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Bu calisma, Commiphora myrrha esansiyel yagim sitogenotoksik ve mutajenik
etkileri ortaya koymak amaciyla planlanmistir. Caligsmalar in vitro kosullarda insan periferal
lenfositlerinde  mikronukleus (MN) ve komet (kuyruklu yildiz) testleriyle
gerceklestirilmistir. Ayrica DNA koruyucu aktivite testi i¢in ticari PBR322 plazmidi
kullanilmustir. Ames testi i¢in Salmonella typhimurium’un mutant suslari olan TA98 ve
TA100 suslart kullanilarak gergeklestirilmistir. Yapilan testlerin tamaminda test maddesi ile
akut muamele yontemi benimsenmistir. Insan periferal lenfositlerde MN icin 24 ve 48 saat,
komet i¢in 1 saat ve DNA koruyucu aktivite 100 dk boyunca Commiphora myrrha ugucu
yagin ile 0.03125, 0.0625 ve 0.125 pL/mL konsantrasyonlarda muamele edilmistir. Ames
testinde ise Commiphora myrrha ugucu yagm 0.0625, 0.125, 0.25, 0.50 ve 1 pL/petri
konsantrasyonlari kullanilmistir.

Calismada Commiphora myrrha esansiyel yagin 24 saat siiresinde MN 0.0625 ve
0.125 pL/mL konsantrasyonlarda muamelesiz kontrole gore 6nemli diizeyde artmistir. 48
saatlik muamele siiresinde ise sadece en yiiksek konsantrasyonda (0.125 pL/mL) anlamli
cikmistir. NBI ise sadece en yiiksek konsantrasyonda (0.125 pL/mL) hem 24 hem de 48
saatlik muamele siiresinde tiim kontrollere gore onemli bulunmustur. Komet testinde
saglikli lenfositlere yapilan miir yagi muamelesi sonucunda hasarli hiicre yiizdesi ve
genetik hasar indeksi degerlerinde bir miktar artis gdzlenmistir ancak sadece en yiiksek
konsantrasyonda saptanan artisin muamelesiz kontrole gére dnemli oldugu ortaya ¢ikmustir.
Test maddesinin tek basina Plazmid DNA’sima zarar vermedigi, fakat pozitif kontrol olarak
kullanilmis H,O, . UV’'nin tek veya kombine etkisine karst diigiikk sekilde DNA’ya
korudugu gozlenmistir. Son olarak oksidatif stres parametrelerinde kontrollere gére dnemli
bir farklilik saptanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Commiphora myrrha ugucu yagi, Miir, Mikronukleus (MN),
Ames/Salmonella/Mikrozom, komet, DNA koruyucu aktivite
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COMMIPHORA MYRRHA ESSENTIAL OIL
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Supervisor : Prof. Dr. Hasan Basri ILA
Year: 2020, Pages: 113
Jury : Prof. Dr. Hasan Basri ILA
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: Prof. Dr. Ahmet KAYRALDIZ

This study is planned to reveal the cytogenotoxic and mutagenic effects of
Commiphora myrrha essential oil. In vitro micronucleus (MN) and comet assay tests were
performed on human peripheral lymphocytes. Additionally, for DNA protective activity
testing the commercial PBR322 plasmid was used. for the Ames test it was carried out
using TA98 and TA100 strains, which are mutant strains of Salmonella typhimurium. The
acute treatment method with test substance has been adopted in all tests performed. Human
peripheral lymphocytes were treated with Commiphora myrrha essential oil concentrations
0f 0.03125, 0.0625, or 0.125 pL/mL for 24 or 48 hours, for MN tests respectively. Similarly
in the comet assay and DNA-protecting activity tests, cells were treated with myrrh oil
concentrations in 60 min and 100 min respectively. In the Ames test, Commiphora myrrha
essential oil concentrations were administered fashion 0.0625, 0.125, 0.25, 0.50 or 1
pL/Petri plate.

In the study, Commiphora myrrha essential oil increased MN formation
significantly at 24 hours treatment only two concentrations ( 0.0625 and 0.125 pL/mL)
compared to control. On the other hand, the 48 hours treatment period, a statistically
significant difference was observed at the highest concentration of (0.125 pL/mL). Nuclear
division index (NDI) was found to be significant at the highest concentration (0.125
pL/mL) compared to all controls at 24 or 48 hours of treatment time. Also, myrrh treatment
on healthy lymphocytes in the comet test, some increase in the damaged cell percentage,
and genetic damage index values were observed, but only the increase detected at the
highest concentration was found to be significant compared to the control. Furthermore, It
has been depicted observed the test substance does not damage the plasmid DNA alone but
it protects DNA lowly and insignificant against the single or combine effect which positive
control HO, and UV. Finally, there was no significant difference in oxidative stress
parameters compared to controls.

Keys Words: Commiphora myrrha essential oil, Myrrh, Micronucleus (MN),
Ames/Salmonella/Microsome Mutagenicity Assay, comet, DNA protective
activity.
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GENISLETILMIS OZET

Son zamanlarda dogal bitki Oziitleri ve fitokimyasallarin, dermatolojik
rahatsizliklar (egzama vb.) dahil olmak {izere birgok hastaligi potansiyel olarak
tedavi ettigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada test maddesi olarak kullanilan bitkisel
yag endiistriyel olarak Commiphora myrrha’dan izole edilmis ve ticari temin
yoluyla satin alinmigtir. Burseraceae bitki ailesinin bir iiyesi olan Commiphora
myrrha (C. molmol (Nees) Engler ayrica C. myrrha (Nees) Engler olarak da bilinir)
Giiney Arabistan ve Kuzey Afrika'da (baslica Somali) Giineydogu Kenya'ya kadar
giineyde bulunan degisken bir tiir olan kisa dikenli dallar1 olan kiigiik aga¢ veya
cali formunda bir yapiya sahiptir. Bu bitkinin regineli atiklari miir olarak bilinen
gida katki maddesi, koku ve geleneksel tipta tedavi edici olarak kullanilan 6nemli
bir ticari ve tibbi iiriindiir. Antik ¢aglardan beri Commiphora cinsi 200'den fazla
tiirden olusur ve bunlara ait bitkisel {irtinler agri, cilt enfeksiyonlari, enflamasyon
durumlari, diyare ve periodontal hastaliklar tedavi etmek i¢in dogal bir ila¢ olarak
kullanilir. Daha yakin bir tarihte yapilan ¢alismalarda, Commiphora myrrha ve
diger cesitli Commiphora tiirlerinden elde edilen iiriinlerin 6nemli antiseptik,
anestezik ve antitimor 6zelliklerine sahip oldugu kabul edilmektedir. Geleneksel
uygulamalar ve kanita dayali aragtirmalar, bu 6zelliklerin dogrudan esansiyel yagda
bulunan aktif bilesikler olan terpenoidlerle ilgili olabilecegini ngérmektedir.

Esansiyel yaglar, tarih boyunca halk hekimliginde kullanilmistir. Ugucu
yaglara olan ilgi, aromaterapinin popiilaritesi ile son yillarda yeniden canlanmustir.
Bu tedavide etkili yaglar bir baska tasiyict yagda seyreltilerek ugucu hale getirilir
ve viicut masajlarinda kullanilir. Kadim ve ilging ge¢misi olan Miir (Myrrh) yagi
modern aromaterapi uygulamalarinda; zihnin rahatlamasi, kaygi bozuklugu ve
endise duygusunun hafifletilmesine, baz1 fiziksel ve duygu durum rahatsizliklarin
tedavisine yardimct oldugu belirtilmektedir. Bu yagin birgok faydasi bulunmakla
birlikte 6zellikle icerigindeki bilesenlerin dogal yaglanma karsit1 nitelige sahip olup

normal cilt bakimi ve problemli ciltlerde ki kullanimindan otiirii literatiire
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geemistir. Tim bunlarla beraber ugucu yaglarin bazi istenmeyen yan etkileri de
bulunmaktadir. Bu kapsamda herhangi bir kimyasal maddenin olasi genotoksik ve
sitotoksik risklerinin belirlenmesi i¢in giivenilirligi evrensel normlarca kabul edilen
kisa siireli genotoksisite testleri gelistirilmistir. Bu ¢alismada test maddesi olan
Commiphora myrrha ugucu yagimin (mir yagi) in vitro genositotoksik, mutajenik
veya antigenotoksik potansiyelini ortaya c¢ikarmak amaciyla yiriitilmistiir.
Mikroniikleus (MN) testi, tek jel elektroforez (Komet) testi ve Total oksidan ve
antioksidan (TOS/TAS) testi i¢in saglikli kisilerden alinmis kiiltiire edilmis
lenfositleri  kullanilmistir. Ayrica nokta mutasyonu ve g¢erceve kaymasi
mutasyonlarini tespit etmesi i¢in Salmonella typhimurium mutant suslar1 (TA98 ve
TA100) geri mutasyon (Ames testi) testi ve DNA koruyucu aktivite testi i¢in ise
pBR 322 plazmidi kullanilmistir.

Aragtirmada mikroniikleus olusumunu saptamak i¢in saglikli ve sigara
icmeyen yaslari birbirine yakin dort kisiden (2 kadin 2 erkek) alinan 1/10 oraninda
heparinize edilmis kan 6rnekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 0.2 mL
ekilmis ve hiicreler 37+1°C’de 68 saat inkiibe edilmistir. Miir yagin etkilerini
belirlemek igin emiilgator olarak su ile ¢oziilmils %0.5 Tween 80 (polisorbat 80)
icerisinde hazirlanmis son konsantrasyon 0.03125, 0.0625 ve 0.125 uL/mL olacak
sekilde miir yag kiiltiir ortamina, kiiltiiriin baglangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave
edilmistir. Test maddesi konsantrasyonlari 6n ¢aligma ile saptanmistir. Her deneyin
birlikte muamelesiz kontrol, ¢oziici kontrol (¢6ziilmils Tween 80) ve pozitif
kontrol (MMC) grubu olusturulmustur. Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra
her tiipe konsantrasyonu 6 pg/mL olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave
edilmis ve boylece boliinen hiicrelerde sitokinez engellenmistir.

MN sayisint belirlemek amaci ile her kisiye ait preparatlarda iki nukleusa
sahip (binukleer) toplam 1000 hiicre incelenmis ve bu biniikleer hiicreler
icerisinden mikronukleuslu olanlar saptanarak iki nukleuslu hiicre %’si ve nukleus
boliinme indeksini (NBI) hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore test

maddesinin MN artiglart muamelesiz kontrole gore olup tween 80 ile arasinda
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anlamli farklilik bulunmamistir. Commiphora myrrha esansiyel yaginin sitotoksik
potansiyeli ise NBI ile degerlendirerek muamelesiz kontrole gore hafif diisiis
gostermekle birlikte sadece en yiiksek derisimde istatiksel onem saptanmistir.
Kuyruklu yildiz (comet, komet) testi (tek hiicreli jel elektroforezi) 6karyotik
hiicrelerde DNA iplik kopmalarin1 6lgmek igin basit bir yontemdir. Son yillarda,
genotoksisite kuyruklu yildiz veya tek hiicreli jel elektroforezi testi, molekiiler
epidemiyoloji, ekogenotoksikoloji ve ayrica DNA hasarin1 degerlendirmek igin
standart yontemlerden biri haline gelmistir. Bu calismada Saglikli ve sigara
igmeyen yaslart birbirine yakin bir kadin bir erkekten alinan kandan lenfosit
hiicreleri  izole edilerek test prosediiri gerceklestirilmistir.  Sonuglari
degerlendirmek igin Etidyum bromid ile boyanmis preparatlar Olympus altinda
400X biiylitmede incelenmistir. Kullanilan test maddesinin her muamele grubu ve
kontrollerinde rastgele secilmis 100’er hiicre incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilerek
goriintiileri kaydedilmistir. Hiicreler hasar diizeylerine goére 0’dan 4’e kadar
skorlanarak incelenmistir. Test maddesin tiim konsantrasyonlarinda hasarli hiicre
yiizdesi ve genetik hasar indeksi degerlerini artirmis oldugunu ancak yalnizca en
yiikksek konsantrayondaki artisin muamelesiz kontrole gore anlamli oldugu
bulunmustur. 1975 yilinda Dr. Ames ve meslektaglar1 tarafindan yayinlanan
calisma, yeni kimyasallarin ve ilaglarin toksikolojik degerlendirmesinin ayrilmaz
bir parcasi olan genetik toksikolojinin standardizasyonunda 6nemli bir rol
oynamigtir. Deneyin bilimsel esasi; cogalmasi i¢in histidin amino asidine
gereksinim duyan Salmonella typhimurium mutant oksotrofik suslarin, mutajenik
etkiler ile tekrar histidin sentezleyebilir atasal (prototrof) forma doniismesi
temeline dayanmaktadir. Bu yolla test maddelerinin neden olacagi geri
mutasyonlarin frekansi saptanmaktadir. TA98 susu ¢erceve kaymasi, TA100 susu
ise baz ¢ifti degisimi tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmistir. Miir
yaginin 0.0625, 0.125, 0.25, 0.50, 1 pL/petri konsantrasyonlar1 ve deneye paralel
olarak spontan muamelesiz, ¢oziicii ve pozitif kontrol gruplar1 kullanilmistir. 72

saat inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki gozle goriiliir koloniler sayilmistir.
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Sonuglara gore Commiphora myrrha esansiyel yaginin olasilikla mutajenik etki
gostermemekle birlikte Snemli olmayan hafif bir sitotoksik etkisine dikkat
cekilebilir. ROS kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu aktivite gosteren eksojen
ve endojen bilesiklerin etkilerini test etmek igin gesitli analizler gelistirilmistir.
DNA koruyucu aktivite testi ve total oksidan ve anti oksidan (TOS ve TAS) testleri
bu analizler icinde degerlendirilebilirr DNA hasar1 olusturma veya DNA
hasarlarina karsi koruma aktivitesini belirlemek igin pBR322 plazmid DNA
(vivantis) kullanilmistir. Plazmid DNA, dogrudan miir konsantrasyonlarina veya
miir varliginda H,O, ve UV uygulamasina maruz birakilmistir. Daha 6nce bilinen
metodu laboratuvar kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek kullanilmistir.
Daha o6nceden belirlenmis test maddesi (miir yagi) son konsantrasyonu 0.03125,
0.0625 ve 0.125 pL/mL olacak sekilde 5 pL igerisinde pBR 322 Plazmidine
eklenerek 5-10 dk muamele edilerek elektroforez cihazinda 100V’ta 100dk
yiiriitilmistiir. Coziicii ve pozitif kontrol (UV ve H,0,) gruplari kullanilmistir.
Elde edilen sonuglara gore test maddesinin DNA’da herhangi bir hasara yol
acmadigi gibi H,O, ve UV’nin neden oldugu DNA hasarlarina karsi dnemli
koruma saglamadigi saptanmistir. Oksidatif stres parametreleri (TOS ve TAS) Rel
Assay kitleri kullanilarak spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gére maddesinin kan kiiltliriine uygulanan tiim miir konsantrasyonlarinda
kiiltiiriin hiicresiz s1vi fazinda toplam oksidan (TOS), toplam antioksidan (TAS) ve
oksidatif stres indeksleri (OSI) degerleri kontrole ile kiyasladiginda istatiksel
onemli olmayan bir takim artiglar bulunmustur.Sonuglar toplu halde
degerlendirilecek olursa c¢aligmada yiiksek dozlarda genotoksik etki goriilmekle
birlikte bu etkinin muamelesiz kontrole gdére 6nemli oldugu ancak tween 80
kontroliine yakin oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte yiiksek
konsantrasyondaki sitotoksik etki dikkat ¢ekmektedir. Bu sitotoksik potansiyel,

ajanin gelecek projeksiyonunda 6nemli bir ivme yaratmasina imkan tanryabilir.
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1. GIRIS Amine HAFIS ABDELSALAM

1. GIRIS

Tibbi bitkilerle sifa, insanligin kendisi kadar eskidir. insanin dogadaki ilag
arayis1 gegmisten beri siirmektedir (Petrovska 2012). Bu etkilesimin igaretleri orta
paleolitik ¢ag olan 60 bin yil Oncesine dayanan fosillerde rastlanmaktadir.
Insanoglu bitkilerden, hayvanlardan, su ve topraktan tedavi amagl yararlanmustir.
Hangi bitkinin hangi hastalig1 iyilestirdigini deneme-yanilma-izleme yontemi ile
ampirik olarak saptayarak zamanla yasadiklar1 bolgede bir kiiltiir olusturmuslardir.
Baglangicta ilag olarak dogrudan bitki veya bitki kisimlar1 kullanilirken sonrasinda
bunlardan elde edilen 6ziit, tentiir ve distilasyon iiriinleri kullanilmaya baglanmustir.

Bitkilerin terapotik amagli kullanim nedenleri arasinda sunlar sayilabilir;

1- Bitkinin tamamini veya ila¢ olarak tanimlanan bir kismini tedavi amach
kullanilmak,

2- Dogrudan ila¢ olarak kullanmak iizere bilinen biyoaktif maddeleri izole
etmek,

3- Yeni molekiiller veya yapisi bilinen biyoaktif molekiiller ile yiiksek
verimli, daha yiiksek aktiviteye sahip ve de daha az toksisiteye sahip yari
sentetik tlirevlerini iiretmek,

4- izole edilen aktif maddeleri farmakolojik ajan olarak kullanmaktir

(Fabricant ve Farnsworth 2001).

Kadim kiiltiirlerde kullanildigi bilinen en eski tibbi bitkilerden birisi olan
Commiphora myrrha (Miir) bitkisi Uriinleri Eski Misir’da mumyalar1 korumak
amacli, Cin tibbinda cilt enfeksiyonlarin tedavisinde, Hindistan’da ise hem baharat
hem safra kesesi hastaliklar1 hem de gogilis hastaliklarini tedavi etmek igin
kullanildig1 kayithidir (Massoud ve ark.2001).

Son zamanlarda dogal bitki ekstrelerinin ve fitokimyasallarin, atopik

dermatit (AD) (egzama) dahil olmak iizere bircok hastaligi potansiyel olarak
1
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onledigi ve tedavi ettigi rapor edilmistir (Baser ve ark. 2003). Burseraceae bitki
ailesinin bir tliyesi olan Commiphora myrrha (C. molmol (Nees) Engler ayrica C.
myrrha (Nees) Engler olarak da bilinir) Giliney Arabistan ve Kuzey Afrika'da
(baslica Somali) Giineydogu Kenya'ya kadar giineyde bulunan degisken bir tiir
olan kisa dikenli dallar1 olan kiiglik agaglar veya calilardir (Anand ve ark. 2016;
Shen ve ark. 2008). Bu bitkinin regineli atiklart miir olarak bilinen gida katki
maddesi, koku ve geleneksel Cin tibb1 olarak kullanilan énemli bir ticari ve tibbi
tirlindiir (Zhu ve ark. 2001; Shen ve ark. 2009).

Antik ¢aglardan beri Commiphora cinsi 200'den fazla tiirden olusur ve agri,
cilt enfeksiyonlari, enflamatuvar durumlar, diyare ve periodontal hastaliklar tedavi
etmek icin dogal bir ilag olarak kullanilir. Daha yakin bir tarihte, Commiphora
myrrha ve diger cesitli Commiphora tirlerinden elde edilen iirlinler 6nemli
antiseptik, anestezik ve antitimdr 6zelliklerine sahip oldugu kabul edilmektedir.
Geleneksel uygulamalar ve kanita dayali arastirmalar, bu &zelliklerin dogrudan
esansiyel yagda bulunan aktif bilesikler olan terpenoidlere atfedilebildigini
desteklemistir. Son zamanlarda giincel ¢alismalar, miir iiriinlerinin antineoplastik,
antiparaziter bir ajan ve yaralarin iyilesmesinde yardimci olarak kullaniminin

dogrulanmasi i¢in klinik deneme metodolojilerinin uygulanmasina odaklanmistir

(https://journals.lww.com/hnpjournal/Abstract/2007/.). Miir'iin avantajlarindan biri,
bir¢ok bitki ve bitkisel iiriin gibi insanlar ve hayvanlar i¢in giivenli olmasidir. Bu
dogal aroma maddesi ABD Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan onaylanmistir. Son
zamanlarda antiparaziter bir ajan olarak miir {izerinde iyi organize edilmis bilimsel
caligmalar mevcuttur (Ford ve ark 1992).

Esansiyel yaglar, tarih boyunca halk hekimliginde kullanilmistir. Ugucu
yaglar liretmek icin erken zamanli kullanilan teknik ve yontemlerden birisi bir Al-
Endiiliis (Miisliman Ispanya) hekimi, eczaci ve kimyager olan Ibn al-Baitar'a
(1188-1248) ait olduguna inanilmaktadir (Houtsma, 1993).

Ucgucu yaglara olan ilgi, aromaterapinin (ugucu yaglar ve diger aromatik

bilesiklerin kullanildig alternatif bir tip dali) popiilaritesi ile son yillarda yeniden
2
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canlanmigtir. Bu tedavide yaglar baska bir tasiyic1 yagda seyreltilerek ucucu hale
getirilir ve masajda kullanilir. Ayrica havada bir nebulizatdr ile yayilir veya mum
alevi tizerinde 1sitilarak da tiitsii olarak yakilmaktadir (Klaassen, Curtis D., 1991).
Miir (Myrrh) yagmin eski ve ilging gecmisi vardir. Cesitli tarihi kayitlarda
yaklagik 4.000 yillik gegmise dayanandigi ortaya ¢ikmustir. Eski Misir’da ¢ok
popiiler olan miir yag1 zengin kadinlar i¢in cilt bakim {iriinlerinin hazirlanmasi ve
cilt tedavisi gibi bir dizi kozmetik ve tibbi amaclarla kullanilmigtir. Ayrica Eski
Yunanlilarda da miir yagmin iyilestirici 6zelliginden dolay: iltihaplanma ve
enfeksiyonu 6nlemeye yardimci olmak igin yaralara yiizeyel tarzda uygulandig1 ve
ayni zamanda da mistik aromatik kokusundan da bir ¢ok yerde seremonik amacla
kullanildig1 gézlenmistir. Giiniimiizde ¢esitli amaglarla kullanilan miir yagini elde
etmek icin miir agaci govdesinin uygun sekilde kesilerek icindeki aromatik
recinenin agiga cikarilmasi gerekir. Recine aga¢ govdesi boyunca goézyasi gibi
akarak kurumasi beklenir. Daha sonra bu regine toplanir ve distilasyon (damitma)
isleminden  gecirilerek c¢ok yonli ve sifali mir yagr elde edilir

(https://www.tisserand.com.tr/urunler/organik-yaglar).

Modern aromaterapi uygulamalarina gére miir yagi; zihnin rahatlamasi,
kaygi bozuklugu ve endise duygusunun hafifletmesine, bazi fiziksel ve duygu
durum rahatsizliklarin tedavisine yardimer oldugu belirtilmektedir. Bu yagm bir
cok faydasi bulunmakla birlikte 6zellikle icerigindeki bilesenlerin dogal yaglanma
karsiti olup normal cilt bakimi ve problemli ciltlerde ki kullanimindan otiirii

literatiire gecmistir (Tisserand Aromaterapi).

Tiim bunlarla beraber ugucu yaglarin bazi yan etkileri de bulunmaktadir
(Sarer, 1991; Leal-Cardoso ve Fonteles, 1999). Gida ve tedavi amaciyla aromatik
bir bitkinin kendisi veya bir bileseni kullaniliyorsa bunlarin insan sagligina olan
etkileri; ozellikle hiicre biitlinliigiiniin korunmasi ve kalitsal yapida mutasyonlara
sebep olup olmadiklarmin ortaya ¢ikarilmasi son derece onemlidir. Herhangi bir
kimyasal maddenin olas1 genotoksik ve sitotoksik risklerinin belirlenmesi i¢in

giivenilirligi evrensel normlarca kabul edilen kisa siireli genotoksisite testleri tercih
3
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edilmektedir. Kisa siireli genotoksisite testleri bir kimyasal maddenin
genotoksik/antigenotoksik  ve/veya  sitotoksik/proliferatif olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir.

