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KORILAGININ GENOTOKSIK VE MIiTOMISIN-C’YE KARSI
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESIi

OZET

Bitkilerin kok, govde, yaprak, meyve gibi organlarinda organik yapili ¢ok sayida
ikincil metabolit c¢esidi bulunur. Bu bilesiklerin, serbest radikallerin olusturdugu
genetik hasara karst koruyucu ve Onleyici etkileri oldugu bir¢ok ¢alismada
belirtilmistir ve bu dogal bilesiklerin antioksidan etkileri iizerine ¢aligmalar hala
devam etmektedir. Bu alanda 6zellikle polifenoller iizerinde yogun oranda arastirma
yapilmaktadir ve in vitro ¢alismalarda yaygin olarak insan periferal lenfosit hiicreleri
kullanilmaktadir. Polifenolik bilesikler grubundan bir tanen olan korilagin;
stitlegengiller (Euphorbiaceae), turnagagasigiller (Geraniaceae) ve kinagiller
(Lythraceae) gibi bitki familyalarina ait birgok bitki tiiriinde bulunan ve ¢ok ¢esitli
farmakolojik etkilere sahip olan bir bilesiktir. Bu tez ¢alismasinda, korilaginin insan
periferal kan lenfosit hiicrelerinde genotoksik ve mitomisin-C (MMC)’ye karsi
antigenotoksik etkisi arastirilmistir. Korilaginin sitotoksik etki géstermeyen dozlarda
hem genotoksik etkileri, hem de oksidatif hasara neden olan ve genotoksik etkisi
oldugu bilinen MMC’ye kars1 antigenotoksik etkileri mikrogcekirdek (MC) ve
kromozom anormallikleri (KA) yontemleri ile degerlendirilmistir.

Bu ¢aligma, 3 farkli dondrden alinan kan 6rnekleriyle tekrarli olarak yapilmigtir. Test
maddeleri bulunmayan bir negatif kontrol grubu ile 0,2 pg/ml MMC bulunan bir
pozitif kontrol grubu kullanilmistir. Uygulama gruplarinda 10, 25, 50, 100 pg/ml
korilagin tek basma ve 0,2 ng/ml MMC ile es zamanl olarak eklenmistir. Deneyler
ve yapilan sayimlar sonucunda, korilaginin 10, 25, 50 pg/ml konsantrasyonlarinda
uygulandig1 gruplarda MC ve KA frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa
neden olmadigt ve MMC uygulamasi ile artan MC frekansinda ve kromozom
anormalliklerinde istatistiksel olarak Onemli oranda azaldigi belirlenmistir. 100
ug/ml konsantrasyonda ise hasarin arttig1 ve prooksidan etki gosterdigi goriilmiistiir.
Elde edilen sonuclar, korilaginin, MMC tarafindan olusturulan genetik hasar
tizerinde doza bagl antigenotoksik etkisinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: korilagin, antioksidan, antigenotoksik etki, MMC,
mikrogekirdek, kromozom anormallikleri



EVALUATION OF THE GENOTOXIC AND ANTIGENOTOXIC EFFECTS
OF CORILAGIN AGAINST MITOMYCIN-C

SUMMARY

There are many secondary metabolite types with organic structure in the organs of
plants such as roots, stems, leaves and fruits. It has been reported in many studies
that these compounds have protective and preventive effects against genetic damage
caused by free radicals, and studies on the antioxidant effects of these natural
compounds are still ongoing. In this area, intensive research is carried out especially
on polyphenols and mostly human peripheral lymphocyte cells are used for in vitro
studies. Corilagin, a tannin from the group of polyphenolic compounds, was chosen
for use in this study. Korilagin is a compound that has a wide variety of
pharmacological effects and is found in many species of plant families such as
Euphorbiaceae, Geraniaceae and Lythracea. In this thesis study, the genotoxic and
antigenotoxic effects of corilagin against mitomycin-C (MMC) in human peripheral
blood lymphocyte cells were investigated. Both genotoxic effects and antigenotoxic
effects of corilagin against MMC, which causes oxidative damage and is known to
have genotoxic effects, at doses that do not show cytotoxic effects, were evaluated by
micronucleus (MN) and chromosome aberration test methods.

This study was conducted repeatedly with blood samples taken from 3 different
donors. A negative control group without test substances and a positive control group
with 0.2 pg/ml MMC were used. In the treatment groups, 10, 25, 50, 100 pg/ml
corilagin was added alone and simultaneously with 0.2 ug/ml MMC. Two slides
were prepared from each sample and the results were examined by applying the
micronucleus test protocol and chromosome aberration test protocol.
As a result of the experiments and counts, it was determined that corilagine did not
cause a statistically significant increase in the MN and CA frequency in the groups
treated with 10, 25, 50 pg/ml concentrations, and it was also determined statistically
significant decrease in the MN frequency and chromosome abnormalities caused by
MMC treatment. At a concentration of 100 pg/ml, it was observed that the damage
increased and the prooxidant effect was observed. The results show that corilagine
has a dose dependent antigenotoxic effect on genetic damage caused by MMC.

Keywords: corilagin, antioxidant, antigenotoxic, MMC, micronucleus, chromosome
aberration



1. GIRIS

Insanlar1 DNA hasarindan ve sonuglarindan koruyabilecek bilesikleri belirlemek igin
uzun yillardir bircok ¢alisma yiiriitiillmektedir. En etkili antigenotoksik maddeleri
bulabilmek adina 6zellikle dogal {iriinler, tibbi bitkiler ve yenilebilir bitkiler iizerinde
calisilmaktadir.

Hiicrede metabolik reaksiyonlar sonucu siirekli serbest radikaller agiga ¢ikmaktadir.
Serbest radikaller bir¢ok endojen ve eksojen kaynaktan iiretilmekte ve hiicrede
bulunan organik bilesiklere hasar verebilmektedir. Uretilen serbest radikallerin
zararlart oldugu gibi yararlar1 da vardir. Disiik yogunlukta olduklarinda
enfeksiyonlara karsi savunma, kanserli hiicrelerin dldiiriilmesi, biiylime faktorlerinin
aktivasyonu, tirozin amino asidini fosfatlama, intraselliiler depolardan kalsiyum
salimim1 gibi olaylarda rol oynamaktadirlar (Karabulut ve Giilay, 2016a). Serbest
radikallerin etkisiz hale getirilmesinde viicutta tiretilen ya da disaridan hazir olarak
alinan antioksidanlar goérev yapmaktadir.

Serbest radikaller ve antioksidanlar ilizerine yapilan ¢alismalar, sagligin korunmasi ve
hastaliklarin yonetimi agisindan yeni bir ¢ag vadetmektedir. Gidalarda, ilaglarda ve
kozmetiklerde oksidatif reaksiyonlarin onlenmesi sayesinde yaslanma ve kanser,
otoimmiin, inflamatuar, kardiyovaskiiler, norodejeneratif, kronik dejeneratif
hastaliklarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) rolii ve antioksidanlarin bu durumlar
tizerindeki etkileri arastirilmakta ve biliylik oranda olumlu sonuglar alinmaktadir
(Arouma, 2003).

Antioksidan maddelerin antigenotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan
caligmalarda cogunlukla fenolik bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin dnemli
bir grubunu insan diyetinin 6nemli bir pargasi olan ve dogada oOzellikle bitkisel
tirlinlerde yaygin olarak bulunan tanenler olusturmaktadir.

Tanenler bitkilerin meyve, tohum, yaprak, kok gibi gesitli organlarinda bulunabilen
ve bitki gelisiminde rolii olan fenolik bilesiklerdir. Tanenlerin, antioksidan ve anti-
radikal aktivitelerine dayali antiinflamatuar, antikarsinojen, antiviral, antibakteriyel

ve antiparaziter etkileri vardir (Aydin ve Ustiin, 2007).



Tanen ailesinin bir iiyesi olan korilagin, Phyllanthus urinaria L., Lumnitzera
racemose, Canarium album L., Phyllanthus reticulatus gibi ¢esitli sifali bitkilerde
bulunmustur. Yapilan caligmalar korilaginin antioksidatif, antihipertansif, anti-
inflamatuar, antiaterojenik, antitiimdr, hepatoprotektif ve néroprotektif etkilere sahip
oldugunu gostermistir (Ding ve dig, 2017; Wang ve dig, 2014; Liu ve dig, 2017;
Ahang ve dig, 2017).

Bu tez ¢alismasinda korilaginin genotoksik ve ayrica kemoterapdtik bir ajan olan
mitomisin-C  (MMC) tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine olasi
antigenotoksik etkileri incelenmistir. Korilaginin genotoksik ve antigenotoksik
etkileri insan periferik kan hiicrelerinde mikrogekirdek ve kromozom aberasyon testi

kullanilarak arastirilmastir.

1.1 Literatiir Arastirmasi

1.1.1 Antigenotoksik ajanlar

"Mutajen" terimi, bir organizmanin genetik materyalinde degisiklikleri
indiikleyebilen kimyasal veya fiziksel maddeleri ifade etmektedir. Antimutajenler,
potansiyel olarak zararli kimyasallarin mutajenik etkilerini azaltabilen veya ortadan
kaldirabilen maddelerdir. Novick ve Szilard (1952), "antimutajen™ terimini ilk olarak
indiiklenmis veya kendiliginden olusan mutasyonlarin oranini veya sikligini azaltma
yetenegine sahip ajanlar i¢in kullanmiglardir. Bu ajan grubu, hem dogal hem de
sentetik bilesikleri igermektedir (Stoczynska ve dig, 2014). Antioksidan, antimutajen
ve antikarsinojenik maddelerin biyolojik kaynaklar: bitkilerdir.

Antimutajenler; desmutajenler ve biyoantimutajenler (ger¢ek antimutajenler) olarak
ikiye ayrilir. Hiicre disinda iglev goren desmutajenler, mutajenik ajanlart DNA'ya
ulagsmadan 6nce inaktive edebilirken, biyoantimutajenler hiicre i¢inde hareket eder ve
DNA hasarindan sonra mutasyon baskilamasina katilir. Bu bilesikler genom
onarimini ve replikasyonunu etkileyebilir (Kada ve Shimoi, 1987).

Genotoksisite, ¢esitli ajanlarin genetik materyale zarar verme yetenegidir. Genetik
materyalde indiiklenen hasar sadece DNA'y1r degil, ayn1 zamanda hiicre iginde
kromozomlarin islevselligi ve davramisiyla ilgili tiim hiicresel bilesenleri de igerir.
Genotoksik ajanlar etkilerine veya etki tarzlarina gére mutajenler, karsinojenler veya
teratojenler olarak siniflandirilabilir ve bu da ii¢ tiir islemle sonuglanir: mutajenez,

karsinojenez ve teratojenite (Izquierdo-Vega ve dig, 2017). "Genotoksisite" terimi,



mutajeniteden daha genis bir kavramdir ve bilesiklerin DNA yapisini veya hiicresel
aparatt ve genom biitiinliiglinden sorumlu olan topoizomerazlar1 etkileme
kapasitesini tanimlar. DNA {izerindeki genotoksik etkiler her zaman mutasyonlarla
ilgili degildir (Stoczynska ve dig, 2014). Antigenotoksik ajanlar, genotoksik ajanlarin
hiicrede neden olacagi hasar1 onleyen ya da hasar olustuktan sonra ortadan kaldiran
bilesiklerdir. Antigenotoksik ajanlar sayesinde saglikli bir bireyi mutasyondan
korumak ve kanserin olusumunu Onlemek igin; hiicre i¢i ve hiicre dis1 koruma

mekanizmalar1 harekete gecirilebilir. Tiimoriin biiyiimesi dnlenebilir.
Antigenotoksik ajanlarin etki mekanizmalar:

Hiicre disindaki etkileri

Mutajen alimini engelleme

Bagirsak florasinin modifikasyonu

Devre dis1 birakma

Koruyucu maddelerin emilimini artirma

Hiicre i¢indeki etkileri

— Engelleme ve koruma

— Hedef olmayan hiicrelerde yakalama ve detoksifikasyonun uyarilmasi
— Zardan madde gecisinin diizenlenmesi

— Detoksifikasyon metabolizmasinin diizenlenmesi

— DNA metabolizmasinin modiilasyonu ve onarimi

— Sinyal yollarinin diizenlenmesi

— Apoptozun uyarilmasi

— Genomik stabilitenin siirdiirtilmesi

1.1.2 Serbest radikaller

Serbest radikaller, ciftlenmemis elektron igeren molekiiller olarak tanimlanmaktadir.
Hiicrede baska molekiillerle elektron aligverisine girebilen bu molekiillere "oksidan
molekiiller" veya "reaktif oksijen partikiilleri (ROP)" de denilmektedir (Cavdar ve
dig, 1997; Halliwell 1991). Oldukga reaktif bir yapiya sahip olan serbest radikaller,
elektron agiklarini kapamak i¢in, diger molekiillerle tepkimeye girerek daha kararh

yapilar olustururlar (Reilly ve dig, 1991).



Organizmada farkli tiirlerde reaktif oksijen partikiilleri olusabilir (Cizelge 1.1). En
stk olusanlar lipid radikalleridir. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir
hidrojen eksilirse lipid radikali olusur. Olusan bu lipid radikali oksijen ile tepkimeye
girer ve lipid peroksi radikalini meydana getirir. Lipid peroksi radikali diger
lipidlerle zincir reaksiyonlarina girer ve lipid hidroperoksitler olusur. Lipid
radikaller, malondialdehit (MDA) gibi sitotoksik iiriinlere de doniisebilir (Kaur ve
Perkins, 1991).

