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Bu çalışma, doğal fenolik bir bileşik olan elajik asit (EA)’in insan periferal lenfositlerinde in 

vitro genotoksik ve antigenotoksik etkilerini kardeş kromatid değişimi (KKD), kromozom anormalliği 
(KA), mikronukleus (MN) ve tek hücre jel elektroforezi (KOMET) testleri ile belirlemek amacıyla 
gerçekleştirilmiştir. İnsan periferal lenfositleri 24 ve 48 saat, komet testinde ise 1 saat boyunca  60, 
80, ve 100 µg/ml konsantrasyonlardaki EA ile muamele edilmiştir. Ayrıca EMS ve H2O2’nin etkisine 
karşı EA’nın antigenotoksik etkisinin olup olmadığı araştırmak amacıyla hücreler EA ve bilinen 
klastojen ve mutajen olan EMS veya H2O2 karışımı ile muamele edilmiştir.  

Bu çalışmada, EA incelenen konsantrasyon ve muamele sürelerinde KKD, KA/Hücre, 
anormal hücre yüzdesini ve mikronükleus oluşumunu kontrole ve çözücü kontrole oranla istatistiksel 
olarak uyarmamıştır. Komet testinden elde ettiğimiz sonuçlara göre de EA, nükleusta DNA hasarına 
sebep olmamıştır. Bu nedenle nükleustan göç eden DNA kırıklarının oluşturduğu nükleusa bağlı 
kuyruğun uzunluğu, kuyruktaki DNA yoğunluğu ve kuyruk momentinde önemli değişiklik 
olmamıştır. EA, test edilen muamele süreleri ve konstrasyonlarda  proliferasyon indeksini (PI), 
mitotik indeksi (MI) ve nukleus bölünme indeksini (NBI) kontrole ve eritici kontrole nazaran önemli 
derecede etkilememiştir. Yani EA’nın genotoksik ve de sitotoksik etkisi yoktur.  

EA+EMS uygulamasında incelenen muamele sürelerinde ve konsantrasyonlarda EA, kontrol 
ve çözücü kontrole oranla EMS kaynaklı artan KKD sayısını, KA/Hücre, anormal hücre yüzdesini ve 
MN oluşumunu önemli oranda azaltmıştır. EA+EMS uygulamasında EA, EMS kaynaklı azalan MI’yı 
pozitif kontrole göre 24 ve 48 saatlik muamele sürelerinde 100 µg/ml konsantrasyonda  istatistiksel 
olarak önemli derecede artırmıştır. Yine EA, EMS kaynaklı azalan PI’yı pozitif kontrole oranla 
arttırmıştır. EA, EMS kaynaklı azalan NBI’yı test edilen muamele sürelerinde ve konsantrasyonlarda  
pozitif kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli derecede arttırmıştır.  EA+H2O2 uygulamasında 
EA, H2O2 kaynaklı artan kuyruk uzunluğunu ve kuyruk momentini pozitif kontrole oranla 80 ve 100 
µg/ml konsantrasyonlarda, kuyruktaki DNA yoğunluğunu ise 100 µg/ml konsantrasyonda pozitif 
kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli oranda düşürmüştür. 
 
Anahtar Kelimeler: Elajik Asit (EA) , Kardeş Kromatid Değişimi (KKD), Kromozom Aberasyonu (KA), 

Mikronukleus (MN), Tek Hücre Jel Elektroforezi (KOMET). 
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The aim of this study was to investigate the genotoxic and antigenotoxic effects of Ellagic Acid (EA) (a 

natural phenolic compound found in plants) on human peripheral lymphocytes using sister chromatid exchange 
(SCE), chromosomal aberration (CA), micronucleus (MN) and single cell gel electrophoresis (SCGE) tests. Cells 
were treated with 60, 80 and 100 µg/ml EA for 24 and 48 hrs for chromosome aberration, micronucleus and sister 
chromatid exchange tests, and 1 hr for the comet assay. Furthermore, EA and EMS , H2O2 (a known clastogen and 
mutagen) were co-administered into the cell culture to investigate the antigenotoxic potential of EA. 

In this study, EA did not induce a statistically significant increase in the SCEs, the aberrations per cell 
(CA/Cell) and the percentage of abnormal cells (AC%) either in 24- or 48-hr treatment periods and at all 
concentrations when compared to controls (negative and solvent control). According to the results obtained from 
the COMET assay, EA did not induce DNA damage. Therefore, EA did not significantly increase the lenght of the 
DNA tail caused by the DNA breaks migrating from the nucleus, the density of the DNA in the tail and the tail 
moment.   

EA, when compared to control and solvent control, did not significantly affect PI, MI and NDI values 
at any concentration or treatment periods. EA, when applied to human lymphocyte cell culture alone, did not show 
genotoxic or cytotoxic effects.With the co-administration of EA and EMS (EA+EMS), EA significantly decreased 
the frequency of SCEs, the aberrations per cell (CA/Cell), the percentage of abnormal cells (AC%) and MN 
formation at all concentrations and all treatment periods. In the combination (EA+EMS), EA induced a 
concentration-dependent increase in the MI, but that increase was statistically significant only at the highest 
concentration for 24- and 48-hr treatment periods (100 µg/ml) when compared to positive control. EA increased 
the EMS-reduced PI when compared to positive control at 24 and 48-hr treatment times and at all concentrations. 
EA statistically significantly increased the EMS-reduced nucleus division index (NDI) at all concentrations and all 
treatment periods when compared to positive control. In EA+H2O2 application, EAdecreased the hydrogen 
peroxide-increased tail length, DNA intensity in tail and tail moment compared to the positive control, but this 
decrease was statistically significant only at the highest two concentrations (80 and 100 μg/ml) for tail lenght and 
tail moment, and at the highest concentrations (100 µg/ml) for the DNA intensity in tail. 
 
Key Words: Ellagic Acid (EA), Sister Chromatid Exchange (SCE), Chromosom 

Aberration (CA), Micronucleus (MN), Single Cell Gel Electrophoresis 
(SCGE). 
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GENİŞLETİLMİŞ ÖZET 

 

Antioksidanlar, organizmada oluşan anabolik ve katabolik olayları 

düzenleyerek tüm metabolizmayı etkileyen ve bazı enzimlerin aktif gruplarında yer 

alarak reaksiyonların gerçekleşmesini sağlayan, yokluğu veya yetersizliği gibi 

durumlarda fizyolojik fonksiyonların durmasına ya da önemli ölçüde azalmasına 

neden olan maddelerdir. 

Bu çalışma; bitkilerde doğal fenolik bir  bileşik olan elajik asit’in insan 

periferal lenfositlerinde genotoksik ve antigenotoksik etkiye sahip olup olmadığını 

kromozom aberasyonu (KA), kardeş kromatid değişimi (KKD), mikronükleus 

(MN) ve tek hücre jel elektroforez (KOMET) testleri ile araştırmak ve bu testler 

yardımıyla elajik asit’in insanlar için herhangi bir genotoksik risk oluşturup 

oluşturmadığını veya antikanserojenik etkiye sahip olup olmadığını saptamak 

amacıyla yürütülmüştür. 

Araştırmada, KKD ve KA’yı saptamak amacıyla sağlıklı ve sigara içmeyen 

yaşları birbirine yakın iki erkek (22 ve 24 yaşlarında) ve iki kadından (22 ve 24 

yaşında) alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri steril kültür tüpleri 

içerisindeki 2.5 ml’lik kromozom medyumlarına (Gibco, PB Max) steril şartlarda 6 

damla (0.2 ml) (Rencüzoğulları ve Topaktaş, 1991) ekilmiştir. Steril şartlarda, steril 

BrdUrd eriyiğinden her tüpe son konsantrasyonu 10 µg/ml olacak şekilde ilave 

edilerek iyice karıştırılmış ve hücre kültürü inkübatörde 37±1°C’de 72 saat için 

inkübe edilmiştir. Elajik asit’in etkisini incelemek için kültür süresinin bitiminden 

24 ve 48 saat önce daha önceden 1 M NaOH içerisinde hazırlanmış ve son 

konsantrasyonu 60, 80 ve 100 μg/ml olacak şekilde elajik asit  kültür tüplerine 

ilave edilmiştir. Ayrıca her deneyin bir kontrolü, bir eritici kontrolü (1 M NaOH, 

25 µl) ve bir de pozitif kontrol (10-3 M EMS) grubu oluşturulmuştur. EMS’nin 

etkisine karşı elajik asit’in antigenotoksik ve antisitotoksik etkisini ortaya çıkarmak 

için de ayrı bir kültür serisinde her bir kültür tüpüne test maddesine ilaveten EMS 

(son konsantrasyonu 10-3 M) ilave edilmiştir. 
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Hazırlanmış olan daimi preparatlarda KKD sayısı ve KA belirlenmiştir. 

Aynı preparatlarda proliferasyon indeksini (PI) hesaplamak için birinci, ikinci ve 

üçüncü mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerin sayısı ve mitotik indeksi (MI) 

saptamak için de toplam hücre içerisinde mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerin sayısı 

belirlenmiştir. Bu incelemeler sonucunda proliferasyon indeksi (PI) ve mitotik 

indeks (MI) saptanmıştır. 

  In vitro mikronükleus testinde ise sağlıklı ve sigara içmeyen yaşları 

birbirine yakın iki erkek ve iki kadından (KKD ve KA testi için kan alınan 

kişilerden) alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri kromozom 

medyumlarına steril koşullarda ekilmiş ve hücreler 37±1ºC’de 68 saat inkübe 

edilmiştir. Çalışmanın test maddesi olan  elajik asit’in MN oluşumu üzerindeki 

etkisini  belirlemek için son konsantrasyon 60, 80  ve 100 μg/ml olacak şekilde 

elajik asit kültür ortamına,  kültürün başlangıcından 20 ve 44 saat sonra ilave 

edilmiştir. Ayrıca her deneyin bir kontrolü, bir eritici kontrolü ve bir de pozitif 

kontrol grubu oluşturulmuştur. İnkübasyon başlangıcından 44 saat sonra her tüpe 

son konsantrasyonu 6 µg/ ml olacak şekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmiş ve 

böylece bölünen hücrelerde sitokinez engellenmiştir. EMS’nin’nin etkisine karşı 

elajik asit’in etkisini ortaya çıkarmak için de ayrı bir kültür serisinde her bir kültür 

tüpüne test maddesine ilaveten EMS (10-3 M) eklenmiştir. 

 Mikronükleus sayısını belirlemek amacıyla her muamele grubu ve 

kontrollerinde iki nükleusa sahip (binükleer) toplam 1000 hücre incelenmiş (4 kişi 

4000 hücre) ve bu binükleer hücreler içerisinden mikronükleuslu olanlar 

saptanmıştır. Bundan mikronükleuslu iki nükleuslu hücre %’si hesaplanmıştır. 

Ayrıca incelenen hücrelerde toplam mikronükleus sayısı belirlenmiştir. Toplam 

mikronükleus sayısından MN yüzdesi (MN %) hesaplanmıştır. Ayrıca çalışmanın 

bu kısmında nükleus bölünme indeksini (NBI) saptamak için MN preparatlarında 

tesadüfi seçilmiş alanlarda 1000 hücre içerisinde bir, iki, üç ve dört nükleuslu hücre 

sayısı belirlenmiş bu verilerden de NBI saptanmıştır. 

Çalışmamızda kullandığımız diğer bir test tekniği ise ilk defa 1978 yılında 
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Rydberg ve Johanson tarafından DNA sarmal kırıklarının ölçülmesi amacıyla 

kullanılan ve daha sonra 1984 yılında Ostling ve Johanson tarafından geliştirilen  

komet testi için sağlıklı ve sigara içmeyen yaşları birbirine yakın iki erkek (22-24) 

ve iki kadından (22-24) alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri 

ependorf tüplerine 100 µl olacak şekilde paylaştırılmıştır. Elajik asit’in etkisini 

belirleyebilmek için daha önceden belirlenen dozlardaki test maddesi (elajik asit) 

son konsantrasyonu 60, 80 ve 100 µl olacak şekilde 100 µl içerisinde stok 

lenfositlere eklenmiştir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H2O2) (100 µl), 

çözücü kontrol olarak % 50’lik DMSO (100 µl) ve  kontrol olarak ise distile su 

(100 µl) kullanılmıştır. H2O2’nin etkisine karşı elajik asit’in antigenotoksik etkisini 

ortaya çıkarmak için de ayrı bir kültür serisinde her bir kültür tüpüne test 

maddesine ilaveten H2O2 (100 µl) ilave edilmiştir. 

Araştırmanın sonuçları, elajik asit’in  insan periferal kan lenfositlerinde 24 

veya 48 saatlik muameleli kültürlerde ve tüm konsantrasyonlarda KKD sayısını, 

hücre başına düşen anormallik sayısını (KA/Hücre) ve anormal hücre yüzdesini 

(AH %) kontrol ve çözücü kontrole nazaran önemli derecede uyarmadığını 

göstermiştir.  EA, 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm 

konsantrasyonlarda MN oluşumunu genel olarak arttırmış olmasına rağmen bu artış 

kontrole nazaran önemli bulunmamıştır. EA, 24 saatlik 60 ve 80 µg/ml 

konsantrasyonlarda  ve 48 saatlik 60 µg/ml ve 100 µg/ml konsantrasyonlarda MI’yı 

genel olarak düşürmüş ancak bu düşüş kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli 

bulunmamıştır . EA, 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm 

konsantrasyonlarda PI ve nükleus bölünme indeksini (NBI) genel olarak 

düşürmesine rağmen bu düşüş kontrole oranla anlamlı bulunmamıştır. Komet 

testinin sonuçlarına göre de EA tüm konsantrasyonlarda önemli derecede DNA 

hasarına neden olmamıştır. Tüm bu sonuçlara göre EA genotoksik ve sitotoksik 

etkiye sahip değildir.  