Bir maddenin mutasyonlari indiiklemesi, genleri aktive veya inaktive hale
getirmesi gibi dogrudan veya dolayli etkilerinden Gtiirii hiicrelerin genetik bilgisine
(DNA yap1, sekans veya gen sayisindaki degisiklikler) potansiyel zarar verme
kabiliyeti genotoksisite olarak ifade edilir. DNA tamir mekanizmasi veya apoptoz
yollarinin uyarimi normal olarak hasar1 onarmak veya kontrol etmek icin aktive
edilir. Ancak eger hasar tamir edilmeden kalirsa, mutasyon ve hatta kanser ortaya
cikabilir. Cogu zaman genomdaki degisiklikler kalici ve kalitsal olup hem somatik
hiicreleri hem de gelecek nesillere aktarilacak olan germ hiicrelerini etkileyebilir.
Tiim mutajenlerin genotoksik etkiye sahip oldugu sdylenebilir ancak genotoksik
bilesiklerin her zaman mutlaka mutajenik olmadiklar1 bilinmelidir. Genotoksisite
testlerinin amaci herhangi bir ajanin hiicrelerdeki genetik maddelere zarar verip
kansere neden olup olmayacagimi belirlemektir. Bu tiir testler sayesinde hiicrenin
siipheli etkene maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikacak DNA hasarlarint (nokta
mutasyonlari, DNA iplik kopmasi, yapisal veya sayisal kromozomal anormallikler
vb.) saptamak amaciyla bakteriyel, maya ve memeli hiicrelerinde yapilabilecek
cesitli genotoksisite testleri gelistirilmistir.

Standart in vitro testler, kardes kromatid degisimi (KKD) (Tucker ve ark.,
1993), kromozom aberasyonu (KA (Carrano ve Natarajan, 1988, Anderson, 1988,
Hagmar ve ark., 1994), mikroniikleus (MN) (Heddle ve ark., 1991, Fenech, 2002)
ve tek hiicre jel elektroforez (Comet) (Singh ve ark., 1988) testleridir. Perry ve
Evans (1975)’mn bilinen mutajen ve kanserojenlerin Cin hamsteri (Cricetulus
griseus) yumurta (CHO) hiicrelerinde KKD ve KA’y1 uyardigini saptamalarindan
sonra bu testler mutajen ve Kkanserojenlerin belirlenmesinde kullanilmaya
baglanmistir. Salmonella bakteriyel reverse (geri) mutasyon testi (Ames testi);
basit, anlamli ve kabul edilebilir kisa siireli mutajenite ve antimutajenite test

sistemlerinden biridir. Test ilk olarak 1971 yilinda Ames tarafindan gelistirilmistir
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(Ames ve ark., 1973, Maron ve Ames, 1983, Zeiger, 2004, 2010). Yukarida da
belirtildigi gibi mikronukleus (MN) testi genotoksik kanserojenler i¢in en basaril
ve glivenilir testlerden biri kabul edilmektedir. MN’lar hiicrenin mitoz bdliinmesi
sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom (ig, kinetokor
veya sentromer hasarindan dolay1) veya asentrik kromozom fragmentlerinden
(DNA iplik¢ik kirilmasi nedeniyle) kdken alan olusumlar olarak tanimlanmaktadir.

In vitro MN testi ile hem andjenlerin hem de klastojenlerin saptanmasi
miimkiindiir ve ayni anda mitotik gecikmeyi, apoptozu, kromozom kirilmasini,
kromozom kaybini ve ayrilmay1 ayni anda tespit edebilmektedir (Kirsch-Volders
ve ark. 2003, Parry ve Sorrs 1993). Hedeflenen in vitro mitoz sirasinda aktin
inhibitori sitokalasin-B ilavesi ile Fenech ve Morley (1986) tarafindan sitokinez-
blok metodolojisinin gelistirilmesi, cekirdek bdliinmesini tamamlamis ancak
sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis ¢ift veya daha fazla gekirdekli
hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani
saptanabilmektedir. In vitro MN testini iyilestirmek i¢in Fenech ve Morley (1985a,
1986) spontan veya uyarilmig MN frekansinin dogru ve giivenilir bir tahminini igin
sadece bir niikleer bolinmeyi tamamlamis hiicrelerde skorlanmasi gerektigini
Onermiglerdir.

In vitro mikroniikleus testi su anda kimyasallarin ve farmasétiklerin
genotoksisitesini test etmek igin uygun bir yontem olarak kabul edilmektedir. Bu
testin en 6nemli avantajlari:

e [n vitro MN testi basit bir test yontemi olup bulgularin hesaplanmasi kolay,
daha objektif ve hizlidir, bu da yiiksek bir verim saglamasi,

e In vitro MN testinin, herhangi bir primer hiicreye veya hiicre hattina
uygulanabilen bir test oldugu olmasidir (Kirsch-Volders, ve ark. 2003).

Ames Salmonella/mikrozom mutajenite testi (Salmonella testi; Ames testi),
gen mutasyonlarina yol agan genetik hasar tretebilecek ¢ok cesitli kimyasal
maddelerin tespit edilmesi i¢in 6zel olarak tasarlanmig kisa siireli bir bakteriyel

mutasyon testidir (Mortelmans ve Zeiger 2000). Ames testi 1970'lerde UC-
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Berkeley'deki Biyokimya Profesorii Bruce Ames tarafindan kimyasal bir bilesigin
veya karigimin DNA'da mutasyonlara neden olma kabiliyetinin hizli ve hassas bir
analizi i¢in gelistirilmigtir. Bu testte canli bir hayvan modeli kullaniima
zorunlulugu olmadigi i¢in, ucuz, kolay ve hizhidir. 1975 yilinda Dr. Ames ve
Berkeley'deki California Universitesindeki meslektaslar1 tarafindan yayinlanan
caligma, yeni kimyasallarin ve ilaglarin toksikolojik degerlendirmesinin ayrilmaz
bir parcast olan genetik toksikolojinin stabitasyonunda onemli bir rol oynamistir
(Ames ve ark., 1975). Ilgili yayinda geri mutasyon testi olan Ames
Salmonella/memeli mikrosomu mutajenlik testinin gerceklestirilmesine yonelik
yontemler tarif edilmistir. Bu testte, test suslarinda mevcut baz cifti degisimi ve
cergeve kaymasi mutasyonlarini geri dondiiren mutasyonlari tespit eden 6zel olarak
tasarlanmig birka¢ histidin oksotrofik Salmonella typhimurium susu kullanilir.
Reversiyon bakterilerin, temel bir amino asit olan histidini sentezleme islevselligini
geri kazandirr.

Ames testte kullanilan Salmonella suslari, histidin operonundaki c¢esitli
genlerde farkli mutasyonlara sahiptir. Bu mutasyonlarin her biri farkh
mekanizmalarla etki eden mutajenlere duyarli olacak sekilde tasarlanmistir. Cok
cesitli maddelere karsi daha hassas olmalarini saglamak icin bu suglara ek
mutantlar da gelistirilmistir (Ames ve McCann 1975).

Bu mutasyonlar farkli mekanizmalar yoluyla DNA hasarina neden olan
mutajenler i¢in sicak noktalar gorevi goriir. Ames test suslari, eser miktarda
histidin iceren minimal bir ortam agar plakasi iizerinde ¢ogaltildiginda sadece geri
mutasyonla histidine gereksinim duymayan suslar (his+) koloni olusturabilir. Plaka
basina kendiliginden indiiklenen revertant kolonilerin sayisi nispeten sabittir.
Bununla birlikte plakaya bir mutajen eklendiginde, petri basina geri mutasyon
sonucu gozlenen kolonilerin sayisi, genellikle doza bagl bir sekilde artmaktadir
(Ames ve ark. 1975).

TA98 (cergeve kaymasi mutasyonu) ve TA100 (baz ¢ifti degisimi) suslar

Ames testinde degerlendirilen iki yaygin Salmonella typhimurium susudur.
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Kuyruklu yildiz (komet) testi (tek hiicreli jel elektroforezi) oOkaryotik
hiicrelerde deoksiriboniikleik asit (DNA) iplik kopmalarimi 6lgmek i¢in basit bir
yontemdir. Son yillarda, genotoksisite kuyruklu yildiz testi veya tek hiicreli jel
elektroforezi testi, insan biyomonitorliigii ve molekiiler epidemiyoloji,
ekogenotoksikoloji ve ayrica DNA hasarint degerlendirmek i¢in standart
yontemlerden biri haline gelmistir. DNA hasar1 ve onariminda temel arastirmalar
arasindadir. Komet testinin sadeligi, duyarliligi, ¢ok yonliliigli, hiz1 ve maliyeti
one c¢ikan yanlaridir. Ayrica bu komet testinin yapildig1 yayin sayisit her gegen yil

artmaktadir (https://www.researchgate.net).

Yeni kimyasallarin ve gevresel kirleticilerin genotoksik etkisinin izlenmesi,
molekiiler epidemiyoloji, DNA hasar1 ve onarimu ile ilgili temel aragtirmalar igin

bu test giivenilir sekilde kullanilabilir (https://www.researchgate.net).

DNA iplik kirilmalarimi dogrudan 6lgmek i¢in yapilan en erken girisim
1978'de Rydberg ve Johanson tarafindan lamlar {izerinde agaroz i¢ine gdomiilmiis
ve hafif alkalin kosullar altinda lizi edilmis hiicrelerle yapilmistir. 1984 yilinda
Ostling ve Johanson, yukarida agiklanan yaklasima dayanarak, tek hiicreli jel
elektroforezi (SCGE) olarak da adlandirilan kuyruklu yildiz testi gelistirdiler
(Piperakis 2009).

Komet testi lizis ve elektroforezin notr kosullar altinda yapildigr bir testtir.
DNA'nin boyanmasi akridin turuncusu ile yapilmistir. Elde edilen goriintii, hasarl
veya kirtk DNA pargalarindan olusan bir kuyruk ve saglam DNA igeren kafaya
sahip "kuyruklu yildiz" gibi goriinmektedir. Bunun bir sonucu olarak kuyruklu
yildiz testi adi verilmistir. Kuyruklu yildizin kafasindan serbest kalan DNA
miktari, kullanilan mutajen dozuna baglidir. Bununla birlikte bu prosediirde sadece
¢ift zincirli kopmalar1 analiz edilebilir. (Ostling ve ark., 1984). Bu test daha sonra
iki farkli arastirma grubu tarafindan (Singh ve ark. 1988'de ve Olive ve ark. 1990)
modifiye edilmistir.

[k arastirma grubunun yiiksek alkalin kosullar altinda (pH> 13) elektroforez

yapmalart DNA siiper heliksinin gevsemesini saglar ve elektroforez sirasinda
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DNA'daki alkali kararsiz bolgelerin ayni anda ¢ift ve tek sarmal kopmalarinin
saptanmasint miimkiin kilar. Bu yontem yiiksek hassasiyetle diigiik iplik kirigi
seviyesini dl¢gmektedir. ikinci grup nétr (hafif alkalin) kosullar altinda elektroforez
gergeklestirdiginde DNA molekiilii ¢ift sarmal kopmalarinin tespit etmesine izin
veren bir yontemdir. Bu nedenle Singh ve ark. tarafindan gelistirilen alkalin komet
test versiyonunun notr varyanta kiyasla daha duyarli oldugu bulunmustur
(Peycheva ve ark. 2009).

Bu teknigin biiylik faydasi ve aragtirmalar arasindaki hizli yayilmasi,
asagidakiler gibi diger tekniklerle karsilastirildiginda ¢esitli avantajlardan

kaynaklanmaktadir:

e Hiicre hatlan i¢in uygundur.

e Genis bir hiicre yelpazesinde uygulanmistir (birgok prokaryotik ve
Okaryotik hiicrelerde).

e Tek hiicre seviyesinde hasar tespit eder.

e (Cok hassas (50-15.000 kirilma / hiicre).

e Sonuglar ayn1 giin elde edilir.

e Hizli, basit ve ucuzdur.

e Non-invaziv (cerrahi islem gerektirmeyen) bir tekniktir.

e Taze veya dondurulmus numuneler (6rnekler) i¢in uygundur.

e Numune boyutu ¢ok kiigiiktiir (10.000 ila 50.000 hiicre).

Yukarida deginildigi gibi teknik tek hiicrede DNA iplik kopmalarini
saptamak i¢in bir¢ok calismada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlarin bazilari

asagida belirtilmistir:

1) Insan galigmalari: Kuyruklu yildiz testi, radyoaktivite veya diger zararl

prosediirlerle 6n etiketleme gerektirmedigi i¢in insan arastirmalari igin
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idealdir. Genotoksik kimyasallara veya radyasyona mesleki maruziyet de
dahil olmak iizere biyo-izlemede (biyomonitorizasyonda) kullanilmigtir.
Beslenme c¢aligmalarinda diyetin DNA  hasar onarimina etkileri
degerlendirilebilir. Kuyruklu yildiz testi, tantya yardimci olma (Xeroderma
pigmentosum, Nijmegen kirik sendromu) ve bireyde DNA hasar
seviyelerini degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

2) Ekolojik izleme: Uygun organizmalar (midye, solucan, kii¢iik kemirgenler)
ile  birlikte kuyruklu yildiz  testi, ¢evrenin  genotoksinlerle
kontaminasyonunu 6lgmek i¢in biyosensor olarak kullanilabilir.

3) Genotoksisite testi: Kuyruklu yildiz testi yeni kimyasallarin veya
farmasotiklerin giivenligini degerlendirmek i¢in standart bir test olarak
kullanilmaktadir.

4) DNA onariminin tahmini: Teknik, hiicresel diizeyde onarim kapasitesinin
Olclilmesinde kullanilabilir. Alternatif olarak, hiicre ekstraktinin onarim

kapasitesi bir in vitro analizde degerlendirilebilir (Piperakis 2009)

Komet yonteminde hasarsiz hiicrelerin (lenfosit) incelemesinde yuvarlak
kenarlar1 daha az yogun olmak iizere ortast (¢ekirdek) parlak bir 151k goriiniimii
vardir. Bu hiicrelerin goriiniimii gd¢ etmemis (nonmigration) olarak degerlendirilir.
Eger DNA hasar1 olusmaya baglamissa normalde diizgiin kenarli olan goriintii
DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gociiniin de baglamasi nedeni ile diizensiz kenarli
bir goriiniim alir (low migration). Hasar arttikga lenfositler kuyruklu yildiz
(comethigh migration) seklini alirlar. Son asama ise apopitozistir. Hasarin siddetine
gore merkezden kenara dogru uzama olur. Bu kuyruk uzunlugu hasar ile dogrudan
iliskilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesi ile paralellik
gosterir (Fairbain ve ark. 1995).

Ekzojen kimyasallar, fiziksel kaynaklar ve insan viicudundaki endojen
metabolik siiregler, yliksek derecede reaktif oksijeni tiirleri (ROS) iiretebilir.

Kontrolsiiz ROS iiretiminin fazla olmasi, hiicrede oksidatif stresin tetiklenmesine
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yol acar bu da hiicre hasarina ve homeostatik denge bozulmasina yol agar ve
sonugta bir dizi insan hastaligina neden olur. Lipidler, DNA ve proteinler ROS'un
viicuttaki ana hedefleridir (Lobo ve ark. 2010). ROS kaynakl1 oksidatif hasara kars1
koruyucu aktivite gosteren eksojen ve endojen bilesiklerin etkilerini test etmek igin
cesitli analizler gelistirilmistir. DNA koruyucu aktivite testi ve total oksidan ve anti
oksidan (TOS ve TAS) testleri bu analizler i¢inde degerlendirilebilir.

DNA pargalayici veya koruyucu aktivite i¢in, pBR322 plazmid DNA ve UV-
C yontemi kullanilmaktadir. Metabolizmada ortaya ¢ikan en etkili radikallerden
biri hidroksil ve hidrojen peroksit radikalidir. Bu radikaller niikleotidlere kolayca
saldirabilir ve en 6nemli genetik niikleotid olan DNA'nin yapisinda kalict hasara
neden olabilir (Gutteridge ve Halliwell, 2000). H,O, varliginda plazmid DNA'nin
UV 1sinlamasi, stiper sarmal DNA'nin yarilmasinin dairesel ve ayrica lineer
formlara agilmasina neden olmaktadir (linDNA: heriki zincirde bir veya daha fazla
pargalanma) (Tepe ve ark. 2011). Bu arada, DNA zincirindeki pargalanmalarin bir
sonucu olarak genetik bozukluklar gelisebilir. Geri doniisiimsiiz DNA hasari
karsinogenez, yaslanma ve diger dejeneratif hastaliklara neden olabilir (Russo ve
ark, 2000). Bu nedenle bu calisgmada pBR322 plazmid DNA (vivantis), test
maddesinin DNA pargalama etkisini saptamak i¢in dogrudan kendisine veya
oksidatif stresin neden oldugu hasarlardan DNA’y1 koruma aktivitesini belirlemek
oksitleyici ajandan (H,O, ve UV) sonra kullanildi. Plazmid DNA, bilesende miir
yagi varliginda H,O, ve UV uygulanarak hasara maruz birakilir. (Russo ve ark,
2000).

Hucre kiiltiiri ortamindaki aseliiler fazin total oksidan (TOS) ve total
antioksidan kapasitesi (TAS), hiicrelerin maruz kaldig1 oksidatif stres etkisi
hakkinda fikir vermektedir. Bu test (TOS) hidrojen peroksit kullanilarak kalibre
edilir. Oksidan varliginda, demir iyonu selatlayict kompleksini demir iyonuna
okside eder. Oksidasyon reaksiyonunun yogunlugu, reaksiyon ortaminda
oksidanlarin varligina bagh olarak artar. Ferrik iyon asidik bir ortamda renkli bir

kompleks olusturur. Renk yogunlugu spektrofotometrik (530 nm) olarak 6l¢iiliir.
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Absorbans degeri numunedeki oksidan degerini gdsterir. Elde edilen sonuglar TOS
degerini belirlemek i¢in pmol H,O, esdegeri / L ile karsilagtirilmaktadir (Tarpey ve
ark. 2000).

Test maddesinin antioksidan kapasitesini (TAS) belirlemek i¢in ticari olarak
temin edilebilen kitler kullanilir. Numunedeki antioksidan ajanlar, koyu mavi-yesil
ABTS radikalini indirgenerek ABTS formuna doniistiiriir ve 660 nm'deki
absorbanstaki degisiklik, numunenin toplam antioksidan seviyesini gosterir.
Radikal olarak ABTS (2,2 azinobis (3-etil benzo tiazolin-6-siilfonik asit) ve bu
caligmada. pozitif kontrol olarak E vitamini analogu Trolox kullanildi (Halliwell,
1994).

Oksidatif stres indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksi (OSI), oksidatif stres seviyesinin bir gdstergesidir ve
asagidaki gibi hesaplanir (Ulas ve ark. 2013).

OSI = (TOS, umol H,0, esdegeri / L) / (TAS, umol Trolox esdegeri / L) x10

Farkli konsantrasyonlarda test maddesin numunelerindeki oksidatif stres
seviyesi, total antioksidan ve total oksidan deger Olglimlerini takiben hesaplanir
(Ulas ve ark., 2013).

Bu ¢aligmada test maddesi olarak Commiphora myrrha’dan elde edilmis, ve
ticari olarak satin alinmig Mir yagt (Commiphora myrrha ugucu yaginin)
sitogenotoksik ve mutajenik etkilerinin olup olmadigimi saptanmak maksadiyla
planlanmustir. Test ortami olarak segilen saglikli ve goniillii dort kigiden (2 kadin 2
erkek) alinmis kiiltiire edilmis periferal kan lenfositleri ile mikroniikleus (MN)
testi, Salmonella typhimurium mutant suslar1 (TA98 ve TA100) geri mutasyon testi
(Ames testi), lenfositlerde tek hiicre jel elektroforez (Comet) testi ve c¢iplak
plazmid DNA iizerine olan radikal veya antiradikal etkileri aragtirllmistir. Ayrica
toplam oksidan (TOS) ve antioksidan(TAS) verileri degerlendirilerek oksidatif
stres indeksleri (OSI) saptanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Commiphora cinsi i¢inde yer alan C.eritraea (Burseraceae) reginesi, kiigiik
bir agag olan bitkinin kabuk yaralanmasi sonucu elde edilir. Regine yaygin sekilde
miir olarak bilinir ve geleneksel olarak ¢iftlik hayvanlarini kene gibi bdceklerden
korumak ve iltihaplanma ile ilgili hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir (Marcotullio ve ark. 2018). Bizim ¢aligmamizda test maddesi
olarak kullanilan miir yagi Commiphora myrrha reginesinden endiistriyel olarak
Oziitlenmistir. Bu yagin kimyasal bilesenleri i¢inde; seker, terpenoid (esas olarak
seskiterpen hidrokarbonlar ve furanoseskuiterpenler), steroidler, flavonoidler ve
bliylik bir polifenol grubunun yer aldigi bildirilmistir. Son zamanlarda,
Commiphora tiirlerinden saflagtirilmis materyaller, antimikrobiyal,
antienflamatuar, antiproliferatif, hepatoprotektif ve kardiyovaskiiler ajanlar olarak
tanimlanabilecegi cesitli farmakolojik arastirmalarda rapor edilmistir (Hanus ve
ark., 2005; Shena ve ark., 2008). Commiphora myrrha Oziitiiniin sahip oldugu
biyoaktif 6zellikler furanodien iskeletleri olan seskiterpenlerin varlig: ile ilgilidir.
Oziit yiiksek oranda toplam furanodien igerigine sahip olup belli oranlarda
standartlastirilmis curzerene, furanoeudesma-1,3-dien ve lindestrene bilesikleri
icermektedir (Germano ve ark. 2017). Commiphora tiirlerinin sahip oldugu giiclii
antioksidan, antibakteriyel ve antikanserojen aktivite olduk¢a dikkat cekicidir
(Paraskeva ve ark. 2008). Commiphora erythraea reginenin buharla damitilmig
esansiyel yaginda monoterpenler (%6.1), monoterpenoidler (%0.4), seskiterpenler
(%36.6) ve seskiterpenoidler (%53.7), bu seskiterpenoidler icinde 6zellikle
furanoseskuiterpenoidlerin (%50) mevcut oldugu raporlanmistir. Ayrica, a-thujene
ve a-pinen, monoterpenler ve monoterpenoidler ve a-kopaen, aromadendren ve
germacren D amon (ucucu organik hidrokarbon sinifidir), gibi bilesikler
seskiterpenler arasinda en ¢ok bulunanlardir (Marcotullio ve ark. 2018). Bagka bir
Commiphora tiirli olan Commiphora mukul, antimikrobiyal, antienflamatuar, anti

kanserojen aktivite ve diger cesitli 6nemli tibbi 6zelliklerin kaynagi olan farkh
13



2. ONCEKI CALISMALAR Amine HAFIS ABDELSALAM

biyolojik aktivitelere sahip flavonoid, terpenler, fitosteroller gibi ¢ok sayida

fitokimyasal bileseni biinyesinde barindirir (Jasuja ve ark. 2012).

2.1. Commiphora myrrha’mn (yagl, recinesi ve bilesenleri) ile Yapilan
Genotoksisite Calismalari

Lamichhane ve ark. (2019) tarafindan fare modeli kullanilarak yapilan
kapsamli bir ¢aligmada miir esansiyel yaginin deri alt1 enjeksiyonundan sonra akut
ve subakut toksisite analizi gergeklestirilerek olasi riskleri, yan etkileri ve giivenli
doz araligi degerlendirmistir. ilk faz c¢alismas1 olarak farelere yiiksek
konsantrasyonda miir esansiyel yag1 (20, 40 ve 80 uL) enjekte edilmistir. Ikinci faz
caligmasinda her gruba {i¢ giin boyunca diisiik dozda miir esansiyel yagi (1, 5 ve 10
uL) enjekte edilerek farelerin hematolojik parametrelerin ve ¢esitli enzimlerin
aktivitesinin arastirilmasi icin kan ornekleri alinmistir. Histolojik parametrelerin
saptanmasi i¢in karaciger, bobrek, dalak, akcigerler ve kalp incelenmistir. Viicut
agirh@ ve cilt anormallikleri de degerlendirilmistir. Ilk faz galismalar1 sonucunda,
farelerin enjeksiyon bolgelerinde graniilom olusumu ve karacigerde genislemis
siniizoidler ve geniglemis merkezi toplardamar gézlenmistir. Dalakta kirmizi-beyaz
pulpa arasindaki farkin kayboldugu ve bobrek glomerulus dejenerasyonu
gosterilmistir. Enzim aktivitesi ve viicut agirhginin da doz artisina baglh olarak
azaldig1 saptanmistir. Beyaz kan hiicresi sayisinin yaklasik iki kat arttig1, kasint1 ve
self travma alanmin belirgin oldugu belirlenmistir. ikinci faz galismasi sonucunda,
cilt anormallikleri (graniilom) ve doku yapisindaki hasar (karaciger, dalak ve
bobrekte), enzim seviyeleri, kan parametreleri ve viicut agirliginda kontrole gore
onemli degisiklik gozlenmemistir. lgili ¢alismanin genel sonuglarma gore diisiik
dozajli miir esansiyel yaginin cilt nodiilii / enflamasyonu ve organlarda fizyolojik
hasar yoniinden giivenli oldugunu ancak bu esansiyel yagin yiiksek dozlarimin bazi
organlara (karaciger, bobrek ve dalak) zarar verdigini kanitlamistir.