Hidrojen peroksit (H202) hiicreler tizerinde bazi olumsuz fizyolojik etkiler
gosterebilir fakat yapisinda ciftlenmemis elektronu olmadigindan radikal olarak
isimlendirilemez. "Reaktif oksijen partikiilleri", radikaller ve H20. gibi radikal
olmayan molekiiller i¢in ortak olarak kullanilan bir terimdir (Mccord, 1993). Diisiik
miktarda hidrojen peroksit, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, karbonhidrat
metabolizmasi, mitokondri faaliyetleri, trombosit aktivasyonu gibi ¢esitli fizyolojik
siireclerin diizenlenmesinde rol oynar (Karabulut ve Giilay, 2016b). Yiiksek
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit; ortamda Fe™, Cu' gibi gecis metalleri
bulundugunda Fenton reaksiyonu ile ve siiperoksit radikalleri bulundugunda Haber-

Weiss reaksiyonu ile hidroksil radikalini (OH:) olusturur.

Cizelge 1.1 : Reaktif oksijen tiirleri (Cheeseman ve Slater, 1993; Darley-Usmar ve
Halliwell, 1996; Karabulut ve Giilay, 2016b; Uzlimliioglu, 2008).

Radikaller Nonradikaller

Stiperoksit (O2 ™ ") Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Hidroperoksil (HO2") Hipokloroz asit (HOCI)
Alkoksil (LO") Singlet oksijen (*O2)
Peroksil (ROO) Ozon (0s)

Tiyil radikali (LS") Hipobromoz asit (HOBr)

Nitrik oksit (NO)
Lipid peroksil (LOO)

Nitrik Oksit (NO), suda ¢oziiniirliigii diisiik olan lipofilik, renksiz, kokusuz toksik bir
gazdir. Molekiiler oksijen, stliperoksit radikalleri ve Fe, Cu, Co gibi transizyon
metalleri ile kolayca reaksiyona girer. Cizelge 1.2°de gosterildigi gibi oksijen
varliginda bir dizi nitrojen oksit olusabilir (Clansy ve Abramson, 1995; Henrotin ve

dig, 2003; Jang ve Murrell, 1998).



Cizelge 1.2 : Reaktif azot tiirleri (Karabulut ve Giilay, 2016b).

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit (NO) Nitrik asit (HNOy)
Nitrojen dioksit (NO>) Nitroksil katyonu (NO*)

Nitroksil anyonu (NO")
Dinitrojen tetraoksit (N204)
Dinitrojen trioksit (N2O3)
Peroksinitrit (ONOO")
Peroksinitrik asit (ONOOH)
Nitronyum katyonu (NO2*)
Nitril klorid (NO2CI)

Alkil peroksinitrit (ROONO)

1.1.2.1 Serbest radikallerin neden oldugu hasarlar:

* DNA tahribi,

* Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi,

* Enzim aktivitelerinde degisiklikler,

* Lipit peroksidasyonu, zar yapisit ve fonksiyonunun degismesi,

* Protein ve lipitle kovalent baglanmalarin meydana gelmesi,

* Mukopolisakkaritlerin yikimi,

* Protein denatilirasyonu ve turnover artisi,

* Zar proteinlerinin ve buna bagl olarak tagima sistemlerinin bozulmasi,

* Seroid ve yas pigmenti gibi maddelerin birikimi (Cross ve digerleri, 1987).

1.1.2.2 Serbest radikal kaynaklari

Serbest radikaller endojen ya da ekzojen kaynakhidirlar (Cizelge 1.3). Baslica
endojen kaynak mitokondride katalizlenen oksijendir. Mitokondri i¢ zarinda
yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiylik oranda indirgendigi zaman
mitokondriyal siiperoksit radikal iiretimi artar. ilaglar, agir metaller, radyasyon,

endiistriyel kimyasallar ise ekzojen kaynaklardir (Karabulut ve Giilay, 2016b).



Cizelge 1.3 : Serbest radikal kaynaklar1 (Karabulut ve Giilay, 2016b).

Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar

1. Mitokondride katalizlenen oksijen 1. UV 1sinlar, X 1s1nlari, gama ve
mikrodalga 1smnlar1

2. Notrofiller ve makrofajlar 2. Pigirme sirasinda organik bilesiklerin
yakilmast

3. Lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz 3. Orman yanginlari, volkanik faaliyetler
ve mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi

kaynaklar

4. Diiz kas hiicreleri, trombositler ve 4. Asbest, benzen, karbonmonoksit, ozon

aragidonik asit metabolizmasi gibi cesitli hava kirletici maddeler

5. Endoplazmik retikulumda sitokrom 5. Temizlik malzemeleri, boya, tiner,

sisteminde meydana gelen elektron parfiim ve bocek ilaglari gibi ¢esitli

kagaklar1 kimyasallar

6. Stres 6. Kloroform ve benzeri su kirletici
kimyasal maddeler

7. Immun sistem hiicreleri 7. Alkol ve sigara kullanimi, sigara ve

egzoz dumani

1.1.3 Oksidatif stres

Dengelenmemis serbest radikal saldiris1t ve buna bagli olarak hiicre zarmnin tahrip
olmasi, oksidatif stres olarak adlandirilir. Oksidatif stres; proteinlere, niikleik asitlere
ve hiicre zarina zarar verebilen siiperoksit anyon (O2™), peroksil (ROO"), hidroksil
(HO"), alkoksil radikali (LO") gibi reaktif oksijen tiirlerine maruz kalmadan
kaynaklanir (Sekil 1.1). Oksidatif stres, aerobik yasam tarzinin kaginilmaz bir yan
iriiniidiir ¢linkii  molekiiler oksijen elektron tasiyicilarint  kimyasal olarak
oksitlediginde O2- ve H202 olusur. Oksidatif stres; hiicrelerde metabolik
bozukluklara, doku hasarina, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol acabilen reaktif
oksijen ve azot tiirlerinin ¢ok fazla iiretilmesiyle tetiklenir. Yapilan arastirmalar,
reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu kiimiilatif hasarin ¢ok sayida hastaliga katkida

bulundugunu gostermektedir (Celik, 2009; Storz ve Imlayt,1999).
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Sekil 1.1 : Oksidatif hiicre hasarinin mekanizmalari.

Sekil 1.1°de (a) endojen oksidanlar tarafindan hiicre hasari siirecini gdstermektedir.
Molekiiler oksijen pasif olarak hiicrelere yayilir ve NADH dehidrojenaz II dahil
olmak iizere flavoproteinlerin dogrudan oksidasyonu ile O2" ve H2O2'ye
dontistiirtiliir. Paraquat (Pq) dahil olmak {izere redoks dongii ilaglari, elektronlarin
stilfit rediiktaz (SiRase) gibi redoks enzimlerinden oksijene transferini katalize
ederek bu oksijen tiirlerinin olusumunu hizlandirir. Oz demir-kiikiirt kiimelerini
oksidatif olarak yok eder. Serbest kalan demir, H2O> ile reaksiyona girerek hidroksil
radikali HO: olusturabilir ve bu da DNA'ya dogrudan zarar verir. (b) reaktif oksijen
ve nitrojen tiirlerinin fagositoz sirasinda hiicre hasarina katkisin1 géstermektedir. O2™
ve NO- fagolizozomal membranda sirasiyla NADPH oksidaz ve NO:- sentaz
tarafindan iretilir. NO-, akonitaz (Acn) ve sitokrom oksidazin fonksiyonunu inhibe
ettigi hiicreye pasif olarak yayilir. HOONO, Oz ve NO-'nun hiicre dis1 reaksiyonu ile
olusur. Hiicreye yayilir ve sisteinil kalintilarina ve demir siilfiir kiimelerine saldirir.
Sistein kalintilarini ve serbest demir ile birlikte DNA'y1 okside eder. Beyaz ok uglari,
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin kaynaklarini, siyah ok uglar1 ise nedensel hasari

gosterir (Storz ve Imlayt,1999).



1.1.4 Antioksidanlar

Serbest radikallerden kaynaklanan oksidasyonlar1 Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve etkisiz hale getirme 6zelligine sahip maddelere antioksidanlar adi1 verilir
(Eliot, 1999). Viicutta serbest radikal tiirlerinin olusmasin1 engelleyen, bu
maddelerden kaynaklanan hasarlar1 onleyen ve detoksifikasyonu saglayan savunma
sistemlerine ise antioksidan savunma sistemleri denilmektedir. Antioksidan
maddeler, serbest radikal olusumunu engelleyerek ya da var olan radikalleri
siipiirerek hiicrenin zarar gormesini Onleyen ve yapisinda genellikle fenolik
fonksiyonel gruplar bulunan molekiillerdir (Kahkdnen ve dig, 1999).

Antioksidanlar; serbest radikallerle bag kurarak bu molekiillerin hiicrelere zarar
vermelerini Onler. Yaglarin oksidasyonunu onler veya yavaslatirlar. Otooksidasyon

ya da peroksidasyonun ilerlemesini onlerler.

1.1.4.1 Antioksidanlarin etki mekanizmalari

Antioksidanlar 4 farkli sekilde etki gostermektedirler (Sekil 1.2) (Akkus, 1995;

Valko ve dig, 2007).

1- Toplayici etki: Antioksidanlarin serbest serbest radikalleri tutarak yeni ve daha
zayif molekiillere doniistiirmesi toplayici etkidir. Antioksidan enzimler bu sekilde
etki gostermektedir.

2- Baskilayict etki: Antioksidanlarin serbest radikaller ile reaksiyona girerek onlara
hidrojen aktarmasi ve bu yolla serbest radikallerin etkilerini azaltmasi veya
etkisiz hale getirmesidir. Vitaminler, antosiyaninler ve flavanoidler bu sekilde
etki gosteren antioksidan ¢esitlerindendir.

3 Zincir kirict etki: Antioksidanlarin serbest radikalleri kendilerine baglamasi ve
zincirlerini kirarak fonksiyonlarimi engellemesidir. Mineraller, hemoglobin ve
seruloplazmin bu sekilde etki gostermektedir.

4 Onarict etki: Serbest radikallerin DNA, lipit, protein gibi yapilarda meydana

getirdigi hasarin antioksidanlar tarafindan onarilmasidir.
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Sekil 1.2 : Antioksidanlarin hiicredeki etkileri (Engin, 2007).
1.1.4.2 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar sentetik ve dogal antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar (Cizelge
1.4).

Cizelge 1.4 : Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Akkus, 1995; Bayram ve dig, 2019).

Sentetik antioksidanlar Dogal antioksidanlar
Insan viicudunda Insan viicudunda
sentezlenenler sentezlenmeyenler
BHA (Biitillenmis hidroksianizol) Enzimatik antioksidanlar Karotenoidler
BHT (Biitillenmis hidroksitoluen) Enzimatik olmayan Antioksidan
antioksidanlar vitaminler
TBHQ (Tersiyer biitil Antioksidan
hidrokinon) mineraller
NDGA (Nordihidroguayaretik Polifenoller
asit)

PG (Propil Gallat)




Sentetik antioksidanlar

Yaglarin oksidasyon mekanizmalarinin anlasilmasinin  ardindan oksidasyonu
onlemek amaciyla dogal antioksidanlarin ¢esitli form ve tiirevleri ile dogal yapiyla
ilgisi olmayan yapay antioksidanlar laboratuvarda tiretilmeye baglamistir. 1940’11
yillardan beri ¢ok sayida yapay antioksidan g¢esidi sentezlenmis olmasima ragmen
giinimiizde bunlarin yalnizca bir kismi kullanilmaktadir. Gidalarda en yaygin
kullanilan sentetik antioksidan cesitleri; Butillenmis hidroksi anisol (BHA),
Butillenmis hidroksi toluen (BHT), Propil gallat (PG) ve Tersiyer butil hidrokinon
(TBHQ)’dur (Yesilbag, 2009).

Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, organizmada sentezlenen (endojen) ya da disaridan besinlerle
alman (ekzojen) molekiillerdir. Organizmada antioksidan sentezi yas ilerledik¢e
azalir. Bu azalmayla meydana gelen agigin, bitkisel antioksidanlarla kapatilabilecegi
disiiniilmektedir (Taner, 2005). Dogal antioksidanlar bitkinin biitiin kisimlarinda
bulunabilen fenolik ve polifenolik bilesiklerdir (Bayram ve dig, 2019).

Dogal antioksidanlar insan viicudunda sentezlenme durumuna gore siniflandirilir.
Insan viicudunda sentezlenebilenler; enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlardir (Cizelge 1.5). Insan viicudunda sentezlenemeyenler ise bitkisel bazi

organik bilesikler ve baz1 minerallerdir.

Cizelge 1.5 : Insan viicudunda sentezlenebilen dogal antioksidanlar.

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz Urik asit
Glutatyon peroksidaz Glutatyon
Glutatyon-S-Transferaz Transferrin
Glutatyon rediiktaz Seruloplazmin
Katalaz Melatonin

Albumin

Bilirubin

Koenzim Q10

a-Lipoik Asit
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Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz (SOD): SOD, ROT ve siiperoksit anyon radikallerine karsi en
etkili antioksidan molekiildiir. SOD, siiperoksit radikallerinin Oz molekiiliine
yiikseltgenmesini ve hidrojen peroksit molekiiliine indirgenmesini katalizler
(Aslankog ve dig, 2019).

