yorumlanabilir.

Komet testi veya Tek Hiicreli Jel Elektroforezi (SCGE) testi, bireysel hiicrelerin
seviyesinde DNA hasarini hizli, duyarli ve nispeten basit bir sekilde tespit etmek icin

kullanilan bir yontemdir (Singh ve digerleri, 1988).

Komet testinin degerlendirilmesinde kullanilan Komet Alani, Komet Yogunlugu, Kuyruk
Uzunlugu, Kuyruk % DNA, Kafa % DNA, Olive Kuyruk Momenti, Kafa Cap1, gibi
parametreler DNA hasar ile ilgili ayrintili bilgi verirken, Genetik Hasar Indeksi ve
Hasarli Hiicre Yiizdesi parametreleri ise yapilan uygulamalarin DNA iizerindeki hasar

verici etkilerinin daha belirgin bir sekilde anlasilmasini saglamaktadir.

Komet alani, hiicrenin ¢ekirdeginden yayilan DNA'nin genel miktarini yansitirken,
Komet uzunlugu hiicrenin ¢ekirdeginden yayilan DNA'nin jel iizerindeki uzunlugunu
ifade eder. Komet yogunlugu, hiicre ¢ekirdeginden yayilan DNA'nin jel iizerindeki
izledigi yolun ne kadar belirgin oldugunu gosterir. Kuyruk uzunlugu, hiicre
cekirdegindeki DNA’nin jel igerisinde hangi uzakliga kadar yayildigini belirtir. Kuyruk
% DNA orani, hiicrenin ¢ekirdegindeki fragmente olan DNA'nin kuyruk olarak 6nde
kosan kisim i¢indeki toplam DNA yiizdesini ifade ederken, Kafa % DNA oran1 hiicrenin
cekirdek boliimiindeki DNA'nin toplam DNA i¢indeki yiizdesini yansitir. Kafa Capa,

DNA'nin dagilimini ve hiicrenin hasarlit DNA parcaciklarini jel iizerinde ne kadar genis
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bir alana yayildigin1 gosterir. L/H orani, Komet alanindaki kuyruk uzunlugunun kafa
boyutuna oranidir. L/H orani, kuyruktaki DNA’nin, “kafa” olarak nitelendirilen ana
cekirdek DNA’dan ne kadar uzaklastigini gosterir (Kumaravel ve digerleri 2009). Olive
Kuyruk Momenti, kuyruk i¢indeki DNA dagilimindaki varyasyonlar1 yakalayarak bir
hiicre popiilasyonu igindeki heterojenligin belirlenmesinde kullanilir (Olive ve digerleri

1990).

Yapilan literatiir taramasinda Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina genotoksik
antigenotoksik etkilerinin Komet test yontemiyle arastirilmis oldugu herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak terpen ve benzeri bilesikleri igeren bazi bitki tiirlerine
ait calismalar bulunmaktadir, Ornegin Himatanthus articulatus (Vahl) Woodson
(Apocynaceae) bitkisinin lateksi, farelerde in vivo Komet ve Mikroniikleus testi
kullanilarak genotoksik/antigenotoksik ve mutajenik potansiyeli arastirilmistir (Rebogas
ve digerleri, 2012). Kan preparatlari, Hidrojen Peroksit ile (ex vivo kosullarda) maruz
birakilarak antigenotoksik etki degerlendirilmistir. H. articulatus lateksi, tedavi edilen
farelerde Komet testinde 6l¢iilen DNA hasarinin sikligini artirmamaistir, bu da genotoksik
ve mutajenik bir aktiviteye sahip olmadigini gdstermistir. Bununla birlikte, lateksin
Hidrojen Peroksit tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi antigenotoksik aktivite

sergiledigi belirlenmistir (Rebocas ve digerleri, 2012) .