Farkli bir ¢calismada El-Sharkawy ve ark (2003), Schistosoma (sistozoma)

enfeksiyonunun kardes kromatid degisimini ve kan lenfositlerinde kromozomal
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aberasyonu arttirdigin1 ve Commiphora molmol, sitotoksik potansiyelini gosteren
polikromatik eritrosit/normokromatik eritrosit oranini 6nemli Olgiide azalttigini
bulmusglardir. Fawzia ve ark. (2016), Commiphora molmolin (Mirazid)
sistozomiyazisin tedavisinde mikroniikleus testi ile etkinligini degerlendirmeyi
amaciyla otuz olgun erkek fare ile yaptiklart ¢alismada miirden &ziitlenen
antisistozomal ilacin (Mirazid), sistozomiyazin polikromatik eritrositler lizerindeki
bilinen klastojenik etkisine kars1 koruma sagladigi kanitlanmistir.

Omer ve ark. (2011) tarafindan C.myrrha'nin etanol ve eter dziitlerinin ikiger
farkli Gram negatif (E. coli ve Pseudomonas aeruginosa) ve Gram pozitif (Bacillus
subtilis ve Staphylococcus albus) organizmaya ve fungal organizma olarak da
Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir.
C.myrrha'nin etanolik 6ziitli, S. albus ile birlikte incelenen Gram negatif
organizmalara karsi antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Ote yandan, eterik miir
Oziitli, incelenen Gram pozitif organizmalara ve Candida albicans'a karst
antimikrobiyal aktivite gostermekle birlikte antifungal aktivitesinin daha yiiksek
oldugu anlasilmistir. Etanolik 6ziitiin P. aeruginosa ve E. coli'ye karst minimum
inhibitér konsantrasyonunun sirasiyla 20 ve 40 mg/mL diizeyinde oldugu
bulunmustur. Eter dziitiiniin hem S. albus hem de C. albicans'a kargi minimum
inhibitor konsantrasyonu sirasiyla 10 ve 40 mg/mL olarak bulunmustur. Shuaib ve
ark. (2013) Commiphora myrrha'nin regine bakimindan zengin metanolik
ekstraktlarinin (RRME'ler) in vitro antibakteriyel aktivitesi agar disk difiizyon
yontemi ile arastirmiglardir. Arastirmacilarin Gram pozitif (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis) ve Gram negatif
bakteri suslar1 (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella tyellaphi,
Salmonella  tyellaphi)  lizerindeki  antibakteriyel aktivitesini  belirleyip
degerlendirmek iizere yaptiklar1 ¢alismada, zengin metanolik 6ziitiin tim Gram (+)
bakteri suglarina karsi 6nemli aktivite gosterirken Gram (-) bakteri suslaria karsi

degisken etkiler gosterdigini bulmuslardir.
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El-Ashmawy ve ark. (2006)’nin yaptig1 ¢caligmada farelerin diyetle aldiklari
kursun asetatin (%0.5w/w) baz1 enzimatik antioksidanlar (rediikte glutatyon GSH,
glutatyon S-transferaz (GST)), karaciger homojenatinda lipit peroksidasyonu ve
kemik iligi kromozomlari iizerindeki etkisi 8 hafta boyunca 6zel diyet verilen
farelerde arastirilmistir. Hem pozitif kontrolde (diyet + kursun asetat) hem de miir
muamele edilen deney grubunda (diyet + kursun asetat + %1 miir tozu) saptanan
GSH diizeyi negatif kontrole (sadece diyet) gore azalmistir. Pozitif kontrolde
saptanan GST seviyesi azalmig ancak muamele edilen grupta goézlenen GST
diizeyinin hem negatif hem de pozitif kontrole gore artmis oldugu bulunmustur.
Muamele edilen grupta saptanan lipid peroksidasyonu hem pozitif hem de negatif
kontrole gore %45 azalmistir. Boliinen hiicre sayisindaki anlamli azalma, toplam
anormal hiicre sayis1 ve artmis kromozomal anormallik siklig1 verilerine gore
kursun genotoksisitesinin varligi dogrulanmig ve miir ile muamelenin
genotoksisiteyi dnemli dl¢iide azalttig1 gosterilmistir.

Fraternale ve ark. (2011) tarafindan yapilan ve Commiphora eritraea’den
elde edilen miir reginesi heksan ekstraktinin topikal antienflamatuar, serbest radikal
siipliriicii ve antifungal aktivitelerinin aragtirildigi ¢aligmada farelerde Croton
yagimin neden oldugu kulak &demine karsi heksan Oziitiiniin topikal olarak
uygulandiginda édemi 6nemli Slglide inhibe ettigi bulunmustur. Ayn1 6ziit DPPH
radikal siipiirme analizinde antioksidan aktivite gostermistir. Heksan oziitlinden
izole edilen bilesenlerden furanoseskuiterpenoid 1 ve 2 bilesikleri zayif bir
antifungal aktivite gosterirken, 3-5 numarali bilesikleri antioksidan (sirasiyla EC
(50) 4.28, 2.56 ve 1.08 mg / mL) ve anti-enflamatuar (sirasiyla% 30, 26 ve % 32
0dem azalmasi) etki gostermislerdir.

Al-Harrasi ve ark. (2013) o6ziitleme metoduna bagl farklar1 ortaya koymak
icin yaptiklar1 ¢alismada, Boswellia sacramin (Burseraceae ailesinden) Hougari
Regular (HR) dereceli reginesinin metanol oOziitiiniin antioksidan aktivitesinin
(DPPH radikallerine karsi temizleme etkinliginin) ayni konsantrasyonda regine

esansiyel yagindan daha diistik oldugu bildirilmistir.
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Mohamed, ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 farkli bir ¢calismada Commiphora
myrrha reginesinin metanol (ME-OH), etil asetat (ETOAC) ham 6zleri ve ugucu
yagmin (EO) antioksidan ve antimikrobiyal potansiyeli arastirnilmistir. C. myrrha
reginesinden tanimlanan ugucu yagin ii¢ ana bileseni; B-elemene (% 12.86), 7-
izopropil-1,4-dimetil-2-azulenol (% 12.22), curzeren (% 11.64), ve germacra-1 (10)
7,11-trien-15-oik asit, 8,12-epoksi-6-hidroksi-cp-lakton (%6.20) bilesikleridir.
Calismada hem DPPH siiplirme hem de Fe2 + selatlama deneyleri yapilmistir. C.
myrrha reginesinin DPPH radikal siipiiriici aktivitesi farkli konsantrasyonlarda
(0.2-2 mg/ml) metanol oziitii, etil asetat 6ziitli ve ugucu yaginin konsantrasyona
bagl bir temizleme etkinligi agik¢a gosterilmistir. 0.5 mg/mL konsantrasyonda
ME-OH, ETOAC ekstreleri ve EO'nun inhibisyon yiizdeleri sirasiyla % 71.1, 33.4
ve % 6.6 olarak belirlenmistir. Yine ICso degerleri sirasiyla 0.07, 0.32, 0.93 ve
11.33mg/ml degerleri bulunmus olup, biitil hidroksitoluen BHT <ME-OH 6zii
<ETOAC 6zii <EO diizeyinde belirlenmistir. Bu sonuglar, ME-OH ekstraktinin,
ETOAC ekstrakt1 ve EO'ya kiyasla en yiliksek DPPH radikal siipiirme aktivitesini
sergiledigi gézlenmistir.

Bagka bir ¢alismada Seif-Eldin ve ark. (2015), Commiphora molmol’in
recineli eksiida petrol eter oziitiiniin (ICso= Spg/mL) iki fare hiicre hattt KA31T ve
NIH3T3'e (sirasiyla non-transform ve transform fare fibroblastlarl) karsi
diferansiyel sitotoksik aktivitesini ortaya koymak amaciyla petrol eter éziitiinden
dordii yeni (y-Elemane lactone., 5-aH,8-pH-eudesma-1,3,7(11)-trien-8,12-olide., 2-
Hydroxy-11,12-dihydrofuranodiene., 2-Hydroxyfuranodiene) ve bilinen bes bilesik
(2-Acetoxyfuranodiene., 2-Methoxyfuranodiene., 2-Methoxy
isofuranogermacrene., Furanoeudesma-1,3-diene., 1(10)E,4E-furanodiene) olmak
iizere toplam 9 bilesik izole edilmistir. Bu o6ziitlerin 20, 50, 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlar1 ¢esitli hiicre hatlarindaki sitotoksik potansiyeli analiz edilmistir.
Oziitler NIH3T3 hiicrelerine karsi en yiiksek sitotoksik aktiviteyi gosterirken,
KA31T hiicrelerine kars1 ise orta diizeyde aktivite gosterdigi agiklanmustir.
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Ayman ve ark., (2018) tarafindan yapilan g¢alismada C. molmol regine
Oziitlinlin metotreksat (MTX) kaynakli oksidatif stres, inflamasyon ve bdbrek
hasarina karst in vitro antioksidan aktivitesini ve koruyucu etkisi
degerlendirilmistir. MTX, akut bdbrek hasarini indiikleyebilen bir dihidrofolat
rediiktaz inhibitoriidiir. Erkek Wistar sicanlarina 15 giin boyunca 125 ve 250 mg/kg
C. molmol regine oziitii ve 16. giinde tek doz MTX enjeksiyonu yapilmustir. C.
molmol, DPPH siiperoksit ve nitrik oksit (NO) radikallerine karsi radikal
temizleme etkinligi gostermistir. MTX verilen siganlarda 6nemli Slgiide yiiksek
serum kreatinin ve iire ve histolojik degisiklikler ile kanitlanan bobrek hasari
goriilmiigtir. Yine MTX ile indiiklenen siganlarin bdbreklerinde artmis lipit
peroksidasyonu, NO, NF-xB ve pro-enflamatuar sitokinler goriilmistiir. C. molmol
ile 6n muamele, MTX kaynakli bobrek hasarini ve azaltilmis oksidatif stres ve
enflamasyonu Onlemistir. C. molmol azaltilmis Bax geni ifadesi ve antioksidan
savunma sistemini uyarmistir. Ayrica MTX ile indiiklenen sicanlarin bobreginde
Bcl-2, Nrf2, NQO-1 ve HO-1 ifadeleri azaltilmistir. Elde edilen sonuglara gore, C.
molmol reginesi, Nrf2 sinyalinin aktivasyonu ve oksidatif stresin azaltilmasi
yoluyla MTX ile indiiklenen akut bobrek hasarma kars1 koruma saglamistir. Sonug
olarak C. molmol reginesinin giiclil bir in vitro radikal siipiiriicli aktivite gosterdigi,
Nrf2/ARE  sinyallemesinin  yukar1 regiillasyonu ile MTX ile sicanlarin
bobreklerinde indiiklenen oksidatif / nitrosatif strese karsi artmis antioksidan etkiye
sahip oldugu ve zayiflatilmig inflamasyonu ve apoptozu onledigi belirtilmigtir.

Alqgahtani ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alisma, on yedi (S1-S17) miir
ornegi ve iki furanoseskuiterpenoid (CM-1 ve CM-2) bilesiginin sitotoksik ve
antioksidan ozelliklerini degerlendirmek ig¢in tasarlanmustir. Sitotoksisite deneyi
HepG2, MCF-7 ve HUVEC hiicre hatlar1 tizerinde gerceklestirilmistir. Baz1 miir
ornekleri (S2, S5, S10, S12) ve CM-1, CM-2, bilesikleri HepG2/MCF-7 hiicre
hatlarina kars1 vinblastin (ICsy (ug / mL): 2 / 2.5) ile karsilagtirildiginda 6nemli
sitotoksik etki gosterdikleri ortaya ¢ikmustir [ICso (ug / mL): 13.8 /10, 14/10, 14.5/

11.3, 18 /13.2,9.5/12.5, 10 / 15.8). Geri kalan 6rnekler ya hafif aktif veya inaktif
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olarak bulunmustur. Numunelerin antioksidan ozellikleri B-karoten agartma ve
DPPH serbest radikal siiplirme yontemleriyle test edilmistir. Burada S8 numunesi
(1000 pg/mL) en yiiksek B-karoten agartma (% 76.2) ve serbest radikal temizleme
aktivitesini (% 79.8) sergilemistir. En yiiksek/en diisik CM-1 ve CM-2"nin igerigi
sirastyla S12 / S5 ve S5 / S17'de bulunmustur. CM-1 ve CM-2'nin insan DNA
topoizomeraz II ile yapilan molekiiler kenetlenme ¢alismalari, her iki bilesigin de
ilgili enzimlerin aktif bdlgelerine baglandigini gdstermistir. Molekiiler dinamik
simiilasyon c¢aligmalar1 ayrica CM-1 ve CM-2'nin topoizomeraz ile kararl
etkilesimlerinin oldugu dogrulanmaistir.

Algahtani ve ark.,, (2020) Commiphora myrrha reginesinin etanolik
ekstraktinin  kloroform fraksiyonundan iki furano-seskiterpenoid olan; 2-
metoksifuranodien (CM1) ve 2-asetoksifuranodien (CM2) izole etmislerdir.
Bilesiklerin sitotoksisitesi, insan karaciger karsinomu, meme kanseri hiicreleri
(swrastyla HepG2 ve MCF-7) ve normal insan gobek damar1 endotel hiicreleri
(HUVEC’ler) hiicre hatlart kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki bilesigin
gelisme toksisitesi ve anti-anjiyogenik aktivitesi de zebra baligin embriyolar
kullanilarak degerlendirilmistir. Hiicre hayatta kalma deneyleri, her iki bilesigin
HepG2 ve MCF7 hiicre hatlarinda sirasiyla 3.6 ve 4.4 uM ICs, degerleri ile yiiksek
oranda sitotoksik etkili oldugunu gostermistir. Her iki bilesik de apoptozu
indiiklemis ve islenmis HepG2 hiicrelerinde akis sitometrik analizi kullanilarak
gbzlenen hiicre dongiisii durmasina neden olmustur. Her iki bilesigin sahip oldugu
kronik toksisite Zebra baligi embriyolarinda gelisme toksisitesi olarak
gosterilmistir. Embriyolar ii¢ giinden fazla bilesiklere maruz kaldiginda toksisite
gorilmiistir. CM2 bilesiginin subletal dozlar1 transgenik zebrabaliklar
embriyolarinda 6nemli diizeyde anti-anjiyogenik aktivite gostermistir.

Pradella ve Oliveira., (2019) Commiphora myrrha 6ziitlinlin olas1 antitimor
etkilerini hiicre 6limii ¢alismalariyla degerlendirmeyi amaglanmistir. Bunun igin,
l6semi ile iliskili Jurkat hiicre hatlarinda 6liim mekanizmalarini tanimlamak igin

farkli 6ziit konsantrasyonlartyla muameleye tabi tutularak gergeklestirilen hiicre
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canlilig1 testleri sonucunda kullanilan 6ziitiin doza baglh bir sekilde antiproliferatif /
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir. Elde edilen sonuglar, bu
calismada degerlendirilen 6ziitiin 400 pg/mL dozunun sitotoksik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir.

Qureshi ve ark. (1993) Commiphora molmol’iin (oleo gum reginesi)
genotoksik, sitotoksik ve antitiimor 6zelliklerini normal ve Ehrlich asit karsinom
hiicresi tasiyan farelerde incelemislerdir. Ajanin potansiyel genotoksik ve
sitotoksik aktivitesi saglikli farelerde, mikronukleus sikligi, hepatik hiicrelerdeki
biyokimyasal degisiklikler ve kemik iligindeki polikromatik / normokromatik
hiicrelere oran1 baglaminda degerlendirilmistir. Ehrlich asit karsinom hiicrelerini
tastyan farelerde C. molmol’un antitlimor aktivitesi; molekiiler, biyokimyasal ve
histopatolojik degisiklikler ve sag kalim acgisindan degerlendirilmistir. C. molmol
(125-500 mg/kg) ile yapilan muamele hicbir klastojenite gostermemis, C. molmol
sitotoksisitesi standart sitotoksik ila¢ olan siklofosfamidi ile esdeger oldugu
bulunmustur. Bu ¢aligmada gozlemlendigi iizere C. molmol'un mutajenik
olmamakla birlikte, potansiyel antioksidatif ve sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirtilmigtir. Al-Harbi ve ark. (1994) tarafindan yapilan calismada Commiphora
molmol'in (oleoresin) antikanserojenik potansiyeli Ehrlich kati timor tasiyan
farelerde arastirilmigtir. C. molmol (250 ve 500 mg/kg bw/giin) ile muamelenin
Ehrlich kati1 timor hiicrelerinde sitotoksik oldugu bulunmustur. C. molmol'in 50
giinlik muamelesinin neden oldugu sitotoksik etki 25 giinliige oranla daha az
belirgindir. Bu sonuglara gore C. molmol'in anti-timér potansiyelinin standart
sitotoksik ilag siklofosfamid ile karsilagtirilabilecegi ifade edilmistir.

Zhu ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada Furano-seskiterpenoid rel-
1S, 2S-epoksi-4R-furanogermacr-10 (15) -en-6-on adli ajanin MCF-7 meme tiimor
hiicre hattina kars1 zayif sitotoksik aktivite sergiledigi bulunmustur. Tipton ve ark.
(2003) tarafindan icra edilen apoptoz indiikleme calismalarinda, miir bilesenleri
arasinda yer alan a-cadinen, 2-metoksifuranodien, cuminaldehid ve 3-epi-a-aminrin

seskiterpen molekiillerinden 6zellikle seskiterpenlerin prostat kanseri hiicrelerinde
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Go/G, fazindaki hiicre dongiisiinii duraklattigi gézlenmistir. Bu ¢alismada miiriin
hem antiproliferatif hem de bagisiklik/inflamatuvar modiile edici etkileri igerikte
yer alan seskiterpenlerle iligkilendirilmistir.

Shoemaker ve ark. (2005) tarafindan, Commiphora myrrha, ve 11 Cin sifali
bitkisinin (Anemarrhena asphodeloides, Artemisia argyi, Duchesnea indica,
Gleditsia sinensis, Ligustrum, lucidum, Rheum palmatum, Rubia cordifolia, Salvia
chinensis, Scutellaria barbata, Uncaria rhychophyl) sulu ekstraktlari, antikanser
aktivitesi degerlendirilmigstir. Calismada toplam sekiz hiicre hatti (normal meme
epitel ve kanserli meme, akciger, pankreas ve prostat hiicreleri ile temsil edilen bes
insan ve ili¢ kemirgen kanseri hiicre hatt1) kullanilmistir. Tiim ham sulu 6ziitlerin
kanser hiicre soylarinin bir kismi veya tamami lizerinde biiyiime inhibe edici
aktivite gosterdigi bulunmustur.

Su ve ark. (2011) Commiphora myrrha reginesinden izole edilen 6ziit ve
terpen bilesikleri dort insan jinekolojik kanser hiicre dizisi, A2780, SK-VO-3,
shilawa ve SiHa tizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Sitotoksisite
analizinde, AE (%85 EtOH 6zii) fraksiyonu, in vitro olarak doza bagh tarzda dort
hiicre hattinin tamaminda hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir.
Ajanin 50 pg/mL konsantrasyondaki miktarinin insan yumurtalik kanser (A2780
hatlar1) iizerinde inhibisyon orani %81.85°tir. A2780, SK-VO-3, shilawa ve SiHa
tizerindeki AE'nin ICsg'leri sirasiyla 15.81, 22.08, 20.73 ve 57.83 ug/mL olarak
bulunmustur. Petrol eter 0ziitiiniin (PE) endometriyal karsinom hiicre dizileri
(Shikawa) iizerindeki antiproliferatif etkisi AE'den daha hassastir. Elde edilen
veriler C. myrrha kimyasal bilesenlerinin, dort insan jinekolojik kanser hiicre hatti
iizerinde onemli aktiviteler sergiledigini gostermistir.

Chen ve ark. (2013)’nin yaptiklar1 ¢alisma, iki tiir miir ve sigla (buhur)
bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin kompozisyon ve potansiyel antikanser
aktivitelerini hidrodistillasyon ile incelemeyi amaglamigtir. Gaz kromatografisi -
kiitle spektrometrisi (GC-MS) kullanilarak, miir ve sigla esansiyel yaglarinda

bulunan bilesenlerle, iki ugucu yagin, tek basina ve karigim halinde, bes timor
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hiicre hattt (MCF-7, HS-1, HepG2, HeLa ve A549) {izerindeki etkileri MTT deneyi
kullanilarak aragtirilmistir. MTT analizi, miir ve buhur esansiyel yaglarinin hiicre
hatlar1 iizerindeki inhibe edici etkisinin doza bagli oldugunu gostermistir. Buna
gore, MCF-7 ve HS-1 hiicre hatlarinin, diger hiicre hatlarina gére miir ve buhur
esansiyel yaglarina karsi artmig hassasiyet gosterdigi bulunmustur.

Shalaby ve Hammouda. (2014) Commiphora myrrha Oziitiiniin analjezik,
antienflamatuar ve anti-hiperlipidemik aktivitelerini, viicut agirligi ve kan lipitleri
iizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Farelerde merkezi ve periferik agriyi
indiiklemek icin termal (sicak plaka testi) ve kimyasal (kivranma testi) uyaranlari
kullanilarak miir 6ziitiinliin analjezik etkisi degerlendirilmistir. Antienflamatuar
aktivite, sicanlarda formalin kaynakli pence ddemi kullanilarak belirlenmistir. Bu
caligmanin sonuglarina gore C. myrrha Oziitiiniin 6nemli analjezik, antienflamatuar
ve anti-hiperlipidemik etkilere sahip oldugu, viicut agirligi artisin1 yavaslattigi ve
kan lipit profilini gelistirdigi gézlenmistir.

Ghaedi ve ark., (2014)’min yaptiklan ¢alismada Commiphora myrrha
sakizinin etanol 6ziitii % 85 etanol hidroalkolik ¢6ziicli kullanilarak hazirlanmastir.
Bu 6ziit 6zellikle mide iilseri gibi bir¢ok gastrointestinal (GI) problem ve kanser ile
iligskili yaygm bir insan patojeni olan Helicobacter pylorinin ii¢ klinik izolatina
kars1 disk difiizyonu ve agar seyreltme yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.
Oziitiin insan mide karsinomu AGS hiicreleri {izerindeki etkileri, MTT analizi ve
tripan mavisi boyamas: ile degerlendirilmistir. Ayrica 6ziitin normal hiicre
(periferal kan mononiikleer hiicreleri (MNC'ler) ve mezenkimal kdk hiicreler
(MSC'ler)) lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. MTT analiz yontemi kullanilarak
C. myrrha etanol Oziitiinlin AGS hiicreleri iizerindeki inhibisyon etkisinin doza
bagli oldugu anlasilmistir. Bu ¢aligmada 6ziitiin AGS hiicrelerine karsi 6nemli anti-
proliferatif ve sitotoksik aktivitelere sahip oldugu goézlenmistir. Aktivite zamana ve
konsantrasyona bagli olarak, 100 pg/mL ve 24 saatlik temas siiresi ile canli hiicre

sayist neredeyse sifirlanmis ve 50 pg/mL konsantrasyon ile ve 72 saatlik temas
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stiresi, hiicrelerin% 90'mmdan fazlas1 dldiiriilmiistiir. Commiphora myrrha’nin sakizi
onemli anti-Helicobacter pilori ve antikanser etki gosterdigi vurgulanmaistir.