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz, mitokondri ve sitozolde hidrojen
peroksidi suya parcalayan Onemli bir antioksidandir. Lipit peroksidasyonunun
kontroliinde kritik bir rol oynamaktadir (Aslanko¢ ve dig, 2019; Kasnak ve
Palamutoglu, 2015). Glutatyon peroksidaz, selenyum bulunduran dort protein alt
tinitesinden meydana gelir. Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu
(GSH) kullanarak H>O2’yi ve lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler gibi
organik hidroperoksitleri metabolize eder (Karabulut ve Giilay, 2016a).

Glutatyon-S-Transferaz (GST): Elektrofilik ve hidrofobik molekiillerin glutatyon ile
konjugasyonunu Kkatalizleyerek, daha kolay atilabilen ve daha az  toksik
molekiillere doniislimiinii saglayan antioksidan bir enzimdir. Merkaptiirik asit
biyosentezi reaksiyonlarina aracilik ederler (Tozkoparan ve Aytac, 2007; Orhan ve

Sahin, 1995).

Glutatyon Rediiktaz (GR): Hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyesinin korunmasini
saglayarak oksidatif hasarin onlenmesinde rol oynamaktadir. Glutatyon peroksidaz,

hidrojen peroksitin hiicredeki diizeyini azaltmaktan sorumludur (Meister, 1994).

Katalaz (CAT): Katalaz, dort protein alt iinitesinden olusur. Alt {initelerin her biri, bir
hem grubu ve bir NADPH molekiilii bulundurur. Mitokondri, peroksizom ve
endoplazmik retikulumda katalaz bulunurken, kloroplastta bulunmaz. Hidrojen
peroksit molekiiliniin, H>O ve O2’ye donilisimiinii katalize eder. Hidrojen
peroksitten hidroksil radikali olusumunu engelleyerek antioksidan etki gosterir.
Katalaz; eritrositlerde, karacigerde, iskelet kasi hiicrelerinde, kalp ve beyinde

bulunmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016a; Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Urik Asit: Metabolik bir atik olan iirik asit, yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda
kristalize olarak, bobrek taslari ve gut artritine neden olabilir. Urik asit, diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda, kanin toplam antioksidan kapasitesinin yaklasik

yarisini olusturur. Urik asit; hidroksil, singlet oksijen, siiperoksit gibi bircok serbest
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radikali etkisiz hale getirir ve geg¢is metallerini selatlar. Lipit peroksidasyonunu

engelleyerek de koruyucu gorev yapar (Karabulut ve Giilay, 2016a).

Glutatyon (GSH): Glutatyon; kataliz ve tasinma dahil birgok biyolojik siirecte gérev
alan, suda ¢oziinebilen bir tripeptiddir (Bannai, S., & Tateishi, N. 1986). Endojen bir
antioksidan olan GSH, serbest radikalleri noétralize ederek viicudu korur.
Ksenobiyotiklere ¢ok stk maruz kalan karaciger, bobrek ve bagirsak gibi organlarda
yiiksek yogunluklarda bulunur. Glutatyonun yaklasik %85-90°1 sitoplazmada ve geri
kalan1 mitokondri, c¢ekirdek, peroksizom ve endoplazmik retikulumda bulunur.
Glutatyonun sentezi sirasinda ilk olarak glutamin-sistein ligaz tarafindan glutamin ve
sistein baglanarak y-glutamilsistein olusturulur. Ardindan glutatyon sentetaz (GSS)
tarafindan, y-glutamilsisteine glisin baglanarak GSH molekiili meydana getirilir

(Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Karabulut ve Giilay, 2016a).

Transferrin: Transferrin serumda yiiksek yogunlukta, diger viicut sivilarinda diisiik
yogunlukta bulunur. Cogalmakta olan hiicrelere demir tasimaktan sorumludur
(Loeftler ve ark, 1995). Demir iyonlari, fenton reaksiyonlariyla hidrojen peroksitin
hidroksil radikallerine doniisiimiinii katalizlediginden, oksidatif stresin artisina neden
olur. Transferrin, serbest demir konsantrasyonunu diisiirerek oksidatif stresi azaltir ve
bu sekilde antioksidan etki gosterir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Karabulut ve
Giilay, 2016a).

Seruloplazmin: Seruloplazmin, viicutta gesitli organ ve dokularda sentezlenen 6nemli
bir antioksidan proteindir. Seruloplazmin, oksidaz aktivitesi sayesinde demir
metabolizmasinda ©6nemli rol oynar. Seruloplazmin bakira geri doniistimlii
baglanarak kandaki bakirin %95’ini tasir ve bakir metabolizmasinda 6nemli rol
oynar. Ayrica eritrositlerde bulunan doymamis yag asitlerini oksijen radikallerine
kars1 korur (Demir ve dig, 2002; Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Karabulut ve Giilay,
2016a).

Melatonin: Melatonin; epifiz bezinden, kemik iligi hiicrelerinden ve gastrointestinal
sistemden salgilanarak uyku, lireme gibi ¢esitli biyolojik islevlerin diizenlenmesinde
rol alan bir hormondur. Melatonin; serbest radikalleri detoksifiye eder, proteinleri,
lipitleri, ¢ekirdek DNA’sin1 ve mitokondriyel DNA’y1 serbest radikallerin zararli
etkilerinden korur (Yazict ve Kose, 2004; Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Karabulut
ve Giilay, 2016a).
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Albumin: Albumin viicut igerisinde sivi dagiliminda ve ozmotik basincin
diizenlenmesinde gorev alan bir protein oldugu i¢in birgok fizyolojik ve farmakolojik
oneme sahiptir. Albumin plazmada en ¢ok bulunan proteindir ve serbest radikalleri
tutma Ozelligi sayesinde giiglii bir antioksidan etkiye sahiptir (Kasnak ve
Palamutoglu, 2015; Karabulut ve Giilay, 2016a). Albiiminin bir¢ok antioksidan
aktivitesi, ligand baglama kapasitesinden kaynaklanir. Albiimin; metal iyonlari, yag
asitleri, ilaglar ve ayrica hormonlar gibi molekiilleri baglama kabiliyetiyle bilinir.

Alblimin yapisinin esnekligi, ligandlara kolayca uyum saglar (Roche ve dig, 2008).

Bilirubin:  Bilirubin, Omriinii dolduran alyuvarlarin pargalanmasi sirasinda
hemoglobinin yikimi sonucunda aciga ¢ikar. Kan yoluyla karacigere gelir ve burada
safranin yapisina katilir, ardindan diski ve idrar yoluyla viicuttan uzaklastirilir.
Bilirubin, peroksil radikalleri iizerinde gosterdigi zincir kirici etki sayesinde giiclii bir

antioksidandir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Karabulut ve Giilay, 2016a).

Koenzim Q10: Koenzim QI10; solunumda elektron tasima zincirinde gorev alan
elemanlardan biridir ve mikrozom, mitokondri gibi organellerin ve hiicre
membranlarinin bileseni olan lipofilik bir antioksidandir. Koenzim Q10 molekiiliiniin
kandaki derisimi yaslanma, stres ve cevresel faktorlere bagli olarak azalma
gosterir. Koenzim Q10, mitokondri i¢ zarinda bulunarak elektron tagima sistemine
katilir ve serbest radikal oksidasyonunu Onleyerek oksidatif stresi azaltici etki
gosterir (Glirkan ve Bozdag-Diindar, 2005). Koenzim Q10 serbest radikalleri
siipiirticti, lipit ve protein peroksidasyonunu baskilayict olarak antioksidan etki
gosterir. Indirgenmis formu olan ubikinol (CoQH2), elektron tasima sisteminde
elektron ile proton tasir ve lipofilik bir antioksidan olarak gorev yapar. Ubikinol,
oksidanlar1 elektron vererek oksidanlart nétralize eder, H2O> ve O~ gibi toksik
molekiillere kars1 etkin bir koruma saglayarak ¢ok giiclii bir antioksidan etki gosterir

(Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Karabulut ve Gtilay, 2016a).

a-Lipoik Asit (LA): Bu molekiil, Krebs dongiisiinde gorev yapan dehidrogenaz
enziminin kofaktoriidiir (Trattner ve ark, 2007). Diyette kolay emilebilen lipoik asit
ve indirgenmis formu olan dihidrolipoik asit (DHA), metalleri selatlayarak onlarin
olumsuz etkilerini azaltir ve serbest radikallere hem sulu hem de yagli ortamda
miidahale eder (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). o-Lipoik asit (LA); serbest
radikalleri siipiirerek antioksidan etki gosterir (Karabulut ve Giilay, 2016a).
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Insan viicudunda sentezlenmeyen antioksidanlar

Karotenoidler: Karotenoidler bitkilerde sar1, turuncu ve kirmizi renklerin olugsmasini
saglayan, suda erimeyen, genel olarak bitkisel yaglarda eriyen pigmentlerdir
(Cemeroglu ve Acar, 1986). Dogada en yaygin bulunan pigmentlerdir ve isimlerini
ilk kez izole edildikleri Dautus carrota (havug)’dan almislardir. Giiniimiizde
yaklasitk 600 c¢esidi bilinen karotenoidler; metillenmis, konjuge ¢ift baglar
bulunduran, doymamis alifatik zincir yapisinda molekiillerdir (Calimli, 2003).
Karotenoidler, lipoprotein molekiilleri ile taginirlar ve kalp hastalig1t riskinin
azaltilmasinda 6nemli fizyolojik etkiye sahiptirler (Palace ve ark, 1999). Antioksidan

kapasitesi en yiiksek olan karotenoidler; likopen, lutein ve [-karotendir.

Antioksidan vitaminler: E vitamininin, immiinokompetans, membran ve DNA
onarimina katkist ve oksidatif DNA hasarin1 azaltmasiyla karsinogenezin cesitli
evrelerinde Onemli rol oynayan zincir kirici 6nemli bir antioksidan oldugu
diistiniilmektedir (Kimmick ve dig., 1997). Suda ¢6ziiniir antioksidanlardan biri olan
C vitamininin, reaktif oksijen tiirlerini ndtralize ettigi ve oksidatif DNA hasarini1 ve
dolayisiyla genetik mutasyonlar1 azalttigi bildirilmistir. Uciincii dogal antioksidan
vitamin olan A vitamini, diisiik kismi oksijen basincinda dokularda peroksil

radikallerinin yakalanmasinda rol oynar (Frei, 1994).

Antioksidan mineraller: Cinko, bakir, selenyum, manganez gibi minerallerin toksik
etkileri oldugu gibi, diisilk dozlarda alindiklarinda antioksidan savunma sistemini
destekleyici ve antioksidan olarak etki yaptiklar1 gozlenmistir (Prasad ve dig., 2004;
Gaetke ve Chow, 2003; Burk, 2002; Coassin ve dig., 1992).

Polifenoller: Polifenoller, diyette en bol bulunan antioksidanlardir. Toplam diyet
alimlar1 1 g/giin kadar yiiksek olabilir ki bu, diger tiim fitokimyasal siniflarindan ve
bilinen diyet antioksidanlarindan ¢ok daha yiiksektir. C vitamini alimindan 10 kat, E
vitamini ve karotenoid alimindan 100 kat daha fazladir. Temel kaynaklari; meyveler
ve meyve sulari, cay, kahve ve kirmizi sarap gibi bitki kaynakli iceceklerdir.
Sebzeler, tahillar, ¢ikolata ve kuru baklagiller de toplam polifenol alimina katkida
bulunur (Scalbert, Johnson ve Saltmarsh, 2005). Mevcut kanitlar, polifenollerin
kardiyovaskiiler hastaliklarin, kanserlerin ve osteoporozun Onlenmesine olan
katkisini giiclii bir sekilde desteklemekte ve norodejeneratif hastaliklarin ve diabetes
mellitusun 6nlenmesinde 6nemli rol oynadiklarin1 géstermektedir (Scalbert ve dig,

2005). Polifenollerin yapisinda bir ya da daha fazla benzen halkas1 ve bunlara
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baglanmis birden fazla OH grubu bulunur. Polifenoller genellikle serbest halde
degildir ve ester ya da glikozit formda bulunurlar (Cimen ve dig, 2020). Polifenoller
stilbenler, flavonoidler, diferuloil metan, fenolik asitler ve tanenler olmak iizere bes

grupta incelenir (Sekil 1.3).

Tanenler kestane, mese, nar, liziim, sumak gibi bitkilerde bol miktarda bulunan,
kimyasal yapilar1 oldukg¢a farklilik gosteren ve suda ¢oziinebilen polifenollerdir.
Bitkilerin kok, meyve, yaprak, tohum ve kabuklarinda bulunan gevsek yapili buruk
tatta bilesiklerdir. Tanenler; kompleks tanenler, gallotanenler, kondense tanenler ve
elajitanenler olmak tizere dort grupta incelenirler (Ergezer ve Cam, 2008). Tanenler,
hidrolize olabilen ve hidrolize olmayan tanenler seklinde yapilarina gore de

gruplandirilabilirler ( Aydin ve Ustiin, 2006).

Elajitanenler  yliksek  molekiiler —agirlikli  suda  ¢oziiniir  bilesiklerdir.
Hekzahidroksifenik asit ve bir polioliin esterleridir. Asitler veya bazlara maruz
kaldiklarinda ester baglari kopar ve hekzahidroksidifenik asit suda ¢oziinmeyen
elajik asite doniisiir (Clifford ve Scalbert, 2000). Ellajitanenler; nar, ahududu, ¢ilek,
ceviz, findik, badem gibi meyveler ve kuruyemislerde bulunan biyoaktif polifenol

ailesidir (Heber, 2011).