Çalışmanın antigenotoksik kısmında ise EA+EMS uygulamasında hem 24 hem de 

48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda test maddesi olan EA, 
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kontrol ve çözücü kontrole oranla EMS kaynaklı artan KKD sayısını, KA/Hücre, 

anormal hücre yüzdesini ve MN oluşumunu pozitif kontrolle kıyaslandığında 

istatistiksel açıdan önemli derecede azaltmıştır. EA+EMS uygulamasında EA, 

EMS kaynaklı azalan mitotik indeksi pozitif kontrole oranla ve konsantrasyona 

bağlı olacak şekilde genel olarak attırmış ancak bu artış sadece 24 ve 48 saatlik 100 

µg/ml EA uygulamasında istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur. Yine EA, EMS 

kaynaklı azalan PI’yı pozitif kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli derecede ve 

de konsantrasyona bağlı olacak şekilde arttırmıştır. EA, EMS kaynaklı azalan 

NBI’yı 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda pozitif 

kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli derecede arttırmıştır. Komet testinde ise 

EA+H2O2 uygulamasında EA, H2O2 kaynaklı artan kuyruk uzunluğunu pozitif 

kontrole oranla genel olarak düşürmüş,  bu düşüş 80 ve 100 µg/ml 

konsantasyonlarda istatistiksel açıdan önemli seviyede olmuştur. Son olarak 

EA+H2O2 uygulamasında EA, H2O2 kaynaklı artan kuyruktaki DNA yoğunluğunu 

ve kuyruk momentini  pozitif kontrole oranla genel olarak azaltmış, bu azalmalar 

kuyruktaki DNA yoğunluğu için 100 µg/ml konsantrasyonda, kuyruk momenti için 

ise  80 ve 100 µg/ml konsantrasyonda  istatistiksel açıdan önemli olmuştur. 

Çalışmanın bu kısmından elde edilen sonuçlara göre EA antigenotoksik ve 

antisitotoksik etkiye sahiptir. 
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1. GİRİŞ                                                                                                Tuba DÖRDÜ 

1. GİRİŞ 

 

Antioksidanlar, organizmada oluşan anabolik ve katabolik olayları 

düzenleyerek tüm metabolizmayı etkileyen ve bazı enzimlerin aktif gruplarında yer 

alarak reaksiyonların gerçekleşmesini sağlayan, yokluğu veya yetersizliği gibi 

durumlarda fizyolojik fonksiyonların durmasına ya da önemli ölçüde azalmasına 

neden olan maddelerdir. 

Antioksidanlar, yiyeceklerde veya vücutta düşük yoğunlukta 

bulunduklarında çeşitli fiziksel etkenler veya kimyasal olaylar sonucunda meydana 

gelen reaktif oksijen (ROT) ve reaktif azot türleri (RNT) gibi hücrelere zarar 

verebilecek olan prooksidanları (lipid, protein ve nükleik asitlerin oksidasyonuna 

neden olan toksik meddeler) etkin bir şekilde indirgeyerek daha düşük toksisiteli ya 

da toksik olmayan ürünlere dönüştürürler. Böylece  oksidasyonun sebep olabileceği 

zararları önlerler. 

 Antioksidan yetersizliğinde ROT fazlalığı nedeniyle meydana gelen 

oksidatif stres biyolojik sistemlerin temel bileşenlerinin (karbonhidratlar, lipidler, 

proteinler ve nükleik asitler) hasarına sebep olarak (Cao ve ark., 1997) yaşlanma, 

çeşitli kanser türlerinin gelişimi, böbrek fonksiyonlarının azalması, akciğer, kalp ve 

kardiyovasküler rahatsızlıklar gibi problemlerin oluşmasına neden olmaktadır 

(Simone, 1992; Kozluca, 1993; Cos ve ark., 2000; Desmarchelier ve ark., 2000; 

Katalinic ve ark., 2006; Husain ve Kumar, 2012; Halliwell, 2012). Ayrıca yine 

ROT varlığında Alzheimer ve Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıkların oluşumu 

da tetiklenmektedir (Aitken ve ark., 1995).  

Antioksidanlar, vücut hücreleri tarafından üretildikleri gibi, gıdalar yoluyla 

da alınabilmektedirler. Gıdalarda mevcut olan ve insan vücudunu zararlı serbest 

radikallerden koruyan başlıca doğal antioksidanlar; esas olarak vitaminler (C, E ve 

A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Çoğu araştırmada 

meyve ve sebze tüketimi ile belirli kanser ve kalp hastalıklarının oluşumu arasında 

ters orantılı bir ilişki olduğu saptanmıştır (Rice-Evans ve ark., 1997). 
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Antioksidanlar, katalitik aktivitelerine göre enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ise kaynağına göre 

doğal ve sentetik antioksidanlar olarak gruplandırılırlar (Çizelge 1.1) (Rice-Evans 

ve ark., 1997; Kopani ve ark., 2006; Surveswaran ve ark., 2007). 

 

Çizelge 1.1. Antioksidanların gruplandırılması    
 

         ENZİMATİK 

ANTİOKSİDANLAR 

        ENZİMATİK OLMAYAN ANTİOKSİDANLAR 

DOĞAL 

  ANTİOKSİDANLAR 

                 SENTETİK   

         ANTİOKSİDANLAR      

Glutatyon peroksidaz 

(GPx) 
Karotenoidler Alkil gallat türevleri 

Glutatyon redüktaz (GR) 
Mineraller 

Butillenmiş  hidroksianizol 

(BHA) 

Glutatyon-S-transferaz 

(GST) 
Vitaminler Butillenmiş hidroksitoluen (BHT) 

Katalaz (CAT) 

Polifenolik bileşikler 

Nordihidroguareyetik asit 

(NDGA) 

Süperoksit dismutaz 

(SOD) 
Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) 

 

Bu çalışmanın test maddesi olan elajik asit (EA) doğal antioksidan grubunda 

yer alan polifenolik bir bileşiktir (Yang ve ark., 2001; Karakaya, 2004; Seeram ve 

ark., 2005). 

Antioksidan aktiviteye sahip olan polifenolik bileşikler insan sağlığı 

üzerinde olumlu rollerinin olması nedeniyle bilim adamları, gıda üreticileri ve 

tüketiciler açısından önemli bir yere sahiptir (Lako ve ark., 2007). Ancak, çok 

amaçlı kullanım alanına sahip olan bu bileşiklerin insan genomunda mutasyonlara 

sebep olup olmadıklarının ortaya çıkarılması da son derece önemlidir. Bir kimyasal 

maddenin böyle bir etkisinin olup olmadığının belirlenmesi, kısa süreli 

genotoksisite testleri ile mümkün olabilmektedir. Bugün kısa süreli genotoksisite 
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testleri olarak bilinen ve bir kimyasal maddenin genotoksik olup olmadığının 

belirlenmesinde kullanılan testlerden bazıları; kardeş kromatid değişimi (KKD) 

(Sister Chromatid Exchange=SCE) (Tucker ve ark., 1993), kromozom aberasyonu 

(KA) (Chromosome Aberration=CA) (Carrano ve Natarajan, 1988; Anderson, 

1988; Hagmar ve ark., 1994), mikronükleus (MN) (Heddle ve ark., 1991, Fenech, 

2002) ve tek hücreli jel elektroforez (komet) (Singh ve ark., 1988) testleridir. Perry 

ve Evans (1975)’in bilinen mutajen ve kanserojenlerin Chinese hamster (Cricetulus 

griseus=Çin kemiricisi) yumurta (CHO) hücrelerinde KKD ve KA’yı uyardığını 

saptamalarından sonra bu testler mutajen ve kanserojenlerin belirlenmesinde 

kullanılmaya başlanmıştır. 

Bir kimyasal maddenin mutajenik ve kanserojenik etkiye sahip olup 

olmadığını kısa sürede saptamak için 1970’li yıllarda bazı testler geliştirilmiştir. Bu 

tarihten itibaren genotoksisite incelemeleri için çok çeşitli inceleme sistemleri 

kullanılmıştır. Bunlar gen, kromozom yahut genom mutasyonlarını saptayan 

mutajenite testleri ve mutasyona paralel olarak indüklenen ve genotoksisiteyi 

gösteren indikatör testlerdir (Albertini ve ark., 2000). Carrano ve ark. (1978), 

mutajen ve kanserojenlerin toksik dozların altındaki dozlarda meydana getirdikleri 

genetik hasarların kısa zamanda, hassas bir şekilde ve kantitatif olarak 

gösterilmesinin KKD ve KA analizi ile mümkün olabileceğini belirtmişlerdir. 

Ayrıca aynı araştırmacılar bir maddenin mutasyon meydana getirmesi ile KKD 

oluşumunun uyarılması arasında lineer bir ilişki olduğunu da belirtmişlerdir. 

Ayrıca Tucker ve ark. (1993) da Carrano ve ark. (1978)’nın görüşüne benzer 

görüşe sahiptirler.  

Genotoksisitenin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan testlerden biri 

periferal kan lenfositlerinde KKD testidir. KKD, DNA çift zincir kırıklarının 

homolog rekombinasyon yoluyla onarılmasını gösteren kardeş kromatidlerin 

homolog lokusları arasında DNA replikasyon ürünlerinin resiprokal değişimidir ve 

bir DNA zincir kırığı ve yeniden birleşme olayını gerektirir (Sonoda ve ark. 1999; 

Helleday, 2003). Mutajen ve kanserojen olduğu bilinen maddelere maruz kalan 
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insan ve hayvanların hücrelerinde KKD frekansının arttığı bulunmuştur (Perry ve 

Evans, 1975; Albertini ve ark. 2000). Ayrıca, tek-gen mutasyonlarının artışı ile 

KKD frekansı arasında lineer bir ilişki olduğu da saptanmıştır (Carrano ve ark, 

1978). Yine DNA replikasyonunu inhibe eden çeşitli kimyasal ajanların KKD’yi 

indüklediği de bilinmektedir (Ishii ve Bender, 1980). KKD’nin artışıyla in vivo 

tümörlerin oluşumu arasında  da benzer bir ilişkinin olduğu Cheng ve ark. (1981) 

tarafından bildirilmiştir. KA’nin aksine KKD tek başına genotoksik riski 

belirlemede yetersizdir. Fakat, KKD deneysel çalışmalarda indikatör test olarak 

insanlarda genotoksik etkileri göstermede uygun bir yöntem olarak kullanılmaya 

devam etmektedir (Norppa ve ark. 2006). 

Genotoksik riskleri belirlemede kullanılan en hassas yöntemlerden biri, 

periferal kan lenfositlerindeki KA frekansının belirlenmesidir (Carrano ve 

Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark. 1994). Kromozom 

anormallikleri DNA düzeyindeki zararın bir sonucu olarak ortaya çıkar. Örneğin, 

kromozom kırıkları DNA’daki onarılmamış çift zincir kırıklarından ve yeni yapıya 

sahip kromozomların meydana gelmesi de, DNA’daki zincir kırıklarının yanlış 

onarılmasından kaynaklanabilir (Savage, 1993). KA oluşum mekanizmasının farklı 

dokularda benzer olmasından dolayı, lenfositlerdeki anormallik seviyesinin, 

kansere eğilimli dokulardaki anormallik seviyesini gösterdiği ve böylece kanser 

riskinin de göstergesi olduğu düşünülmektedir (Albertini ve ark., 2000; Bonassi ve 

ark. 2000; 2004; 2005; 2007). Yüksek KA frekansı (gap hariç), KA artışını 

başlatan sebebe bakmaksızın yüksek kanser riski olduğunu önceden gösterebilir. 

Hem kromatid tipi hem de kromozom tipi KA’ları kanser riskinin göstergesidir. 

Fakat kromozom tipi KA’lerinin kromatid tipi KA’lerine göre daha iyi bir 

belirleyici olduğuna dair kanıtlar vardır (Norppa, 2004; Norppa ve ark. 2006; 

Boffetta ve ark. 2006).  

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanılan sitogenetik 

metodlardan bir diğeri ise MN testidir (Heddle ve ark. 1991; Fenech, 2002). 