Gao ve ark. (2015)’nin yaptig1 bu ¢alismada C. myrrha'dan izole edilmis bir
tetrasiklik triterpenoid (MY-1) bilesiginin sitotoksik etkisini degerlendirmek ve
MY-1'in mitokondriyal yolla insan prostat kanserinde apoptozu indiikleyip
indiiklemedigi aragtirtlmistir. Bu ¢alismada, MTT sonuglart MY-1'in PC-3
hiicrelerine karsi 1liml1 bir sitotoksik etkiye sahip oldugu ve akis sitometrik analiz
verilerine gore Gy/G; fazinda hiicre dongilisi durmasina neden oldugu
gosterilmistir. Karakteristik morfolojik degisikliklere goére MY-1 tarafindan
apoptozun indiiklendigi ve anti-onkogen p53'iin aktivasyonu yoluyla kanser
olusumunun baskilanmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir. Bu sonuglara
gore, C. myrrha'dan izole edilmis bir tetrasiklik triterpenoid (MY-1) bilesigi, PC-3
hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu yoluyla potansiyel antikanser aktiviteye sahip
oldugu belirlemistir.

Khalil ve ark. (2020)’nin yaptiklar ¢alismada, insizyonla elde edilen regineli
eksiida olan miir heksan ekstrakti ile ugucu yaginin (MEOQO) karsilagtirmali
bakterisidal aktivitesi, Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Pseudomonas
aeruginosa'ya (Ps. Aeruginosa) organizmalarinda canli sayim teknigi kullanilarak
degerlendirilmistir. MEO ile 2 saatlik temas siiresinden sonra test edilen her iki
susun >% 99,999'unun 61diigii ortaya ¢ikmistir. Yine bu ¢aligmada insan karaciger
kanseri (Hep G2), insan meme kanseri (MCF-7) ve kolon kanseri hiicre hatlari
(HCT-116) lizerindeki hem esansiyel yagin hem de heksan ekstraktinin sitotoksik
caligmalar1 umut verici bir in vitro aktivite gdstermistir. Ugucu yag i¢in en yiiksek
aktivite (ICsp 10.93 = 0.32 pg / mL) MCF-7 iizerinde kaydedilmistir. Hekzan 0ziitii
ve ugucu yagda tanmimlanmis baslica bilesikler; Furano-eudesma-l, 3-dien (%
15.99) ve 2-asetoksi-furano-dien (% 26.82) adl bilesiklerdir. Bu sonuglar, myrrh
esansiyel yaginin, uygun dozaj formlarinda formiile edilebilen umut verici bir

antibakteriyel ve sitotoksik ajan oldugunu gostermektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR Amine HAFIS ABDELSALAM

C. myrrha dahil cesitli bitkilerde aktif bilesen olarak yer alan B-elemene’in
(bu c¢alismada Curcuma wenyujin'den izole edilmig) anti-timor etkisi
aragtirllmigtir. Insan kanserlerinin en 6liimciilleri arasinda en sik goriilen beyin
timori olan glioblastom multiforme (GBM) dahil farkli timdrler i¢in f-elemene
antitimor ilact olarak kullanilmistir. Bu ¢aligmada, B-elemenein glioblastoma
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe edip etmedigi ve olasi baskilama mekanizmasi
arastirilmigtir. Aktif bilesen B-elemene bu hiicrelerin biiylimesini p38 MAPK'ya
bagimli bir yolla inhibe ettigi bulunmustur (Yao ve ark. 2008).

Farkli calismalarda HeLa hiicrelerinin ultrastriiktiirel morfolojisinde (10
pg/mL) Sisplatin (CDDP) ve miir kullanildiginda apoptoz belirtileri ortaya
cikarken, nekrotik hiicre oliimii 6zellikle daha yiiksek dozda CDDP veya miir
kombine muamelesinde gozlenmistir. Bu sonuglara gore cisplatinin doza ve
hiicrelerin metabolik ve enerji durumuna baghh olarak apoptoz ve nekrozu
indiikleyebilecegi bildirilmistir (Gonzalez ve ark. 2001; Swift ve Golsteyn. 2016).
Ramadan ve ark. (2017) insan serviks kanserinde miiriin terapotik mekanizmasi ile
sitotoksik, apoptotik ve otofajik potansiyelini modellemek i¢in HeLa hiicrelerini
kullanmiglardir. Calismada, tek basina miir ve cisplatin (CDDP) + miir kombine
muamelesinin sonucglar1 incelenmistir. Elde edilen verilere gére miir Hela
hiicrelerinin canliliginda konsantrasyona bagli bir azalmaya neden olmus ve ayrica
miiriin tek bagina ve CDDP ile birlikte kullanilmasi apoptoz ve otofajiyi uyarmistir.

Yukarida bir kisminin sonuglarina deginilmis onceki ¢aligmalar dikkate
alimdiginda biiyiik bir cografyada antik doénemden bu giine kadar kadim
medeniyetler tarafindan yaygin bir kullanima sahip miiriin genotoksik, sitotoksik,
oksidatif ve proliferatif etkilerinin kapsamli bilimsel ¢alismalarla irdelenmesi daha
da 6nem kazanmustir. Onceki ¢alismalarin bir cogunda dikkat ceken en 6nemli veri
miir veya bilesenlerinin kanser hiicre hatlarindaki potansiyel sitotoksik etkidir.

Bizim yapmis oldugumuz calisma ise saglikli hiicre hatlariyla ve farkli

testlerle gerceklestirilmis olmasi bu tezin 6zgiin tarafini olusturmaktadir.

24



3. MATERYAL VE METOD Amine HAFIS ABDELSALAM

3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismadaki deneylerin tamami in vitro kosullarda yapilmistir. Caligmada
test maddesi olarak Commiphora myrrha’dan ticari yolla elde edilmis Miir yagi,
deney materyali olarak da sigara icmeyen yaslari birbirini yakin (26-28 yaslarinda)

saglikli ve goniillii iki kadin ve iki erkekten alinan periferik kan kullanilmugtir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
3.1.1.1. Commiphora myrrha ugucu yagi (test maddesi)

Commiphora myrrha, kokiinde bulunan ve diinya ¢apinda kullanilan sar1 bir
oleo-sakiz reginesine sahiptir. Miiriin bilesenleri arasinda ugucu yag (% 2-8), regine
(% 23-40), sakiz (% 40-60) ve ac1 6zleri (% 10-25) bulunur. Diigiik basingli buhar
damitma yoluyla Commiphora myrrha reginesinden Oziitlenerek elde edilen miir
yagi ticari bir firmadan satin alinmistir. Bu yag 20 °C'de 0.995 - 1.025 arasinda
degisen 6zgiil agirhiga sahip, kalin ve soluk sar1 bir sividir (Chen ve ark. 2013).
Daha once az sayida yapilan c¢alismalarda Commiphora myrrha ugucu yagi
sitotoksik, anti-kanser, analjezik, antienflamatuar, antiparaziter ve hipolipidemik
aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. Geleneksel uygulama ve kanita dayali
aragtirmalar, bu Ozelliklerin miir esansiyel yaginda bulunan aktif bilesiklere bagh
oldugunu rapor etmistir (Effie ve Nomico, 2007). Bu kapsamda miir yaginin
saglikli hiicre kiiltiiriinde in vitro sartlardaki sitogenotoksik potansiyeli dnem arz

ettigi i¢in bu ¢aligma planlanmistir.

3.1.1.1(1). Commiphora myrrha ucucu yagmm Kimyasal Ozellikleri
Sistemik isim: Commiphora myrrha ugucu yagi
CAS kayit no: 8016-37-3

Kapah Formiilii: Cizelge 3.1. Commiphora myrrha ugucu yagin bilesikleri
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Acik Formiilii: Sekil 3.1. Commiphora myrrha ugucu yagin ana
bilesikleri

Kaynama noktasi: 220°C

Alevlenme Noktasi: >230°F

Fiziksel Durumu: Sicak, baharatli, balzamik; kahverengi sivi

Sudaki ¢oziiniirliik: Coziinmez

Buhar Yogunlugu (Hava =1): > 1

Elde etme yontemi: Buhar distilasyon

3.1.1.1.(2). Miir yag1 ve miir etanol 6zii kimyasal bilesimi

Commiphora myrrha ugucu yaZmin bilesenleri hidrodistilleme ile gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) kullanilarak tanimlanmigtir. Toplam
yag bilesiminin% 98.3'linil olusturan miir yaginda elli alt1 bilesen tespit edildigi
bildirilmistir. Furanoeudesma 1,3-dien (% 50.0), menthofuran (% 13.5), lindestren
(% 4.9), B-elemene (% 4.6), furanodien (% 3.6), 3,4,4-trimetil-3- (3- okso-but-1-
enil) -bisiklo (4.1.0) heptan 2-one (% 3.5) ve y-kadinen (% 2.6), miir yaginin ana
bilesenleridir (Cizelge 3.1), (Mahboubi ve Leila., 2015).
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Cizelge 3.1. Commiphora myrrha ugucu yagmin

konsantrasyonu (%) ve kapali formiilleri

Bilesimlerin adi

bilesenlerinin  nispi

(%) Kapali Formiilii

Furanoeudesma 1,3-diene 50,00 CisH;30
Menthofuran 13,50 CioH140
Lindestrene 4,90 CisH30
B-Elemene 4,60 CisHou
Furanodiene 3,60 Ci5Hy00
3,4,4-Trimethyl-3-(3-Oxo-but-1-enyl)-bicyclo[4.1.0] | 3,50 Ci;:Hy00,
heptan-2-one

y-Cadinene 2,60 CisHos
Germacrene B 2,30 CisHoy
Cyclopenta[h]-2-benzopyran-9(1H)-one 1,20 C1,HgO,
a-Terpinene 1,10 CioHie
-Bourbonene 0,98 CisHay
5-Methylxanthotoxin 0,90 Ci3H1004
2,20 -Diihydroxy-40 -methyl-5-methoxybiphenyl 0,70 C4H 1405
Calarene 0,64 CisHoy
Germacrene D 0,60 CisHyy
2-Methoxy-30-fluoro-40-methylbiphenyl 0,60 Ci4sH5FO
2-Methoxy-30-fluoro-40-methylbiphenyl 0,60 C4H;5FO
Germacrone 0,60 Ci5H,0
7-(Phenylethynyl)-1-indanone 0,50 Ci7H120
v-Elemene 0,40 CisHyy
2-Ethyldibenzothiophene 0,40 Ci4Hj,S
a-Copaene 0,35 CisHas
o-Cadinene 0,30 CisHoy
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Cizelge 3.2 (devami)
[-Panasinsene 0,30 CisHay
Seselin 0,30 Ci4H,04
Valencene 0,25 C15Hy,
Methacrylic acid, dodecyl ester 0,24 Ci6H300,
B-Cubebene 0,20 CisHy
o-Caryophyllene 0,20 CisHyy
B-Patchoulene 0,20 CisHos
[-Maaliene 0,20 CisHoy
@-Selinene 0,20 CisHoy
3-Stilbenol 0,20 Ci:H,O
6-Methylxanthotoxin 0,15 Ci3H,00;
B-Gurjunene 0,15 CisHaoy
a-Cubebene 0,10 CisHos
3-Ethyldibenzothiophene 0,10 Ci4sH oS
8,9-Dihydrocyclohepta[a]phenalene-6(10H)-one 0,10 CisH140

28




3. MATERYAL VE METOD

Amine HAFIS ABDELSALAM
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3. MATERYAL VE METOD Amine HAFIS ABDELSALAM

3.1.1.1.(3). Miir yagimin Kullanim Sekli
3.1.1.1.(3).1. Direkte cilde siiriilerek

Deriye uygulamadan Once miir yagini tasiyici olarak gdrev yapan jojoba,
badem veya iiziim g¢ekirdegi yagi ile karistirmak en iyisidir. Ayrica kokusuz bir
losyon ile karistirilabilir ve dogrudan cilt iizerinde kullanilabilir. Antioksidan
Ozelliklerinden Otiirii anti-aging (yaslanma Onleyici), cilt yenilenmesi veya

yaralarin iyilesmesi i¢in mitkemmeldir.

3.1.1.1.(3).2. Soguk kompres olarak
Miir yag1 birgok sifa 6zelligine sahiptir, bu nedenle birka¢ damla yag soguk
bir suya ilave edilerek dogrudan enfekte veya enflamasyonlu bolgelere uygulanir.

Anti-bakteriyel, anti-fungal, sisme ve iltihaplanmay1 azaltmaya yardime1 olur.

3.1.1.1.(3).3. Direk icmek

Ugucu yaglart igmek gerektigi zamanlarda oldukca dikkatli olunmalidir. Dig
hastaliklarinda dis enfeksiyonlarin1 &nlemeye yardimci olmak icin genel bir
kullanim olarak miir yag1 bir gargara olarak kullanilmaktadir. Her ne kadar FDA
giivenli bir gida katki maddesi olarak miir yagi onaylamis olsa da, konsantre
formlar ve yliksek dozlarda almak bazi durumlarda istenmeyen yan etkilere neden

olabilir (https://www.aysetolga.com/mur-yagi-) .

3.1.1.2. Tween 80 (Coziicii)

Bu ¢alismada Tween 80 (polysorbate 80), farkli fazlardaki su bazli siv1 hiicre
kiiltiirii ile miir yaginin birbiri ile homojen sekilde karigmasini saglamak amaciyla
kullanilmigtir. Tween 80, sorbitan esterlerinden tiiretilmis noniyonik bir yilizey aktif
maddedir. Tween 80 gidalarda, farmasoétik preparatlarda ve kozmetiklerde
emiilgator, dagitict ve stabilizator olarak yaygin olarak kullanilan noniyonik bir

ylizey aktif maddedir.
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3.1.1.2.(1) Tween 80 Kimyasal Ozellikleri
Kimyasal adi: polysorbate 80
on, Kapah formiilii: C,4H40¢

Molekiil agirhigi: 428.600006
Kaynama noktasi: >100°C
Alevlenme Noktasi: >230°F

3 CAS No: 9005-65-6

"71"’\40 Fema No: 2917

? 07\ < ‘K\OH Fiziksel Durumu: soluk sar1 yagl sivi

Saklama kosulu: oda sicaklig

Sekil 3.2. Tween 80 acik formiilii

3.1.2. Kullanilan Diger Kimyasallarin Hazirlanmasi
3.1.2.1. Ampisilin Cozeltisi (%0.8/0.02 NaOH)

Salmonella typhimurium’un mutant suslariyla yapilan geri mutasyon (Ames)
testinde kullanilan suslarin ampisiline olan direnglilik 6zelliklerinin kontroliinde
kullanilmistir. Oncelikle 0.02 N NaOH ¢ozeltisi hazirlanarak ampisilin ¢dzeltisi bu

¢Ozgen icinde hazirlanir.

0.02 N NaOH Hazirlanisi: «.cooevevineieinicsnneccsnnsanns 250 mL icin
NaOH: . 02¢g

Son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlanir.

Ampisilin Hazirlanigi: ......ccovvviiiiiiiiiiiiininieiieneens 100 mL icin
Ampisilin Trihidrat: ..o, 08¢g

0.02 N Sodyum Hidroksit: ..........ccoovviiiiiiiiiiiiinnnnnns 100 mL

Ampisilin Trihidrat, 0.02 N NaOH iginde ¢ozdiiriilmiistiir. Sterilizasyon i¢in
0.22 mp ¢apl bakteri tutan filtreden gegirilmistir. Ampisilin soliisyonu filtre
yontemi ile steril edileceginden daha 6nceden bunun igin bir beher ya da mavi

kapakli sise steril edilerek +4°C’de saklanmugtir.
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3.1.2.2. (%0.13) Biyotin Cozeltisi

Genotip kontrolii ve master plaklarin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Hazirlanisi: ...coeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieerenenseeenescnnnnes 100 mL icin
D-BIiyotin: «.oouiniiii 0.0013 g
Distile SU: oviii i 100 mL

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢ozdiiriilmiistiir.

Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

3.1.2.3. Elektroforez Tamponu

Komet testinde elektroforez islemini gerceklestirmek igin kullanilan
elektroforez tamponu 10 M NaOH ve 0.2 M EDTA bilesenlerinden olugsmustur. Bu
kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra iizerine 1350 ml saf su ilave

edilmistir. Bir giin 6nceden hazirlanarak + 4 °C’de saklanmuistir.

3.1.2.4. Entellan (Merck No: 7961)

Recine kokenli ve toliien solventli, ksilen ile temizlenebilen, kuruduktan
sonra hava kabarcigi olusturmayan, iyi kaplama saglayan, yapigkan o6zelliginde
olup lam ile lameli birbirine yapistirarak sabitlemek i¢in kullanilan seffaf ve akici
bir sividir. Hazirlanan preparatlart daimi hale getirmek i¢in kullanilmistir (Cat No:

7961).

3.1.2.5. Etidium Bromid (EtBr) (Sigma, Merck, No: 1239-45-8)
DNA koruyucu aktivite testinde EtBr niikleik asitlerin bazlar1 arasina
baglanarak DNA fragmentlerinin elektroforetik jelde saptanmalarini saglayan

floresan boyadir.
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3.1.2.6. Etil Alkol (Sigma No: 32205)
Deneyin birgok asamasinda sterilizasyon amacli %70°lik etil alkol
hazirlanarak yiizeylerin ve kullanilan arag-gere¢ ve materyalin temizlenmesinde

kullanilmgtir.

3.1.2.7. Fiksatif

MN testini incelemek ic¢in yapilan preparasyonda iki farkli fiksatif
kullanilmistir. Birinci fiksatif muamelesi i¢in 1 hacim glasial asetik asit 5 hacim
metanol ve 6 hacim %0.9 NaClI (1:5:6 v/v/v =glasial asetik asit/metanol/%0.9’luk
NaCl) karistirilarak hazirlanmustir. Ikinci fiksatif ise 1 hacim glasial asetik asit ve 5
hacim metanoliin (1/5=glasial asetik asit/metanol) karistirilmasi ile elde edilmistir.
Fiksatifler kullanilmadan iki saat oncesinde hazirlanmig ve agzi kapali cam bir
sisede +4°C’de bekletilmistir. Her seferinde preparat yapim isleminden iki saat

once taze olarak hazirlanip kullanilmastir.

3.1.2.8. Fosfat Tamponu (Phosphate Buffer Saline = PBS)
PBS tamponu tek hiicre jel elektroforez (komet) testinde hiicre kiiltiirii i¢in

kullanilmastir.

3.1.2.9. Giemsa Boyasi

Ilk defa Alman mikrobiyolog Gustov Giemsa tarafindan kesfedilmis olup
hiicrelerin renklendirilmesini saglamak amaci ile kullanilmistir. Giemsa boyasi,
adenin-timin yogunlugunun yiiksek oldugu DNA bdlgelerine baglanir. Sorensen
tamponu icerisinde %5’lik olacak sekilde ve filtre edilerek hazirlanan boya eriyigi,

kromozomlari ve MN testinde nukleuslar1 boyamak i¢in kullanilmistir.

3.1.2.10. Glasiyal Asetik Asit
Glasiyal asetik asit (CAS No: 64-19-7) MN testinde fiksatif hazirlanmasinda

kullanilmustir.
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3.1.2.11. Glikoz Cozeltisi (%20)

Ames testinde minimal agarli ortam i¢in karbon kaynagi olarak

kullanilmstir.
Hazirlanis: 100 mL icin
GlHKOZ. v e 20 gr
DIiStile SU «.vvneinii i 100 mL

Belirtilen miktarda glikoz tartilip distile su eklenerek son hacme
tamamlanmig olup, bu karisim berraklasana kadar manyetik karigtiricida

karistirilmistir. Bu stok buzdolabinda (+4°C) saklanmustir.

3.1.2.12. Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidrojen peroksit (CAS No: 7722-84-1) komet ve DNA koruyucu aktivite
testleri icin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Saf haldeki %35 HZOZ’den 6 ul

almip 1000 pl saf su ile tamamlanarak stok hazirlanmistir (%0.21 H,0, komet testi

icin ). H202’nin bekletilmesinden dogabilecek olumsuz etkileri dnlemek amaciyla

her komet testi igin taze olarak hazirlanmstir.

3.1.2.13. Hipotonik Eriyik

Calismada %0.4’lik KCI (Merck No: P9333) hipotonik ¢ozelti olarak
kullanilmustir. Eriyik bidistile su igerisinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali cam
bir kap igerisinde buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Yapilan her deneyden (MN
test) yaklasik iki saat Oonce yeterli miktarda hipotonik eriyik stogundan alinmis,
inkiibatérde 37°C’ye kadar 1sitilarak kullanilmistir. Hipotonik ¢o6zeltinin
yogunlugu hiicre plazmasimin yogunlugundan daha az oldugu i¢in lenfositlerin

sismesini ve preparasyonun kaliteli olmasini saglamaktir
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3.1.2.14. (%0.5) Histidin Cozeltisi

Genotip kontrolii ve master plaklarin hazirlanmasinda kullanilmigtir.

Hazirlanisi:...cooeiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeneeecanneecnnnnns 100 mL icin
L-Histidin-HCI (F.W.191.7): oo 0.5 gr
DIStile SU: Lviiii 100 mL

Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

3.1.2.15. Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB Agar)

Ames testinde suslarin histidin gereksinimi kontroliinde kullanilmustir.

I3 F:V21 3 BT 11 N 1000 mL icin
AGAT: L 15 gr

920 GHKOZ: «.nveneieie 100 mL
SOXVB TUZU: «.eoeiiiiii e 20 mL
Histidin HCLH2O: ... 10 mL

0.5 mM Biyotin: .......cooviiiiiiiiiiiiii e 6 mL

Distile Su: ... 864 mL

Agar ve su karistirildiktan sonra 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir. Daha sonra 45 °C’ye sogutulup (20-30 dk) %20 glikoz, 50xVB tuzlari
ve histidin ¢ozeltisi eklenmistir. Soliisyonun biraz daha sogumasi beklendikten
sonra biyotin eklenerek karigtirilmistir. 25 mL olacak sekilde petri kutularina

dagitilmis ve +4 °C’de saklanmustir.

3.1.2.16. Histidin/Biyotin (HB) Soliisyonu (0.5 mM)

Bakteri suglart mutajenik kimyasallar varliginda veya besin eksikliginde
iireyemezler. Bundan dolay1 ortama konan ¢ok az miktardaki Histidin/Biyotin
sollisyonu bakteri suslarmin birkag bdliinme gecgirmelerine olanak tanir.

Mutajenite deneylerinde 2 mL top (yumusak) agara 0.2 mL Histidin/Biyotin
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soliisyonu eklenerek kullanilmustir.

Hazirlanisi: ...coeiiiiiiiiiiiiiieiiiiietineeecieneecnenccnnns 250 mL icin
D-Biyotin (F.W. 247.3): .o 0.0309 gr
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7): ... 0.024 gr
Distile Su: ..o 250 mL

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Daha
sonra histidin ilave edilerek otoklavda 121°C’de 15 dk veya 0.22um membran

filtre ile steril edilerek, +4°C’de saklanmustir.

3.1.2.17. Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar1 (HBA)

Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasinda kullanilmistir.

I3 F:V21 5 BT 1L N 1000 mL icin
AT L 15 gr
9020 GHKOZ: ..o 100 mL
SOXVB TUZU: «oii e 20 mL
Histidin HCLH2O: ...t 10 mL
0.5 MM Biyotin: ....c.vviviiiiiiii e e 6 mL
(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin: ..........cccceevvinennnnn. ...3150 uL
Distile SU: coooveiiieieeeeeeeeee e, 860 mL

Agar ve su otoklavlanarak 45°C’ye kadar sogutulup %20 glikoz, 50xVB
tuzlar1 ve histidin bu sicak soliisyona eklenip karistirilmig, ve biraz daha soguyunca
biyotin ve ampisilin de eklenerek plaklar petrilere 25mL olacak sekilde

aktarilmistir. Bu plaklarda bakteriler +4°C’de 2 ay saklanabilmektedir.

3.1.2.18. HMA Agar (High Melting Agar=Yiiksek Kaynama Dereceli Agar)
HMA agar (Sigma CAS No: 9012-36-6) komet testinde lamlarin kaplanmasi
amaciyla kullanilmigtir. Bunun icin HMA agardan 0.65 gr alinip 100 mL saf suda

wsitilarak ¢Oziilmiistiir. Daha sonra rodajli lamlarm tek tarafi hazirlanan bu agarla
36



3. MATERYAL VE METOD Amine HAFIS ABDELSALAM

kaplanmig ve lamlar kurumaya birakilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmustir.