Polifenoller

Izoflavonlar

> Diferuloil metan

Antosiyanidinler | Flavonoller

Flavonoidler

Antoksantinler'- Flavonlar

->{Fenolik asitlerk\, Hidroksibenzoik
\ asitler Flavanonlar

Hidroksisinnamik

asitler
Tanenler

Flavanoller

Sekil 1.3 : Polifenollerin siniflandirilmasi (Pandareesh ve dig, 2015).
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1.1.5 Korilagin

1.1.5.1 Korilaginin yapis1 ve genel ozellikleri

Korilagin (B-1-O-galoil-3,6- (R) -heksahidroksidifenoil-D-glikoz) ilk olarak 1951'de
Schmidt ve arkadaslari tarafindan Caesalpinia coriaria bitkisinden izole edilmistir.
Corilagin'in kimyasal formiilii C27H22018 seklindedir (Sekil 1.4) ve molekiiler agirlig
634.45 g/mol'diir. Korilagin; su, metanol, etanol, aseton ve dimetil siilfoksitte

(DMSO) kolayca ¢oziinen kirli beyaz bir asikiiler kristal tozdur (Li ve dig, 2018).

Korilagin 16 bitki familyasinda ve toplam 50 tiirde bulunmustur. Euphorbiaceae
familyasinda 20 tiirde, Geraniaceae familyasinda 10 tirde ve Combretaceae
familyasinda 7 tiirde bulunmaktadir (Cizelge 1.6). Bunlarin disinda Phyllanthus
niruri L., Phyllanthus emblica L., Phyllanthus urinaria L., Geranium sibiricum L. ve
Terminalia catappa L. tiirlerinde de korilagin bulundugu yapilan g¢alismalarla
belirlenmistir. Bitkilerin yapraklar, ¢icekler, meyveler ve tohumlar dahil olmak tizere
toprak tstli kisimlarindan izole edilmesinin daha kolay oldugu gézlemlenmistir (Li

ve dig, 2018).

Ho. OH HO  OH

O OH

~0 OH

OH
OH OH

Sekil 1.4 : Korilaginin yapis1 (Li ve dig, 2018).
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Cizelge 1.6 : Korilagin bulunduran bazi bitkiler ve organlari (Li ve dig, 2018).

Familya Bitki Organ
Euphorbiaceae Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. Yaprak
P. tenellus Roxb. Tiim bitki
P. emblica L. Meyve
P. muellerianus (Kuntze) Exell. Yaprak
P. niruri L. Yaprak
P. urinaria L. Yaprak
P. ussuriensis Rupr. et Maxim. Toprak {istii organlar
P. wightianus Miill. Arg. Tiim bitki

Geraniaceae

Combretaceae

Aceraceae
Sapindaceae

Asclepiadaceae
Burseraceae
Cunoniaceae
Leguminosae
Ericaceae
Guttiferae
Nymphaeaceae
Polygonaceae
Rutaceae
Saururaceae

Euphorbia longana Lam.

E. pekinensis Rupr.

E. prostrata Aiton

Acalypha hispida Burm.f.

A. wilkesiana Miill. Arg.

Alchornea glandulosa Poepp.
Excoecaria agallocha L.
Macaranga tanarius Miill Arg.
Mallotus japonicus Miill Arg.
Jatropha curcas L.

Sapium insigne (Royle) Benth.ex Hook.f.
Geranium bellum Rose

. carolinianum L.

. pyrenaicum Burm.f.

. potentillifolium DC.

. sibiricum L.

. thunbergii Siebold ex Lindl. & Paxton
. wilfordii Maxim.

Erodium cicutarium L'Hér. ex Aiton
E. stephanianum Willd. Aerial part
Pelargonium reniforme Spreng.

OO0 o

Terminalia arjuna (Roxb. ex DC.) Wight & Arn.

T. bellirica (Gaertn.) Roxb.

T. catappa L.

T. chebula Retz.

T. citrina (Gaertn.) Roxb.

T. macroptera Guill. & Perr.
Lumnitzera racemosa Willd.

Acer amoenum Carriére

A. nikoense (Mig.) Maxim.
Dimocarpus longan Lour.

Nephelium lappaceum L.

Cynanchum paniculatum (bunge) kitagawa
Canarium album L.

Cunonia macrophylla Brongn. & Gris
Caesalpinia coriaria (Jacg.) Willd.
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng.
Caraipa densifolia Mart.

Nymphaea stellata Willd.

Polygonum chinense L.

Zanthoxylum piperitum (L.) DC.
Saururus chinensis (Lour.) Bail.

Tohum kabugu
Toprak {istii organlar
Tiim bitki

Yaprak

Yaprak

Yaprak

Tiim bitki

Yaprak

Yaprak

Yaprak

Yaprak

Toprak {istii organlar
Toprak {istii organlar
Toprak {istii organlar
Toprak {istii organlar
Toprak {istii organlar
Tiim bitki

Tiim bitki

Toprak {istii organlar
Toprak {istii organlar
Toprak {istii organlar
Meyve kabugu
Meyve

Yaprak

Meyve kabugu
Meyve kabugu
Yaprak

Yaprak

Yaprak

Yaprak

Meyve kabugu
Meyve kabugu

Tiim bitki

Meyve

Yaprak

Tiim bitki

Tomurcuk

Meyve

Cicek

Toprak iistii organlar
Meyve

Toprak iistii organlar
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1.1.5.2 Korilaginin biyoaktivitesi

Korilaginin bulunan ilk biyoaktivitesi, RNA tiimor viriislerinin ters transkriptaz
aktivitesini inhibe etmesidir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda korilaginin antitiimor,
antihipertansif, antimikrobiyal, antioksidan, hepatoprotektif, antiinflamatuvar
aktiviteler dahil olmak {izere ¢esitli farmakolojik 6zellikleri oldugu ve tip II diyabet
hastaliginin kontrol altina alinmasinda etkili oldugu gozlemlenmistir (Li ve dig,
2018).

Elajitanenlerden biri olan korilagin, glikoz i¢ceren dogal bir iirlindiir (Yamada ve dig,
2008). P. amarus, P. urinaria L., L. racemose, C. album L., P. reticulatus ve G.
carolinianum'dan ekstrakte edilen bir polifenol olan korilagin, antioksidan ve anti-
inflamatuar 6zellikler gibi cesitli biyolojik 6zelliklere sahiptir. Yapilan caligmalar,
korilaginin proinflamatuar sitokinlerin olusumunu engelledigini ve ROT iiretimini,
serbest radikal olusumunu ve in vitro lipid peroksidasyonunu azalttigini ortaya
koymustur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, anti-hiperaljezi, anti-fibroz, antiviral,
antihipertansif, anti-enflamatuar, hepatoprotektif, antioksidan ve anti-timor
aktiviteleri gibi korilaginin ¢esitli farmakolojik aktiviteleri de rapor edilmistir.
Korilaginin in vivo ila¢ metabolizmas1 sadece zayif farmakokinetik modellere yol
acmakla kalmaz, ayn1 zamanda bilesiklerin etkinligine ve giivenligine de biiytlik katki
saglar. Ayrica metabolit profili, ilaclarin etkinligini, gilivenligini ve daha da
gelistirilmesini agiklamada 6nemli bir rol oynamaktadir (Lv ve dig, 2019; Yisimayili

ve dig, 2019).

Ozellikle son yillarda korilaginin biyolojik aktivitesi ile ilgili cok ¢esitli arastirmalar

oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Liu ve dig. (2020), yaptiklar bir ¢alismada, insan laringeal karsinoma hiicre hatlar
Hep-2, TU212 ve HBE ile 4-5 haftalik atimik c¢iplak fareler kullanmislar ve
korilaginin  laringeal kanser hiicrelerinin  ¢ogalmas1 {izerindeki etkisini
incelemislerdir. Oncelikle farelere Hep-2 hiicrelerini enjekte edip tiimér olusumunu
saglamis, ardindan fareleri 3 gruba ayirip ii¢ giinde bir 0, 15 ve 30 mg/kg korilagin
uygulamislar ve 3 gilinde bir tiimorlerin hacmini dlgmiislerdir. Calismalarindan elde
ettikleri bulgulardan yola ¢ikarak korilaginin, mitokondriyal apoptotik ve

endoplazmik retikulum stres sinyal yollarini aktive ederek, ayrica Akt ve STAT3
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yollarini inhibe ederek insanda girtlak kanserini dnleme potansiyeline sahip oldugu

sonucuna varmiglardir.

Luan ve dig. (2019), korilaginin PARP inhibitér direnci tiizerindeki etkisini
incelemek icin PARPi duyarli ve direngli bir ¢ift hiicre hatti kullanmislardir. Elde
ettikleri bulgularla korilaginin DNA onarim fonksiyonu olmadigi ve PARPi ile
birlikte uygulandiginda yumurtalik kanseri hiicre modelinde sinerjist sitotoksik etki
yarattig1 sonucuna ulagmiglardir. Korilagin normal hiicreler iizerinde ¢ok az toksik
etkiye sahip oldugu i¢in, PARPi ile birlikte yumurtalik kanseri tedavisinde

kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Zhou ve dig. (2019), korilaginin miR-21 diizenlemeli hepatik fibréz sinyal yolu
tizerindeki etkisini incelemek i¢in, insan hepatik stellat hiicre hatt1 LX2 ve 30 tane
180-220 g agirhiginda erkek Sprague—Dawley sigan kullanmiglardir. Hiicre hatlarina
25, 50 ve 100 pg/ml ve siganlara 15 mg/kg, 30 mg/kg ve 60 mg/kg korilagin
uygulamiglardir. Elde ettikleri bulgulardan, korilaginin TGF-B1/Smad sinyal yoluna

miidahale ederek antifibrojenik 6zelliklere sahip oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Lv ve dig. (2019), korilaginin asetaminofen kaynakli hepatoksisite {lizerindeki
etkisini incelemek amaciyla HepG2 hiicre hatlarina 6 saat siireyle 7.5, 15 ve 30 mM,
6-8 haftalik 18-22 g agirhiginda erkek yabani tip farelere 15, 30 ve 60 mg/kg
korilagin uygulamiglardir. Caligmalar1 sonucunda asetaminofen nedeniyle olusan

karaciger hasarina kars1 korilaginin koruyucu etkisi oldugunu gézlemlemislerdir.

Xu ve dig. (2019), korilaginin mide kanser hiicreleri {izerindeki etkisini incelemek
icin SGC7901 ve BGC823 insan mide kanser hiicresi hatlarina 24 saat siireyle 10, 20,
30, 40 ve 50 uM korilagin uygulamislardir. Caligmalarindan elde ettikleri
bulgulardan yola c¢ikarak, korilaginin mide kanser hiicreleri lizerinde otofaji etkisi
oldugunu ve bu etkisiyle beraber hiicrelerde biiyiimeyi baskiladigi sonucuna

ulagmiglardir.

Li ve dig. (2019), korilaginin Herpes simpleks ensefalitine kars1 bagisiklik tepkisi
tizerindeki etkisini incelemek icin 3 haftalik 11-13 g agirligindaki Balb/c farelerine
ginlik 40 mg/kg korilagin uygulamiglardir. Calismalar1 sonucunda Kkorilaginin,
TLR3 sinyal yolunu inhibe ederek ve inflamatuar sitokinlerin salimini azaltilarak

inflamatuar yanit1 hafifletebildigi sonucuna ulagsmislardir.
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Nandini ve dig. (2019) korilaginin hiperglisemi, hiperlipidemi ve oksidatif stres
tizerindeki etkisini incelemek i¢in streptozotosin araciligi ile diyabet olusturulan 180-
210 g agirhginda Wistar sicanlara 10 ve 20 mg/kg korilagin uygulamiglardir.
Korilagin tedavisinin, diyabetik sicanlarda hiperglisemi, hiperlipidemi ve oksidatif
stresi  iyilestirdigi ve bu bilesigin antidiyabetik aktivitesinin, [-hiicresi
stimiilasyonuna ek olarak iskelet kasi tarafindan artan periferik glikoz kullanimindan

kaynaklanabilecegi sonucuna ulagsmiglardir.

Yisimayli ve dig. (2019), yaptiklar1 bir ¢alismada korilaginin metabolik profilini
analiz etmislerdir. Bu amagcla, sican karaciger mikrozomlar1 ve 36 tane 220 gram
agirliginda erkek Sprague-Dawley sican kullanmiglardir. Siganlara 250 mg/kg,
mikrozomlara 100 4M korilagin uygulamislardir. Calismalart sonucunda, korilaginin
sicanlarda sadece metabolizmaya maruz kalmadigini, aynm1 zamanda EA, GA, M3
metabolitlerini ve ayrica in vitro sican bagirsak mikroflorast ve karaciger
mikrozomlarin1 olusturmak i¢in hidrolize maruz kaldigin1 goézlemlemislerdir.
Korilaginin metabolik yollarinin hidroliz, indirgeme, metilasyon, glikozilasyon,

glukuronidasyon ve stilfatlamay1 igerdigi sonucuna ulagsmislardir.

Zhang ve dig. (2019), korilaginin alkolsliz yaghh karaciger hastaligi tizerindeki
etkisini incelemislerdir. Bu amagla AML12 hepatositlere 24, 48 ve 72 saat siireyle
2.5, 5, 10, 20 ve 40 mM; alt1 haftalik erkek C57BL6 farelere 48 saat aralikla giinde
20 mg/kg korilagin uygulamislardir. Calismalar1 sonucunda korilaginin oksidatif
stresi azaltarak, otofajik akiyr geri ylikleyerek ve mitokondriyal fonksiyonu

tyilestirerek lipit birikimini hafifletme etkisi oldugunu gézlemlemislerdir.