Periferal kan lenfositlerinde kromozom hasarının göstergesi olarak MN’un 
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kullanılması ilk kez 1976 yılında Contryman ve Heddle tarafından öne sürülmüştür 

(Bonassi ve ark. 2001). Daha sonra sitokinez-bloklama mikronükleus metodunun 

Fenech ve Morley (1985) tarafından geliştirilmesiyle, nükleus bölünmesini 

tamamlamış hücrelerdeki MN’lar incelenmeye başlanmıştır. MN asentrik 

kromozom ya da kromatid kırıklarından ve tüm kromozomlar ya da kromatidlerin 

anafazda geri kalmasından dolayı (kalgın kromozom) telofazda oluşan kardeş 

nükleusun dışında rastlanan küçük nükleuslardır (Surrallés ve ark. 1995). Ayrıca 

multipolar anafaz ve telofaz da MN oluşumuna sebep olmaktadır (Topaktaş ve 

Rencüzoğulları, 2010). MN oluşumuna neden olabilen kromozom kaybı ya da 

kromozomların ayrılamaması (non-disjunction) kanser ve yaşlanmada gözlenen 

önemli olaylardan biridir. Bu durum, muhtemelen iğ iplikçiklerinde, sentromerde 

bozulma ya da metafazdan önce kromozom yapısının yoğunlaşması sonucu 

oluşmaktadır (Dellarco ve ark. 1985). Böylece, MN testi ile hem klastojenik hem 

de anöjenik etkiler belirlenebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark. 1997; Norppa ve 

Falck, 2003). Sağlıklı bireylerden oluşan insan populasyonunda periferal kan 

lenfositlerindeki MN frekansının da KA frekansı gibi kanser riskinin tahmin 

edilmesinde belirleyici bir rol oynadığına dair epidemiyolojik bulgular mevcuttur 

(Bonassi ve ark., 2007, 2011). Yapılan çalışmalarda, kanser hastalarından alınan 

periferal kan lenfositlerindeki MN frekansında belirlenen artış, kanser oluşan hedef 

dokudaki MN frekansı kadar bulunmuştur (Cheng ve ark. 1996; Duffaud ve ark. 

1997). Ayrıca, Fenech ve ark. (2011)’nın uluslararası işbirliği ile yaptıkları insan 

mikronükleus projesindeki (HUMN ve HUMNxL) bulguları, MN frekansının 

kanser riskinin tahmininde geçerli bir biyomarkör (biyolojik işaret) olarak 

kullanılabileceğini göstermektedir. 

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanılan bir diğer test 

ise tek hücre jel elektroforez testi (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) olarak 

da bilinen komet test (Comet Assay) yöntemidir. Komet, çeşitli fiziksel ve 

kimyasal ajanların DNA molekülünde oluşturabilecekleri genotoksik ve sitotoksik 

hasarları ölçmek ve analiz etmek amacıyla son yıllarda yaygın olarak kullanılan bir 
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test yöntemidir. Oldukça basit, hızlı, hassas ve güvenilir bir yöntem olan komet test 

tekniği gerek in vitro gerekse in vivo genotoksisite çalışmalarında kullanışlı ve 

tercih edilen bir yöntem olmuştur (Pavlica ve ark., 2001; Bandyopadhyaya ve ark., 

2008). 

 İlk defa 1978 yılında Rydberg ve Johanson tarafından DNA sarmal 

kırıklarının ölçülmesi amacıyla kullanılan ve daha sonra 1984 yılında Ostling ve 

Johanson tarafından geliştirilen komet test tekniği nötral pH’daki lizis şartlarında 

uygulanarak DNA çift iplik kırıklarının belirlenmesi sağlanmıştır (Rydberg ve 

Johanson, 1978, Ostling ve Johanson, 1984; Bandyopadhyaya ve ark. 2008). Ancak 

DNA hasarlarının tespitinde nötral şartlar alkali şartlar kadar hassas olmadığı için 

nötral şartlar altında yapılan lizis ve eletroforezis uygulamaları DNA çift iplik 

kırıklarının tespitine izin verirken, DNA tek iplik kırıklarının tespitine izin 

vermemektedir. Oysa çoğu ajanlar DNA’da çift iplik kırığından daha çok tek iplik 

kırığına sebep olmaktadır. Bu nedenle teknik Singh ve arkadaşları (1988) 

tarafından lizis ve elektroforezis işlemleri alkali koşullarda (pH>13) yapılmak 

suretiyle modifiye edilmiştir. Böylece komet test tekniği ile sadece DNA’da çift 

iplik kırıklarının tayini değil aynı zamanda DNA çapraz bağlarının ve 

tamamlanmamış eksizyon tamir bölgelerinin (tek iplik kırıklarının) tayinine de 

olanak sağlamıştır (Singh ve ark., 1988). 

Nükleus içerisinde yoğun bir yapı halinde bulunan DNA molekülü çeşitli 

genotoksik ve sitotoksik ajanlarla hasara uğradığında eğer bu hasar DNA tamir 

mekanizması ile onarılmaz ise DNA molekülünde tek veya çift zincir kırıkları 

oluşur. Bu durumda DNA yoğun yapısını kaybeder ve ana nükleus bölgesinden 

dışarı doğru uzanır. Bu yapıya bir elektrik akımı uygulandığında yapısı itibariyle 

negatif (-) yüklü olan DNA molekülü elektroforetik ortamda molekül ağırlıklarına 

göre farklı hızlarda anotoda (+ uca) doğru hareket eder. Ancak ana nükleusu 

oluşturan ve hasarlı olmayan DNA zinciri çok büyük olduğu için elektrik akımı ile 

hareket etmez ve nükleus içerisinde kalır. Diğer taraftan küçük fragmentler elektrik 

akım uygulama sürecine bağlı olarak ana DNA’dan ayrılarak göç ederler. Bu 
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yöntemde floresan boyayla boyanan DNA floresan mikroskobunda nükleus dışında 

nükleusla birlikte dairesel bir formdan kuyruklu yıldıza benzer bir forma kadar 

çeşitli şekillerde görüntüler oluşturur. Bu yüzden bu yönteme kuyruklu yıldız 

anlamına gelen “komet yöntemi” adı verilmiştir (Dikilitaş ve Koçyiğit, 2010). 

Komet testi, DNA hasarını belirlemede kullanılan KKD, KA ve MN gibi 

sitogenetik test yöntemlerine oranla: 

 

• Az sayıda hücre örneği gerektirmesi 

• Test edilen hücrede mitotik aktivitenin göz önünde bulundurulmaması 

• Hemen hemen tüm ökaryotik hücrelerde uygulanabilmesi 

• Hücredeki DNA kırıklarının görsel olarak değerlendirilmesine olanak 

vermesi 

• Hızlı sonuç elde edilmesi 

• Düşük düzeylerdeki hasar seviyesinin bile ölçülmesine olanak 

sağlaması 

 

gibi birtakım avantajlara sahiptir (Vrzoc ve Petras, 1997; Tice ve ark., 2000; Choy, 

2001; Piperakis, 2009; McArt ve ark., 2010). 

Bu özellikleri sayesinde komet testi oldukça geniş bir kullanım alanına 

sahiptir. Bu yöntem günümüzde: 

 

• DNA hasar ve onarım çalışmalarında 

• Çeşitli kimyasal kaynaklı genotoksisite değerlendirmesinde 

• Ekogenotoksikolojik değerlendirmelerde (Çevrenin genotoksik ajanlarla 

kontaminasyonunun analizi) 

• İnsanlarda biyolojik izlemelerde (Çeşitli fiziksel ve kimyasal ajanlara 

maruz kalan çalışanlarda mesleki maruziyetin ölçülmesinde) 
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•   Beslenme çalışmalarında (Gıda, gıda katkı maddelerinin yararlı ve zararlı 

etkilerinin araştırılması) 

• Klinik hastalık tanısında ve ilaç uygulamalarının etkilerinin izlenmesinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Klaude ve ark., 1996). 

 

Bu çalışmanın test maddesi olan ve aynı zamanda doğal bir antioksidan 

olarak işlev gören Elajik asit (EA) bitkisel kaynaklı fenolik bir bileşiktir. Gerek in 

vivo gerekse in vitro yapılan birçok çalışmada elajik asitin antioksidan, 

antienflamatuar, antidiabetik, antikanserojen ve antimutajenik etkilere sahip olduğu 

gösterilmiştir (Vattem ve Sheitty 2005; Rogerio ve ark., 2008; Chao ve ark., 2009; 

Lee ve ark., 2010; Malini ve ark., 2011; Rosillo ve ark., 2011). 

 EA ile yapılan çeşitli çalışmalar elajik asit’in serumda bulunan ve kansere 

sebep olan kimyasalları temizlediğini, hücresel DNA’ya bağlanarak 

kanserojenlerin bağlanmasını önlediğini, antioksidan olarak görev yaptığını ve 

çeşitli kanser türlerini yok ettiğini göstermiştir (Majid ve ark., 1991; Yang ve ark., 

2001; Xu ve ark., 2003; Kang ve ark., 2006; Sharma ve ark., 2007; Tasaki ve ark., 

2008). 

 Gallik asit ara ürünü olan elajitanin veya elajik asit glikozidleri şeklinde 

ahududu, böğürtlen, çilek ve nar gibi üzümsü taze meyveler ile ceviz, kestane ve 

fındık gibi kabuklu meyvelerin yapısında bulunan elajik asit ile şimdiye kadar 

yapılan çalışmalar EA’nın antioksidan ve antikanserojen özelliğe sahip olup 

olmadığının belirlenmesine yöneliktir. Ancak bugüne kadar elajik asit’in 

genotoksik olup olmadığını ortaya koyacak çalışma çok az sayıda yapılmış olup 

tatminkar düzeyde değildir. Bu nedenle bu çalışma bitkilerde doğal fenolik bir 

bileşik olan elajik asit’in ticari formunun insan periferal lenfositlerinde genotoksik 

ve antigenotoksik etkiye sahip olup olmadığını KKD, KA, MN ve KOMET testleri 

ile saptamak amacıyla  yürütülmüştür.   
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Bu çalışmanın test maddesi olan elajik asit (EA) doğal antioksidan 

grubunda yer alan polifenolik bir bileşiktir. Dolayısıyla burada sadece doğal 

antioksidan grubunda yer alan maddelerin in vivo deney hayvanları, in vitro insan 

ve deney hayvanlarının çeşitli dokuları kullanılarak yapılan genotoksik ve 

antigenotoksik çalışmaların sonuçları aşağıda özetlenmiştir. 

 

2.1. Doğal Antioksidanlar İle Yapılan Genotoksisite ve Antigenotoksisite  
Çalışmaları 

 C vitamini (askorbik asit), E vitamini (takoferol), karotenoidler ve 

polifenoller meyve ve sebzelerde yararlı bileşenler olarak bulunan en önemli doğal 

antioksidanlardır.  

 

2.1.1. C Vitamini (Askorbik Asit) İle Yapılan Genotoksisite, Sitotoksisite,  
Kanserojenite ve  Antikanserojenite Çalışmaları 

 Moleküler yapısı Şekil 2.1’de gösterilen C vitamini, düşük molekül 

ağırlıklı olup suda çözünebilen ve serbest radikalleri doğrudan ortadan kaldıran 

güçlü bir antioksidan kaynağıdır. Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunur. Bu 

antioksidan, kollajen sentezi ve demir absorbsiyonunda  gereklidir (Antmen, 2005). 

Ayrıca çeşitli besin maddelerinde acılaşma ve ekşimeyi, meyvelerde renk 

değişimini önler. C vitamini doğal kaynaklardan elde edilebildiği gibi kimyasal 

olarak da sentezlenebilirler (Hudson, 1990).   
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Şekil 2.1. Vitamin C’nin moleküler yapısı 

 

Vitamin C ile yapılan çok sayıdaki çalışmalar bu antioksidanın lenfosit 

DNA’sında reaktif oksijen türlerinin neden olduğu DNA zararlarını (zincir kırıkları 

gibi) ve serbest radikallerin neden olduğu doku zararlarını engelleyerek hastalıkları 

önlediği bildirilmiştir (Lee ve ark., 2003). Ayrıca vitamin C’nin KKD sayısını ve 

MN oluşum sıklığını azaltarak ve de gen mutasyonlarını engelleyerek çeşitli 

ajanların sebep olduğu klastojenik etkileri azalttığı da bildirilmiştir (Nefić, 2008). 

Gürbüz ve ark. (2009) vitamin C’nin antigenotoksik özelliğinin olup 

olmadığını belirlemek amacıyla Swiss erkek albino farelerini kullanarak yaptıkları 

in vivo mikronukleus testinde farelerde toksisiteyi uyarmak için intraperitonal 

yoldan 7 gün boyunca günlük 51.6 mg/kg siklofosfamid (CP) vermiş ve ardından 

CP uygulamasından 24 saat önce ve CP uygulamasından 24 saat sonra olacak 

şekilde 10, 30 ve 60 mg/kg vitamin C vermişlerdir. Sonuçta farelerin mesane 

hücreleri kullanılarak yapılan MN testinde vitamin C’nin mikronukleus oluşumunu 

pozitif kontrole (CP ile muamele edilen grup) oranla istatistiksel açıdan önemli 

derecede azalttığını bildirmişlerdir. Benzer şekilde Sharma ve Sharma (2012) 

vitamin C ve vitamin E’nin antigenotoksik özelliğini belirleyebilmek amacıyla 

karbofuran pestisidi ile genotoksisitesi indüklenmiş insan periferal lenfositlerini 

kullanarak in vitro çalışma yapmışlardır. Bunun için önce karbofuran ile muamele 

edilerek DNA zararlarının oluşması sağlanmış olan lenfosit hücrelerine sonradan 

10 µM vitamin C ve vitamin E ilave etmişlerdir. Sonuçta her iki antioksidanın 
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hücrelerde reaktif oksijen türlerinin oluşumunu engelleyerek DNA zararlarını 

kontrole oranla anlamlı bir şekilde azalttığını saptamışlardır. 