Komet testinden elde edilen bulgular degerlendirildiginde, a-Amyrin 100 puM doz
grubunda Negatif Kontrol ve Solvent Kontrol gruplarmma gore Komet Alani, Komet
Uzunlugu, Komet Yogunlugu ve Kuyruk Uzunlugu oranlarinda belirgin bir degisim
olmadig1 saptandi ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik kaydedilmedi (p>0,05, Sekil
4.8, Cizelge 4.2). Kuyruk % DNA oraninda 100 uM a-Amyrin dozunda negatif kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis oldugu goriildi (p>0,05, Sekil 4.12,
Cizelge 4.1). L/H Orani, Olive Kuyruk Momenti oranlarinda da negatif ve solvent kontrol
grubuna gore herhangi bir degisim goriilmedi (p>0,05, Sekil 4.16, Sekil 4.13, Cizelge
4.1).

Bununla birlikte a-Amyrin 100 uM dozunda negatif kontrol gore (0,58+0,34) Genetik
Hasar Indeksinde bir artis oldugu tespit edilmis olsa da (0,89+0,46) bu artisin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 degerlendirilmistir (p>0,05, Sekil 4.17, Cizelge 4.3). Solvent
kontrol (0,93+0,35) grubuna goére 100 uM a-Amyrin doz grubunda Genetik Hasar
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Indeksinde (0,89+0,46) istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05, Sekil 4.17, Cizelge
4.3) kismi bir azalma oldugu goriildii. Hasarli Hiicre Yiizdesinde negatif kontrole kiyasla
(0,08+0,11) 100 uM o-Amyrin doz grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan
(p>0,05, Sekil 4.18, Cizelge 4.3) bir artis (0,15+0,16) meydana geldigi bununla birlikte

solvent kontrole gdre belirgin bir degisim olmadig1 gozlendi.

Komet Alani, Komet Uzunlugu, Komet Yogunlugu oranlarinda 400 uM o-Amyrin
dozunun negatif ve solvent kontrollere gore belirgin bir degisim yaratmadigi belirlenmis
olup istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05, Sekil 4.8, Sekil
4.9, Sekil 4.10, Cizelge 4.1). Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk % DNA, Olive Kuyruk
Momenti, L/H Orani parametrelerinde negatif kontrole gore 400 uM a-Amyrin dozunda
belirgin bir artis gozlenirken, Kafa % DNA oraninda ise azalma oldugu belirlendi ve bu
degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olduklar1 saptandi (p<0,05, Sekil 4.11, Sekil 4.12,
Sekil 4.13, Sekil 4.16, Sekil 4.14, Cizelge 4.1). a-Amyrin 400 uM dozunda solvent
kontrole gore Kuyruk Uzunlugu, Olive Kuyruk Momenti, Kafa % DNA ve L/H Orani
oranlarinda kismi bir artis goriilse de bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
degerlendirildi (p>0,05, Sekil 4.11, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.16, Cizelge 4.1).
Genetik Hasar Indeksinde 400 pM a-Amyrin doz grubunda (1,19+0,31) negatif
(0,58+0,34) ve solvent (0,93+0,35) kontrol gruplarina gore belirgin artis oldugu
saptanmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05, Sekil 4.17,
Cizelge 4.3). Hasarli Hiicre Yiizdesi oraninda ise negatif (0,08+0,11) ve solvent
kontrollere (0,17+0,15) kiyasla tek basina 400 pM o-Amyrin dozunda (0,31+0,19)
belirgin bir artis meydana gelmesine ragmen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05, Sekil 4.18, Cizelge 4.3). Alpha-Amyrin’in her iki doz grubunda
cesitli komet parametrelerinde artis ya da azalmalar meydana gelmistir. Komet
parametrelerinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli bulunmayan degisimler gz
Oniine alindiginda Alpha-Amyrin molekiiliiniin tek basina belirgin bir genotoksik etkisi

olmadig1 goriilmektedir.