Tong ve dig. (2018) tiimorsiiz meme epiteli ve meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7,
SK-BR 3 ve MDA-MB-231) kullanmig ve 40, 60, 80 pmol/L korilagin
uygulamislardir. Calisma sonucunda korilaginin, reaktif oksijen tiirlerine bagh
apoptoz ve otofaji yoluyla meme kanseri biiyiimesini inhibe ettigini

gbzlemlemislerdir.

Zhao ve dig. (2018), RAW264.7 hiicre hatt1 ve alt1 haftalik spesifik patojensiz Balb /
c erkek fareler (18-22 g) ile yaptiklar1 ¢calismada, korilaginin sistozom yumurtasindan
kaynaklanan hepatik fibrozis iizerindeki etkisini incelemislerdir. Yaptiklari testler
sonucunda 100 pg/ml korilagin uygulanan hiicrelerin canliliginin yaklasik % 80

oldugunu goérmiis ve RAW264.7 hiicre hattina 25 pg/ml, 50 pg/ml, ve 100 pug/ml
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korilagin uygulamiglardir. Farelere {i¢ hafta boyunca giinde 20, 40, ve 80 mg/kg
korilagin vermis ve korilaginin, hepatik makrofajlarda 1L4/IL13/Stat6 sinyal yolu
vasitastyla sistozom yumurtasindan kaynaklanan karaciger fibrozisini inhibe ettigini

gozlemislerdir.

Deng ve dig. (2018), korilaginin hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde apoptoz
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in ti¢ farkli HCC hiicre hatti (SMMC-7721, Bel-
17402 ve MHCC97-H) kullanmislardir. Hiicrelere uyguladiklar1 korilagin dozlari;
6.25, 12.5, 25, 50, 75 ve 100 uM seklindedir ve galisma sonucunda korilaginin, HCC
hiicre hatlarinda apoptozu mitokondriyal apoptotik yolla ve reseptorler araciligiyla

indiikledigini gézlemislerdir.

Yu ve dig. (2018), korilaginin kronik epilepsi lizerindeki etkisini arastirmak i¢in 200-
250 g agirh@indaki alti haftalik erkek Wistar sicanlari kullanmis ve siganlara 10
mg/kg ve 20 mg/kg korilagin uygulamislardir. Calisma sonucunda, korilaginin
sicanlarda nobet sikligin1  azalttigint  ve Dbiligsel fonksiyonu gelistirdigini

gozlemislerdir.

Zhou ve dig. (2018), korilaginin anti-alerjik etkisini arastirmak i¢in 12 Dunkin
Hartley kobay faresi (320-400 g), 12 Isvigre albino faresi (20-25 @), 12 Sprague
Dawley sican1 (180-200 g) kullanmis ve deney hayvanlarini 6 gruba ayirip oral yolla
10, 20 ve 40 mg/kg korilagin uygulamislardir. Calisma sonucunda korilaginin mast
hiicrelerinin degraniilasyonunu inhibe ederek alerji ve anafilaktik reaksiyonu

azalttigin1 gozlemislerdir.

Ding ve dig. (2017), sican serebral iskemisinde korilaginin antioksidan ve pro-
anjiyojenik etkilerini incelemek igin 280-320 g agirhigindaki Sprague-Dawley
sicanlarina 10, 30 and 70 mg/kg korilagin uygulamis ve korilaginin beyin iskemik

hasarina kars1 noroprotektif etkilere sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

Attar ve dig. (2017), korilaginin SKOV3 yumurtalik kanseri hiicre hattinda apoptotik
ve genomik etkisini incelemek i¢in HTB77 hiicre kiiltiirlerine 5, 10, 25, 50 ve 100
uM korilagin uygulamis ve ¢alisma sonucunda, korilaginin epitelyal over kanseri i¢in
yeni bir tedavi segene8i olarak kullanilacak potansiyele sahip olabilecegini

gbzlemlemislerdir.

Reddy ve dig. (2018), HCV replikonu bulunan hepatom hiicre hatti (Rep2a) ve
Huh7.5 hiicre hattiyla yaptiklart calismada hiicre kiiltiirlerine 10, 20, 30, 50, 100, 150

21



ve 200 uM korilagin uygulamis ve korilaginin HCV replikasyonunu bloke ettigini ve

ayrica oksidatif stresi modiile ettigini gdzlemlemislerdir.

Guo ve dig. (2017), erkek Sprague-Dawley sicanlar (250-300g) ile yaptiklar
calismada korilaginin akut akciger hasari1 {izerindeki etkisini incelemek amaciyla
sicanlara 20 ve 40 mg/ml korilagin uygulamis ve calisma sonucunda korilaginin
oksidatif stresi ve anti-apoptotik aktiviteyi azaltarak akciger hasarini azalttigini

gozlemlemislerdir.

Gu ve dig. (2016), sekiz haftalik atimik ¢iplak fareler ve QBC9939, MZ-Cha-1
kanser hattiyla yaptiklar1 ¢alismada, farelere intraperitoneal yolla 20 mg/kg, hiicre
kiiltiirlerine ise 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 umol korilagin uygulamis ve
calisgma sonucunda korilaginin Notch sinyal yolu yoluyla kolanjiokarsinom

ilerlemesini baskiladigin1 gézlemlemislerdir.

Muresan ve dig. (2015), Calu-3 hiicre hattina 10 uM korilagin uygulayarak yaptiklar
calisma sonucunda sigara dumaninin neden oldugu akciger epitel hiicrelerindeki

hiicresel baglant1 kaybinin korilagin tarafindan zayiflatildigini gézlemlemislerdir.

Jia ve dig. (2013), insan yumurtalik kanseri hiicre hatlari SKOv3ip ve Hey ile
yaptiklar1 ¢alismada hiicre kiiltiirlerine 20 ve 40 uM korilagin uygulamis ve ¢alisma
sonucunda korilaginin yumurtalik kanseri hiicrelerinin biiylimesine karsi etkili bir

terapotik madde oldugunu gozlemlemislerdir.

Renciizogullar1 (2018), A549 Hiicre hatt1 ile yaptig1 calismada, hiicrelere 5, 10, 25 ve
50 uM korilagin uygulamis ve korilaginin akciger kanser hiicreleri iizerinde

antitiimoral etkiye sahip oldugunu gézlemlemistir.

Hwang ve dig. (2020), yaptiklar1 bir ¢alismada insan kolon karsinomu SNU-C2A
hiicreleri, prostat karsinomu DU145 hiicreleri, gogiis karsinomu MCF-7 hiicreleri,
normal prostat RWPE-1 hiicreleri ve normal gogiis MCF-10A hiicrelerine 5, 10, 20,
30 ve 50 um korilagin uygulamislardir. Caligmalar1 sonucunda korilaginin WNT/-
katenin sinyal yolu ve TGFp ile indiiklenen EMT siireci iizerinde potansiyel etkileri
oldugunu belirlemislerdir. Korilaginin mezenkimal belirteclerin  diizeylerini
azalttigin1 ve epitelyal belirteclerin diizeylerini artirdigini, ayrica EMT giidiimlii
sinyallerin bloke olmasina neden olarak hiicre istilasin1 ve metastazi inhibe ettigini,

TGF ile uyarilan timor hiicrelerinde Wnt/-katenin sinyal zincirini iptal ettigini
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gozlemlemislerdir. Korilaginin anti-metastatik potansiyelini uygun klinik Oncesi

modellerde degerlendirmek i¢in ek deneyler gerekli oldugunu belirtmislerdir.

Li ve dig. (2020), yaptiklar1 bir ¢calismada kemik iliginden tiiretilmis mezenkimal kok
hiicrelere 0.25 ve 0.50 mM dozlarinda korilagin uygulamis ve ferroptoz iizerindeki
etkisini incelemislerdir. Korilaginin, tasidigi kovalent kopriiler sayesinde kok
hiicrelerdeki demir selasyonunu, dogrudan etki ya da radikal siipliriicii etkisiyle
Onleyebildigi ve bu hususta 1,3,6-tri-O-galoil-B-D-glikopiranoz molekiiliinden daha

istiin oldugunu gozlemlemislerdir.

Liu ve dig. (2020), C57BL/6 farelere 1, 5, 10 ve 20 mg/kg dozlarinda korilagin
uygulamis ve asetaminofenin olusturdugu hepatotoksisiteye kars1 etkisini
incelemislerdir. Elde ettikleri bulgular sonucunda, korilaginin ERK / JNK MAPK ve
NF-kB sinyal yollarin1 baskilayarak antienflamatuar ve antioksidasyon aktiviteleri
sayesinde asetaminofen kaynakli hepatoksisiteye karst koruyucu etki gosterdigini

bildirmislerdir.

Liu ve dig. (2020), yaptiklar1 bir diger calismada C57BL/6 farelerden izole ettikleri
kemik iligi makrofaj hiicrelerine 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 5 umol/L dozlarinda,

MC3T3-El hiicrelerine 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 50 pmol/L dozlarinda, yirmi sekiz
haftalik disi C57BL/6 farelere 4 mg/kg ve 20 mg/kg dozlarinda korilagin
uygulamiglar ve RANKL kaynakli osteoklastogenez ve NF-kB ve PI3K/AKT sinyal
yolaklar1 yoluyla 6strojen eksikligine bagli kemik kaybi iizerindeki etkisini
incelemislerdir. Elde ettikleri bulgular, korilaginin NF - kB ve PI3K /AKT yollarimi
bozarak RANKL ile indiiklenen osteoklastogenezi inhibe ettigi, in vivo osteoporotik
kemik kaybini Onledigi ve korilaginin osteoporoz tedavisi i¢in umut vaat ettigini

gostermistir.

Kinoshita ve dig. (2007), korilaginin antioksidan ve hepatoprotektif etkilerini
incelemek i¢in erkek Sprague — Dawley siganlarina (300-350 g) 1 mg/kg korilagin
uygulamislar ve korilaginin, oksidatif stres ve apoptozu baskilayarak karaciger

hasarina kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu sonucuna ulagmislardir.

Tiim bu veriler dogrultusunda korilaginin pek ¢ok biyolojik aktivitesinin oldugu
goriilmiis, bu tez galismasinda da korilaginin insan periferal kan lenfositlerinde

genotoksik ve antitlimoral bir ajan olan, hiicrelerde genetik hasara yol ac¢tig1 bilinen
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mitomisin-C’ye kars1 antigenotoksik bir etki gosterip gostermeyeceginin tespit

edilmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; asetik asit (Glasiyel, %99) (Sigma),
disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na2HPO4.2H20) (Merck), potasyum dihidrojen fosfat
(KH2POy), etil alkol (etanol) (Sigma), formaldehit (Tekkim), giemsa boyast (Merck),
kromozom besiyeri (Merck), metil alkol (Metanol) (%99) (Sigma), nitrik asit (HNO3)
(VWR), potasyum kloriir (KCI) (isolab), sitokalasin B (Sigma), kolkisin (Sigma), dimetil
sulfoksit (DMSQ) (Merck) ve korilagindir (Sigma).

Korilagin

Literatiirdeki veriler dogrultusunda, hiicre canlilig1 ve biyolojik aktivite acisindan,
korilaginin hiicre kiiltiiriinde artan konsantrasyonlarda 100 pg/ml kadar
kullanilmasmin uygun oldugu belirlenmistir. 10, 25, 50, 100 pg/ml korilagin
konsantrasyonlar1 etanol- steril distile su (1:4) karistminda hazirlanmis insan lenfosit
kiltlirlerine uygulanarak hem genotoksik hem de MMC’ye karst antigenotoksik
etkilerinin incelenmesi amaciyla mikrogekirdek testi ve kromozom anormallikleri

testi protokolleri takip edilmistir.

2.2 Hazirlanan Cozeltiler

Sitokalasin-B ¢o6zeltisi 5 mg’lik toz halindeki stoktan DMSO iginde ¢oziilerek
hazirlanmig ve -20°C’de saklanmistir. Bu stoktan 50 pl besi ortamina ekilerek son

hacminin 6 pg/ml olmasi saglanmistir.

Mitomisin-C ¢ozeltisi i¢in toz halindeki MMC distile su iginde ¢oziilerek 200 pg/ml
ana stok hazirlanmigtir. Bu ana stoktan 1/10 oraninda seyreltilerek 20 pg/ml ara stok
hazirlanmis ve kiiltiirlere eklenen miktar ile son konsantasyonun 0,2 pg/ml olmasi

saglanmstir.
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Nitrik asit (HNO3) ¢ozeltisi i¢in % 65°lik nitrik asitten 68,75 ml alinmig, son hacim
distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 1N ¢ozelti hazirlanmistir. Koyu renk sisede,

oda sicakliginda saklanmastir.

Hipotonik potasyum kloriir (KCl1) ¢ozeltisi; 1,397 g potasyum kloriir 250 ml distile

suda ¢oziilerek hazirlanmis, 4°C’de (buzdolabinda) saklanmaistir.

Fiksasyonda kullanilmak iizere 3:1 oraninda metanol-glasiyel asetik asit karisimi taze

olarak hazirlanmistir.

Giemsa boyasi i¢in 11,34 g mono potasyum fosfat (KH2PO4) 250 ml distile suda
¢oziilerek tampon A (pH:4,8) ve 7,37 g NaHPO4.2H.O 250 ml distile suda
coziilerek tampon B hazirlanmistir (pH:9.3). 10 ml tampon A, 10 ml tampon B, 10
ml giemsa boyasi ve 170 ml distile su karistirtlarak % 5’lik 200 ml Giemsa boyast
hazirlanmistir. Cozeltinin pH degeri 6,8’e¢ ayarlanmistir. Boyamalar sirasinda

whatmann no 1 filtre kagidindan siiziilerek kullanilmistir.