Kahl ve ark. (2012) vitamin C’nin antioksidan özelliğini belirlemek üzere 

nikotin ile toksik etkiler ve DNA zararları oluşturulmuş fareleri kullanarak 

yaptıkları in vitro komet ve MN testlerinde vitamin C’nin nikotin kaynaklı 

hücrelerde oluşan DNA zararlarını ve toksisiteyi büyük ölçüde azalttığını 

bildirmişlerdir. 

Vitamin C’nin hidrojen peroksit (H2O2) ile DNA zararlarının oluşumu 

uyarılan insan kolerektal adenokarsinoma hücre hattı (HT29) üzerindeki etkilerinin 

araştırıldığı in vitro comet testinde 10, 25, 50 ve 100 µM konsantrasyonlarda 

kullanılan vitamin C’nin H2O2’nin sebep olduğu DNA zararlarını pozitif kontrole 

oranla istatistiksel açıdan önemli derecede düşürdüğü rapor edilmiştir (Kontek ve 

ark., 2013). 

Guerriero ve ark. (2014) vitamin C’nin antineoplastik etkisinin olup 

olmadığını belirlemek amacıyla kemoterapide kullanılan ve çok sayıda yan etkisi 

olan mitoxantrone (MTZ) ile genotoksisitesi indüklenmiş insan meme kanseri 

hücre hatlarını (MDA-MB231 ve MCF7) kullanarak yaptıkları in vitro çalışmada 

vitamin C’yi hem tek başına hem de MTZ ile kombine ederek kullanmışlardır. 

Sonuçta vitamin C’nin her iki kullanımında da konsantrasyona bağlı olacak şekilde 

H2AX ve PI3K apoptoz sinyal yollarını aktive ederek kanserli hücreleri apoptoza 

sevk ettiğini bildirmişlerdir. 

 

2.1.2. E vitamini (Takoferol) İle Yapılan Genotoksisite, Sitotoksisite, 
Kanserojenite ve  Antikanserojenite Çalışmaları 

 Genellikle bitkisel ürünlerde bulunan E vitaminini hayvan organizmaları 

pek az miktarda içerir. Özellikle bitkisel yağlarda, yeşil yapraklı sebzelerde, 

baklagillerde, yumurta, süt, ceviz ve fındıkta bulunur. Doğada 7 farklı izomer 

yapıda bulunan takoferollerin kimyasal yapıları birbirine benzese de, biyolojik 

etkileri birbirinden oldukça farklıdır. 3 metil grubu taşıyan α-takoferol (Şekil 2.2) 
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vitamin olarak en etkili olanıdır ve sadece ‘E-vitamini’ dendiğinde α-takoferol 

anlaşılır. 

         
Şekil 2.2. α- takoferol’ün moleküler yapısı 
  

Güneş kremleri başta olmak üzere çeşitli cilt bakım kremlerinde yer alan E 

vitamininin kullanım oranına dikkat edilmelidir. Çünkü yapılan çalışmalarda E 

vitaminin aşırı kullanımının cilt kanserlerine yol açtığı gösterilmiştir (Mitchel ve 

Mccann, 1993). 

 Šiviková ve ark. (2001) koyun periferal lenfositlerinde karbon tetraklorür 

(CCl4)’ün genotoksisitesine karşı vitamin E ve selenyum’un antigenotoksik 

etkilerini KA, KKD ve MN testlerini kullanarak araştırmışlardır. Sonuçta CCl4’ün 

kromozom aberasyonu üzerine herhangi bir etkisi olmadığı için vitamin E ve 

selenyum’un KA oranında herhangi bir değişiklik oluşturmadığını, ancak KKD, 

MN oluşumunu ve mitotik indeksi kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli 

derecede düşürdüğünü bildirmişlerdir.  

Singh ve ark. (2008) E vitamininin atrazin (2-kloro-4-(etilamino)-6-

(izopropilamino)-s-triazin) pestisinin neden olduğu genotoksisiteye karşı koruyucu 

etkisininin olup olmadığını belirlemek için sıçanlarda jel elektroforezi, komet ve 

MN testleri ile araştırmışlardır. Bunun için sıçanlara önce 7, 14 ve 21 gün boyunca 

300 mg/kg atrazin verip karaciğer ve kan hücrelerini incelemişlerdir. Ardından 

atrazin ile birlikte 100 mg/kg E vitamini verilmiş ve yine karaciğer ve kan hücreleri 

incelenmiştir. Araştırıcılar sonuçta atrazinin tek başına muamele edildiği gruplarda 

kuyruklu nükleusların kuyruk uzunluğunun ve mikronükleus oluşum oranında 

kontrole oranla belirgin bir artış olduğunu, ancak atrazin ile E vitamininin birlikte 
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uygulandığı grupta E vitamininin kuyruklu nükleusların  kuyruk uzunluğunu ve 

mikronükleus oluşum oranını azaltarak atrazinin oluşturduğu genotoksisiteyi büyük 

ölçüde engellediğini bildirmişlerdir. 

Vitamin E kullanılarak yapılan Salmonella zincir test sistemlerinde vitamin 

E’nin N- nitrosodietilamin (NDEA)’nin neden olduğu DNA onarım mekanizması 

ve birincil savunma sistemlerinden kaçan reaktif oksijen türlerini (ROS) etkisiz 

hale getirerek NDEA ile indüklenen lezyonları büyük ölçüde önleyip DNA tamir 

genlerine yardımcı olduğu belirlenmiştir (Auib ve ark., 2009). 

 Boussema ve ark. (2013), patulin (PAT) ile muamele edilmiş HepG2 

hücrelerinde vitamin E’nin antioksidan ve antigenotoksik etkilerini araştırmışlardır. 

Bu çalışmada vitamin E’nin PAT kaynaklı artan ROS üretimi, p53 aktivasyonu ve 

DNA zararlarını düşürdüğünü ve ayrıca PAT ile indüklenen kromozom 

aberasyonlarını önemli ölçüde azaltarak PAT’ın neden olduğu sitotoksisite ve 

genotoksisiteyi engelleme konusunda önemli bir rol oynadığını bildirmişlerdir. 

 

2.1.3. Karotenoidler İle Yapılan Genotoksisite, Sitotoksisite, Kanserojenite ve 

Antikanserojenite Çalışmaları 
Karotenoidler, birçok bitki ve hayvanlarda bulunan, azot içermeyen, suda 

çözünmeyen ancak yağ ve organik çözücülerde çözünen, açık sarıdan kırmızıya 

kadar değişik tonda renk içeren pigmentlerdir. Tereyağ, süt, yumurta sarısı gibi 

hayvansal gıdalarda ve havuç, mısır ve domates gibi birçok meyve ve sebzelerde 

bulunur. Karotenoidlerin çoğunun temel yapısı poliizoprenoidden oluşmaktadır 

(Deming ve ark., 2002). Karotenoidlerin antioksidan aktiviteleri yapısında bulunan 

çifte bağların sayısına bağlıdır. En çok bilineni β-karotendir (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3. β-karoten’in moleküler yapısı 

 

Salvadori ve ark. (1992) β-karoten’in siklofosfamid’in (CPA) neden 

olduğu genotoksisite üzerindeki koruyucu etkilerini belirlemek için fare kemik iliği 

hücrelerini kullanarak in vivo KA testi yapmışlardır. Bunun için araştırıcılar 

farelere önce 5 gün boyunca gavaj yoluyla 0.5, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 

mg/kg beta-karoten vermişlerdir. Son gün yapılan uygulamadan 4 saat sonra 

farelere intraperitonal yoldan 20 mg/kg CPA verilmiş ve 16, 24 ve 32 saat sonra 

hücreler anormallikleri açısından değerlendirilmiştir. Sonuçta beta-karoten’in CPA 

tarafından indüklenen kromozom anormalliklerini azaltarak CPA’nın 

genotoksisitesine karşı önemli bir koruma sağladığını ancak kromozom 

anormallikleri olan hücrelerin frekansları üzerinde herhangi bir konsantrasyon-etki 

ilişkisinin görülmediğini bildirmişlerdir. 

 Karotenoidlerin (β-karoten, likopen, lutein, zeaksantin) Jurkat E6.1 malign 

T-lenfoblast hücrelerinde kromatin kondensasyonu, nükleer fragmentasyon, DNA 

yıkımı ve kaspaz-3 aktivasyonuna neden olarak kanserli hücreleri apoptoza 

uğrattıkları  bildirilmiştir (Müller ve ark., 2002). 

 Beta-karoten (BC)’nin kemoterapötik bir madde olan ve serbest radikalleri 

üreten doksorubisinin Drosophila melanogaster’in somatik hücrelerinde 

oluşturduğu genotoksisiteye karşı herhangi bir antigenotoksik etkisinin olup 

olmadığını belirlemek amacıyla somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri 

kullanılarak yapılan çalışmalarda BC’nin doksorubisin’in oluşturduğu 

genotoksisiteyi önemli ölçüde azalttığı rapor edilmiştir (Dias ve ark., 2009). 
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Peng ve ark. (2010) beta-karoten’in etanol ile indüklenen sitotoksisite 

üzerinde antioksidan ve antiapoptotik özelliklerinin olup olmadığını belirlemek 

üzere izole sıçan hepatositlerini kullanarak in vitro bir çalışma yapmışlardır. 

Sonuçta etanol ile muamele edilen hücrelerde hücre canlılığı azalmış, bununla 

birlikte glutatyon (GSH), lipit peroksit, sitokrom P450 2E1, kaspaz-3 ve kaspaz-9 

seviyesi artmıştır. Beta-karoten’in ise GSH, lipit peoksit ve sitokrom P450 2E1 

seviyesini arttırdığını, oksidatif stresi engelleyerek azalan hücre canlılığını tekrar 

arttırdığını ve kaspaz-3 ile kaspaz-9 enzimlerinin ekspresyonunu inhibe ederek 

etanol kaynaklı hücre ölümünü engellediğini bildirmişlerdir.  

 

2.1.4. Polifenolik Bileşikler İle Yapılan Çalışmalar 

Polifenoller, yani fenolik bileşikler, benzen halkasında bir veya daha fazla 

hidroksil grubu içeren organik bileşiklerdir (Urquiaqa ve Leighton, 2000; Liu, 

2004). Polifenoller güçlü antioksidanlardır ve bu aktiviteleri kimyasal yapılarına 

bağlıdır. Bitkilerde yaygın olarak bulunan fenolik bileşikler, antioksidan aktivite 

başta olmak üzere birçok biyolojik aktivite gösterirler (Löliger, 1991; Hagerman ve 

ark., 1998). Antioksidatif etkiye sahip olmaları nedeniyle fenolik bileşikler 

beslenme açısından büyük öneme sahiptirler (Salah ve ark., 1995). 

Polifenoller, C ve E vitaminleri ve karotenoidler meyve ve sebzelerde 

bulunan doğal antioksidanlardır. Bu bileşiklerin sahip olduğu antioksidan 

aktiviteleri sayesinde vücudu  kardiyovasküler hastalıklara ve bazı kanser türlerine 

karşı koruduğu bilinmektedir (Peto ve ark., 1981; Pietta, 2000). Polifenoller bitki 

dünyasının çok geniş bir kısmında mevcut olup fitokimyasalların en geniş 

kategorilerinden birini oluştururlar. Bitki polifenonelleri doğal antioksidanlar 

olarak bilinmelerine rağmen vücutta fazla miktarda bulunduklarında veya bakır, 

demir vb. gibi geçiş metal iyonları ile birleştiklerinde toksik etki göstererek DNA 

molekülünde oksidatif hasarlara neden olurlar. Dolayısıyla bu bileşiklerin bir çoğu 

hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteye sahiptirler (Rietjens ve ark., 2002; 

Hanif ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008). Örneğin askorbik asit serbest demir 
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iyonlarıyla etkileşerek askorbat radikalini oluşturur. Oluşan bu radikalin ise 

biyomoleküllerde oksidatif hasara neden olduğu bilinmektedir (Childs ve ark., 

2001). 

 

2.1.4.1. Elajik Asit  (EA) İle Yapılan Genotoksisite, Sitotoksisite, 
Kanserojenite ve Antikanserojenite Çalışmaları 
 Ahududu, böğürtlen, yaban mersini, çilek, nar ve cevizde bol miktarda 

bulunan EA’nın pankreas kanser hücreleri ve lösemi hücrelerinde apoptozu 

indüklediği, yapılan in vivo ve in vitro çalışmalarda antioksidan ve 

antienflamatuvar etkilerinin olduğu ve tümör gelişimini inhibe ettiği gösterilmiştir 

(Bozkurt ve ark., 2002). 

 Tümör hücre hattı kullanılarak yapılan çok sayıdaki çalışmalarda EA’nın 

serviks kanseri (Narayanan ve ark., 1999), meme kanseri (Losso ve ark., 2004), 

kolon kanseri (Losso ve ark., 2004; Seeram ve ark., 2005; Larrosa ve ark., 2006), 

prostat kanseri (Losso ve ark., 2004; Seeram ve ark., 2005; Malik ve ark., 2011), 

pankreas kanseri (Edderkaoui ve ark., 2008), mesane kanseri (Qui ve ark., 2013) ve 

HL-60 lösemi hücre hattında (Hagiwara ve ark., 2010) kanserli hücreleri apoptoza 

uğrattığı gösterilmiştir. 