Lamlarin agarla kaplanmasi islemi deneyden 1 giin 6nce yapilmistir.

3.1.2.19. Kromozom Medyumu

Hiicre kiiltiirli i¢in Gibco firmasinin iirettigi PB Max. kromozom mediumu
(Cat. No. 12557-013) kullanilmistir. Bu medium her tiipe 2.5 mL olacak sekilde
paylastirilmistir. Enjektore 1/10 oraninda heparin ¢ekilerek istenilen miktarda kan
alinmig, ve heparin igermeyen bu mediuma heparinli kan ilave edilmistir. Cellstar®

polystyrene hiicre kiiltiir tiipleri (Cat No. 164 160) steril olarak temin edilmistir.

3.1.2.20. Kolsisin ( Colchicine)

Ticari olarak temin edilmis kolsisin mitotik ig ipliklerinin olusumunu
engelleyerek hiicre boliinmesini metafaz evresinde durduran mitotik bir zehir
olarak kullanilmistir. Kolsisin eriyigi, steril saf su igerisinde hazirlanmis ve
kromozom mediumun her mL’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/mL) 2.7
mL’lik kromozom mediumu inkiibasyonun sona ermesinden iki saat 6nce 10uL
hacim igerisinde ilave edilmistir. Kolsisin’in kimyasal teknik o6zellikler asagida

verilmistir.
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Kimyasal adi: Colchicine

AN N CHB Kapall formiilii: C22H25N06
Y Acik formiilii: Sekil 3.3.
O O O Molekiil agirhgr: 399.44

Etil asetat icerigi: %3.4
HyCO pere
Kloroform icerigi: < %0.1
OCH, CAS No : 64-86-8
Sigma No : C-9754

H,CO OCH;s

Sekil 3.3. Kolsisin’in agik formiilii

3.1.2.21. Lizis Cozeltisi

Komet testinde lysing soliisyonunun bir bileseni olarak kullanilmistir. Lizis
soliisyonu 2.5 M NaCl (Merck CAS No: 1.06404), 10 uM EDTA (Sigma CAS No:
6381-92-6), 10 mM Tris (Merck CAS No: 77-86-1) ve saf su bilesenlerinden
olusmustur. Bu kimyasallar uygun oranlarda tartildiktan sonra tizerine 270 mL saf
su konup bir erlen kabi igerisinde 1sitilarak ¢oziilmils ve soguma islemi
gerceklestikten sonra 10 M NaOH ile pH’1 10°a ayarlanmistir. Kullanilmak {izere

oda sicakliginda saklanmustir.

3.1.2.22. LMA Agar (Low Melting Agar=Diisiik Erime Dereceli Agar)

LMA agar (Sigma CAS No: 39346-81-1) komet testinde hiicrelerin sandvig
modeli gibi agara gomiilmesi amaciyla kullanilmigtir. Bunun i¢in LMA agardan
0.065 gr tartilip 10 mL saf suda kaynatilmistir. Hiicrelerin agarla karistirilmasi

isleminde agarin el yakmayacak sicaklikta olmasina 6zen gosterilmistir.

3.1.2.23. Lysing Cozeltisi
Komet testinde DNA’daki hasar boyutunu belirlemek i¢in ¢iplak DNA’nin
elde edilmesi isleminde kullanmilmistir. Lysing soliisyonu 3 mL Triton X (Merck

CAS No: 9036-19-5), 30 mL DMSO (Carlo ERBA CAS No: 67-68-5) ve 267 mL
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lizis ¢ozeltisi kullanilarak son hacmi 300 mL olacak sekilde hazirlanmistir. Bir giin

onceden hazirlanarak +4 °C’de saklanmugtir.

3.1.2.24. Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)

MN testinde fiksatif hazirlanmasinda kullanilmigtir

3.1.2.25. Minimal Glukoz Agar (MGA) Plaklar1
Mutajenite deneylerinde ve suslarin kendiliginden geri donen koloni

sayilarinin saptanmasi amaci ile kullanilmstir.

13 F:V21 3 BT 11 R 1000 mL icin
AT L 15 gr

920 GlKOZ: «..veneeei e 100 mL
SOXVB TUZU: .o, 20 mL
Distile SU: ..uieii 880 mL

Yukarida yazildiklar1 sira ile distile suya ilave edilerek son hacimlerine
tamamlanmigtir. Karisim otoklavda 121 *C’de 15 dk steril edilmistir. 45 °C’ye

kadar sogutulan bu karigim petri kutularina 25 mL olacak sekilde dagitilmistr.

3.1.2.26. Mitomisin C (MMC) (Sigma No: Y0000378)

MN testinde kuvvetli bir mutajen oldugu bilinen mitomisin C, pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Mitomisin C steril saf suda c¢oziilerek stok ¢ozelti
hazirlandiktan sonra kiiltiir tliplerine son konsantrasyonu 0.25 pg/mL olacak

sekilde 10 ul igerisinde ilave edilmistir.
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Kimyasal adi : 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-
hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8a-
methoxy- 5-methyl-azirino[2',3":3,4]
pyrrolo[ 1,2-aJindole-4,7-dionecarbamate
(ester)

Kapali formiilii : C;sH;sN,Os

Acik formiilii : Sekil 3.4.

Molekiil agirhgi

334.33 g/mol

Erime noktas1 :>360 °C

CAS No : 50-07-7

Sekil 3.4. Mitomycin C’nin agik formiilii

3.1.2.27. Nitrik Asit (HNO;)

Kuvvetli bir asit olan nitrik asit (Sigma 438073) ve HNO; formiiliiyle
gosterilir. Nitrik asitin konsantrasyonu arttikga tehlikesi artar bu yilizden istenilen
konsantrasyon dikkatli bir sekilde hazirlanmalidir. MN testinde kullandigimiz
lamlar1 temizlemek amaciyla 1IN HNO; ¢dzeltisi kullanilmigtir. Lam temizleme
solisyonu laboratuvarda agzi kapali uygun plastik bir kapta saklanarak her

defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.

3.1.2.28. Notralizasyon Tamponu

Komet testinde elektroforezden ¢ikan preparatlarda pH dengesini saglamak
amaciyla kullanilmistir. 0.4 M Tris (Merck Cas No: 77-86- 1) alinip iizerine 300
mL saf su eklenmistir. Daha sonra HCI ile ¢ozeltinin pH’1 7.5’e ayarlanmi ve

kullanilmak iizere oda sicakliginda saklanmistir.

3.1.2.29. 4-Nitro-o-Fenilendiamine (4-NPD) (20 pg/petri) CAS No: 99-56-9

Ames testinde metabolik aktivasyon yoklugu sartlarinda TA98 bakteri susu
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icin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Stok, 0,02 g 4-NPD tartilip 10 ml
DMSO’da ¢oziilerek hazirlanilmistir. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda
saklanmigtir. Deneyde kullanilan pozitif kontrol (4-NPD)1/10 oraninda

seyreltilmigtir. Bu seyreltilen ¢ozeltiden petri basia 100 pL ilave edilmistir.

3.1.2.30. Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam (NB)

Ames testinde, bakterilerin gecelik kiiltiirde {ireyebilmeleri ig¢in

kullanilmustir.
|3 B:741 9 B3 11 s 200 mL icin
Oxoid nutrient broth: ... Ser
Distile SU: ..uie 200 mL

Toz halinde bulunan nutrient broth distile su ile iyice ¢oziiliinceye kadar elle
karistirllmigtir. Karisim otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek oda sicakliginda

karanlikta saklanmustir.

3.1.2.31. Sitokalasin B

Sigma Aldrich’den satin alinan sitokalasin B (Cat No: 2743) mikroniikleus
testinde hiicreler boliinilirken sitokinezi inhibe etmek ve iki nukleustan meydana
gelen hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmigtir. 5 mg sitokalasin-B 6 mL
%50’1lik etanol ¢ozeltisinde ¢oziilerek 6 pg/mL stok sitokalasin B ¢ozeltisi elde

edilmistir.
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Kimyasal adx : Cytochalasin B
Kapah formiilii : CooH37NOs
Acik formiilii : Sekil 3.4
Molekiil agirhig: :479.60 g/mol
Erime noktasi :221-223°C
Kaynama noktasi :221-223°C
Saflik diizeyi : % 98

CAS No : 14930-96-2
Sigma No : C-67

Sekil 3.5. Sitokalasin B

3.1.2.32. Sodyum Azid Cozeltisi (SA) (1 pg/petri) CAS No: 26628-22-8

Ames testinde TA100 bakteri susu i¢in metabolik aktivasyon yoklugunda
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Stok, 0,01 g SA tartilip 100 mL distile suda
coziilerek hazirlanilmigtir. +4°C’de saklanmigtir. Deneyde kullanilan pozitif

kontrol 1/10 oraninda seyreltilmis SA ¢ozeltisidir

3.1.2.33. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Sorensen Tamponu olarak anilan bu tampon %S5’lik Giemsa boyasi
hazirlanirken boya ¢dzeltisinin pH degerini ayarlamak i¢in kullanilmistir. Bu
tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok c¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢dozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak birbirleriyle
degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.

Tamponlarin Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO4250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,.12H,O 250 mL saf su iginde eritilmistir
(pH=9.3).
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3.1.2.34. Top agar (yumusak agar)

Mutajenite deneylerinde kullanilmustir.

Hazirlanisi: ...coeiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieneeecenencnnncanns 1000 mL icin
AT L 6 gr
NaC L e Ser
Histidin/biyotin soliisyonu: .............ccoeeviiiiiinnannn.n 100 mL
Distile Su: ..o 1000
mL

Karisim otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.1.2.35. Tripan Blue

Komet testi yapilirken izole lenfositlerin canlilik oranimi belirlemek
amactyla tripan blue (Sigma CAS No: 72-57-1) boyast kullanilmistir. Stok tripan
blue hazirlamak igin %0.4’liik tripan blue boyasindan 4 mL alinip iizerine 1 mL saf
su eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan stok tripan blue boyasindanl0 pL alinip
tizerine 10 pL stok lenfosit ilave edilip canlilik testine bakilmigtir. Canli hiicreler

seffaf, 61l hiicreler ise mavi renkte goriilmistiir.

3.1.2.36. Vogel-Bonner-E Ortami (S0XVB tuzlar)
Ames testinde Minimal glikoz agar (MGA) plaklarinin tuzu olarak

kullanilmgtir.
Hazirlanisi: ...ooeeiiiniiiiiiiiiieiiiiieiiiieeeneecceneneens 1000 mL icin
Magnezyum siilfat (MgSO4.7Hy0): .o 10 gr
Sitrikasit monohidrat: ... 100 gr
Potasyum fosfat (KoHPOg): oo 500 mL
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO,.4H,0): ..................... 175 gr
Distile SU: .« 670 mL
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Maddeler yukarida yazdiklar1 sira ile distile suya ecklenmistir. Son
hacimlerine tamamlanip otoklavda 121°C’de 20 dk. sterilize edilmistir. Oda

sicakliginda karanlikta saklanmustir.

3.1.3. Kullanilan Deney Ekipmanlari
3.1.3.1. Elektroforez Tanki (27.5/25 cm)
Komet testinde DNA o&rneklerini elektroforez tamponunda yiiriitmek

amaciyla kullanilmistir.

3.1.3.2. Elektroforez Gii¢c Kaynagi
DNA orneklerini jelde yliriitmek amaciyla elektroforez tankina baglanabilen

Cleaver nanoPAC-300 mA’lik gii¢ kaynag: kullanilmistir.

3.1.3.3. Hassas Terazi
Hava akimina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi, kimyasallarin tartilmasinda

kullanilmastir.

3.1.3.4. Inkiibatér
Deneyler sirasinda kullanilan eriyiklerin ve kan kiiltiirlerinin 37°C’de
tutulmas1 amact ile INCUCELL marka, 0°C-100°C’ye kadar ayarlanabilir

inkiibator kullanilmistir.

3.1.3.5. Manyetik Karistiricil Isitici
Deneylerde kullanilan bazi kimyasal maddeleri hazirlamak i¢in CHILTERN
HOTPLATE HS31 marka kanstirma devri ve 1sitma sicakligi ayarlanabilir

manyetik karistiricili 1sitict tabla kullanilmuastir.
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3.1.3.6. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan Olympus marka binokiiler
151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflar ise yine
Olympus marka mikroskopta dijital fotograf makinesi (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel) ile ¢ekilmistir. Komet testinde niikleus incelemeleri i¢in de ayn1 marka

floresan mikroskobu kullanilmustir.

3.1.3.7. Otoklav
Deneylerde kullanilan donanim ve eriyiklerin sterilizasyonu amaciyla
HIRAYAMA marka otoklav kullanilmistir. Sterilizasyon, 121°C sicaklik ve 1.2

atm basingta 15 dk. siire ile gerceklestirilmistir.

3.1.3.8. Petri Kutular:

Ames testi i¢in FIRATMED markasi tarafindan cleanroom odalarinda IVD
98/79/EC direktiflerine uygun olarak iiretilen ve bir paketi 28 adetten olusan petri
kutulart kullanmilmistir. Her bir petri kutusu 8.5 cm ¢apa sahip olup toplam hacim
25 mL MGA besiyeri+2000 pL top agar+100 pL organizma kiiltlirii+100 pL test

maddesinden olugmaktadir.

3.1.3.9. pH Metre
Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in Thermo Fischer marka pH

metre kullanilmaistir.

3.1.3.10. Santrifiij

Rotor ¢ap1 21 cm olan ve 4000 devir/dk’ya (rpm) kadar yiikselebilen devir
hiz1i, 99 dk’lik zaman ayarlayici, agilabilir basliga sahip ve 28 tiip kapasiteli
HETTICH UNIVERSAL marka santrifiij calismalarda kullanilmustir.

45



3. MATERYAL VE METOD Amine HAFIS ABDELSALAM

3.1.3.11. Sogutmali Santrifiij
Komet testinde ependorf tiiplerindeki 6rneklerin santrifiij edilmesi amaciyla
VWR MICRO STAR 17 R marka sogutmali santrifiij cihaz1 (24 x 2.2 - 1.5 mL

rotor i¢in maksimum 9.000 rpm hizina erisebilen) kullanilmustir.

3.1.3.12. Steril Kabin (Flow Kabin)
Hiicre kiiltiirii tiiplerine kromozom medium konulmasi, kan ekiminin

yapilmasi, test eriyiklerinin ve kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir

ortam olarak, %99.9 partikiil tutma oOzellikli filtreye sahip, 1500 m3/h emme
kapasiteli, UV ve floresan ampulii olan LABORMED marka flow kabin

kullanilmustir.

3.1.3.13. Vorteks
Bazi sivilarin karistirilmast amaciyla 2 farkli hiz kademesine sahip VELP

SCIENTIFICA marka vorteks cihazi kullanilmigtir.

3.1.3.14. Lamlarin Temizlenmesi

Kiltiir siiresinin bitiminden iki giin dnce etiketli olan lamlar saleye dizilerek
tizerlerini iyice ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi kapatilarak
bu sekilde 24 saat bekletilmigtir. Siire bitiminde lamlar yaklasik 15 dk. akan gesme
suyunda iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale saf su
ile doldurularak buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Deney esnasinda soguk olarak

kullanilmistir.

3.1.3.15. Sterilizasyon
Deney agamasinda kullanilan cam malzemeler, pipet uclari, ependorf tiipler
ve diger tiim arag-geregler aliiminyum folyoya sarilmistir. Daha sonra 121°C

sicaklik ve 1.2 atm basingta 15 dk siire ile sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.
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3.2. Metod
3.2.1. Mikroniikleus (MN) Olusumunu Saptamasi

3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

In vitro MN testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri yontem

modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore,

Saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 birbirine yakin dort kisiden (2 kadin 2
erkek) aliman 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri kromozom
medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 mL) ekilmis ve hiicreler
37+1°C’de 68 saat inkiibe edilmistir.

Calismada Commiphora myrrha esansiyel yagmin (miir yagi) etkilerini
belirlemek i¢in emiilgator olarak %0.5 Tween 80 icerisinde hazirlanmis
son konsantrasyon 0.03125, 0.0625 ve 0.125 pul/mL olacak sekilde miir
yag1 kiiltiir ortamina, kiiltliriin baglangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave
edilmistir. Test miir yaginin sitotoksik olmayan konsantrasyonlart 6n
caligmalarla saptanmistir. En yiiksek konsantrasyon olarak hiicre
boliinmesini %50 civarinda azaltan doz se¢ilmistir.

Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 6
pg/mL olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve boylece
bdliinen hiicrelerde sitokinez engellenmistir.

Inkiibasyonun sonunda kiiltiir tiipleri 2000 devir/dk’da 5 dk. santrifiij
edilerek siipernatant atilmig ve hiicrelerin bulundugu tiiplere hipotonik
eriyik (%0.4 KCI) yavasca ve pipetaj yapilarak ilave edildikten sonra
tiipler inkiibasyon yapmaksizin direkt olarak santrifiije alinmistir.

Kiiltiir tiipleri 1200 devir/dk.’da 10 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant
atilarak birinci fiksatif (1/5/6=glasiyal asetik asit/metanol/%0.9 NaCl)
ilave edilmis ve hiicreler bu fiksatif ile muamele edilmistir. oda
sicakliginda 20 dk. boyunca tiipler bekletilmistir.

Birinci fiksatif muamelesinden sonra 1200 devir/dk.’da 10 dk. santrifiij

47



3. MATERYAL VE METOD Amine HAFIS ABDELSALAM

edilerek siipernatant atilmugtir.

e Ikinci ve iiciincii fiksatif muamelesi ise 1 kisim glasiyal asetik asit, 5 kisim
metanol karisiminin sonucunda hazirlanmis, (1/5) fiksatif ile yapilmis ikinci
ve ligiincii fiksatif muamelesi ise 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

e Her fiksatif muamelesinden sonra tiiplerdeki hiicre siispansiyonu 10 dk.
1200 devir/dk. santrifiij edilerek sitipernatant atilmistir. Kiiltlir tiiplerinin
dibinde toplanmis olan hiicreler resiispanse edilmistir.

e Daha sonra hiicre siispansiyonu soguk ve temiz lamlar {izerine 10 cm

yiikseklikten damlatilarak preparatlar hazirlanmaistir.

3.2.1.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis
%35’lik Giemsa boyasi ile 5-7 dakika boyanmis ve boyanmis preparatlardaki fazla
boyanin almmasi i¢in ii¢ ayr1 kapta bulunan saf sudan gecirilerek kurumaya
birakilmistir. Kuruma isleminden sonra preparatlara entellan ile lamel kapatilarak

daimi hale getirilmistir.

3.2.1.3. Mikronukleus (MN) Testi i¢cin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik
inceleme
Hazirlanan daimi mikronukleus preparatlart Olympus marka 151k

mikroskobunda 10x40 = 400 biiyiitmede incelenmistir.

3.2.1.4. Mikroniikleus Sayis1 ve Niikleus Boliinme indeksinin (NBI)
Saptanmasi

Mikronukleus sayisini belirlemek amaciyla her bir kisiye ait (4 kisi) daimi
preparatlarda her kisinin her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(biniikleer) toplam 1000 hiicre incelenmis, (4 kisi x 1000=4000 hiicre) ve bu

biniikleer hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmistir. Bundan
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mikronukleuslu bintikleer hiicre %o’si hesaplanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde
toplam mikronukleus sayisi belirlenmistir. Toplam mikronukleus sayisindan MN
%o’ si hesaplanmustir.

Biniikleer hiicre ve mikroniikleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997)

ve Fenech (2000)’in belirledigi 6zelliklere gore yapilmistir;

e Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval goriiniime sahip
olmalidir.

e Benzer olarak niikleuslar belirgin niikleus zariyla g¢evrili yuvarlak ya da
oval olmalidir.

e Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir niikleus boliinmesi gegiren
hiicrelerdir.

e MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’{i ya da daha kii¢iik olduklarinda hesaba
katilmalidir.

e MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir.

e MN’lar ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

Sitokinez bloklama yoOnteminin en Onemli yarari, boliinen hiicre
popiilasyonunda niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve ¢ogalmasimi belirleyecek
imkan1 vermesidir. Bu durum, sitokalasin-B ilavesinin ardindan olusan bir
niikkleuslu, iki niikleuslu, multiniikleuslu(>2) hiicrelerin sayilmasiyla yapilir.
Niikleus bolinme indeksi Eastmond ve Tucker (1989) tarafindan onerilen formiile

gore hesaplanmustir.

(1xM1+4+2xM2+3xM3+4xM4)
N

NBi =

Formiile gore, M1 bir niikleuslu (Sekil 3.6), M2 iki niikleuslu (Sekil 3.7),
M3 ii¢ niikleuslu (Sekil 3.8), M4 dort niikleuslu (Sekil 3.9) hiicrelerin sayisini, N

ise toplam hiicre sayisini gostermektedir. NBI’nin hesaplanmas1 kimyasal
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maddenin veya fiziksel bir etkenin sitotoksik etkisini gostermede 6nemli bilgiler
saglar (Fenech, 1997). Bu nedenle, MN bakimindan incelenen preparatlar daha
sonra niikleus boliinme indeksini (NBI) (Nuclear Division Index=NDI) belirlemek
i¢cin tekrar incelenmistir. Bu calismada NBI igin, her bir kisinin preparatlarindan
tesadiifi secilmig alanlarda toplam 1000 hiicre (4 kiside toplam 4000 hiicre)

incelenmistir.

Sekil 3.6. Bir niikleuslu hiicre. X1000.
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Sekil 3.7. Iki niikleuslu hiicre. X1000.

Sekil 3.8. Ug niikleuslu hiicre. X1000.
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Sekil 3.9. Dort niikleuslu hiicre. X1000.