Korilagin 250 pl etanol ve 1750 pl distile suda ¢oziilerek 0,0058 g/2 ml ¢ozelti
hazirlanmigstir. 100 pg/ml i¢in 100 pl besiyerine ekilmistir.

2.3 Mikrocekirdek Yontemi

Mikrogekirdekler, bir asirdan daha uzun bir siire 6nce eritrositlerin sitoplazmasinda
tanimlanmis ve 1800'lerin sonlarinda ve 1900'lerin baslarinda Howell tarafindan
"niikleer materyalin parcas1" olarak adlandirilmistir. Bu yapilar hematologlar
tarafindan "Howell-Jolly cisimleri" olarak bilinir. Benzer yapilar diger hiicre
tirlerinde de tanimlanmis ve "cekirdek pargaciklar1" veya "mikroniiklei" olarak
adlandirilmigtir. Bu mikrogekirdekler, hiicrelerin radyasyona maruz kalmasindan
sonra tutarli bir sekilde bulunmus ve bunlarin, mitozun ge¢ asamalarinda iki yavru
¢ekirdekten kopmus pargalardan kaynaklandigi varsayilmistir (Kirsch-Volders ve
dig, 2003).

Mikrogekirdekler, boliinmekte olan hiicrelerde sentromerlerden yoksun kromozom
kirilmalar1 (merkezi parcalar) ve/veya mitoz sirasinda kutuplara ¢ekilemeyen tam
kromozomlar igeren parcaciklardir. Telofazda, kromozomlarin ve pargaciklarin
etrafinda bir niikleer zarf olusur. Daha sonra, hiicredeki ana ¢ekirdeklerden daha
kiigiik olan ve c¢ekirdegin interfazdaki haline benzeyen mikrogekirdekler olusur

(Sekil 2.1).
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(a)
‘98
(b) T
‘18

Sekil 2.1 : Mikrogekirdek olusumu a) Anafazdaki tam kromozomlardan ve
kromozom parcaciklarindan mikrogekirdek olusumu b) Niikleoplazmik bir kopriiniin
olusumu (Fenech, 2000).

Korilaginin DNA hasar iizerindeki etkisinin mikrocekirdek yontemiyle incelenmesi
amaciyla insan periferal kan lenfosit kiiltiirleri hazirlanmistir. Lenfosit kiiltiirlerinin
hazirlamasi i¢in kullanilacak kan Ornekleri; sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan,
herhangi bir saglik problemi ve genotoksik ajanlara maruz kalma G6ykiisii olmayan 3
dondrden temin edilmistir. Kan ornekleri saglikli goniilliilerden biyolojik materyal
elde etmek amaciyla kullanilmistir ve herhangi bir girisimsel klinik uygulama s6z
konusu degildir. Bu asama icin tez projesi hazirlamirken Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kuruluna bagvuru yapilmis, etik kurul izin belgesi (2019-11/17)
alimmistir (Ek A). Kan ornekleri Bursa Teknik Universitesi Saghk Kiiltiir Daire

Bagkanlig1 revirinde heparinli tiipler igerisine alinarak laboratuvara getirilmistir.

Donorlerden heparinli tiipler icerisine alinan periferik kanin 0,25 ml’si, biyolojik
emniyet kabini icerisinde steril sartlarda, 2,5 ml’lik kromozom ortami1 bulunan
tiiplere ekilmistir. Daha sonra tiipler 37°C’deki etiive 45° egik olacak sekilde
yerlestirilerek inkiibasyona birakilmigtir. Kiiltiirdeki hiicrelerin toplam inkiibasyon

stiresi 72 saat (3 hiicre boliinmesi) olacak sekilde takip edilmistir.

Korilagin ve MMC Kkiiltiir baglangicindan 24 saat sonra besiyerine eklenerek kiiltiir
ortaminda 48 saat kalmasi1 saglanmistir. Kiiltiir siiresince tiipler sabah aksam yavasca

altiist edilerek calkalanmustir.
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Kiiltiirin 44. saatinde sitokinezi bloke etmek icin tiim tiiplere 50 pl sitokalasin-B
eklenmistir. Ardindan tiipler folyo ile sarilarak 1sik almasi engellenmistir. 72. saatin
sonunda kiiltiir sonlandirilmistir. Tiipler 10 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij
edilip, iistte kalan siipernatant bir pastor pipeti yardimiyla dip kisimdaki hiicreleri
kaldirmamaya dikkat edilerek atilmistir. Tiiplerde kalan 0,5-0,7 ml’lik kisim vorteks
kullanilarak homojenize edilmis ve ardindan tiiplere buzdolabinda bekletilmis olan
0,075 M KCI hipotonik ¢ozeltisinden 5 ml yavas bir sekilde, damla damla vortekste

karistirilarak eklenmis, sonra 5 dakika siireyle buzdolabinda bekletilmistir.

Tiipler buzdolabindan ¢ikarilmis, 10 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij edilmis,
siipernatant atildiktan sonra, 1. fiksatif asamasina gecilmistir. Tiiplere, 3:1
metanol:asetik asitten hazirlanmis soguk fiksatiften 5’er ml ilave edilmis ve
buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir. Fiksasyon iglemi 3 defa uygulanmistir. Birinci
fiksatifin ardindan ayni islem iki kez daha uygulanmig ve her fiksatiften sonra tiipler
5 dakika buzdolabinda bekletilmistir. 3. fiksatife son konsantrasyonu %1 olacak

sekilde formaldehit ilave edilmistir.

Son santrifiij isleminin ardindan tiiplerdeki siipernatant uzaklastirilmis, kalan hiicre
coOzeltisi pipetle yavas yavas homojenize edilmistir. IN HNOz3’te temizlendikten
sonra buzdolabinda %70 etil alkolde bekletilmis ve ardindan kurulanarak hazirlanmis
lamlar lizerine 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara hiicre ¢ozeltisinden birer damla
damlatilarak yayilmasi saglanmistir. Hazirlanan preparatlar, kurumasi i¢in 24 saat

oda sicakliginda toz olmayacak bir yerde birakilmistir.

Kurumus olan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanan ’lik Giemsa (pH=6,8)
boyas1 ile 15 dakika boyanmistir. Boyadan cikarilan preparatlar, fazla boyanin
uzaklastirilmasi i¢in ii¢ ayr1 kaptaki saf sudan gegirilerek yikanmis ve dik bir sekilde

kurumaya birakilmistir.

Bu islemler 3 farkli dondrden alinan kan oOrnekleriyle tekrarli olarak yapilmistir.
Negatif kontrol grubunda MMC ya da korilagin bulunmazken, pozitif konrol grubuna
0,2 pg/ml MMC eklenmistir. 4 farkli 6rnege 10, 25, 50, 100 pg/ml korilagin

eklenmis, kalan 4 6rnege de 0,2 pg/ml MMC ve 10, 25, 50, 100 pg/ml korilagin es
zamanli olarak eklenmistir. Her Ornekten 2 adet preperat hazirlanmis ve her
donorden 1000, toplam 3000 biniikleat hiicre mikrogekirdek frekansini belirlemek

tizere 151k mikroskobunda sayilmistir.
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Mikrogekirdek frekansinin  hesaplanabilmesi i¢in sitokinezi blok metodu
kullanilmistir. Bu metotta, mitoz gegirmekte olan hiicrelerde, sitokalasin-B
kullanilarak sitokinez durdurulur. Boylece karyokinezi tamamlamis, ancak sitokinezi
gergeklestirmemis iki ¢ekirdekli hiicreler elde edilir. MC incelemesi sirasinda bu ¢ift
cekirdekli hiicreler sayilir. Ciinkii bu hiicreler, etkisi incelenen kimyasal maddeler
eklendikten sonra boliinen hiicrelerdir. Tek c¢ekirdekli hiicrelerde gozlenen
mikrogekirdekler, test maddesi ilavesinden kaynaklanmayan, baslangigta o
hiicrelerde mevcut olan mikrogekirdeklerdir. Her bir preperatta 1000 tane ¢ift

cekirdekli hiicre, mikrogekirdek bulunup bulunmamasina gore incelenir.

Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore; mikrogekirdek boyutu  hiicre
cekirdeginin %20’sinden fazla, %5’inden az olmamalidir, MC’lerin boyanma
yogunlugu ana ¢ekirdek ile ayn1 olmalidir, sadece sitoplazma bdliinmesi engellenmis

cift gekirdekli hiicrelerdeki MC’ler sayilmalidir (Sekil 2.2).

MC frekanst 1x(IMC)+2x(2MC)+3x(3MC+4MC)/N (N incelenen toplam hiicre
sayis1) formiili kullanilarak hiicre basimna diisen MC sayist (MC/hiicre) olarak

belirlenir.

Sekil 2.2 : Lenfositlerde mikrogekirdeklerin mikroskop goriintiisii a) 1
mikrogekirdek b) 2 mikrogekirdek ¢) 3 mikrogekirdek (Taner, 2015).

2.4 Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

Kromozom anormallikleri, genomdaki hasarlar sonucu meydana gelen sayisal veya
yapisal degisimlerdir. Kromozom ve kromatid kiriklar1 DNA’daki onarilmamis ¢ift
ve tek zincir kiriklarindan, anormal yapiya sahip kromozomlar ise DNA’daki
kiriklarin yanlis onarilmasindan kaynaklanmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).
Kromozom anormallikleri uzun zamandir insanlarin iyonlastirict1 radyasyona ve
genotoksik kimyasallara olan maruziyetinin énemli bir biyobelirteci olarak kabul

edilmektedir. Hem yapisal hem de sayisal anormallikler, i¢c ve dis faktorlere bagh
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olarak ortaya ¢ikmaktadirlar (Natarajan, 2002). Onarilmamis veya yanlis onarilmisg
DNA cift sarmal kirilmalart kromozom anormalliklerinin olusumuna yol agar (Sekil
2.3).

Sekil 2.3: Kromozomal anormallikler a) kromatit kirigi b) kromozom kirigt, c)
kromatit degisimi d) disentrik kromozom e) kardes kromatitlerde birlesme f)
poliploidi (Taner ve dig, 2007).

Okaryotik hiicrelerin genomunda DNA ¢ift sarmal kirilmalar1 oksidatif metabolizma
ile iliskili endojen siiregler, DNA replikasyonu sirasindaki hatalar ve bolgeye 6zgii
DNA rekombinasyonunun cesitli bicimleri ve ayrica iyonlagtirict radyasyon ve
kimyasallar genomun biitiinliigiinii bozar ve onarilmazsa veya yanlis eslesirse,

genomik dengesizlige ve kansere, mutasyonlara veya hiicre 6liimiine neden olabilir
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(Iliakis ve dig, 2004). Kromozom anormalliklerini belirlemek amaciyla insan lenfosit

kalturleri siklikla kullanilmaktadir.

Kromozom anormalliklerini incelemek amaciyla hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
icin; mikrogekirdek yonteminde anlatildig: sekilde saglikli, sigara icmeyen, herhangi
bir saglik sorunu ya da mutajene maruz kalma 6ykiisii olmayan dondrlerden heparinli
tiiplere alinan periferik kanin 0,25 ml’si steril kosullarda 2,5 ml’lik kromozom ortam1

bulunan tiiplere ekilmistir.

Kiiltiir baslangicindan 24 saat sonra besiyerine korilagin ve MMC eklenerek 48 saat
stiresince kiiltiir ortaminda kalmasi saglanmistir. Kiiltiir siiresince tiipler sabah aksam

yavasca altiist edilerek ¢alkalanmustir.

Kiiltiirin 70. saatinde tiiplere saf su iginde hazirlanmis kolsisin ¢ozeltisinden
(kiltiirin  her ml’sinde 0,06 pg olacak sekilde) eklenmistir ve tiipler hafifce
sallanarak karismalar1 saglanmistir. Daha sonra hiicreler 2 saat siireyle 37 C’deki

inkiibatorde bekletilmistir.

Kiiltiir stiresi bitiminde tiipler 10 dakika stireyle 1200 rpm’de santriflij edilmis ve
istte kalan siipernatant atilmistir. Tiipiin dibindeki 0,5-0,7 ml’lik kisim vortekste
karistirilarak, kalan sivi homojen hale getirilmistir. Sonrasinda bu tiiplere, 6nceden
37°C’ye getirilmis 0,075M KCI hipotonik ¢ozeltisinden 5’er ml, vortekste damla
damla eklenerek karismalar1 saglanmustir. Tiipler kapatilarak, 37°C’deki etiivde 30
dakika bekletilmistir. Daha sonra tiipler 1200 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij
edilmis ve silipernatant uzaklastirildiktan sonra, tiiplere buzdolabinda bekletilmis

soguk fiksatiften (3:1 metanol:asetik asit) 5’er ml, vortekste yavas yavas eklenmistir.

[k fiksatifin eklenmesinden sonra tiipler 1 saat siireyle +4°C’de buzdolabinda
bekletilmistir. Fiksatif islemi iki kez daha tekrar edilerek tiipte kalan igerigin
tamamen berraklasmasi saglanmistir. Her fiksatif isleminin ardindan tiipler santrifiij
edilmis, son fiksatif uygulamasindan sonra dipte 0,5-0,7 ml kalacak sekilde

slipernatant uzaklastirilmistir.