EA’nın in vivo tümör büyümesi üzerine etkilerinin araştırıldığı bir 

çalışmada EA’nın pH>7 suda çözündüğü ve Zn+2, Ca+2, Fe+2, Cd+2 ve Cu+2 gibi 

katyonlarla şelasyon yaparak kanser hücrelerinin gelişiminde önemli bir rol 

üstlenen MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 gibi metalloproteinazları inaktive etme 

gücünün arttığı bildirilmiştir (Sartippour ve ark., 2002). Ayrıca EA’nın Zn+2 ve 

Cu+2 ile yaptıkları şelasyonun tümör dokusunda anjiogeneze karşı bir etki 

oluşturduğu bildirilmiştir (Sartippour ve ark., 2002; Camphausen ve ark., 2003).  

 Losso ve ark. (2004), EA’nın kanser hücreleri üzerinde antiproliferatif 

etkiye sahip olup olmadığını belirlemek için CaCo-2 kolon, MCF-7 meme, Hs 

578T meme ve DU 145 insan prostat kanser hücre hattı kullanark yaptıkları in vitro 

çalışmalarda ortalama 1-100 µmol/L EA’nın kanser hücrelerindeki proliferasyon 
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indeksini önemli ölçüde azalttığını ve kanser hücrelerindeki ATP üretimini 

azaltarak hücre canlılığını azalttığını ve sonuçta hücreleri apoptoza sevk ettiğini 

bildirmişlerdir. 

Yine Losso ve ark., (2004) ile Labrecgue ve ark., (2005)’nın yaptıkları 

benzer bir çalışmada ise EA’nın tümör damarlanmasında ve gelişiminde rol alan 

VEGF ve PDGF reseptörlerinin fosforilasyonunu engelleyerek tümör gelişimini 

yavaşlattığı ve kanser hücrelerinin mitokondrilerindeki ATP miktarını azaltarak 

kanser hücrelerinin canlılığını da azalttığını göstermişlerdir. Li ve ark. (2005), T24 

mesane kanserli insan hücre hattını kullanarak yaptıkları in vitro bir çalışmada 

EA’nın hücre siklusunun G0 ve G1 evrelerinde hücre canlılığını önemli ölçüde 

azalttığını, p53 ve p21 genlerinin ekspresyonunu arttırdığını ve siklin bağımlı 

kinaz-2 (CDK2) geninin ekspresyonunu azalttığını bildirmişlerdir. Ayrıca EA’nın 

kaspaz-3 enziminin inhibitörünün (z-VAD-fmk) çalışmasını bloke ederek kaspaz-3 

enziminin T24 hücrelerini apoptozise uğrattığını bildirmişlerdir. Erenoğlu (2012), 

EA’nın meme kanseri hücre hatları olan SKBR-3 ve MDA-MB-231 hücreleri 

üzerindeki sitotoksik etkilerini araştırmak üzere yaptıkları bir çalışmada EA’nın on 

bir farklı dozunu (5 µM, 10 µM, 20 µM, 30 µM, 40 µM, 50 µM, 100 µM, 150 µM, 

200 µM, 250 µM ve 300 µM) 72 ve 96 saat süreyle uygulamıştır. Araştırıcı sonuçta 

EA’nın kanserli hücrelerde hücre proliferasyonunu uygulanan konsantrasyon  ve 

zamana bağlı olarak kontrole oranla istatiksel açıdan anlamlı bir şekilde azalttığını 

ve hücreleri apoptoza sevk ettiğini ve dolayısıyla kanserli hücreler üzerinde 

sitotoksik bir etki gösterdiğini saptamıştır. Benzer şekilde Weisburg ve ark. (2013) 

EA’nın HSC-2 oral karsinoma hücreleri üzerinde sitotoksik bir etki gösterdiğini ve 

kaspaz-3 enzimini aktive ederek tümör hücrelerini apoptozise uğrattığını 

bildirmişlerdir. 

Ceci ve ark. (2016), EA’nın kanser hücreleri üzerindeki antitümör etkisini 

incelemek için T24, UM-UC-3, 5637 ve HT-1376 olmak üzere dört farklı insan 

mesane kanser hücre hattı kullanarak in vitro ve intraperitonal yoldan UM-UC-3 

hücreleri (5x106) enjekte edilen fareler ile in vivo çalışmalar yapmışlardır. 
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Araştırıcılar sonuçta EA’nın gerek in vitro gerekse in vivo çalışmalarda 

konsantrasyona bağlı olacak şekilde tümör hücreleri üzerinde antiproliferatif bir 

etkiye sahip olduğunu, VEGF-A’nın (vasküler endotel büyüme faktörü A) 

reseptörü olan VEGFR-2 geninin ekspresyonunu baskılayarak tümör hücrelerinin 

anjiyogenezini önlediğini ve PD-L1 genini (programlanmış hücre ölüm ligandı 1) 

aktive ederek tümör hücrelerini apoptozise sevk ettiğini bildirmişlerdir. Yine 

EA’nın antikanserojenik etkisini belirlemek üzere HCT-15 kolon adenokarsinoma 

hücreleri kullanılarak yapılan in vitro bir çalışmada 20-100 µM 

konsantrasyonlardaki EA’nın tümör hücrelerini G2/M fazında bloke ettiğini, Bax, 

kaspaz-3 ve sitokrom-C’nin ekspresyonunu ve Bcl-2 aktivitesini azalttığını, ROT 

üretimini arttırarak hücre proliferasyonunu arttırdığını ve sonuçta HCT-15 

hücrelerini apoptozise sevk ettiğini bildirmişlerdir (Umesalma ve ark., 2015). 

Benzer şekilde Guo ve ark. (2016), nar kabuğundan elde ettikleri EA’nın serviks 

kanseri üzerindeki antikanserojenik etkilerini belirlemek üzere HeLa hücrelerini 

kullanarak yaptıkları in vitro bir çalışmada EA’nın IGFBP7 geninin ekspresyonunu 

doza bağlı bir şekilde arttırarak hücre proliferasyonu, farklılaşması, hücre yayılımı 

ve apoptoziste görev alan AKT/mTOR sinyal yolunu engellediğini ve böylece 

kanserli hücrelerin yayılımını önleyerek onları apoptoza sevk ettiğini 

bildirmişlerdir.  

EA ile muamele edilen kanserli ovaryum hücrelerinde EA, p53 ve p21 

tümör supressör genlerinin seviyesini arttırmak ve siklin D1 ve siklin E’nin 

seviyesini azaltmak suretiyle hücre siklusunun G1 evresinde tümör hücrelerini 

apoptozise sevk etmiştir (Chung ve ark., 2013). Cheng ve ark. (2017), EA’nın 

pankreas kanseri üzerindeki olası etkilerini incelemek için insan pankreatik 

karsinoma hücre hattı (PANC-1) kullanarak in vitro, PANC-1 tümörlü fareleri 

kullanarak ise in vivo çalışmalar yapmışlardır. Sonuçta EA’nın konsantrasyona 

bağlı olacak şekilde in vitro ortamda kanserli hücrelerde hücre büyümesini, 

yenilenmesini ve yayılımını engellediğini, in vivo ortamda ise kanserli hücrelerde 
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hücre siklusunu G1 fazında durdurarak ve COX-2 ve NF-KB genlerinin 

ekspresyonunu engelleyerek antitümör etki gösterdiğini bildirmişlerdir.  

 Constantinou ve ark. (1995) EA’nın in vitro ortamda kanserli hücrelerin 

gelişmesinde  önemli rolü olan DNA topoizomeraz enziminin güçlü bir inhibitörü 

olduğunu ve EA’nın kanser hücrelerindeki topoizomeraz-I ve II  gibi DNA 

replikasyonunda rol oynayan enzimlerin yapısını modifiye etmek suretiyle kanser 

hücrelerinin büyümesini engellediğini bildirmişlerdir. 

EA ile yapılan birçok çalışmada EA’nın tümör hücreleri üzerinde seçici bir 

etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Losso ve ark. (2004)’nın yaptıkları  bir 

çalışmada 1-100 µM konsantrasyonlardaki EA’nın seçici bir sitotoksisite ve 

antiproliferatif bir aktivite göstererek Caco-2 kolon kanseri, MCF-7 meme kanseri, 

Hs578T meme kanseri ve DU 145 prostat kanseri hücre soylarında apoptozise yol 

açtığını, buna karşılık HEL-299 normal insan akciğer fibroblast hücrelerinin 

canlılığı üzerinde herhangi bir toksik etki oluşturmadığını bildirmişlerdir. Yine 

Larrosa ve ark. (2006) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise 1-30 µM 

konsantrasyonlardaki EA’nın Caco-2 insan kolon kanseri hücrelerinde hücre 

proliferasyonunu doza ve zamana bağlı olarak azaltırken, normal kolon 

hücrelerinde herhangi bir apoptotik etkisinin olmadığını gözlemlemişlerdir. Ayrıca 

yine sağlıklı insan deri ve akciğer fibroblast hücrelerinde EA’nın hücre 

proliferasyonu üzerine herhangi bir etkisinin olmadığı bildirilmiştir (Chung ve ark., 

2013). 

 Seeram ve ark. (2005) ile Fjaeraa ve Nanberg  (2009)’ nın KB, CAL27 

insan oral, HT-29 kolon, RWPE-1 prostat ve SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücreleriyle yaptıkları bir çalışmada 10-100 µM arası konsantrasyonlardaki EA’nın 

konsantrasyon ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonu üzerinde inhibitör bir 

etki oluşturduğunu, hücre canlılığını azalttığını ve apoptozisi uyardığını 

bildirmişlerdir.  Han ve ark. (2006), EA’nın etkilerini incelemek üzere ortamına 

hidrojen peroksit konulmuş Çin hamster akciğer hücreleri (V79-4) ve insan 

sarkoma (HOS) hücrelerini kullanarak in vitro çalışmalar yapmışlardır. Sonuçta 
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EA’nın V79-4 hücrelerinde SOD- CAT- GPX gibi antioksidan enzimlerin 

aktivasyonunu arttırarak hücreleri oksidatif strese karşı koruduğunu ve HOS 

hücrelerinde ise Bax ve kaspaz-3 enzimlerinin aktivasyonunu arttırarak kanser 

hücrelerini apoptoza sevk ettiğini bildirmişlerdir. 

Benzer şekilde U87 insan glioblastoma ve C6 sıçan glioma hücre 

soylarında EA/ kitozan karışımıyla hazırlanan biyomateryal uygulamasının 

etkilerinin araştırıldığı başka bir çalışmada EA’nın in vitro ortamda konsantrasyona 

bağlı olarak hücre canlılığını azalttığı ve in vivo koşullarda ise apoptozisi uyarmak 

ve anjiogenezisi inhibe etmek suretiyle tümör dokusunun büyümesini durdurduğu 

rapor edilmiştir (Kim ve ark., 2009). Ekinci (2009), sıçan C6 glioma hücrelerinin 

iki ve üç boyutlu hücre kültür modellerini kullanarak yaptığı bir çalışmada 1-100 

µM EA’nın konsantrasyon ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu ve 

canlılık oranını önemli ölçüde azalttığını bildirmiştir.  

Umesalma ve ark. (2014), EA’nın antikanserojenik etkisini belirlemek 

üzere 1,2-dimetil hidrazin (DMH) ile deneysel olarak kolon kanseri oluşturulmuş 

erkek albino Wistar sıçanlarını kullanarak yaptıkları in vivo bir çalışmada sıçanlara 

oral yoldan 15 hafta boyunca günlük 60 mg/kg v.a. EA vermişler ve sonuçta 

EA’nın tümörlü kolon hücrelerinde hücre proliferasyonunu önemli ölçüde azaltarak 

antiproliferatif bir etki gösterdiğini ve aynı zamanda P53 gen ekspresyonunu 

arttırarak tümörü durdurduğunu ve de tümörlü hücreleri apoptoza sevk ettiğini 

bildirmişlerdir.  

EA’nın insan hepatoselüler karsinoma (HepG2) hücre hattı üzerinde 

antitümör etkisinin olup olmadığını belirlemek üzere yapılan bir çalışmada 

hücrelere 22.5, 45 ve 90 µM konsantrasyonlarda verilen EA’nın konsantrasyona 

bağlı olarak hücre siklusunun G1/S fazlarında hücre bölünmesini inhibe ederek 

antiproliferatif bir etki gösterdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca tümör hücrelerini 

apoptoza sevk edecek olan Bax ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyonunu 

hızlandırmak ve apoptozu baskılayacak olan Bcl-2 proteinin ekspresyonunu 

yavaşlatmak suretiyle tümör hücrelerini apoptoza uğratarak antitümör etki 
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gösterdiğini saptamışlardır (Zhang ve ark., 2014). Kumar ve ark. (2016), ROS 

üretimi, DNA zararlarının oluşumu, p53 aktivasyonu ve apoptozis uyarılmış HeLa 

servikal karsinoma hücreleri üzerine EA ile kurkumin’in etkilerini incelemişlerdir. 