3.2.1.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢ekme islemi Olympus marka trinokiiler mikroskoba bagl dijital
fotograf makinasinda 1000 biiyiitmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel) biniikleer hiicrelerden mikroniikleusa sahip olanlarin ve 1, 2, 3 ve 4

niikleuslu hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.2. Komet Testi (Tek hiicre jel elektroforez testi / Kuyruklu yildiz testi)
3.2.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Komet testinin uygulanmasi i¢in preparatlarin hazirlanmasi ve gerekli diger
islemler i¢in Singh ve arkadaslarmin (1988) kullandiklart metot laboratuvar

kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek kullanilmustr.

e Saglikli ve sigara icmeyen yaslar1 birbirine yakin bir kadin bir erkekten

alman kandan lenfosit hiicreleri izole edilmistir.
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e Lenfosit 6rnekleri ependorf tiiplerine 100 puL olacak sekilde paylagtirilmis
ve lizerine 1000 pL. PBS (Fosfat Tamponu) ilave edilerek lenfosit siispanse
edilmistir.

e Bu asamadan sonra yapilacak tiim islemler 15181n DNA molekiilii {izerinde
neden olabilecegi tiim olumsuz etkileri engellemek amaciyla karanlikta
gergeklestirilmistir.

e Daha sonra bekletilmeden tiipler + 4 °C ve 1000 devir/dakika (rpm) 3
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras tiipler buz iizerine konulmus ve
lenfositlerin bulutsu bir yap1 olusturarak ara katmanda toplanmasi
saglanmustir.

e Ara katmandan (lenfositler) 100 pL alinip stok lenfosit olusturmak {izere
ayr bir ependorf tiipline aktarilmustir.

e izole edilmis lenfositlerden 10 puL almarak 10 pL seyreltilmis tripan blue
ile karigtirilarak bir lamin tzerine konularak lamel ile kapatilarak
lenfositlerin canlilik oranina incelenmistir. Seffaf olarak goriinen hiicreler
canli, mavi renge boyali olarak goriinen hiicreler ise cansiz kabul edilmistir
(Deneye devam edebilmek i¢in canlilik alt sinirinin > 90 olmasi dikkate
alimmustir.).

e (Canlilik testinin ardindan daha 6nceden belirlenen dozlardaki test maddesi
(miir yagi1) son konsantrasyonu 0.03125, 0.0625 ve 0.125 ul/mL olacak
sekilde 100 pL icerisinde stok lenfositlere eklenerek hiicrelerin test
maddesiyle muamele olmasi saglanmustir.

e Pozitif kontrol olarak %35 H,O, ‘dan (% 35’lik hidrojen peroksit’ten 6 ul
tizerine 9994 pL distile su) 100 uL, ¢dziicii kontrol olarak Tween 80’den
(0.1 puL tween80 + 99.9 uL distile su) 100 uL ve kontrol olarak ise distile
su 100 pL kullanilmistir.
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e Tiiplere test maddesi, pozitif kontrol, ¢dziicii kontrol ve steril distile su
ilave edildikten sonra hiicreler 37 °C’ de 1 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir.

e Inkiibasyon sonunda tiipler +4°C ve 3000 devir/dk’da 5 dakika santrifiij
edilmis ve santrifiij sonras tiiplerdeki slipernatant atilmustir.

e Kalan lenfositlerin iizerine 100 uL. PBS tamponu ilave edilerek tiipler
dikkatlice karigtirilmustir.

e Daha 6nceden hazirlanan diisiik kaynama dereceli LMA (low melting agar)
agardan 75 pL alinip ependorf tiiplerinde bulunan 100 pL lenfosit ile
hizlica karistirilmis ve bu karisimdan 150 pL alinip bir giin dnceden
yiiksek erime dereceli HMA (high melting agar) agar kullanilarak
kaplanmis olan lama yayilarak {izeri lamel ile kapatilmistir.

e Kapatilan preparatlar kapali kutu igerisinde 20-25 dakika buzdolabinda
bekletilmis. Siire sonunda lam {izerindeki lameller tek bir hamlede yana
cekilerek ¢ikartilmig ve lamlar igerisinde lysing soliisyonu bulunan sale
igerisine yerlestirilmistir. Bu sekilde preparatlar buzdolabinda 16 saat (en
az 1 saat en fazla ise 16 saat) bekletilmistir.

e Lizis isleminden sonra lamlar elektroforez tankinda bulunan tampon
igerisine konulmus ve 25 V ve 300 mA’da 20 dakika elektroforezde DNA
iplik pargalarinin yiiriitme islemi yapilmistir (Elektroforez tanki bir giin
onceden +4°C’de bekletilmistir).

e Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar elektroforez tamponundan
dikkatli bir sekilde alinarak bir giin 6nceden hazirlanip +4°C’de bekletilen
noétralizasyon tamponu igeren sale icerisine konulmus ve yine +4°C’de 5
dakika bekletilmistir. Bu islem 2 defa tekrarlanmistir.

e Notralizasyon isleminden sonra ilgili tampondan ¢ikartilan her bir lama 50

pL  Etidyum Bromid (EtBr) (100 pg/mL) ilave edilerek hiicrelerin
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boyanmasi saglanmig ve lamel ile kapatilarak preparatlar kapali kutu
igerisinde 15-20 dakika buzdolabinda bekletilmistir.
e Siire sonunda fazla boyanin ugmasini saglamak amacryla lamlar karanlik
bir ortamda ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.
Bu sekilde elde edilen preparatlarda EtBr’nin ugucu etkisinden dolay1

goriintii kalitesinin bozulmamasi i¢in ayni1 giin igerisinde inceleme yapilmistir

3.2.2.2. Mikroskobik Inceleme
Etidyum bromid ile boyanmis preparatlar olympus (CX31RTSF, 7.1
Megapixel) marka floresan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer
filtre) altinda 400X biiyiitmede incelenmistir. Kullanilan test maddelerinin etkisini
belirleyebilmek amaciyla her bir kisiye ait preparatlarda her muamele grubu ve
kontrollerinde rastgele se¢ilmis 100’er hiicre incelenmis ve fotograflar ¢ekilerek
goriintiileri kaydedilmistir. Mikroskobik incelemeler sirasinda niikleustan disari
dogru go¢ etmis DNA pargalar niikleusa bagl bir kuyruk halinde (kuyruklu yildiza
benzer bir goriiniim) goriilir. Bu niikleuslarda DNA hasariin meydana geldigi
anlagihir (Sekil 3.10). Daha sonra niikleustaki DNA hasarinin  gozle
degerlendirmistir. Bu yontemde hiicreler hasarsiz olmalari ve hasar diizeylerine
gore 0’dan 4’e kadar skorlanmaktadir.
Diinyada uygulanan komet test tekniginin genel basamaklar1 Sekil 3.11°da
gosterilmis ve asagida 6zetlenmistir (Tice ve ark, 2000; Cavas ve Kdénen, 2007-

2008):

1. Hiicrelerin izolasyonu: Lenfositlerin tam kandan ayrilmasi islemidir.

2. Preparasyon Asamasi: Hiicrelerin agar ile karistirilarak lam {izerine
yayilmasini igeren safhadir.

3. Lizis: Agara gomiilii halde lam {izerine yayilmis olan hiicrelerin hiicre
zarlarinin ve proteinlerinin yikimmin gergeklestigi asamadir. Bu asamanin

sonunda c¢iplak DNA elde edilir. Lizis islemini gergeklestirmek i¢in
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onceden hazirlanan ve +4°C’de sogutularak saklanan lizis soliisyonu
kullanilmaktadir. Lizis ¢ozeltisinin bileseninde bulunan tuz proteinlerin
hiicre ile olan baglarin1 ve RNA yapisin1 bozarken, deterjanlar ise hiicre
membran yapisini bozmaktadir. Boylece lizis iglemi sonrasinda hiicre
yapisindaki membran, proteinler, RNA, sitoplazmik ve niikleer bilegenler
parcalanmaktadir. Sonugta niikleoid olarak adlandirilan ve komet
olusumunun goézlenebilecegi DNA yumaginin kalmasi saglanmaktadir.

4. DNA Sarmalimin Céziilme Asamasi: Lizis isleminden ¢ikan preparatlar
soguk elektroforez soliisyonu igeren (pH>13) tanka yerlestirilir ve burada
20 dakika siireyle bekletilir. Bu asamada DNA zincirlerinin ayrilarak tek
iplikli hale gegmesi saglanir.

5. Elektroforez Asamasi: DNA sarmali ¢oziildiikten sonra ayni tank ve
sollisyon igerisinde elektrik akimi uygulanarak elektroforez islemi
gerceklestirilir. Bu islem sonucunda tek iplikli DNA molekiiliinde bulunan
kirik fragmentler ve kirilma sonucu olusan DNA ilmekleri negatif (-) yiiklii
olduklar i¢in boyutlarina bagl olarak degisen hizlarda anoda (+ uca) dogru
hareket etmektedir.

6. Notralizasyon Asamasi: Elektroforez isleminden sonra tanktan ¢ikarilan
preparatlar pH ayarlamasini saglamak i¢in nétralizasyon islemine tabi
tutulur. Bu islem icin preparatlar 6nceden hazirlanarak +4°C’de bekletilen
soguk notralizasyon tamponu igeren salelere alinarak 30 dakika siireyle
bekletilir.

7. Boyama Asamasi: Noétralizasyon tamponundan ¢ikarilan preparatlar 2 kez
soguk distile sudan gegirilerek boyama islemine tabi tutulur. Bu islem igin
en yaygin olarak kullanilan floresan boya Etidyum bromidtir (EtBr). Ancak
EtBr oldukga iyi sonu¢ vermesine ragmen yiiksek oranda genotoksik etkiye
sahip oldugu i¢in bu boyaya alternatif olarak komet testinde akridin oranj,

DAPI, YOYO-1 veya propidyum iyodit boyalar1 da kullanilmaktadir.
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8. Degerlendirme Asamasi: Komet 6l¢iimlerinde kullanilmak tizere birgok
parametre gelistirilmis olmakla birlikte kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti
ve kuyruktaki DNA yiizdesi en yaygin olarak kullanilan parametrelerdir.
Komet test teknigi kullanilarak DNA’da olusabilecek hasarlarin kantitatif
olarak tayin edilmesinde gozle degerlendirmeye dayali Olgiimler
kullanilabilecegi gibi en garantili yontem olarak bilgisayarli komet analiz
programlar1 da kullanilmaktadir. Komet yapisi igerisinde belirli bir bolgede
bulunan DNA miktar1 ile o bolgede bulunan floresan yogunlugu arasinda
dogru oranti bulunmaktadir. Bu 6zellikten faydalanilarak dijital goriintii
sistemleri ve bilgisayar yazilim programlarinda kullanilan cesitli tayin
yontemleri gelistirilmistir (Sekil 3. 11). Bunlar;

e Kuyruk Uzunlugu: Cekirdek bas bolge dis kismindan itibaren goc
eden DNA uzunlugunun 6l¢iimiidiir.

e Merkezden Kuyruk Uzunlugu: Kuyruk uzunlugu + Bas ¢ap1/2

e  Kuyruktaki DNA %’si: Kuyrukta bulunan DNA’nin hiicrede bulunan
toplam DNA’ya olan yiizdesidir

e Kuyruk Momenti: Kuyrukta bulunan toplam DNA yiizdesi ile bas
bolgesinin merkezinden itibaren kuyrugun merkez kismina kadar olan

mesafenin ortak olarak hesaplanmasidir.

Kuyruk uzunlugu X Kuyruktaki DNA yogunlugu
100

Kuyruk momenti =
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Tail Moment Length

Sekil 3.10. DNA hasarina ugramis hiicrede bas ve kuyruk olusumu.
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Sekil 3.11. Komet teknigi genel agamalar1 (Fidan, 2008).

Niikleustaki DNA hasarinin diger bir degerlendirme ydntemi manuel
(gozle) degerlendirmedir. Bu yoOntemde hiicreler hasarsiz olmalari ve hasar

diizeylerine gore 0’dan 4’e kadar skorlanmaktadir (Sekil 3.12). Bu skorlamada;
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Class 0 - kuyrugun hi¢ olmadigini

Class 1 - kuyruk uzunlugunun ¢ok az oldugunu

Class 2 - kuyruk uzunlugunun az oldugunu

Class 3 - kuyruk uzunlugunun ¢ok oldugunu

Class 4 - kuyruk uzunlugunun ¢ok fazla oldugunu

gostermektedir. (Bandyopadhyaya ve ark., 2008; Cavas ve Konen, 2007, 2008).

CLASS 1 CLASS 2

CLASS 3 CLASS 4
Sekil 3.12. Komet testi ile farkli seviyelerde hasara ugramig DNA’larin goriintiileri.
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Sekil 3.13. DNA’s1 go¢ etmemis (kuyruksuz=a) niikleuslar. X1000.

Sekil 3.14. DNA’s1 go¢ etmis (kuyruklu=b) niikleuslar. X1000.
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3.2.3. AMES/Salmonella Bakteriyel ters mutasyon testi

Deneyin bilimsel esasi, ¢ogalmasi i¢in histidin amino asidine gereksinim
duyan Salmonella typhimurium mutant oksotrofik suslarinin, mutajenik etkiler ile
tekrar histidin sentezleyebilir atasal (prototrof) forma doniigmesi temeline
dayanmaktadir. Bu yolla test maddelerinin neden olacagi geri mutasyonlarin
frekansi saptanabilecektir. TA98 susu g¢erceve kaymasi, TA100 susu ise baz ¢ifti
degisimi tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmigtir. Ames testine
metabolik aktivasyon olmaksizin ¢aligilmistir.

Bu ¢alisma ile biyoaktif etkinligi arastirilan test maddelerinin (miir yagi)

mutajenik etkileri Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi ile arastirilmistir.

3.2.3.1. Salmonella typhimurium Test Suslar1 ve Ozellikleri

1983 yilinda Maron ve Ames tarafindan in vitro mutasyonlarla gelistirilen
TA98 ve TA100 suslart ticari olarak temin edilip kullanilmigtir.

Standart test suslar1 (TA97, TA98, TA100 ve TA102) R-faktor plazmidi olan
pKM101’1 igerir. Bu R-faktorii suslari, R-faktorii olmayan ana suslarla zayif bir
sekilde algilanan veya hi¢ saptanmayan bir dizi mutajen tarafindan geri dondiriliir
(McCann ve ark., 1975; Levin ve ark., 1982). Hem Escherichia coli hem de
Salmonella typhimurium’da pKM101, normalde bu organizmalarda mevcut olan
hata egilimli bir DNA onarm sistemini gelistirerek kimyasal ve spontan
mutagenezi artirir (McCann ve ark., 1975; Walker ve Dobson, 1979; Shanabruch
ve Walker, 1980).

Mutajenite ¢aligmalarinda en yaygin kullanilan Salmonella test suslarmin

genotipleri ve mutasyona ugrayan hedef DNA bilgileri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.3. En Yaygm olarak kullanilan Salmonella Test Suslarinin Genotipleri

(Kristien 2000).
Suslar Mutasyon Hedef DNA uvrB- LPS Plazmid
biotin hasr
TA97 hisD 6610 -C-C-C-C-C-C Delesyon rfa PKM101
Cerceve
kaymasi (+1)
TA98 hisD3052 -C-G-C-G-C- Delesyon rfa PKM101
Cerceve
kaymasi
-1
TA100 hisG46 -G-G-G- Delesyon rfa PKM101
Cift baz
degisimi
TA102 hisG428 TAA Delesyon rfa PKM101
PAQ1
TA104 hisG428 TAA Delesyon rfa PKM101
TA1535 hisG46 -G-G-G- Delesyon rfa yok
Cift baz
degsimi
TA1537 hisC3076 -C-C-C- Delesyon rfa yok
Cerceve
kaymas1
(+1)
TA1538 hisD3052 -C-G-C-G-C- Yabani rfa yok
Cergeve tip
kaymast
(-1

*rfa : R-faktor
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3.2.3.2. Salmonella Suslarmin Kiiltiirlerinin Canhliklarinin Belirlenmesi
Saklanan (-80°C) bakteri suslarindan erimeden platin bir 6ze yardim ile
kazinti alinmistir. TA98 ve TA100’in Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA)
plaklarma ¢izgi ekimleri yapilip 37°C’de 48 saat inkiibasyona alinmistir. Siirenin
sonunda iyi izole olmusg, bir koloni secilip, 2 mL Nutrient Broth (NB) ortam1 i¢inde
siispanse edilerek bir gece 16 saat 37°C’de ¢alkalamali inkiibatérde 140 rpm’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin 6ze ile bir 6ze dolusu sivi kiiltiir
alinip tekrar yeni HBA {izerine ¢izgi ekim yapilmistir. Yeterli iiremenin
gozlenebilmesi i¢in plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar
aliminyum folyoya sarilarak +4°C’de 2 ay siire ile saklanabilmekte ve pasajlar

yapilabilmektedir.

3.2.3.3. Bakteri Suslarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Test suslarmin uzun siire canliliklarini ve mutant 6zelliklerini koruyabilmek
amact ile dondurulmus oOrnekler hazirlanmistir. Bunun igin steril edilmis olan
ependorf tiiplerine Onceden gecelik kiiltiirii hazirlanan NB ortamindan 500 pL
bakteri alinarak {izerine 1:1 oraninda olacak sekilde (500 pL) glisin eklenerek iyice
karistirtlmigtir. Kiiltiir -20°C’de bir gece bekletildikten sonra tekrar kullanilincaya
kadar -80°C’de saklanmugtir. Test suslarmin genetik 6zellikleri bozulmadan bu

sekilde 3 yil saklanabildigi rapor edilmektedir.

3.2.3.4. Calismada Kullanilacak Test Suslarimin Genetik Kontrolii
3.2.3.4.1. Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin MGA {izerine ekilmeleri sonucu his  bakteriler hisJr olanlardan
ayirt edilir. Bu amagla besi yerinden gecelik kiiltlir hazirlanir. NB’da, bir gece
iiretilen bakterilerden sabah MGA ve histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim
yapilir. Inkiibasyondan sonra (37 °C’de 48-72 saat) HB plaklarinda iireme
gozlenirken MGA plaklarinda {ireme gozlenmemistir. Bdylece kullanacagimiz

bakterilerin his mutasyonunu tasidig1 anlasilir.
64



3. MATERYAL VE METOD Amine HAFIS ABDELSALAM

3.2.3.5. Gecelik Kiiltiiriin Hazirlanmasi
Onceden hazirlanan ve -80 °C’de saklanan sus stoklari eritilmis ve
igerisinden 500 pL alinip hazirlanan 50 mL NB ortamina ilave edilmistir. Bu kiiltiir

37 °C’lik inkiibatorde 16 saat siire ile tiremeye birakilmistir.

3.2.3.6. Test Maddelerinin Dozlarinin Belirlenmesi

MN ve komet testlerinde pL/mL olarak kullanilan dozlar, Ames testi igin
uL/petri olarak hesaplanip kullanilmigtir. Ames testinde, MN ve komet’den farkli
olarak iki doz daha eklenerek bes doz seklinde kullanilmistir (C. myrrha ugucu
yaginin 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 pl/petri). Her dozdan ayr1 ayr1 8.5 cm ¢apa sahip
petrilere 100 pl eklenmistir.

3.2.3.7. Pozitif Mutajenler

Suglarin pozitif kontrollerini saglamak amaci ile daha Onceden mutajen
olduklart tespit edilen uygun kimyasal maddeler kullanilmistir. Salmonella
typhimurium TA9S i¢in pozitif mutajen olarak 4-Nitro-o-Fenilendiamine (4-NPD)
ve S. typhimurium TA100 i¢in Sodyum Azid (SA) kullanilmistir. Bu pozitif

kontroller 1/10 oraninda seyreltilmig ve petri bagina 100 pL kullanilmistir.

3.2.3.8. Ames Testinin Yapilis1 (Metabolik Aktivasyon Yoklugunda)

e Hazirlanan top (yumusak) agar, otoklavda steril edilerek 45°C’ye kadar
sogumaya birakilmistir. Bakterilerin  yiiksek sicaklikta Olmelerini
engellemek i¢in sicaklik tayinine dikkat edilmistir.

e Steril ortamda yapilan deneyde 2 mL top agardan (histidinli) alinip, steril
edilen tiipe aktarilmig ve gecelik kiiltiir olarak hazirlanan NB ortamindaki
bakterilerden 100 pL alinarak {izerine eklenmistir.

e Daha oOnceden belirlenen dozlardan da (C. myrrha ugucu yaginin 0.0625,

0.125, 0.25, 0.5, 1 pg/petri) 100 pL alinarak tiipe aktarilmig ve dnceden
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hazirlanan MGA’l1 plaklara dokiilmiistiir.

e Top agarin petri iizerinde homojen dagilmasini saglanmak icin hizli bir
sekilde 8 igareti yapilmistir.

e Petri kutularindaki agarlarm yogunlagmasi i¢in 15 dk bekletildikten sonra
petri kutulant ters ¢evrilerek 37°C’lik inkiibatérde 72 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda petrilerdeki gozle goriiliir koloniler say1lmistir.

e FElde edilecek sonuglarin degerlendirilmesi ig¢in de kontrol gruplar
kullanilmistir. Coziicli kontrol olarak Tween 80, pozitif kontrol olarak;
TA98 susu i¢cin 100 uL 4-NPD, TA100 susu i¢in ise 100 pL. SA top agar ve
bakteri lizerine eklenmistir.

o Her test konsantrasyonu ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. (Sekil 3.15)

Sekil 3.15. Salmonella typhimurium TA100 susunun kontrol koloni gériiniimii.
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3.2.4. DNA Koruyucu Aktivite testi

Bu c¢aligmada, test maddesinin dogrudan DNA hasarini uyarmasi veya
tersine uyarilmigs DNA hasarlarina kargi koruma aktivitesini belirlemek igin
pBR322 plazmid DNA (vivantis) kullanilmistir. Plazmid DNA, dogrudan miir
konsantrasyonlarina veya miir varliginda H,O, ve UV uygulamasina maruz
birakilmigtir. Russo ve arkadaglari (2000) tarafindan belirlenen metodu ve

laboratuvar kosullarimiza uyacak sekilde modifiye edilerek kullanilmistir.

e 0.5 X TBE Elektroforez tamponu hazirlanmisg (10X TBE 50 mL iizerine
950 mL distile su).

e % 1.25’1ik agoroz jel hazirlanmis: 0,8 gr agorozu 100 mL TBE(0.5X TBE)
tamponun icine ¢oziine kadar 1sitilmis ve elle tutulur sicakliga gelince
bekletilmis.

e Hazirladigimiz agorozu taraklart yerlestirilmis jel tankina dokerek
donmasimi bekletilmis. Donduktan sonra taraklar1 yavasca cikartarak
yiiritme tankina yerlestirilmis.

e Elektroforez yiiriitme tankini 0.5 X TBE tamponu ile doldurulmus.

e pBR322 plazmidi(172 ng/uL) hazirlanmis (34.4 uL pBR322 distile suyla
100’ uL’e tamamlanmis).

e Test edilecek Ornekleri hazirlanmis (MN testinde kullanilan dozlar
0.03125, 0.0625 ve 0.125 pL/mL aynis1 kullanilmis, ¢6ziicii kontrol Tween
80, Pozitif kontrol ise H,O, ve UV kullanmistir):

1. Kontrol : DNA(S pL) + saf su (8 uL)

2. Kontrol : DNA (5 uL) +saf su (8 uL) + UV

3. Kontrol : DNA (5 puL) + saf su (5 pL) + H,O, (3 uL)

4. Kontrol : DNA (5 uL) +saf su (5 uL) + UV + H,0, (3 uL)
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5. CK(Tw80): DNA (5 uL) + Ck (8 pL)

6. Ck(Tw80): DNA (5 uL) + Ck (8 uL) + UV

7. Ck(Tw80): DNA (5 uL) + Ck (5 uL) + H,0; (3 uL)

8. Ck(Tw80): DNA (5 uL) + Ck (5 uL) + UV + H,0; (3 uL)

10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.
20.

D(dozl) : DNA (5 pL) +1.doz (5 uL) + saf su (3 uL)
D(doz2) : DNA (5 pL) +2.doz (5 uL) + saf su (3 uL)
D(doz3) : DNA (5 pL) + 3.doz (5 puL) + saf su(3 uL)

D(UV) : DNA (5 uL) +1.doz (5 pL) + saf su (3 pL) + UV
D(UV) : DNA (5 pL) +2.doz (5 pL) + saf su (3 uL) + UV
D(UV) : DNA (5 uL) +3.doz (5 pL) + saf su(3 pL) + UV

D(H,0,): DNA (5 pL) +1.doz (5 uL) + HO, (3 uL)
D(H202): DNA (5 uL) +2.doz (5 uL) + H,O, (3 uL)
D(H202): DNA (5 pL) +3.doz (5 uL) + H,O, (3 uL)

D(2Pk) : DNA (5 pL) +1.doz (5 uL) + UV + H,0O, (3 uL)
D(2Pk) : DNA (5 puL) +2.doz (5 uL) + UV + H,0, (3 uL)
D(2Pk) : DNA (5 puL) +3.doz (5 uL) + UV + H,0, (3 uL)

e UV’li olanlar1 bir ultraviyole 151k kaynagi (UV lambas1 Camag, civa tiipli

8000 pw’lik 302 nm kisa dalga boyu) altinda 5-10 dk. maruz birakilmistir.

e Daha sonra o6rneklerin sirasiyla 3 pL jel loading boyasindan alip drnekler

ile karigtirilmais.

e Ornekleri boyandiktan sonra 10 pL cekerek elektroforez tankinda bulunan

kuyucuklu agaroz jelin kuycuklarina yiiklenmistir.

e Tankin kapagini kapatarak, 100V’ta 100dk yiriitiilmiistiir (elektrik akimi
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uygulandiginda molekiiller porlarin igerisinden gecerek hareket etmeye
baglarlar).

e Yiiriitme islemi bitince genis kapakli tankinda bulunan Ethidium bromide
boyasi agaroz jel igine 5-10 dk boyayarak goriintiilemis.

o Fotograf makinasin UV 151811 altinda jele bakarak fotografini ¢ekilmis
(sekil 3.).