Tek basmma EMS doz grubunda negatif ve solvent kontrol gruplarina kiyasla Komet

Alaninin anlamli derecede yiikseldigi saptandi (sirasiyla p<0,05; p<0,01, Sekil 4.8,

Cizelge 4.1). Komet Uzunlugunun EMS doz grubunda negatif ve solvent kontrol

gruplarina gore belirgin bir sekilde artis gosterdigi belirlendi bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,01, Sekil 4.9, Cizelge 4.1). Negatif kontrole gére EMS doz
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grubunda Komet Yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir artisin oldugu
saptand1 (p<0,001, Sekil 4.10, Cizelge 4.1). Bununla birlikte solvent kontrol grubuna
kiyasla Komet Yogunlugunda EMS dozunda belirgin bir derecede ve istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu goriildi (p<0,001, Sekil 4.10, Cizelge 4.1). Kuyruk Uzunlugu,
Kuyruk % DNA oraninda EMS doz grubunda negatif ve solvent kontrollere gore
(swrastyla p<0,01;p <0,05, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Cizelge 4.1) belirgin bir sekilde artig
oldugu tespit edildi. Olive Kuyruk Momenti oran1 kontrol gruplariyla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde (p<0,01, Sekil 4.13, Cizelge 4.1) belirgin bir artis
oldugu goriildii. Kafa % DNA oraninda kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede (p<0,01, Sekil 4.14, Cizelge 4.1) belirgin bir azalma oldugu saptandi.
Kafa Cap1 oraninin EMS doz grubunda kontrol gruplarina dramatik bir azalma oldugu
degerlendirildi (p<0,01, Sekil 4.15). L/H Oraninda ise kontrol gruplarina kiyasla belirgin
derecede ve istatistiki olarak anlamlilik diizeyinde bir artis (p<0,05, Sekil 4.16, Cizelge
4.1) oldugu goriildii.

Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi verileri degerlendirildiginde EMS doz
grubunda kontrol gruplarina kiyasla Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesinde

belirgin bir sekilde artis oldugu goriilmistiir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Cizelge 4.3).

Komet testinden elde edilen veriler degerlendirildiginde insan periferal kan lenfosit
hiicrelerinde yalnizca EMS dozunun tiim Komet parametrelerinde kontrol gruplarina
kiyasla meydana getirmis oldugu degisimler gz oniine alindiginda EMS’nin lenfosit
hiicrelerinde c¢esitli Komet parametrelerinde énemli olgiide azalis ya da artis meydana
getirmesi nedeniyle ¢calisma sonuclarimiz EMS’nin genotoksik etkisinin degerlendirilmis
oldugu literatiir ¢aligmalartyla uyumlu olup mevcut literatiirii destekler niteliktedir

(Sartmahmut ve digerleri, 2016).

EMS+a-Amyrin kombinasyon doz grubunda EMS doz grubuna gére Komet Alani,
Komet Uzunlugu, Kuyruk Uzunlugu, Komet Yogunlugu, Olive Kuyruk Momenti
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da (p>0,05, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil
4.10, Sekil 4.13, Cizelge 4.1) belirgin bir azalma egilimi oldugu belirlendi. Bunun
yaninda Kafa Capinda dramatik bir sekilde azalma oldugu saptandi (p<0,001, Sekil 4.15).
Ayrica Kuyruk % DNA, Kafa % DNA ve L/H Orani parametrelerinde EMS +o-Amyrin
kombinasyon dozlarinda anlamli olmayan (p>0,05, Sekil 4.12, Sekil 4.14, Sekil 4.16,
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Cizelge 4.1) bir artis oldugu goriildii. Genetik Hasar Indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi
verileri incelendiginde EMS +o-Amyrin kombinasyon dozunda EMS dozuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma egilimi oldugu belirlendi (p>0,05, Sekil
4.17, Sekil 4.18, Cizelge 4.3). Tiim Komet verileri ele alindiginda Alpha-Amyrin
molekiiliinlin EMS tarafindan indiiklenen genotoksik etkilere karsi koruyucu ozellikte
oldugu degerlendirilebilir. EMS ile a-Amyrin kombinasyon uygulamalarindaki azalisin
istatistiki anlamlilik gostermemesini; deney gruplart arasindaki standart sapma
oranlarinin yiiksek olmasi, dondr sayisinin azligit ve donérler arasindaki fizyolojik

farklilik gibi ¢alisma sinirliligina neden olan etmenler ile aciklayabiliriz.