Araştırıcılar EA ve kurkumin kombinasyonunun ROS üretimi ve DNA zararlarının 

oluşumunu arttırdığını ve de proapoptotik protein olan Bax’ın ekspresyonunu 

arttırarak tümör hücrelerini apoptoza sevk ettiğini bildirmişlerdir. Ayrıca her iki 

fitokimyasalın da HeLa hücreleri üzerinde HPV E6 onkogeninin aktivitesini 

azaltarak ve p53 geninin aktivitesini arttırarak anti-HPV etki gösterdiklerini 

bulmuşlardır. 

Masamune ve ark. (2005), EA’nın PDGF-BB reseptörüne bağlı tirozin 

fosforilasyonunu engelleyip protein kinazı inhibe ederek pankreasta fibrozisi ve 

inflamasyonda rol alan stellat hücrelerde çoğalmayı ve göçü engellediğini 

göstermişlerdir. 

 EA’nın antikanserojenik etkisinin mekanizmasını açığa kavuşturmak 

amacıyla yapılan bir çalışmada EA’nın servikal kanser hücrelerinde apoptozisi 

siklinlere bağlı bir kinaz inhibitörü olan p21 (waf1/Cip1) ekspresyonunu p53’den 

bağımsız olarak arttırmak suretiyle gerçekleştirebileceği ileri sürülmüştür 

(Narayanan ve ark., 1999). Diğer yandan EA’nın mitokondriden sitozole salınan 

sitokrom-C düzeyi ile kaspaz-3 ve kaspaz-9 gibi apoptotik süreçte rol alan önemli 

proteazların miktarını arttırmak suretiyle apoptozisi uyardığı belirtilmiştir (Larrosa 

ve ark., 2006). 

Falsaperla ve ark. (2005) prostat kanseri olan  hastalar ile yaptıkları klinik 

bir araştırmada hastaya kemoterapi sırasında EA verilmiş ve hasta izlenime 

alınmıştır. Araştırıcılar kısa bir süre sonra EA’nın tümör hücrelerine direkt etkisi 

olmadığı halde kemoterapinin hasta üzerinde oluşturacağı toksik etkiyi büyük 

ölçüde engellediğini göstermişlerdir. 

Çeşitli çalışmalarda EA’nın Nrf2 (nuclear erythroid factor) antioksidan 

geninin aktivasyonunu, (Ding ve ark., 2014; Baluchnejadmojarad ve ark., 2017), 

siklooksijenaz 2 (COX-2) (Chatterjee ve ark., 2012) ve sitokinez geninin 
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inhibisyonunu (Anderson ve Teuber, 2010), NF-Kb (nuclear factor-kappa) geninin 

aktivasyonunu (Ahad ve ark., 2014), hücre yaşamını ve apoptozisi düzenleme (Ho 

ve ark., 2014) ve de antioksidan enzimlerin aktivitesini arttırmak (Anitha ve ark., 

2013) gibi özellikleri sayesinde çeşitli yollarla hücrelerde meydana gelebilecek 

olan oksidatif stresi önlediği belirlenmiştir.  

Barch ve Rundhaugen (1994), yaptıkları transfeksiyon çalışmalarında 

EA’nın çeşitli reaksiyonlar sonucunda meydana gelen oksidanların vücuttan 

atılımını sağlayan kinon redüktaz (QR) geninin transkripsiyonunu indüklemek 

suretiyle antioksidan olarak görev yaptığını göstermişlerdir. Pavlica ve ark. (2005) 

EA’nın nöral PC12 hücrelerindeki reaktif oksijen türlerinin oluşumunu azaltarak 

hücreleri oksidatif strese karşı koruduğunu bildirmişlerdir.  

Ateşşahin ve ark. (2006), çeşitli kanser türlerinin tedavisinde 

kemoterapotik bir ajan olarak kullanılan ve hücrelerde oksidatif strese yol açan 

sisplatin (Cis-diamminedichloroplatinum=CP) ile uyarılmış sıçan böbrek 

hücrelerini kullanarak yaptıkları in vivo bir çalışmada sıçanlara 10 gün boyunca 

günlük 10 mg/kg EA vermiştir. Sonuçta EA’nın plazmadaki kreatin, üre ve 

kalsiyum seviyesinin yükselmesini engelleyerek CP’nin böbrekte nefrotoksisite ve 

stres oluşturma etkisini nötralize ettiğini göstermişlerdir. Benzer şekilde Türk ve 

ark. (2011) CP ile oksidatif stres uyarılmış olan sıçan testislerini kullanarak 

yaptıkları in vivo bir çalışmada sıçanlara 8 hafta süreyle günlük 2 mg/kg EA 

vermişler ve sonuçta EA’nın testis hücrelerini MDA’yı (melandialdehit) azaltma ve 

SOD’u (süperoksit dismutaz) arttırmak suretiyle oksidatif strese karşı önemli 

ölçüde koruduğunu rapor etmişlerdir. 

Hwang ve ark. (2010), EA’nın antioksidatif bir etkiye sahip olup 

olmadığını belirlemek için oksidatif stresle uyarılmış hepatosit hücrelerini 

kullanarak in vitro, konkanavalin A (Con A) ile uyarılmış fare karaciğer hücrelerini 

kullanarak  in vivo testler yapmışlardır. Sonuçta EA’nın in vitro ortamda apoptotik 

ve nekrotik hücresel zararı, mitokondriyal depolarizasyonu ve en önemlisi reaktif 

oksijen türlerinin oluşumunu engelleyerek hepatosit hücrelerini oksidatif stresten 
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koruduğunu, in vivo ortamda ise glutatyon (GSH), alanin transaminaz (ALT) ve 

aspartat transaminaz (AST) antioksidanların miktarını arttırarak hücre ölümünü 

engellediğini ve böylece fareleri, oluşabilecek karaciğer zararlarına karşı 

koruduğunu bildirmişlerdir. Benzer şekilde Kim ve ark. (2013), EA’nın sitotoksik 

bir madde olan parakuat (PQ) ile muamele edilmiş insan alveol eritrosit hücreleri 

(A549) üzerine etkisini incelediği bir çalışmada EA’nın Nrf2 (nuclear factor-

erythroid 2-related factor) genini aktive ederek antioksidan özellik sağlamasına 

yardımcı olan HO-1 (heme oxygenase-1) ve NQO1 (quinone oxidoreductase 1) 

genlerinin ekspresyonunu arttırdığını ve böylece lipid peroksidasyonu ile 

intraselüler ROS miktarını azaltarak hücreleri oksidatif strese karşı koruduğunu 

göstermişlerdir. 

Yine Saba ve ark. (2013), bleomycin (BLM) ve cyclophosphamide (CP) ile 

akciğer toksisitesi uyarılmış Wistar sıçanları ile yaptıkları çalışmada 15 mg/kg v.a 

EA’nın hidroksiprolin ve lipid peroksidasyon seviyesini, myeloperoksidaz 

aktivitesini ve nitrit oksit üretimini azaltarak akciğer hücrelerinde BLM ve CP 

kaynaklı oluşan oksidatif stresi önemli ölçüde azalttığını kaydetmişlerdir.  

Gehan ve Omar (2017), antikanser ilacı olarak kullanılan dexorubicin’in 

tedavi esnasında testislerde oluşturduğu toksisite üzerine EA’nın etkisini 

araştırdıkları bir çalışmada dexorubicin ile testis toksisitesi uyarılan Sprague-

Dawley sıçanlarına 14 gün süreyle 20 mg/kg EA vermişlerdir. Araştırıcılar 

çalışmanın sonunda sadece dexorubicin verilen deney grubunda testis ağırlığının, 

sperm sayı ve hareketliliğinin, testesteron hormon miktarının, testiküler glikojen ve 

sialik asit miktarının azaldığını, bununla birlikte oksidatif stres, tümör nekrozis 

faktör alfa (TNF α)’nın arttığını bildirmişlerdir. Ancak dexorubucin ile 

muameleden sonra EA ilave edilen gruplarda EA’nın bu negatif yöndeki 

değişiklikleri büyük ölçüde tolere ederek testislerde oluşan toksisiteyi büyük 

ölçüde önlediğini göstermişlerdir. 

Ergen ve ark. (2017), sodyum selenit ile deneysel olarak katarakt 

oluşturulmuş Sprague-Dawley sıçanları ile yaptıkları çalışmada intraperitonal 
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yoldan sıçanlara verilen 50 mg/kg EA’nın glutatyon (GSH) ve total antioksidan 

kapasitesini (TAS) kontrole oranla önemli ölçüde yükselttiğini ve melondialdehit 

(MDA) ile total oksidan kapasitesini (TOS) kontrole oranla önemli ölçüde 

azalttığını bulmuşlardır. 

İnsan hepatoselüler karsinoma hücre hattı kullanılarak yapılan başka bir 

çalışmada Barringtonia racemosa bitkisinden elde edilen EA’nın süperoksit 

dismutaz ve katalaz gibi reaktif oksijen türlerinin oluşumunu engelleyerek 

hücreleri oksidatif strese karşı koruduğu belirtilmiştir (Kong ve ark., 2016). 

Feng ve ark. (2009) EA’nın nöroprotektif bir etkiye sahip olup olmadığını 

belirlemek üzere Aβ42 ile uyarılmış SH-SY5Y hücre hattını kullanarak bir çalışma 

yapmış ve sonuçta EA’nın oluşan nörotoksisiteyi önemli ölçüde azalttığını 

bildirmişlerdir. Benzer şekilde nörodejeneretif bir hastalık olan Alzheimer (AD)’e 

yol açan beta-amiloid25-35 (Aβ25-35) ile muamele edilmiş sıçan PC12 

(fekromositoma) hücre hattı kullanarak yapılan bir çalışmada EA’nın ROS 

üretimini ve hücrelerarası sıvıya Ca++ iyonlarının geçişini azaltma yoluyla PC12 

hücrelerinde oluşabilecek hücre zararlarını önemli ölçüde azaltarak nöroprotektif 

bir etki gösterdiği saptanmıştır. (Shen ve ark. 2017). Baluchnejadmojarad ve ark. 

(2017)  parkinsonlu sıçanlara tedavi amaçlı verilen 6-hidroksidopamin (6-

OHDA)’nin sıçan beyninde oluşturacağı nörotoksisite üzerine EA’nın olası 

etkilerini incelemek üzere yaptıkları  çalışmalarda 6-OHDA verilen hastalara daha 

sonra bir hafta boyunca günlük 50 mg/kg EA vermişlerdir. Sonuçta EA’nın 

melondialdehit (MDA), reaktif oksijen türleri (ROS) ve DNA fragmentasyonunu 

azalttığı, monoamin oksidaz B (MAO-B), nükleer faktör-2 (Nfr-2) ve 

hemoksijenaz 1 (HO-1) miktarını ise arttırdığı ve dolayısıyla nöroprotektif bir 

etkiye sahip olduğunu bildirmişlerdir. Benzer şekilde Farbood ve ark. (2015a ve 

2015 b) da EA’nın 6-OHDA’nın beyinde oluşturacağı nöroinflamasyonu büyük 

ölçüde önleyerek travmatik beyin yaralanmalarına karşı beyni koruduğunu 

bildirmişlerdir.  Liu ve ark. (2017a) EA’nın iskemik felçli sıçanlar üzerindeki 

etkisini belirlemek üzere yaptıkları bir çalışmada EA’nın nöron canlılığını ve Bcl-
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2/Bax ekspresyon oranını arttırarak ve apoptozla hücre canlılığını azaltarak sinir 

bozuklukları ve nörodejeneratif hastalıklara karşı koruyucu etkisinin olduğunu 

bildirmişlerdir. Aynı araştırıcıların iskemik felçli sıçanları kullanarak yaptıkları 

benzer bir çalışmada EA’nın Wnt/β-katenin sinyal yolu aracılığıyla nöral kök 

hücrelerinin (NSCS) proliferasyonunu arttırarak nörodejeneratif hastalıklara karşı 

koruyucu bir etki sağladığı saptanmıştır (Liu ve ark. (2017b). 

Hemmati ve ark. (2017), EA’nın lösemi ve tüberküloz gibi çeşitli 

hastalıkların tedavisinde kullanılan arsenik trioksit (As2O3) ile kardiyotoksisitesi 

uyarılan erkek Wistar sıçanları üzerinde herhangi bir koruyucu etkisinin olup 

olmadığını belirlemek üzere sıçanlara oral yoldan günlük 30 mg/ kg olacak şekilde 

10 gün boyunca EA vermişlerdir. Araştırıcılar sonuçta EA’nın As2O3 kaynaklı 

artan glutatyon peroksidaz ve malandialdehit konsantrasyonunu azaltarak kardiyak 

doku yaralanmasını kontrole oranla önemli ölçüde azalttığını ve dolayısıyla 

kardiyoprotektif bir etkiye sahip olduğunu saptamışlardır. Lin ve Yin (2013) ve 

Keshtzar ve ark. (2016) EA’nın kardiyoprotektif özelliğe sahip olmasının altında 

yatan mekanizmayı EA’nın reaktif oksijen türlerinin üretimini engellemek, lipid 

peroksidasyonu ve azalan kaspaz-3 aktivitesine karşı korumak, mitokondriyal 

zararları önlemek, NF-KB geninin aktivitesini ve seviyesini baskılamak ve kinaz 

1/2 (p-ERK 1/2) ekspresyonunu düzenlemek gibi görevlerinin olmasına 

bağlamışlardır. 