5 6 7.8 (9. 1082l 3s 14 15016 17 185 d98 26
) G G Gl ) D ) D G e i o

Sekil 3.16. DNA Koruyucu Aktivite oruntusu

Niikleik asitlerin fosfatlarina bagli olarak sabit negatif yiiklii (katod) oldugu
icin pozitif (anod) kutba hareket ederler. Molekiillerin elektriksel alan boyunca
hareket oranlar1 uygulanan akim siddetine, molekiillerin biyiikliik ve sekline
baglidir. Burada elde edilen goriintii kontrol guruplariyla karsilastirarak

degerlendirilmistir.
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3.2.5. Toplam Oksidan (TOS) ve Antioksidan Seviyesi (TAS) Ol¢iimii

TOS ve TAS 6lgiimii i¢in 72 saat muamele edilmis hiicre kiiltiirlerinin ilk
santrifiijinden sonra alinan ve -80 °C’de saklanan siipernatantlar kullanilmigtir.
TOS degerlerinin 6l¢iilmesi, numune igindeki mevcut oksidanlarin, divalent demiri
(ferrous iyon = Fe'™) trivalent demire (ferric iyon = Fe™) okside etme esasina
dayanmaktadir. Ferrik iyon asidik bir mediumda kromojenle renkli bir kompleks
olusturur. Ornekte var olan oksitleyici molekiillerin miktartyla orantili olan bu renk
yogunlugu spektrofotometrik olarak oOlgiilmektedir. Test hidrojen peroksit ile
kalibre edilmekte olup sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksite esdeger
(pmol esdegeri H,O,/L) sekilde ifade edilmektedir (Erel, 2005).

TAS degerlerinin belirlenmesi ise olduk¢a kararli bir yapida ve karakteristik
bir renkte olan ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit))
radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan renginin agartilmasi esasina
dayanmaktadir. Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L olarak ifade edilmektedir (Erel,
2004). Oksidatif stres indeksi (OSI) ise su sekilde hesaplanmaktadir: OSI (rastgele
iinit) = TOS (umol H202 esdeger/L) / TAS (umol Trolox esdeger/L) (Harma ve
ark, 2003; Kosecik ve ark, 2005; Yumru ve ark,2009). TOS ve TAS ol¢iimleri,
ticari faaliyet gosteren Baran Medikal (Ankara) (ISO 14001:2004 Cevre Y Onetim
Standard: sertifikasina sahip, Sertif. No: T14.001.09) laboratuvarlarina hizmet

alimi seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.6. istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Lenfositlerin test maddesi miir yagmin belirlenen konsantrasyonlariyla
muamele sonucunda elde edilen; MN, NBI, KOMET ve bir bagka test olan Ames
testi parametrelerine ait veriler, DNA koruyucu aktivite testi ve TOS/TAS testi
sonuglart degerlendirilmistir. Bunun i¢in her bir muameleli gruptan belirlenen
bulgu ortalamalar1 ile kontrol (muamelesiz, ¢6ziicii ve pozitif kontrol) gruplarinin
ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi IBM SPSS Statistics 23

programi kullanilarak One-Way Anova (ANOVA) Dunnett testi ile kontrol
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edilmistir (P<0.05). Konsantrasyon-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla
regresyon ve korelasyon analizleri yapilmis, regresyon denklemi ve korelasyon

katsayisi (r) bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu calismada test maddesi olarak Commiphora myrrha (Miir)’dan ticari
yolla elde edilmis miir yag: (esansiyel yag) kullanilmigtir. Bu ajanin genotoksik,
sitotoksik ve oksidatif potansiyeli insan periferal kan lenfosit kiltiirlerinde
mikronukleus (MN), komet (kuyruklu yildiz), Ames geri mutasyon (Salmonella
typhimurium’™un TA98 ve TA100 suslartyla yapilan) ve plazmid DNA hasar testleri
ile ortaya cikarilmigtir. Test maddesinin sitotoksik/proliferatif etkisi; nukleus
boliinme indeksi (NBI) ve bakteri koloni sayi verilerinin kontrollere gore
istatistiksel olarak Kkarsilagtirilmasiyla degerlendirilmistir. Ayrica kiiltiirdeki
hiicreler iizerine oksidatif stres indeks verileri total oksidan (TOS) ve total

antioksidan statiilerinden (TAS) spektrometrik 6lgiimlerinden saptanmuistir.

4.1.1. Commiphora myrrha Ucucu Yagimin Mikronukleus (MN) Olusumu
Uzerindeki Etkileri

Ticari olarak piyasadan temin edilmis saf miir yaginin emiilgator (Tween 80
= Polisorbat 80) i¢inde hazirlanmis ii¢ farkli konsantrasyonu (0.03125, 0.0625 ve
0.125 puL/mL) 24 veya 48 saat siire ile muamele edilen insan periferal lenfosit
kiiltiiriinde saptanan MN olusumu iizerindeki etkileri Cizelge 4.1.’de toplu olarak
gosterilmektedir. Ayrica test maddesinin biniikleer hiicrelerde neden oldugu MN

olusumuyla ilgili sekiller (Sekil 4.1 ve 4.2) eklenmistir.
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Sekil 4.1.  Bir mikronukleus igeren binukleer hiicre (0.0625 pul/mL Miir yagin,
24 saatlik muamele) (x1000)

Sekil 4.2. ki mikronukleus igeren biniikleer hiicre (0.125 puL/mL Miir yagin, 24
saatlik muamele) (x1000)
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Miir yagmin 24 saatlik muamelesi sonucunda lenfositlerde ortaya g¢ikan
klastojenik veya andjenik etki ile iliskilendirilen mikronukleus (MN) olusumu
istatistiksel olarak degerlendirildiginde en diisiik test dozu hari¢ orta ve yiiksek
konsantrasyonda (0.0625 ve 0.125 pL/mL) saptanan MN oranlarinin muamelesiz
kontrole gore onemli diizeyde artmis oldugu gézlenmistir (P<0.001). Ancak bu
artis diizeyinin ¢Oziicii kontrol olarak kullanilan emiilgatér tween 80°nin neden
oldugu MN frekansina yakin oldugu dolayisiyla kontrole gore olan anlamli MN
artislarinin tween 80 kaynakli olabilecegi degerlendirilmektedir. Bununla birlikte
en yiksek miir yag1 konsantrasyonunda saptanan MN yiizdesi, ¢0ziicii kontrol
tween 80’e¢ gore de bir miktar yiiksek olmasina ragmen aralarindaki bu fark
istatistiksel olarak Oonemli bulunmamustir. Burada dikkat ¢eken nokta, en diislik
konsantrasyonda ortaya ¢ikan MN oraninin ¢6ziicii kontroliin neden oldugu MN
frekansindan ~ anlamli  seviyede diisiik olmasidir. Ozetle en diisiik
konsantrasyondaki miir yagi uygulamasi tween 80 ’nin neden oldugu MN frekansini
anlamli diizeyde azaltmistir (P<0.001). Calismanin MN yoniinden 24 saatlik

projeksiyonu yapilacak olursa:

1- Ortaya ¢ikan MN oranlarinin tamami pozitif kontrol MMC muamelesinde
ortaya ¢ikan degerden onemli diizeyde daha diisiiktiir (P<0.001) (Cizelge
4.1),

2- Kiiltiirdeki hiicrelerde ortaya ¢ikan MN oranlart tween 80 degerlerine
yakin ¢ikmustir,

3- MN oranlarinin dagilimlar ile MN igeren iki nukleuslu hiicre orani bir

istisna (en diisiik doz) hari¢ biiyiik olciide birbirleriyle 6rtiismektedir.

Miir yaginin 48 saatlik muamelesi sonucu ortaya ¢ikan MN oranlari en
yliksek konsantrasyon hari¢ kontrol ve ¢oziicii kontrol diizeyinde bulunmustur. Bu
dozlarda gozlenen varyasyonlar giiven aralifi iginde kalmistir. En yiiksek

konsantrasyonda (0.125 pL/mL) MN oraninda muamelesiz kontrole gére onemli
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bir artig (yaklasik 2 kati) gozlenmistir (P<0.001). Ayrica bu periyotta test maddesi
muamelesi sonucu saptanan MN oranlar ile pozitif kontrol saptanan MN oranlart
arasinda ¢ok onemli farkliliklar oldugu gozlenmistir (P<0.001) (Cizelge 4.1). 48-
saatlik muamele periyotunda da MN yiizdesi ile mikronukleus igeren biniikleer
hiicre yiizdesi dagilimlar1 biiyiik 6lgiide benzer bulunmustur. Mikronukleus deneyi
bulgularinda dogrusal bir konsantrasyon-etki iligkisi sadece 48 saat test maddesinin
uygulandig kiiltiirlerde belirlenen MN igeren biniikleer hiicre (MNBN) yiizdesinde
anlamli oldugu (P<0.05) saptanmustir (Sekil 4.3.).

85 3 e
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Z : Z
% 5 1y=0,42+1,83%
= ,
P
S0
b
45
02500 05000 07500 10000 12500
Konsantrasyon
Sekil 4.3.  Farkli konsantrasyonlarda miir yag1 ile 48 saat muamele edilen insan

periferal lenfositlerinde mikroniikleus iceren iki niikleuslu hiicre
ylizdesinin (% MNBN) konsantrasyona bagli artisin1  gdsteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi.
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MN bulgularinin 48 saatlik projeksiyonu asagidadir:

1-

Gozlenen MN ve MNBN oranlarinin tamami pozitif kontrol MMC’den
onemli diizeyde diisiiktiir,

Yine gozlenen MN oranlarinin tamami tween 80 muamelesinde saptanan
oran civarindadir,

Yiiksek konsantrasyondaki MN artis1 muamelesiz kontrole gore anlamlidir,

MNBN oraninda doz-etki ilskisi anlamli bulunmustur.

4.1.2. Commiphora myrrha Ucucu Yagmm DNA Hasar1 Olusumu Uzerine

Etkileri (Komet Testi Bulgular)

Miir yag1 ile muamele edilen insan periferal lenfosit hiicrelerindeki niikleer

DNA kiriklari, komet (kuyruklu yildiz) yontemi ile degerlendirilmistir. Miir

yagmin 0.03125, 0.0625 ve 0.125 plL/mL’lik konsantrasyonlari ile toplam 1 saat

muamele edilen kiiltiirdeki lenfositlerde saptanan hasarli hiicre orani (% HHO) ve

genetik hasar indeksi (GHI) Cizelge 4.2°’de goriilmektedir. Kuyrukluyildiz

goriiniimiine ait 6rnekler Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Ug Farkli Konsantrasyonlarda Commiphora myrrha Ugucu Yagi ile 1
Saat Muamele Edilen insan Periferal Lenfositlerinde Komet Testi

Kapsaminda Saptanan DNA Hasar Oranlari

Muamele
Hasarh Hiicre | Genetik Hasar
Test Siire Kons.
Oram (%)’si Indeksi
Maddesi (Saat) (nL/mL)
(HHO) (GHI)
Kontrol —— -— 14.50 £ 0.50 0.50+£0.00
Tween 80
1 0.1l 27.00 £ 6.00 0.95+0.20
(CK)
H,0, (PK) 1 100 uM 63.00 = 4.00 2.09 +0.09
0.03125 34.00 £2.00 1.22+0.03
Miir yagi 1 0.0625 33.50+11.50 1.09+0.34
0.125 44.00 = 6.00a, 1.43 +£0.19a,

a: Kontrol ile; b: Coziicii kontrol ile; ¢: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.

alblcl: P<0.05 5 32b2C2: P<0.01 5 a3b3C3Z P<0.001

Kiiltiirdeki hiicrelerin miir yagi ile 1 saatlik muamelesi sonucunda HHO
yilizdesi ve GHI degerlerinde minér artislar gbzlenmekle birlikte en yiiksek
konsantrasyondaki (0.125 pul/mL) saptanan 6nemli artiglarin muamelesiz kontrole
gore yaklasik ii¢ kat1 kadar oldugu anlasilmigtir (P<0.01). Fakat miir yagin neden
oldugu hasarl1 hiicre ve genetik hasar indeksi degerlerinin pozitif kontrol olarak
kullanilmis hidrojen peroksitin (H,O,) indiikledigi etkilere gore diisiik olmakla

birlikte aralarindaki fark anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.4.  Miir yag1 0.0625 pL/mL’lik dozu ile muamele edilen insan periferal
lenfosit hiicreleri (a= DNA’s1 go¢ etmemis niikleuslar) X40.

Sekil 4.5.  Miir yag1 0.0625 pL/mL’lik dozu ile muamele edilen insan periferal
lenfosit hiicreleri (b= DNA’s1 gb¢ etmis niikleuslar) X40.
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Bu degerlendirmede de en yiiksek konsantrasyon, muamelesiz kontrole gore
onemli diizeyde yiliksek bulunmustur (P<0.01). Bu veri, MN bulgularinin trendiyle
benzerlik gostermektedir. Elde edilen HHO ve GHI bulgularinda konsantrasyon-
etki iligkisi gbzlenmemistir (Cizelge 4.2).

4.1.3. Commiphora myrrha Ucgucu Yagimmin Geri Mutasyon (Ames) Olusumu
Uzerindeki Etkileri

Commiphora myrrha ugucu yagmin ortamda herhangi bir metabolik
aktivator olmaksizin Salmonella typhimurium mutant (TA98 ve TA100) suslarini
geri mutasyonla (niikleotid degisimi ve c¢ergeve kaymasi) prototrof hale
doniistiirme potansiyeli, ortaya ¢ikmis koloni skorlart incelenerek belirlenmistir

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli Konsantrasyonlarda C.myrrha Ugucu Yagi ile Metabolik
Aktivasyon Yoklugunda Muamele Edilen Salmonella typhimurium
TA98 ve TA100 Suslarindaki Revertant Koloni Sayisi Ortalamalar

Kons TA98 TA100
Test (nL/petri) RKSAO+SH
Maddesi
Kontrol 38+18.00 403.3+5.69
CK 100 uL 26.6+5.89 404.6+2.90
4-NPD 20 ug/petri 47.3+7.35 --
SA 1 pg/petri - 549.6+74.35
0.0625 35.3+19.41 400.6£7.35
0.125 36+2.64 403.3+22.73
Miir yagi 0.25 35.6+20.86 346.3+22.43 ¢3
0.50 35+15.69 369.0+30.43
1 32.6+8.87 304.0+£35.34 c;

4-NPD: 4-Nitro-o-fenilendamine; SA: Sodyum Azid

a: Kontrol ile; b: Coziicii kontrol ile ¢: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.
a;b;c;: P<0.05; ab,c,: P<0.01; azbscs: P<0.001

RKSAO: Revertant koloni sayisi aritmetik ortalamasi
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Cizelgede goriildiigii gibi bes farkli konsantrasyonda (0.0625, 0.125, 0.25,
0.50, 1 pL/petri) uygulanan test maddesi (Miir yagi) TA98 susunda (gergeve
kaymasi mutanti) geri mutasyon sikligi ile iliskili olan koloni sayisinda 6nemli
artisa neden olmamistir. Muamele sonucu ortaya ¢ikan koloni sayilari ile ¢oziicii
kontrol ve pozitif kontrolde gozlenen koloni sayilari arasinda istatistiksel olarak
onemli farklilik bulunmamistir (P>0.05).

TA100 susunda (Baz ¢ifti degisim mutanti) ise test edilen
konsantrasyonlardan (0.0625, 0.125, 0.25, 0.50, 1 pL/petri) en diistik ikisi (0.0625
ve 0.125 pL/petri) hari¢ diger muamelelerde gozlenen koloni sayilari biitiin
kontrollere kiyasla azalmustir. Ozellikle 0.25 ve 1 uL/petri konsantrasyondaki
koloni azalmasi pozitif kontrole gore anlamli bulunmustur (P<0.001). Diger
muamelelerdeki saptanan koloni sayisi azalmalart herhangi bir kontrole gore
onemli bulunmamistir (Cizelge 4.2). Her ne kadar anlamli olmasa da ozellikle
yiiksek konsantrasyonlarda sayilan koloni sayisinin muamelesiz kontrol ve ¢oziicii
kontrol koloni sayisindan daha diisiik olmas1 miir yagimin sitotoksik etkisini akla

getirmektedir.

4.1.4. Commiphora myrrha ucucu yagimin Plazmid DNA Oksidatif Hasar
Uzerindeki Etkileri

Miir yagi ile dogrudan muamele edilen pBR322 plazmid DNA’da ortaya
¢ikan hasarlar ya da tersine oksitleyici radikal ajanlarin (H,O, ve UV) plazmid
DNA’da neden olacagi hasarlara kars1 miir yaginin koruyucu etkisi arastirmak i¢in
agaroz jel yontemi kullanilmistir. Deneyin muamele tarzi Cizelge 4.4°te
gorilmektedir. Miir yagimin MN ve komet deneylerinde kullanilan
konsantrasyonlar1 (0.03125, 0.0625 ve 0.125 pL/mL) ile plazmid DNA toplam 10
dk. muamele edildikten sonra 100 dk/ 100 V siire ve voltajda elektroforezde
yuriitiilen pBR322 plazmid DNA saptanan bant desenleri Sekil 4.6’de verilmistir.

Agaroz jel goriintiisii Sekil 4.6’de incelediginde tek basina miir yagin

konsantrasyonlar1 (9, 10 ve 11 kuyu) ile kontrol (1 kuyu) karsilagtirildiginda test
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maddesinin  hicbir  konsantrasyonu pBR322 DNA’smna zarar verdigi
gbzlenmemistir. Sadece miir yagi + HyO, + UV (18, 19 ve 20 kuyu) ile H,O, + UV
(4 kuyu) karsilagtirildiginda test maddesinin neden oldugu silik bant kalintilari
diisiik bir antiradikal etkiyi diigiindiirmektedir.

Sonuglar topluca Ozetlenecek olursa test maddesinin tek bagina Plazmid
DNA’ya zarar vermedigi, ancak pozitif kontrol olarak kullanilmig H,O, + UV’nin
etkisine karsi plazmid DNA’y1 diisiik diizeyde korudugu elektroforez bant

profillerinde gdzlenmistir.

Cizelge 4.4. Commiphora myrrha ugucu yagimin DNA Koruyucu Aktivite

Testinde Kullanilan Doz ve Siireleri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

kont [Pk2 |PK3 [ Pk4 |Ck| Ck | Ck | Ck | Doz | Doz| Doz| Pk Pk Pk Pk Pk Pk Pk Pk | Pk

Treatment P2 | P3| Pkd| 1. | 2. | 3. | Dozl | Doz2 | Doz | Dozl | Doz2| Doz3 | Dozl | Doz2 | Doz3
pBR s |s|{s|s|s|s|{s|s|s|s|s|s|s|s|s]|]s]|s/|s]|s]|s
DNA322

Miir yafn | 0 0 ofojo} o o|lo0o]s 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
(uL)

Tween 80

o |o|o0o)Oo)}|8&8| 8 )|5}|5|0olO0o}{O0O)] O] O] O] O0O]| O] O] O] O/|O0
(uL)
O | g lgls|3flolo|las]s|olololo]o|o| 3 |3s|a]s]|3]|s
(uL)
Ul g fw)o|w|ofw|]ofw|o]o|o|lw]|w]|w]|o|ofo]iw]|1w]|rw
@Ky
SU- L g [s|s|s|olo|lolo|s|s]a|ls]|3|[alofoflo]o|ofo
(uL)

Toplam | 13 [ 13 | 13 | 13 | 13| 13 [ 13 | 13 |13 |13 | 13| 13 13 13 13 13 | 13 13 13 13

2 34 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18 18 20
D L D e ) D G e e e s e

Sekil 4.6. H,0, ve UV yoklugunda ve varliginda, miir yagi ile muamele edilmis
pBR322 DNA agaroz jel elektroforezi DNA bant paternleri.
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4.1.5. Commiphora myrrha Ugucu Yaginin Sitotoksik Etkileri
4.1.5.1 Nukleus Boliinme indeks (NBI) Verileri

Kiltiire almmig insan periferal lenfositlerinin miir yagi ile 24 saat
muamelesinde sadece en yiiksek konsantrasyon (0.125 uL/mL), nukleus boliinme
indeksini (NBI) muamelesiz kontrol (P<0.001) ve ¢oziicii kontrole gére onemli
diizeyde azaltmistir (P<0.01). Ayrica 24 saatlik muamele saptanan biitiin NBI
degerleri pozitif kontrole gore dnemli diizeyde yiiksektir (P<0.01). Miir yaginin 48
saatlik uygulamasinda saptanan NBI degerleri 24 saatlik periyotta saptanan
degerlere c¢ok benzemekle beraber Onem diizeylerinde kiigiik dalgalanmalar
gozlenmistir. Ozetle 48 saatlik muamele sonucunda da sadece en yiiksek
konsantrasyon énemli NBI azalmalarina neden olmustur (P<0.001) (Cizelge 4.1).
Verilerde konsantrasyon-etki iligskisi saptanmamustir. Ayrica her iki muamele
periyotunda miir en yiliksek konsantrasyon dahil pozitif kontrol kadar sitotoksik

etki gbstermemistir.

4.1.5.2 Bakteri Koloni Sayis1 Verileri

Miir yagi uygulanmis S.ryphimurium TA98 susunda koloni sayisi en yiiksek
dozda muamelesiz kontrole gére dnemli olmayan seviyede azalmakla birlikte bu
degerler ¢oziicii kontrolde sayilan koloni sayisindan daha fazladir. Ancak bu sus ile
yapilan ¢alismada istatistiksel bir farklilik saptanmamustir. Ote yandan TA100 susu
ile yapilan c¢aligmada yiliksek miir yagi konsantrasyonlarinin uygulandigi
kiiltiirlerde belirgin koloni sayis1 azalmasi gézlenmistir. Bunlardan ikisindeki (0.25
ve 1 ul/petri) sitotoksik etkiden kaynaklanan koloni sayisi, pozitif kontrolde
saptanandan bile daha diisiik bulunmustur (P<0.001) (Cizelge 4.3).

4.1.5.3 Commiphora myrrha Uc¢ucu Yagimin Oksidatif Stres Verileri
Commiphora myrrha ugucu yagmm 0.03125, 0.0625 ve 0.125u/mL

konsantrasyonlari ile 24 veya 48 saat muamele edilen kan kiiltiir ortaminin toplam
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oksidan (TOS) ve toplam antioksidan seviye (TAS) degerleri dlgiilerek oksidatif
stres indeksleri (OSI) hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Commiphora myrrha ugucu yagin Insan Periferal Lenfosit Kiiltiiriinde
Olusturdugu Toplam Oksidan Seviye (TOS), Toplam Antioksidan
Seviye (TAS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Degerleri

Test Maddesi Muamele TOS = SH TAS+ SH OSI = SH
Siire Kons
(saat) | (nL/mL)
Kontrol - - 2.62+0.57 1.73£0.25 1.534+0.23
Tween80(CK) 24 0.025 3.07+0.74 1.81+0.21 1.72+0.36
MMC (PK) 24 0.25pug/mL | 2.89+0.20 1.81+0.16 1.61+0.10
Miir yag 24 0.03125 2.25+0.39 1.90+0.08 1.16+0.15
0.0625 2.25+0.34 | 2.22+40.10 1.14+0.12
0.125 3.56+0.30 1.97+0.09 1.83+0.20
Tween80(CK) 48 0.025 3.89+1.21 1.754+0.18 2.16+£0.48
MMC (PK) 48 0.25pg/mL | 2.77+0.52 1.824+0.07 1.50+0.26
Miir yag 48 0.03125 3.22+0.59 1.89+0.14 1.71+£0.34
0.0625 3.96+0.54 1.84+0.16 2.25+0.44
0.125 3.56+0.87 | 2.04+0.07 1.78+0.49

a: Kontrol ile; b: Coziicii kontrol ile; ¢: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.

alblcl: P<0.05 5 32b2C2: P<0.01 5 a3b3C3Z P<0.001

Uygulanan spektrofotometrik 6l¢iimlerde toplam oksidan (TOS) degerleri
hem 24 saat, hem de 48 saat muamele siiresinde kontrollerle karsilastirildiginda
konsantrasyonlarin tamami kontroller diizeyinde bulunmustur. Muamelelerin bir
kisminda kii¢iik capta dalgalanmalar olmakla beraber bunlarin tamami giiven

araliginda olduklarindan istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir.
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Toplam antioksidan degerleri (TAS) bakimindan hiicrelerin miir yag: ile
muamelesi sonucunda test edilen konsantrasyonlarin (0.03125, 0.0625 ve
0.125u/mL) tamaminda hem 24 hem de 48 saat periyodunda kismi artiglar
gostermekle birlikte anlamli bulunmamaistir ve veriler kontroller diizeyde kalmistir.