Paklitaksel doz grubunda Komet Uzunlugu, Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk % DNA, Olive
Kuyruk Momenti, L/H Orani gibi baz1 komet parametrelerinde istatistiksel olarak anlaml
(p<0,05, Sekil 4.9, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.16, Cizelge 4.1) belirgin bir
art1s oldugu goriildii. Bununla birlikte Genetik Hasar indeksi ve Hasarli Hiicre Yiizdesi
parametrelerinde Paklitaksel doz grubunda kontrol gruplarina kiyasla belirgin bir artis

meydana geldigi goriildi (p<0.05, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Cizelge 4.3).

Yalnizca Paklitaksel dozunda kontrol gruplarina kiyasla bazi komet parametrelerinde
artis oldugunun belirlenmesi, Paklitakselin tek basimna insan periferal kan lenfosit
hiicrelerinde DNA hasarim1 indiikleyerek genotoksik etki olusturdugunu gostermistir.
Calismamizdan elde edilen bulgular mevcut literatiirii destekler nitelikte olmustur

(Branham ve digerleri, 2004).

PAX + a-Amyrin kombinasyon doz gruplarinda tek bagina PAX doz grubuna gore Komet
Alani, Komet Uzunlugu, Komet Yogunlugu, Kuyruk % DNA, Olive Kuyruk Momenti ve
L/H Oran1 parametrelerinde bir miktar artig gerceklesmis ve bazi parametrelerdeki artiglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05, Sekil 4.8, Sekil 4.10, Sekil 4.12, Sekil
4.13, Sekil 4.16, Cizelge 4.1). Bunun yanmi sira PAX+o-Amyrin kombinasyon doz
grubunda tek basina PAX ile kiyaslandiginda Genetik Hasar indeksi ve Hasarli Hiicre
Yiizdesinde istatiksel olarak anlamli bulunmayan (p>0,05, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Cizelge
4.3) belirgin bir artis meydana geldigi goriilmiis olup bu durum Alpha-Amyrin

molekiiliiniin Paklitaksel ile sinerjik etki gosterebilecegini diistindliirmiistiir.
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Bu tez caligmasindan elde edilen antioksidan aktivite bulgular1 Alpha-Amyrin
molekiiliiniin kuvvetli bir antioksidan aktiviteye sahip olmadigmi acik bir sekilde
gostermistir. Ote yandan genotoksik ajanlara karsi goreceli olarak antigenotoksik
potansiyeli oldugu saptanmistir. Bununla birlikte bu calismada Alpha-Amyrin
molekiiliiniin kuvvetli bir antioksidan aktivitesi olmamasina ragmen antigenotoksik
ozelliklere sahip olmasi bu aktivitenin Alpha-Amyrin’in antioksidan 6zellikleri ile degil
diger hiicresel mekanizmalar ile etkilesimi araciligiyla olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu
dogrultuda Alpha-Amyrin molekiiliiniin hiicresel diizeydeki farkli etki mekanizmalarinin
ileri ve farkli arastirma teknikleri ve calisma yOntemleriyle belirlenebilecegi

Onerilmektedir.

Bu ¢alismadan elde edilen MN ve Komet verileri géz 6niine alindiginda Alpha-Amyrin
molekiiliinlin tek basia herhangi bir genotoksik etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir.
Bunun yani sira Alpha-Amyrin molekiiliiniin EMS’nin insan periferal kan lenfosit
hiicrelerindeki genotoksik etkisine karsi istatistiksel olarak gorece anlamli olmayan
antigenotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ancak dondr sayisinin yetersizligi,
donorler arasindaki fizyolojik farklilik, deney gruplar1 arasinda standart sapmalarin

yiiksekligi gergeklestirilen deneylerin kisitlari arasindadir.

Mikrontikleus ve Komet testinden elde edilen veriler ele alindiginda Alpha-Amyrin
molekiiliiniin Paklitaksel ile kombinasyonlarinda MN ve Komet test parametrelerinde tek
basina Paklitaksel doz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artislar yarattig
belirlendi. Calisma sonuglar1 Alpha-Amyrin molekiiliiniin Paklitaksel ile sinerjik etki
olusturdugunu ve insanlarda kemoterapi ilaclar1 ile birlikte kullaniminda dikkatli

olunmasi gerektigi onerilmektedir.
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