Thresiamma ve Kuttan (1996) karaciğer doku hattı kullanarak yaptıkları bir 

çalışmada EA’nın karaciğerdeki fibrozisi azalttığını göstermişlerdir. Yine 

Thresiamma ve ark. (1998)’nın (1.5- 3.0 Gy) radyasyona maruz bırakılan farelerin 

kemik iliği hücrelerini kullanarak yaptıkları bir çalışmada hücreleri 200 µM EA ile 

muamele etmişlerdir. Sonuçta EA’nın kromozomal bozukluk gösteren kemik iliği 

hücrelerinin sayısını önemli ölçüde azalttığı tespit edilmiştir. Narayanan ve ark. 

(1999) sıçan periferal kan lenfositleriyle yaptıkları bir çalışmada EA’nın sıçan 

lenfositlerinde radyasyona bağlı oluşan DNA dizilim defektlerini önemli ölçüde 

azalttığını ve oluşan tümör hücrelerini hücre siklusunun G1 fazında aşırı büyümeye 
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sevk ederek apoptozise uğrattığını bulmuşlardır. Leskovac ve ark. (2007) γ 

ışınlarına maruz bırakılarak mutasyon oluşturulmuş insan periferal lenfositlerini 

EA ve gallik asit içeren Crataegus monogyna, Cornus mas ve Gentianella 

austriaca bitki ekstraktlarını çıkartmışlar ve hücrelerin 0.1- 0.2- 0.3 ve 0.4 mg/ml 

dozlarıyla muamele etmişlerdir. Sonuçta EA ve gallik asit’in radyasyona uğramış 

hücrelerde mikronukleus sayısını, lipid peroksidasyonunu ve hücre canlılığını 

azaltarak hücreleri apoptoza sevk ettiğini bildirmişlerdir.  Benzer şekilde Salem ve 

ark. (2016), γ ışınları ve aliminyum klorid (AlCl3) ile uyarılan sıçanlarda oluşan 

oksidatif zararlara karşı EA’nın koruyucu etkisini araştırmışlardır. Sonuçta EA’nın 

γ ışınları ve AlCl3’ün neden olduğu hepatik yaralanmaları iyileştirdiğini, 

karaciğerdeki MDA, PPC ve GSH seviyesini azalttığını, CAT, GPX ve SOD 

aktivitesini yükselttiğini ve tüm bu değişiklikler sonucunda AlCl3 ve γ ışınlarının 

indüklediği oksidatif zararlara karşı sıçanları koruduğunu bulmuşlardır. 

Sepand ve ark. (2016),  Gentamisin (GEN) ile muamele sonucunda 

oksidatif zarar, mitokondriyal bozukluk ve nefrotoksisite görülen sıçanlar 

üzerindeki EA’nın koruyucu etkisini belirlemek üzere yaptıkları bir çalışmada 

sıçanlara intraperitonal yoldan 10 gün boyunca günlük 10 mg/kg v.a. EA 

vermişlerdir. Sonuçta EA’nın GEN kaynaklı plazmada artan kreatin ve üre 

seviyesini önemli ölçüde azalttığını, lipid peroksidaz, katalaz (CAT), süperoksit 

dismütaz (SOD) enzimlerinin aktivitesini düzenleyerek oksidatif stresi büyük 

ölçüde engellediğini bulmuşlardır. Ayrıca mitokondrideki reaktif oksijen türlerinin 

oluşumunu engelleyerek GEN’nin sebep olduğu mitokondriyal zararları da 

engellediğini bildirmişlerdir.  

EA’nın L-arjinin ile akut pankreatit oluşturulmuş sıçanlar üzerindeki 

terapatik etkilerini belirlemek için yapılan bir çalışmada sıçanlara oral yoldan 85 

mg/kg v.a. EA verilmiş ve 24 saat sonunda serumdaki TNF-α, IL-1β, IL-6, TAS ve 

TOS seviyeleri incelenmiştir. Sonuçta EA’nın L-arjinin’in arttırdığı TOS seviyesini 

önemli ölçüde azalttığı ve aynı ölçüde TAS seviyesini arttırdığı belirlenmiştir. 

Ayrıca EA ile muamele edilen grubun serumunda bulunan TNF-α, IL-1β ve IL-6 
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seviyesinin L-arjinin ile muamele edilen gruba oranla önemli ölçüde daha az 

olduğu bildirilmiştir (Yılmaz ve ark., 2016). 

Cozzi ve ark. (1995), hidrojen peroksit (H2O2) ve mitomisin-C ile uyarılan 

Çin hamster ovaryum (CHO) hücrelerini kullanarak yaptıkları in vitro bir 

çalışmada EA’nın reaktif oksijen türlerinin oluşumunu ve dolayısıyla DNA’ya 

bağlanmasını engelleme yoluyla DNA hasarlarını önlediğini bildirmişlerdir. 

Labieniec ve Gabryelak (2003), EA’nın Çin hamsteri B14 hücre hattı 

üzerine sitotoksik etkisini incelemek için kolorimetrik MTT testini ve oluşabilecek 

DNA zararlarını tespit etmek için ise komet testini kullanmışlardır. Sonuçta EA’nın 

MTT testine göre hücre canlılığını azaltarak sitotoksik bir etki oluşturduğunu ve 

komet testine göre ise DNA zincir kırıklarının oluşumunu arttırdığını 

bildirmişlerdir.  

Adluri ve ark. (2007) ile Sudheer ve ark. (2007) daha önce yapılan Komet 

ve MN deneylerinde toksik konsantrasyonu belirlenen nikotin (3 mM) ile sıçan 

periferal kan lenfositleri muamele edilmiş ve lipid proksidaz seviyesi, DNA 

zararları ve mikronükleus sayısı artmış hücrelerin ortamına  10, 50, 100, 150 ve 

300 µM EA ilave etmişlerdir. Sonuçta EA’nın tüm konsantrasyonlarda 

hücrelerdeki lipid peroksidaz enziminin aktivitesini azaltarak lipid peroksidasyonu 

ve toksisiteyi önlediğini ve DNA zararlarının oluşumunu önleyerek mikronukleus 

sayısını önemli ölçüde azalttığını, ancak maksimum korumanın 100 µM 

konsantrasyondaki EA ile sağlandığını bildirmişlerdir.  

Soni ve ark. (1997), TA 98 ve TA 100 suşlarını kullanarak yaptıkları 

Salmonella testinde EA’nın aflatoxin B1 (AFB1)’in oluşturacağı mutajeniteyi 

engellediğini ve aynı zamanda in vitro ve in vivo çalışmalarda EA’nın sahip olduğu 

hepatoprotetif özelliği sayesinde karbontetraklorür’ün toksik etkilerine karşı 

hücreleri koruduğunu bildirmişlerdir. 

Gradecka-Meesters ve ark. (2011),  C57BL/6J fare hücre hattı kullanarak 

yaptıkları komet testinde EA’nın, farelere 30 mg/kg konsantrasyonlarda verilen 

benzopren (BP)’nin DNA’da oluşturacağı zararları büyük ölçüde önlediğini ve fare 
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kemik iliği hücrelerindeki polikromatik eritrositlerde BP kaynaklı mikronukleus 

oluşumuna karşı hücrede koruyucu bir etki oluşturduğunu bulmuşlardır. 

EA’nın antigenotoksik ve antioksidatif bir etkiye sahip olup olmadığını 

belirlemek üzere erkek Swiss albino fareleri kullanılarak yapılan in vivo bir 

çalışmada siklofosfamid (CMP) ile uyarılmış fare kemik iliği hücrelerine 7 gün 

boyunca intraperitonal yoldan (50 ve 100 mg/kg v.a) EA verilmiş ve muamele 

sonunda MN testi yapılmıştır. Deney sonucunda EA’nın MN oluşumunu kontrole 

oranla önemli ölçüde azalttığı görülmüştür. Yine aynı çalışmada farelerin 

böbrekleri kullanılarak yapılan çeşitli enzimatik testlerde EA’nın böbrek 

hücrelerinde siklofosfamid kaynaklı oksidatif stresi ve ardından devam edecek olan 

DNA zararlarını ve genotoksisiteyi önemli ölçüde azalttığı belirlenmiştir (Muneeb 

ve ark., 2012).  

Godevac ve ark. (2011)’nın insan periferal lenfositlerini kullanarak 

yaptıkları in vitro MN testinde böğürtlen tohumlarından elde edilen EA ve 

türevlerinin sitokalasin-B ile muamele edilen hücrelerde MN oluşum sıklığını 

kontrole oranla önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. Berni ve ark. (2012), 

EA’nın antigenotoksik bir etkiye sahip olup olmadığını belirlemek amacıyla insan 

hepatoma hücreleri (HepG2) ile in vitro ve fare kemik iliği hücreleri ile ise in vivo 

yaptıkları MN testlerinde hücreleri kanserojen bir madde olan N-metil-N'-nitro-N-

nitrosoguanidin (MNNG) ile muamele etmişledir. Sonuçta EA’nın gerek in vivo 

gerekse in vitro yapılan çalışmalarda MN oluşum sıklığını kontrole oranla önemli 

ölçüde azalttığını belirtmişlerdir. 

 Ayrıca çeşitli hayvan modelleriyle yapılan çalışmalarda EA’nın 

karaciğerdeki dihidroksiprolin ve lipid peroksidaz enzimlerinin seviyesini önemli 

ölçüde azaltarak lipid oksidasyonunu engellediğini ve ayrıca karaciğerde yıkım 

olaylarını uyararak kanserojen maddeleri kandan uzaklaştırdığı gösterilmiştir (Tell 

1986; Ahn ve ark., 1996; Thresiamma ve Kuttan, 1996). 
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 Hartman ve ark. (2006) yaptıkları bir çalışmada EA içeriğinden dolayı nar 

suyu verilen Alzheimer’lı laboratuaar hayvanlarında EA’nın beyinde hastalığa yol 

açan amiloid miktarını azalttığını gözlemlemişlerdir. 

Abdallah ve ark. (2011), streptozotosin ile uyarılan diyabetik sıçanlarda 

cevizin kabuğundan izole ettikleri EA’nın hipoglisemik ve antioksidan aktivite 

gösterdiğini bildirmişlerdir. Nutan ve ark. (2013), Banaba (Lagerstroemia speciosa 

L.) tohum ve yapraklarından elde etikleri EA’nın HIV-1 (Human 

immunodeficiency virus)’in ile enfekte edilmiş yapraklardan elde edilen hücreler 

ile muamelesi sonucu EA’nın HIV-1’in revers transkriptaz enziminin çalışmasını 

inhibe etmek suretiyle HIV-1’in enfeksiyonunu engellediğini göstermişlerdir. 

Girish ve Pradhan (2012) karbontetraklorür ile karaciğer toksisitesi 

oluşturulan Swiss Albino fareler üzerinde yaptıkları bir çalışmada 7 gün boyunca 

günlük 50 ve 100 mg/kg EA verilen farelerde EA’nın karaciğer nekrozunu, yağ 

birikimini ve iltihabi reaksiyonları azalttığını göstermişlerdir. 

 Baeeri ve ark. (2017) fosalon (PLN) ile senesens uyarılmış sıçan 

embriyonik fibroblast (REF) hücreleri üzerine EA’nın koruyucu etkisinin olup 

olmadığını belirlemek üzere yaptıkları bir çalışmada EA’nın PLN kaynaklı 

toksisiteyi azalttığını, TNF-α, IL-1β, IL-6 ve NF-KB gibi inflamasyon faktörlerinin 

miktarını azalttığını ve sonuç olarak REF hücrelerini senesense karşı kontrole 

oranla önemli ölçüde koruduğunu bildirmişlerdir.  

Wang ve ark. (2017), EA’nın antiglioblastoma etkilerini belirlemek üzere 

insan glioblastoma hücre hatları olan U87 ve U118 ile in vitro, deneysel olarak 

glioblastoma oluşturulmuş fareler ile ise in vivo çalışmalar yapmışlardır. Sonuçta 

araştırıcılar EA’nın glioblastoma hücrelerinde in vitro ortamda hücre canlılığını ve 

PI’yı önemli ölçüde azalttığını, in vivo ortamda ise Akt ve Notch sinyal yollarını 

inhibe ederek tümör büyümesini engellediğini, matriks metalloproteinleri olan 

MMP-2 ve MMP-9’un ekspresyonunu engellediğini, Bcl-2, siklin D1, CDK-2 

(siklin bağımlı kinaz-2) ve CDK-6’nın ekspresyonu engellediğini saptamışlardır.  
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Silfeler ve ark. (2017),  15-45 mg/kg v.a. konsantrasyonunda parakuat 

herbisidi kullanılarak böbrekleri zarara uğratılmış sıçanlar üzerindeki EA’nın 

koruyucu etkisini belirlemek üzere yaptıkları bir çalışmada sıçanlara oral yoldan 

yine aynı konsantrasyonlarda EA vermişler ve sonuçta EA’nın parakuat’ın 

böbrekte oluşturduğu zararları kontrole oranla büyük ölçüde önlediğini 

bildirmişlerdir.                
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3. MATERYAL VE METOD 

 

Bu çalışmada test maddesi olarak doğal antioksidan grubunda yer alan ve 

bitkisel kaynaklı fenolik bir bileşik olan elajik asit (EA), deney materyali olarak da 

sigara içmeyen yaşları birbirine yakın sağlıklı iki erkek (22-24 yaşlarında) ve iki 

kadından (22-24 yaşlarında) alınan periferik kan kullanılmıştır. 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanları 
3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  
3.1.1.1. Elajik Asit (EA) ve Kimyasal Özellikleri 

EA ahududu, böğürtlen, çilek ve nar gibi üzümsü taze meyveler ile ceviz, 

kestane ve fındık gibi kabuklu meyvelerin yapısında elajitanin şeklinde bulunan 

bitkisel kaynaklı fenolik bir bileşiktir. Bu meyvelerin yapısında bulunan EA 

dilakton ve heksahidroksidifenik asit gruplarını içerir ve tanenlerin hidroliz olması 

sonucu oluşur (Talcott ve Lee, 2002; Seram ve ark., 2004; Vekiari ve ark., 2008). 