Stipernatant atildiktan sonra tiipte kalan icerik, pipetaj yapilarak homojen hale
getirilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti, 6nceden 1N HNOg3’te bekletilerek temizlenmis
ve buzdolabinda etil alkol igerisinde bekletilmis lamlar {izerine hiicre ¢ozeltisinden,
15-20 cm yiikseklikten, farkli alanlara damlatilarak yayilmasi saglanmis ve

hazirlanan preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmstir.
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Kromozom anormalliklerinin tespiti i¢in her bir grupta 100’er metafaz incelenmistir.
Anormal hiicrelerin, Incelenen toplam hiicre sayis1 icindeki yiizdesi ve hiicre basina
diisen kromozom anormalligi sayis1 hesaplanmistir. Antioksidanin etkisiyle
kromozom anormalliklerinde olusan degisimlerin pozitif kontrolle kiyaslandiginda

onemli olup olmadiklarinin tespiti i¢in z-testi uygulanmaistir.
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3. BULGULAR

3.1 Korilaginin MC Yontemi ile Genotoksik ve Antigenoksik Etkisinin

Belirlenmesine iliskin Bulgular

Korilaginin tek basina ve MMC ile birlikte uygulandigi insan lenfosit kiiltiirlerindeki

3 tekrarli calismadan elde edilen toplam mikrogekirdek (MC) sayisi ve %MC

frekans1 degerleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : Korilagin ve korilagin ile birlikte MMC uygulanan insan lenfosit

kiiltiirlerindeki MC frekanslari.

MC sayisina gore

Sayilan hiicrelerin dagilimi
Uygulama Gruplar :liicre Me %MC frekansi
oo @

(-) Kontrol 3000 11 - 11 0,37+0,11
MMC (0,2 pg/ml) 3000 201 7 215 7,17+0,47 a
10 pg/ml Korilagin 3000 7 1 9 0,30+0,10b
25 ng/ml Korilagin 3000 12 - 12 0,40+0,11b
50 pg/ml Korilagin 3000 14 - 14 0,47+0,12b
100 pg/ml Korilagin 3000 17 - 17 0,57+0,14 b
10 pg/ml Korilagin+ 0,2 pg/ml MMC 3000 127 6 139 4,63+ 0,38 a,b
25 pg/ml Korilagin+ 0,2 ug/ml MMC 3000 150 6 162 5,40+ 0,41 a,b
50 pg/ml Korilagin+ 0,2 pg/ml MMC 3000 163 2 173 5,77+0,43 a,b
100 pg/ml Korilagint+ 0,2 pg/ml MMC 3000 186 21 231 7,70+ 0,49 a

a negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z test),

b pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (z test)

Korilagin konsantrasyonlarinin uygulandigr gruplar negatif kontrol grubu ile

kiyaslandiginda uygulama konsantrasyonlarinin (10-100 pg/ml) hicbirinde MC

olusumunda istatistiksel olarak onemli bir artisa neden olmadig1 belirlenmistir. 0,2

pug/ml MMC’nin uygulandigi grupta % MC frekansi kontrole gore onemli derece

(p<0.05) bir artig gostermistir. MMC ile birlikte korilaginin es zamanli uygulandigt

gruplar incelendiginde, korilaginin 10, 25, 50 pug/ml konsantrasyonlarinin
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uygulandig1 gruplarda tek bagina MMC uygulanan gruba kiyasla % MC frekansinda
istatistiksel olarak onemli bir azalma gdzlenmistir. MMC ile birlikte korilaginin en
yiiksek konsantrasyonunun (100 pg/ml) uygulandig:r grupta ise % MC frekansinin
sadece MMC uygulanan gruba gore azalmadig: hatta artis gosterdigi goriilmistiir. Bu
durumun giicli  antioksidan maddelerin  bircogunda goézlemlenen yiiksek
konsantrasyonlarindaki prooksidan aktiviteleri ve additif etkileri sonucunda
olabilecegi diisliniilmektedir. Birgok calismada korilagin diisiik konsantrasyonlarda
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Diger yandan literatiir taramalarinda korilagin ile
ilgili ¢aligmalarin bir¢ogunun deney hayvanlarinda yiiriitilen in vivo deneylere

dayandigi goriilmektedir.

3.2 Korilaginin KA Testi ile Genotoksik ve Antigenoksik Etkisinin

Belirlenmesine iliskin Bulgular

10, 25, 50, 100 pg/ml korilaginin tek basina ve 0,2 pg/ml MMC ile birlikte
uygulandigr insan lenfosit kiiltiirlerindeki yapisal ve sayisal anormallikler, toplam
anormallik sayis1 ve toplam anormal hiicre sayist Cizelge 3.2°de, anormal hiicre
frekans1 ve hiicre basina diisen kromozomal anormallik (KA/hiicre) degerleri ise
Cizelge 3.3°de gosterilmistir. Korilagin uygulanan gruplar negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda tek basina uygulandigi konsantrasyonlarinda (10-100 pg/ml)
kromozom anormallikleri olusumunda istatistiksel olarak Onemli bir artisa neden
olmadigi yani arastirma konsantrasyonlarinda genotoksik etkisi olmadig
belirlenmistir. MMC ile birlikte korilaginin es zamanli uygulandigi gruplar
incelendiginde, korilaginin 10, 25, 50 pg/ml konsantrasyonlarinin uygulandigi
gruplarda tek basina MMC uygulanan gruba kiyasla anormal hiicre frekansinda ve
KA/hiicre degerlerinde istatistiksel olarak onemli bir azalma gézlenmistir. MMC ile
birlikte korilaginin en yiiksek konsantrasyonunun (100 pg/ml) uygulandig grupta ise
sadece MMC uygulanan gruba gore DNA hasarinda bir azalma olusturmadig: hatta
artis gosterdigi gorlilmistiir. Bu durumun gii¢lii antioksidan maddelerin bir¢ogunda
gozlemlenen yiiksek konsantrasyonlarindaki prooksidan aktiviteleri ve additif etkileri
sonucunda olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda uygulanan mikrogekirdek ve
kromozomal anormallik testi sonuclarinin birbiriyle uyumlu ve benzer sonuglara

neden oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.2 : Korilagin ve MMC uygulanan insan periferal lenfositlerinde
kromozomal anormallik tipleri ve anormal hiicre sayisi.

o 2

= g Kromozomal Anormallikler =

@ =

5 = —

g E o e £

Uygulama Grubu EE E &5 o © «x o 2 s
S X ¥ ¥ o X 8 £

(-) Kontrol 300 8 - - - - 9 9
MMC (0,2 pg/ml) 300 45 9 4 4 3 20 85 81
10 pg/ml Korilagin 300 7 - - - - - 8 8
25 pg/ml Korilagin 300 9 - - - - - 9 9
50 pg/ml Korilagin 300 2 1 - - - 11 11
100 pg/ml Korilagin 300 9 3 - - - - 13 13
10 pg/ml Korilagint MMC 300 42 7 2 1 1 18 71 69
25 pg/ml Korilagint MMC 300 38 9 1 - - 12 60 58
50 pg/ml Korilagint MMC 300 33 11 1 1 - 9 1 56 56
100 pg/ml Korilagint MMC 300 55 13 2 - 1 22 93 89

Ktk: Kromatid kirig1, Kzk: Kromozom kirig1, F: Fragment, Kkb:

Dk: Disentrik kromozom, Kd: Kromatid degisimi, P : Poliploidi

Kardes kromatidlerde birlesme,

Cizelge 3.3 : Korilagin ve MMC uygulanan insan periferal lenfositlerinde anormal
hiicre frekansi ve hiicre basina diisen anormallik say1si.

incelenen Hiicre

Uygulama Grubu Anormal hiicre + SH (%) KA/ Hiicre + SH
(-) Kontrol 300 3,00+ 0,985b 0,030+0,010b
MMC (0,2 pg/ml) 300 27,00 £2,563 a 0,283 £0,026 a
10 pg/ml Korilagin 300 2,67+0,93b 0,027 £0,009 b
25 pg/ml Korilagin 300 3,00£0,985b 0,030 +0,010b
50 pg/ml Korilagin 300 3,67+1,086b 0,037 +£0,011b
100 pg/ml Korilagin 300 433+1,175b 0,043 £0,012b
10 pg/ml Korilagint MMC 300 23,00 £2,429 a,b 0,237 £ 0,025 a,b
25 pg/ml Korilagint MMC 300 19,33 £2,279 a,b 0,200+0,023 a,b
50 pg/ml Korilagint MMC 300 18,67 2,250 a,b 0,187 +£0,023 a,b
100 pg/ml Korilagint MMC 300 29,67 £2,637 a 0,310+ 0,027 a

a negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z test),
b pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (z test)
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4. TARTISMA

Genotoksisite olarak bilinen DNA hasarlar1 kendiliginden olusabildikleri gibi
genotoksinler tarafindan da indiiklenebilir. DNA hasar1 gen mutasyonlarina,
kromozomal anormalliklere ve translokasyon, delesyon, inversiyon yoluyla
kromozomlarin yeniden diizenlenmesine yol acabilmektedir. Mutajenite olarak
bilinen bu siireg, karsinogenezde ¢cok énemli bir rol oynar ve insanlarda endige verici
bir oranda artan farkli kanser tiirlerine ve genetik hastaliklara yol agabilir. Kiiresel

olarak kanser, 6nde gelen hastaliklardan biridir (Makhuvele ve dig, 2018).

Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenite oranlarinin
belirlenmesi ve bu ajanlarin karsinojenik potansiyelleri hakkinda tahmin
yiiriitiilebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu testler; hem giinliik hayatimizda yiiksek
oranda maruz kaldigimiz kimyasal maddelerin genotoksik ve karsinojenik
potansiyellerinin ve giivenilirliliklerinin  incelenmesini saglamakta hem de
antigenotoksisite caligmalarinda bu hasarin hangi sartlar altinda, hangi oranda
azaltilabilecegini ve tamir edilebilecegini belirlemeye g¢alismaktadir (Sekeroglu ve

Sekeroglu, 2011; Romero-Jiménez ve dig, 2005).

Bu tez caligmasinda fenolik bir bilesik ve giiclii bir antioksidan olan korilaginin
DNA hasar tizerindeki genotoksik etkileri ve kemoterapdtik bir ajan olan ve DNA

hasarina neden olan MMC’ye kars1 antigenotoksik etkileri arastirilmistir.

Mitomisin-C  (MMC), 1958'de Streptornyces caespitosus’tan izole edilmis,
antitimoral ajan olarak kullanilan bir antibiyotiktir. MMC izolasyonundan &nce,
diger iki fraksiyon, mitomisin A ve B izole edilmis ve hem antibakteriyel hem de
antineoplastik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. MMC'nin en etkili fraksiyon
oldugu, transplante tiimorlere karsi genis bir aktivite spektrumuna sahip oldugu,
ancak bazi spontan tiimorlere karsi bir sekilde daha az aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (Crooke ve Bradner, 1976). DNA alkilleyici kemoterapotik bir ajan
olan MMC; anal, meme ve mesane kanserleri dahil olmak {izere c¢esitli kanserleri

tedavi etmek icin kullanildig: gibi, oftalmoloji ve iiroloji gibi gesitli alanlarda da
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kullanilmaktadir. Kesin etki mekanizmasi tam olarak anlagilmamis olsa da, topikal
olarak kullanildiginda, fibroblast ve skar dokusunun iiretimini azaltarak fibrovaskiiler
bliylimeye miidahale ettigi gosterilmistir (Amer ve dig, 2020; Nakayama ve dig,
2020). Bununla birlikte, kemik iligi ve diger dokulara uzun siireli hasar dahil olmak

tizere toksisite profili nedeniyle klinik etkisi sinirli kalmistir (Gabizon ve dig, 2020).

MMC memeli hiicrelerinde replikasyon ve transkripsiyonun durdurulmasima neden
olur ve apoptoza yol acan kritik DNA hasarini indiikler. Molekiiler diizeyde,
MMC'nin indirgeyici aktivasyonu, 7-N-guanin niikleotid kalintilar1 ile N-alkilasyon
yoluyla reaksiyona giren bir mitozenin (mitozen, indolekinonlarin iki halkali
cekirdegi ile ilgili kinon igeren ii¢ halka yapisina dayanan bir organik kimyasallar
smifidir) olugsmasina yol agar ve DNA’nin 5'-CpG-3’ sekansinda c¢apraz
baglanmalara neden olur. Su i¢indeki iyi ¢oziiniirliigii ve stabil sitogenetik aktivitesi
nedeniyle MMC, in vitro ¢aligmalar i¢in bir model mutajen olarak kullanilmaktadir
(Sinitsky ve dig, 2020). MMC’nin saglikli hiicrelerde neden oldugu DNA hasarini
onleyebilecek maddeleri bulabilmek i¢in ¢ok sayida dogal iirlinle ¢alisma

yapilmaktadir.

Krisin  (5,7-dihidroksiflavon); bal, propolis ve g¢esitli bitkilerde bulunan
flavonoidlerin flavon grubuna aittir. 6-8 haftalik erkek Balb/C farelere 6 mg/kg
MMC ve 40 mg/viicut agirligi dozunda krisin enjekte edilerek yapilan ¢aligmada,
krisinin, MMC'nin genotoksik hasarini azaltacak, lipid peroksidasyonu gibi oksidatif
strese kars1 koruyacak ve katalaz, SOD, GPx, GST,GSH aktivitelerindeki artis
yoluyla antioksidan savunma sisteminin aktivasyonunu tetikleyecek kadar giiclii

oldugu gozlenmistir (Sassi ve dig, 2020).