Oksidatif stres indeksi (OSI) yoniinden yapilan hesaplamalarda test maddesi
24 saatlik muamelede en yiiksek konsantrasyon (0.125 pL/mL) hari¢ diger
konsantrasyonlarda kontrollerin tamamina goére anlamli olmayan diisiis gosterdigi
bulunmustur. Ayrica Commiphora myrrha ugucu yagin 48 saatlik muamelesinde
biitiin konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan OSI degerleri yoniinden 0.0625 pL/mL
muamelede saptanan belirgin yiikselme dahil tamami kontroller diizeyinde
bulunmustur (P>0.05) (Cizelge 4.5).

Ozetle TOS, TAS ve OSI degerleri bakimmdan miir yagmin hiicreler {izerine
onemli bir oksidatif etkisi saptanmamustir. Ayrica doz-etki ve zamana baglh etki

iligkisi gdzlenmemistir.

4.2. Tartisma
4.2.1 Commiphora myrrha (Miir) Yagimin Klastojenik ve Anéjenik Etkileri

Bu caligmada test maddesinin (miir yagi) klastojenik ve/veya andjenik
etkisinden kaynaklandigi bilinen mikronukleus (MN) olusumlari incelendiginde
miir yag1 konsantrasyonu artisiyla dogrusal iliski temelinde MN sayisinda artiglar
saptanmigtir. Ancak bu artiglardan 24 saat en diisiik doz hari¢ diger konsantrasyon
verileri ¢oziicii kontrol (emiilgator, tween 80) verilerine yakin bulunmustur. Bir
biitiin olarak caligmada test edilen miir yagi konsantrasyonlarmin uyardigt MN
olusumlariin orani negatif kontrolden yiiksek ve bir kismi anlaml1 ancak verilerin
tamami pozitif kontrolden (mitomycin C) istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiik
bulunmusgtur. Bu sonuca gore, MN olusturma aktivitesi yoniinden miir yagi,
mitomycin C (MMC) kadar etki gostermemistir.

Yiiksek konsantrasyonlarda ortaya c¢ikan ve muamelesiz kontrole gore

anlamli diizeyde yiiksek olan MN olusumlari muhtemelen miir yag1 ve emiilsifiye
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edici (emiilgator) olarak kullanilan tween 80 (polisorbat 80) bilesiklerinin
kiimiilatif ~ etkisiyle  olabilecegi  degerlendirilmektedir. ~ Ancak  yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan anlamli MN artiginin diisiik konsantrasyonda
bulunmamis olmasi diisiik dozdaki miir yaginin hiicredeki MN olusumuna kars1
koruyucu etki gostermesiyle ilgili olabilir. Benzer sekilde ¢aligsmada yapilan komet
testi sonuglarinda miir yaginin yiiksek konsantrasyonda genetik hasar indeksi ve
hasarli hiicre oranlarini yiikseltmesi MN bulgulartyla belli olgiilerde tutarlilik
gostermektedir. Ote yandan bazi ilaglarda eksipiyan (ila¢ katki maddesi) olarak
kullanilan tween 80 igin {iretici firma (Merck) tarafindan hazirlanan giivenlik bilgi
formunda Salmonella typhimurium ile yapilan Ames testinde negatif, memeli hiicre
kromozom anormalligi testinde pozitif, yine memeli hiicre mutajenite testinde ise
negatif etki gosterdigi belirtilmistir (Tween® 80 (Polysorbate) SDS). Bizim
calisma bulgularinda ortaya ¢ikan artmis MN verileri, tween 80 iireten firmanin
giivenlik bilgi formunda belirtilen kromozom anormalligi verisiyle benzerlik
gostermektedir. Ancak Ulusal Toksikoloji Programi (NTP, 1992) kapsaminda daha
once yapilmis bir ¢alismada polisorbat 80’in ekzojen metabolik aktivator (S9)
varliginda veya yoklugunda Salmonella typhimurium baz1 suslarinda (TA100,
TA1535, TA1537 ve TA98) mutajenik olmadigi belirtilmistir. Ayni sekilde Avrupa
Komisyonu tarafindan yapilan bir calismada (European Commission, 1995)
polisorbat 80’nin eksojen metabolik aktivasyona bagli olmaksizin bakterial gen
mutasyon testinde dort bakteri susunda mutajenik olmadig: ifade edilmistir. Ayni
raporda kiiltlire alinmig memeli hiicrelerinde kromozom aberasyonu, kardes
kromatid degisimi ve ilaveten kemirgen kemik iligi hiicrelerinde kromozom
aberasyonu ve mikronukleus testlerinde herhangi bir etki gostermedigi ifade
edilmistir. Son ¢aligmadaki sonugclarla bizim tween 80 bulgular arasinda var olan
kismi uyumsuzluk, uygulanan metot ve/veya konsantrasyon farklarindan
kaynaklanmig olabilir. Emiilgator olarak kullanilan polisorbatin yukarida anilan
etkilerini rezervde tutarak bu ¢alismanin ana aktorii ve test maddesi olan miir

yaginin genotoksik sitotoksik etkilerine odaklanildiginda tek basina miir yagi ve bu
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yagin bilesenleri ile yapilan ¢aligmalar ortaya c¢ikmaktadir. Bir kismi miir yagi
icinde de yer alan seskiterpenlerden furanodesma-1.3-dien, curzarene, furanodien,
furanodien-6-one ve metitoksifuranoguaia-9-ene-8-on'un bilesiklerinin
antibakteriyel, antifungal vd. etkilere sahip oldugu belirtilmistir (EMA 2011).
Ayrica Zhu ve ark. (2001)’'nin Commiphora myrrha'min zamk salgisindan izole
ettikleri alt1 seskiterpenoidin spektroskopik veri analizleri sonucunda bunlardan
ikisini yeni furanoseskuiterpenoidler olduklar1 belirlenmistir. Ayni1 arastirmacilar
bilesik 1 olarak kodlanan izolatin MCF-7 meme tiimor hiicre hattina karst zayif
sitotoksik aktivite sergiledigini ve diger bes bilesenin ise etkisiz oldugunu rapor
etmislerdir. Farkli bir calismada Swiss albino farelerine yapilan Commiphora
molmol muamelesinin femoral hiicrelerde herhangi bir 6nemli mutajenik etki
gostermedigi ancak anlamli ve doza bagimli bir mitodepressant etkiye ve hepatik
hiicrelerde RNA seviyelerinin azalmasina neden oldugu bildirilmistir. Ayrica C.
molmol ile yapilan 6n muamelenin, bir mutajen olan siklofosfamidin hiicreler
lizerine olan biyokimyasal ve sitolojik etkileri degistirmedigi saptanmistir (Al-
Harbi ve ark. 1994). Miir 6ziinden olusan ve giivenli bir anti-gistozomal ilag olarak
kabul edilen mirazid, kontrol grubuna kiyasla kromozomal anormalliklerin
insidansinda anlamli olmayan bir artisa neden olmaktadir (Omar 2005). Ozetle
bizim ¢alismamizda mikronukleus ve komet testinde yiiksek test maddesi
dozlarinda muamelesiz kontrole gore saptanan anlamli artiglarin  emiilgator
kaynakli olabilecegi iizerinde durulmaktadir. flaveten miir yag1 plazmid DNA iplik
kiriklarini da uyarmamigstir. Bu durum, miir yagi veya bilesenleri ile yapilan az
sayida genotoksisite calismalarinin sonuglarma gore biiyiikk Olgiide benzerlik

gostermektedir.

4.2.2 Commiphora myrrha (Miir) Yagmn Gen Mutasyonu Olusumu Uzerine
Etkileri
Calismamizdaki Ames testi sonuglar1 test maddesi Salmonella

typhimurium’un mutant suslarinda (TA 98 ve TA 100) belirgin bir mutajenik etki
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gostermemistir. Bu sonuglara gére miir yagi ve homojenizatdr olarak kullanilan
tween 80’in test edilen konsantrasyonlari anilan suslarda ¢ergeve kaymasi ve baz
degisimi mutasyonlarina yol agmamigtir. Benzer sekilde buhur ve miir reginesi gibi
bitki esansiyel yaglarindan tiiretilen terpenlerin metabolik aktivatorlii ve
aktivatorsiiz sartlarda Salmonella typhimurium iizerinde mutajenik aktivitesinin
olmadig belirtilmistir (Lupi ve ark. 2009). Bu ¢alismanin sonuglar1 ve tarafimizca
yapilan Ames testi bulgular1 MN, komet ve plazmid DNA hasar testi sonuglariyla

korelasyon gostermektedir.

4.2.3 Commiphora myrrha (Miir) Yagimin Oksidatif Potansiyeli

Calismamizda kullanilan kiiltiirdeki hiicrelerde miir yagi herhangi bir
oksidatif stres parametresini (TOS ve TAS), dolayisiyla oksidatif stres indeksini
uyarmamistir. Benzer sekilde miir yagi, hidrojen peroksit ve UV’nin plazmid
DNA’da neden oldugu kiriklara karsi anti-radikal etki gOstermemistir. Bizim
bulgularimizdan farkli olarak Swiss albino erkek farelerinde kursun asetatli diyetin
neden oldugu GSH, GST azalmasi, lipit peroksidasyonu uyarimi ve kemik iligi
kromozomlarindaki genotoksik etkisi {izerine %1’lik miir yagmnin koruyucu
etkisinin aragtirildigi ¢alismada miir GST de 6nemli artisa, lipit peroksidasyonunda
pozitif kontrole gére 6nemli azalmaya (%45) neden olmustur. Ayrica miir kursun
uygulamasmin neden oldugu genotoksisiteyi Onemli oOlgiide azaltmistir (EI-
Ashmawy, 2006). Farkli bir ¢calismada Commiphora molmol emiilsiyonunun gii¢lii
bir antioksidan oldugu ve tavsanlarda lipid peroksidasyonunu azalttigi ve de
antioksidasyon mekanizmasi ile bagisiklik savunma sistemini uyararak kursun
asetat kaynakli hepatik oksidatif hasara ve immiinotoksisiteye karsi koruma
saglayabilecegi aciklanmistir (Ashry ve ark 2010). Bizim bulgularimiz ile yapilan
farkli birka¢ ¢alismanin sonuglar1 arasindaki farklilik testlerin in vivo ya da in vitro
ortamlarda yapilmis olmasindan kaynaklanmis olmas1 biiyilik bir olasiliktir. Farkli
bir ifadeyle bizim deneylerimiz in vitro ortamlarda dogrudan gerceklestirildigi i¢in

organizmada var olan homeostatik miidahalelere yani biiyiikk Olcekte etki-tepki
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reaksiyonlarina maruz kalmamis olmasi c¢aligmalar arasindaki farkliligin nedeni

olabilir.

4.2.4 Commiphora myrrha (Miir) Yagmm Hiicre Boliinmesi Uzerine Olan
Etkileri

Calismamizda incelenen niikleus boliinme indeksi (NBI) ve bakteri koloni
sayilar1 temel alindiginda uygulanan en yiiksek dozdaki miir yaginin NBI degerini
kontrole gore anlamli sekilde azalttigi saptanmistir. Ancak ¢oziicli kontrol
bulgulariyla karsilagtirildiginda 24 saatlik uygulamada NBI o6nemli diizeyde
azalirken 48 saatlik uygulamada niikleus boliinme indeksi artmistir. Bu sonuca
gbre zamana bagl sitotoksik etki azalmistir. Ote yandan bakteri koloni sayisinda
belirlenen ancak 6nemli olmayan azalmalar miir yagimin hafif sitotoksik etkisini
disiindiirmektedir. Miir yaginin sitotoksik etkisini arastiran ¢aligmalardan birisinde
Commiphora molmol reginesinin ¢esitli konsantrasyonlarinin Ehrlich kati tiimdrii
tastyan farelerin tiimor hiicrelerinde sitotoksik etkili ve bu anti-tiimor potansiyeli
standart sitotoksik ila¢ siklofosfamid ile karsilastirilabilir OSlglide oldugu
bulunmustur. Bu ¢alismada 6nemli olan diger bir bulgu; sitotoksik etkinin ortaya
¢ikmasinda kisa siireli (25 giinliik) muamelenin uzun siireli (50 giinliilk) muameleye
kiyasla daha etkili oldugu yoniindedir (Al-Harbi ve ark. 1994). Calismanin sonucu
bu yonden bizim NBI bulgularindaki zamana bagl degisimlerle benzer bir 6riintii
sergilemektedir. Yine Commiphora molmol’un Kklastojenik etki gostermedigi
bununla birlikte normal farelerde yiiksek sitotoksik etkili oldugu bulunmustur.
Ayrica ehrlich asit karsinom hiicresi tagiyan farelerde elde edilen sonuglar standart
sitotoksik ilag siklofosfamidinkine esdeger oldugu bulunmustur (Qureshi ve ark.
1993). Miir yagmin sitoprotektif (Bazi hiicreleri bazi kimyasallarin etkisine karsi
koruyan) etkisine 6rnek olarak yapilan bir ¢alismada, farelere oral yoldan ¢esitli
konsantrasyonlarda miir verilmesinin ¢esitli nekrotizan ajanlarin iilserojenik
etkilerine karst mide mukozasina 6nemli ve doza bagli bir koruma sagladigi

belirtilmistir (Al-Harbi ve ark. 1997). Miir recinesinin toksik etkisiyle ilgili yapilan
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caligmada farkli konsantrasyonlarda miir recinesi verilmis 6 aylik erkek oglaklar,
en disik doz (0.25g/kg) alanlar hari¢, 5-16. giinler arasinda Olmiislerdir.
Bulgulardaki gozlenen enterohepatonefrotoksisiteye; anemi, lokopeni, serum
alkalen fosfataz aktivitesindeki artiglar ve bilirubin, kolesterol, trigliseritler ve
kreatinin konsantrasyonlar eslik etmis olup toplam protein ve albiimin miktar
azalmistir (Omer ve Adam 1999). Fareler lizerinde Commiphora molmol’un oleo-
sakiz-re¢inesi ile akut ve kronik oral toksisitenin aragtirildig1 calismada akut veya
kronik muamelenin mortalite agisindan kontrollere gore anlamli bir farklilik
gostermedigi bulunmustur. Ayrica C. molmol ile muamele edilen grupta herhangi
bir spermatotoksik etki goriilmemis aksine testislerin, kaudae epididimislerin ve
seminal vezikiillerin agirliginda belirgin bir artis saptanmistir. Hematolojik
caligmalar, kontrol grubuna kiyasla RBC ve hemoglobin diizeylerinde anlamli bir
artis oldugunu ortaya koymustur (Rao ve ark. 2001). Miir Oziitiiniin kanser ve
normal hiicre hatlarinda gosterdigi inhibitdr konsantrasyonlarin (ICsg) arastirildig
bir ¢calismada, insan kanser hiicre hatlarindaki 6ziitiin ICsy degerinin farkli hiicre
hatlarinda degismekle birlikte 208-419 pg/mL araliginda oldugu ancak saglikli
meme epiteli hiicre hattinda ise miir Oziitiiniin etkisiz oldugu bildirilmistir
(Shoemaker ve ark. 2005). Ayrica murin ndroblastom hiicre hattinda miir yaginin
hiicre canlilig1 {izerindeki LCsy degerinin 0.158 mg / mL oldugu rapor edilmistir
(Mazzio ve Soliman 2009). Commiphora molmol’un ticari 0ziiti olan Mirazid
(MRZ)nin diizenli in vivo muamelesinin Ehrlich asit karsinoma (EAC) hiicrelerine
kars1 anti-tlimor aktivitesine sahip olmadigi ve tek basgina veya cisplatin ya da 5-
Fluorourasil ile birlikte yapilan MRZ muamelesinin hematolojik profili
degistirmedigi ifade edilmistir (ElI-Naggar 2011). Miir bilesenlerinden olan olan
sesquiterpenoidlerden ikisinin (ST1 ve ST2) insan prostat kanseri hiicre (LNCaP ve
PC3) hatlarinda androjen reseptor sinyallemesini inhibe ederek antiproliferatif etki
gosterdigi belirtilmistir (Wang ve ark 2011). Yine miir su 6ziitiinlin insan dermal
fibroblast hiicrelerinde proliferasyonu bariz sekilde uyararak hiicre dongiisiinii

hizlandirdig1 ve fibroblastlardaki yara iyilesmesiyle ilgili olan tip III kollojen
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mRNA ifadesini yukarn yonli uyardigr bildirilmistir (Bai ve ark. 2012).
Hepatokarsinojenik siganlarda miiriin biyokimyasal parametreleri iyilestirmedigi
veya hepatokarsinogenezi geciktirmedigi rapor edilmistir (EI-Shahat ve ark. 2012).
Farkli bir ¢aligmada miir yaginin kendisinin, etanol dziitlerinden daha yiiksek bir
antifungal aktivite sergiledigi saptanmistir (Mahboubi ve Kashani 2016).
Commiphora myrrha esansiyel yagi ile yapilan in vitro antimikrobiyal analizler
sonucunda esansiyel yagin sivi ve buhar fazlar ve tiitsii dumaninin bakteriyel ve
fungal duyarlilik artis1 sagladigr saptanmigtir. Ayrica esansiyel yagda yiiksek
oranda yer alan bilesikler furanoeudesma-1,3-diene (% 17.65) icerigi, ardindan
curzerene (% 12.97), p-elemen (% 12.70) ve germacren B (% 12.15) olarak
karakterize edilmistir. (Ljaljevi¢ Grbi¢ ve ark 2018). Bu baglk altindaki
caligmalarin sonuglarina gore; miir yagmin kendisinin veya bilesenlerinin genel
anlamda kanser hiicreleri icin sitotoksik etkili oldugu, birka¢ c¢alismada
sitotoksisite yoOniinden etkisiz oldugu, az sayida calismada proliferatif etki
gosterdigi ve bir caligmada ise normal hiicreler i¢in sitotoksik etkili oldugu
aciklanmistir. Yine bir ¢calismada sonuglarin akut ve kronik muameleler agisindan
farklilik gosterdigi ifade edilmigken bagka bir ¢alismada bu ikisi arasinda anlamli
farklilik bulunmadigi belirtilmistir.

Miir yagi ve bilesenleriyle az sayida sitogenotoksisite ve mutajenite
caligmalar1 yapilmistir. Bunlarin biiyiik ¢cogunlugu in vivo ¢alismalardir. Az sayida
yapilmig in vitro ¢alismalarin neredeyse tamaminda kanser hiicre hatti
kullanilmigtir. Calismamizin 6zgilin tarafi miir yaginin in vitro sartlarda, saglikl
hiicrelere akut muamele yoluyla uygulanmasidir. Kendi c¢alismamizin
bulgularindan ve daha once yapilmis ¢alismalarin sonuglara goére miir yaginin
genotoksik veya mutajenik olmadigi genellemesi yapilabilir. Ancak ajanin
sitotoksik ve oksidatif etkisiyle ilgili daha once yapilmig g¢alismalarin biiyiik
¢ogunlugunda miir yaginin sitotoksik ve antioksidan niteligiyle ilgili ifadelere yer
verilmis olsa da bizim bulgularimizda dikkat c¢eken anlamli bir farklilik

bulunmamustir.
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Ozetle bu galismada Commiphora myrrha esansiyel yagmin (miir yag)
kiiltiire alinmig insan periferal lenfositlerinde genotoksik, mutajenik ve sitotoksik
etkisi saptanmamustir. Ayrica oksidatif stresle ilgili parametrelerde Onemli
degisikliklere neden olmamustir. Daha Once az sayida benzer calismalarin
yapilmasi bu ¢aligmanin 6nemini artirmaktadir. Miir yag1 veya bilesenleriyle farkli
hiicre tiplerinde ve farkli metotlarla tarafsiz laboratuvarlarca yapilacak 06zgiin
aragtirmalar ajanin canli sistem iizerindeki etkinliginin netlestirilmesine onemli

katkilar verecektir.
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5.SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismadaki test maddesi Commiphora myrrha esansiyel yaginin
klastojenik, andjenik ve sitotoksik etkilerini saptamak i¢in insan periferal kan
lenfositleriyle in vitro sartlarda yapilan mikronukleus testinde doz artigiyla artan ve
mindr bir kismi énemli olan MN olusumunu uyardigi saptanmigtir. Ancak test
maddesi uygulamasinda saptanan anlamli MN artiglart muamelesiz kontrole gore
olup tween 80 ile arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. Commiphora myrrha
esansiyel yaginin sitotoksik potansiyeli ile ilgili veri niikleus boliinme indeksi ile
degerlendirerck muamelesiz kontrole gore hafif diisiis gostermekle birlikte sadece
en yliksek derisimde istatiksel onem saptanmustir.

Test maddesinin geri mutasyon olusturma potansiyelini ortaya ¢ikarmak icin
gerceklestirilen Ames Salmonella/mikrozom testi bulgularina gére TA 98 susuna
uygulanan tiim derisimlerde geri mutasyona bagli ortaya c¢ikan koloni sayisi ile
pozitif kontrolde ortaya cikan koloni sayisi arasinda istatistiksel olarak onemli
olmayan farklilik gdzlenmistir. Ancak TA 100 susunda ise muhtemelen test
maddesinin sitotoksik etkisinden kaynaklanmis koloni azalmasi ortaya ¢ikmustir.
Belirlenen koloni sayilari biitiin kontrollere kiyasla diisiik olmasina ragmen sadece
iki dozdaki koloni azalmasi pozitif kontrole gore anlamli seviyede diisiik
bulunmustur. Bu testte Commiphora myrrha esansiyel yaginin olasilikla mutajenik
etki gostermemekle birlikte dnemli olmasa bile hafif bir sitotoksik etkisine dikkat
cekilebilir.

DNA hasarinin saptanmasi ic¢in yapilan kuyruklu yildiz testi (komet)
sonuglari, kullanilan test maddesi tiim konsantrasyonlarda hasarli hiicre yiizdesi ve
genetik hasar indeksi degerlerini artirmis oldugunu bize goOstermistir. Ancak
yalnizca en yiiksek konsantrayondaki artis muamelesiz kontrole gore anlam
bulunmugken digerlerinde saptanan artislarda istatistiksel olarak Onem

bulunmamustir.
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Commiphora myrrha esansiyel yagimin plazmid DNA (pBR322) iizerine
olan hasar verici etkisi ya da tersine bilinen oksitleyici radikal ajanlarin (H,O, ve
UV) neden olacag etkilere karsi DNA koruyucu etkisini aragtirmak i¢in yapilan
agaroz jel elektroforez yontemi sonuglarina gore test maddesinin DNA’da herhangi
bir hasara yol agmadig1 gibi H,O, ve UV’ nin neden oldugu DNA hasarlarina karsi
onemli koruma saglamadig1 saptanmistir. Ayrica test maddesinin kan kiiltiiriine
uygulanan tiim konsantrasyonlarinda kiiltiiriin hiicresiz siv1 fazinda toplam oksidan
(TOS), toplam antioksidan (TAS) ve oksidatif stres indeksleri (OSI) degerleri
kontrole ile kiyasladiginda istatiksel Onemli olmayan bir takim artiglar

bulunmustur.

5.2. Oneriler

Kadim medeniyetlerde 6zellikle Afrika toplumlarinda bir¢ok rahatsizliklarin
tedavisinde oral ve topikal olarak siklikla Commiphora sp. {irinleri
kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu iiriinlerin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin
ortaya ¢ikarilmasi olduk¢a 6nemlidir. Saglikli insan lenfositleri ve mutant bakteri
suslarinin kullanildigi sinirlart daraltilmis bu ¢alismada Commiphora myrrha ugucu
yaginin bariz bir genotoksik etkiye sahip olmadig1 ancak yiiksek konsantrasyonda
sitotoksik etkinin ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Miir yaginin antik ¢agdan giiniimiize
gelen kullanim aligkanliklarinin sonuglariyla bizim sonuglarimiz arasinda ilging bir
korelasyon mevcuttur. Clinkii miir bizim ¢alismamizda belirgin genotoksik etkili
olmamakla birlikte kismen sitotoksik potansiyele sahiptir. Bu realite miir yagini bir
takim hastaliklarin tedavisinde insanlarin kullanimina uygun hale getirmektedir.

Yine de bu g¢alismanin sonuglarryla ajanin net perspektifi hakkinda kesin
kaniya varmak i¢in yeterli olmayacagi unutulmamalidir. Bu konuda arastirma
yapacak bilim insanlariin test maddesi veya bilesenleriyle yapacak olduklari
calismalarda farkli test sistemlerini ve hiicre hatlar1 tercih ederek miiriin
potansiyelinin ortaya c¢ikarilmasina onemli katkilar saglayacagi bilimsel bir

gercektir.
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