Bu tez calismasinda nar ve diger bir¢ok bitkide bulunan bir fenolik bilesik olarak
korilagin arastirilmistir. Geleneksel tip alaninda yara iyilestirici, kan durdurucu, ishal
inhibitorii olarak ve deri enfeksiyonlar1 ile viral hastaliklar i¢in kullamilan nar
(Punica granatum L.) kabuklar1 ayrica antimikrobiyal, antitlimoral, antiinflamatuar
ve llser Onleyici gibi cesitli ilaclarin bilesimlerinde de kullanilmaktadir. Narin
fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu bircok calisma ile ortaya konmustur. 8
haftalik ve 25 = 5 g. agirliginda 48 Mus musculus disi albino fareye 2 mg/kg MMC
ve 150 mg/kg nar kabugu ekstrakti verilerek yapilan caligmada; nar kabugunun

mikrogekirdek, mitotik indeks ve kromozomal aberasyon testleri sonucunda
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antimutajenik ve antijenotoksik etkiler gosterdigi goézlenmistir (Uluman ve Kilicle,
2020).

Drosophila melanogaster, neredeyse yiiz yildir genetik ve gelisimsel biyolojide
calisma konusu olmustur. Drosophila melanogaster' in somatik hiicrelerinde bir
hidroksikalkon ve yeni bir kumarin kalkon hibridinin mitomisin-C kaynakli
genotoksisiteye karsi etkisini incelemek amaciyla yapilan bir ¢calismada, Drosophila
larvalarma (E)-1-(2-hidroksifenil)-3-(4-metilfenil)-prop2-en-1-on (2HMC) ve yeni
kumarin-kalkon hibrid 7-metoksi-3-(E)-3—(3,4,5trimetoksifenil) akriloil-2H-kromen-
2-on(4MET) verilmis ve ardindan 0.05 mM MMC eklenmistir. Calisma sonucunda
iki bilesenin de Drosophila’nin somatik hiicrelerini MMC’nin neden oldugu
genotoksik etkiden korudugu gozlemlenmistir (Véras ve dig, 2020). Literatiirde, ¢cok
sayida ekzojen antioksidanin MMC’nin neden oldugu genetik hasar1 onleyici ya da

azaltic1 etkisi lizerine in vivo ve in vitro ¢alismalar mevcuttur.

Nar meyvesinde bulunan ellajitanenler ¢ok giiclii antioksidanlardir ve nar suyu, diger
yaygin ticari meyve sularindan daha gii¢lii in vitro antioksidan etkiye sahiptir (Heber,
2011). Korilagin, nar dahil olmak iizere bircok bitki tiiriinde farkli organ ve
dokularda bulunan bir elajitanen olup antigenotoksik ve antikarsinojen aktivitesi

tizerinde ¢ok sayida caligma yapilmistir.

Dassprakash ve dig. (2012), Punica granatum L. bitkisinin yapraklarindan izole
ettikleri ekstrati kullanarak in vitro ve in vivo ¢alisma yapmis, igerigindeki
bilesenlerin oksidatif stres ve genomik hasar iizerindeki etkisini incelemislerdir.
Calismalart sonucunda Punica granatum L. bitkisinin, bulundurdugu apigenin,
luteolin, gallitaninler ve punikalin, punikalagin, korilagin ve punikafolin gibi
ellajitanenlerin antioksidan etkileri sayesinde ©nemli bir kemoprotektif ajan

oldugunu bildirmislerdir.

Hau ve dig. (2010), Hep3B hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 ve atimik ¢iplak fare
ksenograft modeli Tlizerinde korilaginin in vivo ortamda antitimoral etkisini
incelemislerdir. 7 giin boyunca 15 mg/kg? dozda uygulandiginda, korilaginin,
ksenograftli Hep3B hepatoseliiler karsinomun biiyiimesini geciktirmek i¢in etkili
olabilecegini ve bu siirecte karaciger dokulari tizerinde higbir yan etki gdstermedigini

gbzlemlemislerdir.
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Li ve dig. (2017); 6-8 haftalik ve 19-25 g 30 tane erkek Balb / c faresi ve RAW?264.7
hiicre hatt1 ile yaptiklar1 bir calismada korilaginin, sepsiste asir1 enflamatuar durumu
iyilestirmek i¢in TLR4 sinyal molekiillerini diizenleyerek anti-enflamatuar etkiler

gosterdigini belirlemislerdir.

Milani ve dig. (2018); korilaginin hiicre biiylimesini inhibe edici ve pro-apoptotik
aktiviteler uygulayip uygulamadigini arastirmak ig¢in, insan U251 ve T98G glioma
hiicre hatlariyla bir calisma yapmislardir. Calismalarindan ii¢ 6nemli sonug elde
etmislerdir: Korilagin apoptotik yolun aktivasyonuyla U251 glioma hiicrelerinin
biiylimesini engellemis, temozolomide direngli T98G glioma hiicreleri {izerinde etki
gostermis, T98G glioma hiicreleri ilizerinde temozolomid ile birlikte kullanildiginda

daha yiiksek diizeyde pro-apototik ve antiproliferatif etkiler gostermistir.

Phyllanthus emblica L.bitkisinden izole edilen Kkorilaginin 6zofagus kanseri
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan bir ¢calismada, 6zofagus kanser hiicre
hatlart (ECA109, KYSE150) ve normal 6zofagus epidermis hiicre hattt (HEEPIC)
kullanilmistir. Hiicrelere 0, 5, 10, 20, 40 ve 60 uM dozlarda korilagin uygulanmis ve
korilaginin mitokondriyal apoptoz ve endoplazmik retikulum stres sinyal yollarini

aktive ederek antitimor etki gosterdigi gézlemlenmistir (Wu ve dig, 2021).

Zhang ve dig. (2019) korilaginin yagsiz karaciger hiicreleri iizerindeki etkisini
aragtirmak icin yaptiklar1 ¢aligmada, korilaginin oksidatif stresi azalttigini, Tong ve
dig. (2018) meme kanseri hiicre hatlariyla yaptiklar1 ¢alismada korilaginin kanser
biiylimesini inhibe ettigini gdzlemlemislerdir. Guo ve dig. (2017) yaptiklar1 in vivo
calismada korilaginin oksidatif stresi ve anti-apoptotik aktiviteyi baskilayarak
akciger hasarmi azalttigini, Li ve dig. (2020) mezensimal kok hiicrelerle yaptiklar
calismada korilaginin radikal siipiiriicii etkisiyle ferroptozu 6nledigini, Kinoshita ve
dig. (2007) yaptiklar1 in vivo ¢alismada korilaginin oksidatif stres ve apoptozu
baskilayarak karaciger hasarina karsi koruyucu etki yaptigini gozlemlemislerdir.
Literatiirde, korilaginin genotoksik molekiiller ve kanser hiicreleri iizerindeki
biyolojik etkilerini incelemek amaciyla yapilmis in vivo ve in vitro bircok calisma

mevcuttur.

Diger yandan son yillarda farkli fenolik bilesiklerin antigenotoksik etkilerini
arastiran ¢ok sayida aragtirma da yapilmaktadir. Soltani ve dig. (2008) bir kumarin

¢esidi olan umbelliprenin molekiiliiniin insan periferal lenfositlerinde H202’den
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kaynaklanan genetik hasar tlizerindeki olasi antigenotoksik etkisini incelemek
amactyla yaptiklart calismada, umbellipreninin kromozom hasarini 6nledigini

gozlemlemislerdir.

Zori¢ ve dig. (2021) zeytinyaginda bulunan fenolik bilesiklerden olan oleuropein ve
hidroksitirosol molekiillerinin H2O2’den kaynaklanan DNA hasar1 iizerindeki olas1
antigenotoksik etkisini incelemek amaciyla yaptiklari in vitro caligmada, insan
periferal lenfositleri kullanmis ve bu iki bilesigin serbest radikal siiptiriicii 6zellikleri

sayesinde yiiksek antioksidan etki gosterdiklerini gézlemlemislerdir.

Erikel ve dig. (2020) amigdalinin genotoksik ve H2O2’nin neden oldugu DNA
hasarina kars1 antigenotoksik etkilerini incelemek amaciyla insan periferal lenfosit
hiicreleri lizerinde yaptiklar1 ¢calismada, amigdalinin genotoksik etkisi olmadigini ve

DNA’y1 hasardan korudugunu gézlemlemislerdir.

Ruiz-Ruiz ve dig. (2020) giimiis nanopartikiillerin insan periferal lenfosit hiicreleri
tizerindeki sitototoksik ve genotoksik etkilerini mikrogekirdek testi ile incelemis ve
bu molekiillerin, kullanilan 0.012°’den 12 pg/mL’ye kadar olan dozlarda sitotoksik ya

da genotoksik etkilerinin olmadigi sonucuna varmistir.

Literatiirde, c¢esitli molekiillerin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin incelenmesi
amaciyla insan periferal lenfositlerinin kullanildig1 ¢ok sayida calisma mevcuttur.
Lenfositler ¢ogunlukla proliferatif durumda olmasa da hiicre dongiisiine girmek igin
mitojenler tarafindan uyarilabilen, kolayca erigilebilir bir somatik hiicre
kaynagidirlar. In vitro olarak lenfositleri uyararak, kromozomal anormallikler,
kardes-kromatid degisimleri veya gen mutasyonlar1 seklinde ortaya ¢ikan in vivo
genetik hasarlari tespit etmek miimkiindiir. Bu nedenle genotoksisite ve sitotoksisite

calismalarinda yaygin olarak tercih edilen bir hiicre ¢esididir.

Literatlirdeki veriler dogrultusunda, hiicre canlilif1 ve biyolojik aktivite agisindan,
korilaginin hiicre kiiltiiriinde 100 pg/ml’ye kadar kullanilmasmin uygun oldugu
belirlenmigtir. 10, 25, 50, 100 pg/ml korilagin konsantrasyonu insan lenfosit
kiiltiirlerine uygulanarak hem genotoksik hem de MMC’ye karsi antigenotoksik
etkilerinin incelenmesi amaciyla mikrogekirdek testi ve kromozom anormallikleri
testi protokolii takip edilmistir. Literatiirdeki antigenotoksisite ¢aligsmalar1 ile benzer
sekilde korilaginin giiclii antioksidan aktivitesi sayesinde MMC tarafindan

olusturulan hasar1 doza bagli olarak azalttig1 goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Genotoksik etkiyi dnlemek ya da ortadan kaldirmak i¢in dogal bilesikler ile yapilan
calismalar biiyiik oranda olumlu sonuclar vermektedir. Bu amagla bitkilerin cesitli
organlarinda bulunan ikincil metabolitler iizerinde arastirmalar yapilmakta ve
ozellikle polifenolik bilesikler kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan
calismalarda, bitkilerde bulunan polifenollerin ¢esitli antioksidan ve antikarsinojen

etkileri arastirilmis ve olumlu sonuclar elde edilmistir.

Bu tez c¢alismasinda, nar dahil olmak iizere bircok bitki tiiriiniin fenolik
bilesiklerinden biri olan ve dogal antioksidan olarak kabul edilen korilaginin,
alkilleyici bir ajan olan ve DNA’da hasara neden olan MMC’nin insan periferik
lenfosit hiicrelerinde olusturdugu genotoksik etki iizerindeki olasi antigenotoksik

etkisi ve genotoksik etkisi arastirilmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda, korilaginin diisiik dozlarda (10, 25, 50 pg/ml)
kullanildiginda MMC’nin olusturdugu hasar1 azaltici etki gosterdigi belirlenmistir.
Literatiirde farkli mutajenlerin genotoksik hasarlar1 iizerinde korilaginin etkisiyle
ilgili yapilan diger ¢alismalarda ortaya konuldugu gibi, korilagin diisiik dozlarda
kullanildiginda  antigenotoksik  etki  gOstermektedir.  Korilaginin  ¢alisma
konsantrasyonlarinin saglikli insan periferal lenfosit hiicrelerinde DNA hasarina
neden olmadigr da goézlenmistir. Korilaginin saglikli hiicrelerde genotoksik etki
gostermemis olmast ve MMC’nin neden oldugu hasara karsi antigenotoksik etki
gostermesi, onun mutajenlere karsi koruyucu ve mutajenlerin neden oldugu hasari
gidermede tedavi edici bir ilag olarak kullanilma potansiyeli tasidigini isaret

etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda DNA hasarmin tespitine yonelik olarak MC ve KA testleri in
vitro sartlarda hiicre kiltiirinde gergeklestirilmistir. In vivo ¢alismalar ile
kiyaslandiginda hem etik sorunlar1 ortadan kaldiran hem de ucuz, kolay ve hizl

degerlendirme olanagi saglayan in vitro yontemler 6n gosterge ¢alismalart olarak
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onemli veriler elde edilmesini saglamaktadir. Ancak bir¢ok aragtirmaciya gore hiicre
kiiltiirlerinden ve hayvan modellerinden elde edilen veriler, insanlardaki etkiyi tam
olarak ortaya koyamayabilmektedir. Bu amagla ilk basamak olarak kabul edilen bu
caligmalarin devami olarak in vivo caligmalarin ve epidemiyolojik ¢alismalarin da

yapilmasi 6nerilmektedir.

Epidemiyolojik veriler, sebze ve meyvelerin tiiketiminin kanser insidansini
degistirebilecegi genel fikrini vermektedir. Sifali bitkiler bu etkilerini ayr1 ayr1 veya
sinerjik  yollarla uygulayabilen binlerce bilesenin karmasik karisimlarini
icermektedirler. Bu agidan farkli bilesenlerin etkilerini ortaya koyan genomik
yaklagim, sifali bitkilerin farmako-toksikolojik aktivitelerini tanimlamak ve tahmin

etmek icin gii¢lii bir ara¢ olarak sunulabilir.
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