Üzümsü meyvelerin yapısında bulunan elajitaninler bitki hücreleri tarafından 

salgılanmaktadır. Bu salgılanma sürecinden sonra elajitaninler yine bitkilerce şeker 

molekülleri ile birleştirilerek EA formuna dönüştürülür. Böylece EA bitkilerde dış 

ortama salgılanan kimyasal bir asit olarak işlev görür (Amakura ve ark., 2000; Bala 

ve ark., 2005). Bitkiler tarafından salgılanan EA sıçan (Cerda ve ark., 2003), 

domuz (Espin ve ark., 2007) ve insanlarda (Cerda ve ark., 2004) kolon 

mikroorganizmaları tarafından dekarboksilasyon ve dehidroksilasyon reaksiyonları 

aracılığıyla metabolize edilerek ürolitin A ve onun metaboliti olan ürolitin B’ye 

dönüştürülür (Landete, 2011). Bunlardan ürolitin A elajitaninlerin vücuda 

alınımından sonra plazmada bulunan temel metabolit olup antioksidan ve 

antienflamatuar aktiviteye sahiptir (Ishimoto ve ark., 2011). 

Smart ve ark. (1986) oral yolla alınan EA’nın 24 saat içinde 

gastrointestinal sisteme geçtiğini ve buradan yaklaşık % 19’unun dışkı ve % 

22’sinin ise ürin olarak atıldığını belirtmişlerdir. Yine aynı araştırıcılar oral yolla 
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alınan EA’nın az miktarda absorbe edilip, hızlıca eliminasyona uğradığını 

bildirmişlerdir. Sıçanlara oral yolla verilen EA’nın sadece % 10’u idrar ve dışkıda 

tespit edilmiştir (Doyle ve Griffiths, 1980). Özellikle lipofilik formdaki EA’nın 

tamamı incebağırsak mukozasından hızlıca emilerek genel dolaşıma katılmaktadır 

(Cerda ve ark., 2004). Genel dolaşımdan hücre içerisine geçen EA ise DNA ve 

proteinlere geri dönüşümsüz olarak bağlanmaktadır (Whitley ve ark., 2003). 

EA lipid peroksidasyonunda antioksidan aktiviteyi arttırıcı ve oksidatif 

hasarlara karşı hücre koruyucu etkiyi sağlayan 4 hidroksil grup (OH-) ve 2 lakton 

halkasından oluşur (De Boer ve ark., 2004; Pari ve Siyasankari, 2008). 

Büyük çapta olumlu etkilerinin olması sebebiyle önemi giderek artan EA 

Japonya’da sahip olduğu güçlü antioksidan aktivitesi sebebiyle besin katkısı olarak 

onay almıştır (Priyadarsini ve ark., 2002). 

EA’nın kanser hücrelerinin çoğalmasını engellediğine dair çalışmalar ilk 

defa 1980’li yıllarda yapılmıştır. 1982 yılında ise EA’nın bakteri hücreleri ve Çin 

hamsteri V79 hücrelerinde in vitro karsinojenlerin etkisini azalttığı gösterilmiştir 

(Wood ve ark., 1982). Daha sonra tümörlü insan hücre hattı kullanılarak yapılan 

çok sayıdaki in vitro çalışmalarda EA’nın hücre proliferasyon ve apoptozis üzerine 

olan etkileri gösterilmiştir (Ateşşahin ve ark., 2010; Hwang ve ark., 2010). 

 

3.1.1.1.(1). Elajik Asit’in Kimyasal Yapısı 
 EA’nın moleküler yapısına ait özellikler aşağıda verilmiştir 

(http:en.wikipedia.org/wiki/Elajik Asit): 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. EA’nın açık formülü 
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Kimyasal adı        : EA (4,4',5,5',6,6'-hexahydroxydiphenic acid 2,6,2',6'- 

dilactone) 

Kapalı formülü         : C14H6O8 

Açık Formülü            :  Şekil 3.1 

Molekül ağırlığı        : 302.197 g/mol 

Yoğunluk                   : 1.67 g/m3 

Çözünürlük               : 1M NaOH içinde 

Fiziksel durumu        : Krem, toz 

Erime sıcaklığı (ºC)  : > 360 °C, > 680 F                

CAS No                     :  476-66-4 
 

3.1.1.2. Biocoll  

Biocoll (Biochrom CAS No: L 6715) komet testinde lenfosit ayıracı olarak 

kullanılmıştır. 
 

3.1.1.3. 5' Bromo 2' deoxyuridine (BrdUrd) 

BrdUrd, Sigma firmasından (Cat. No. B 5002) temin edilmiştir. BrdUrd 

kardeş kromatidlerin farklı boyanmasını belirleyebilmek amacıyla kullanılmıştır. 

BrdUrd eriyiği, bidistile su içerisinde hazırlanmış, daha sonra 0.2 µm por çapındaki 

membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmiştir. Bu eriyikten 50 µl alınarak 

kültür tüplerine ilave edildiğinde kültür, son konsantrasyonu 10 µg/ml olacak 

şekilde BrdUrd içermiştir. BrdUrd’nin  moleküler yapısına ait özellikler aşağıda 

verilmiştir.  

 

Kimyasal adı       : 5'-Bromo-2'-deoxyuridine 

Kapalı formülü   : C9H11BrN2O5 

Molekül ağırlığı  : 307.10 g/mol 

Erime noktası     : 191-194 ºC 

CAS No               : 59-14-3                     

Sigma No             : B 5002 
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3.1.1.4. Cytochalasin B  

Mikronükleus (MN) testinde, hücre bölünmesi sırasında sitokinezi 

engellemek ve iki nükleuslu hücreler oluşturmak amacıyla sitokalasin-B (Sigma) 

kullanılmıştır (6 µg/ml). Cytochalasin’in  moleküler yapısına ait özellikler aşağıda 

verilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. Sitokalasin B’nin açık formülü 
 

Kimyasal adı          : Cytochalasin B 

Kapalı formülü     : C29H37NO5                             

Açık formülü          : Şekil 3.2                               

Molekül ağırlığı     : 479.61 g/mol                              

Erime noktası         : 218-223 ºC 

Kaynama noktası   : 218-223 ºC 

Saflık düzeyi           : % 98                                     

CAS No                   : 14930-96 

Sigma No                : C-6762  

          

3.1.1.5. Elektroforez Tamponu 

 Komet testinde elektroforez işlemini gerçekleştirmek için kullanılan 

elektroforez tamponu 10 M NaOH ve 0.2 M EDTA bileşenlerinden oluşmuştur. Bu 

kimyasallar uygun oranlarda tartıldıktan sonra üzerine 1350 ml saf su ilave 
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edilmiştir. Çözeltinin pH’ı >13 olarak ayarlanmıştır. Bir gün önceden hazırlanarak 

+ 4 ºC’de saklanmıştır.  

 

3.1.1.6. Entellan  

Şeffaf preparat kapatma solüsyonudur (Merck, CAS. No: 1.07961). 

Hazırlanan preparatları daimi hale getirmek amacıyla lam ile lameli birbirine 

yapıştırmak için kullanılmıştır.  

 

3.1.1.7. Etidyum Bromid (EtBr)  

 Bir floresan boya olan EtBr (Sigma Cas No: 1239-45-8) komet testinde 

DNA’nın boyanması amacıyla kullanılmıştır. Bunun için EtBr’den 1 mg alınıp 

üzerine 10 ml saf su ilave edilerek son konsantrasyon 100 µg/ml olacak şekilde 

stok çözeltisi hazırlanmıştır. 

 

3.1.1.8. Etil Metan Sülfonat (Ethyl Methanesulphonate=EMS) 

 KA, KKD ve MN testlerinde pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. EMS % 

50’lik alkolde son konsantrasyonu 10-3 M olacak şekilde hazırlanmıştır. EMS’nin  

moleküler yapısına ait özellikler aşağıda verilmiştir.  

 

 

 

 

 

Şekil 3.3. EMS’nin açık formülü 

 

Kimyasal adı            : Ethyl methanesulphonate, Methanesulfonic acid ethyl ester 

Kapalı formülü        : C3H8O3S  

Açık formülü           : Şekil 3.3                                          
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Molekül ağırlığı      : 124.16 g/mol 

Yoğunluğu               : 1.15 g/cm3 

Erime noktası          : < 25°C 

Kaynama noktası    : 213-213.5 °C                             

Saflık düzeyi            : ≥% 99.9 

CAS No:                 : 62-50-0 

 

3.1.1.9. Fiksatif 

KKD ve KA’yı incelemek amacıyla yapılan preparasyon için kullanılan 

fiksatif, 1 hacim glasial asetik asit’in 3 hacim metanol ile karıştırılması sonucu 

hazırlanmıştır. 

MN’leri incelemek amacıyla yapılacak olan preparatların hazırlanmasında 

ise iki farklı fiksatif kullanılmıştır. İlk fiksatif muamelesi  1 kısım glasial asetik 

asit’in 5 kısım metanol ile karıştırılmasından sonra bu karışımın 1/1 oranında % 0.9 

NaCl ile seyreltilmesiyle (1 glasiyal asetik asit / 5 metanol / 6 NaCl) hazırlanmıştır. 

Diğer fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden (1/5) kullanılmıştır.   

Fiksatif kullanılmadan iki saat önce hazırlanmış ve ağzı kapalı cam bir 

kapta buzdolabında (+4 ºC) saklanmıştır. Her seferinde preparat yapım işleminden 

iki saat önce taze olarak hazırlanıp kullanılmıştır. 

 

3.1.1.10. Fosfat Tamponu (PBS) 

PBS , komet testinde hücre kültürü için kullanılmıştır. 

 

3.1.1.11. Giemsa  

Giemsa boyası Merck firmasından (CAS. No: 1.09204) temin edilmiştir. 

Sorensen tamponu içerisinde hazırlanmış ve filtre edilmiş % 5’lik boya eriyiği, 

kromozomları ve MN testinde nukleusları boyamak için kullanılmıştır. Boya her 

seferinde taze hazırlanmıştır. 
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3.1.1.12. Glasiyal Asetik Asit  

 Glasiyal asetik asit (CAS No: 64-19-7) KA, KKD ve MN testlerinde 

fiksatif hazırlanmasında kullanılmıştır. 

 

3.1.1.13. Hidrojen Peroksit (H2O2)  

 Hidrojen peroksit (CAS No: 7722-84-1) komet testi için pozitif kontrol 

olarak kullanılmıştır. Saf haldeki H2O2’den 6 µl alınıp 1000 µl saf suya 

tamamlanarak stok hazırlanmıştır. H2O2’nin bekletilmesinden doğabilecek 

olumsuz etkileri önlemek amacıyla her komet testi için taze olarak hazırlanmıştır. 

  

 

3.1.1.14. Hipotonik Eriyik 

Hipotonik eriyik olarak % 0.4’lük KCl (Merck) kullanılmıştır. Eriyik 

bidistile su içerisinde stok halinde hazırlanıp, ağzı kapalı cam bir kap içerisinde 

buzdolabında (+4ºC) saklanmıştır. Her preparasyondan yaklaşık bir saat önce 

yeterli miktarda eriyik alınıp, inkübatör ile 37ºC’ye kadar ısıtılarak kullanılmıştır. 

 

3.1.1.15. HMA Agar (High Melting Agar=Yüksek Kaynama Dereceli Agar)  

 HMA agar (Sigma CAS No: 9012-36-6) komet testinde lamların 

kaplanması amacıyla kullanılmıştır. Bunun için HMA agardan 0.65 gr alınıp 100 

ml saf suda ısıtılarak çözülmüştür. Daha sonra rodajlı lamların tek tarafı hazırlanan 

bu agarla kaplanmış ve lamlar kurumaya bırakılmıştır. Bu işlem iki kez 

tekrarlanmıştır. Lamların agarla kaplanması işlemi deneyden 1 gün önce 

yapılmıştır.  

 

3.1.1.16. Kolşisin (Kolkisin)  
Kolşisin (Colchicine) kromozomları incelemek için yapılan preparatların 

hazırlanmasında mitotik zehir olarak kullanılmıştır. Kolşisin eriyiği steril saf su 

içerisinde hazırlanmış ve kromozom medyumunun her mililitresinde 0.06 µg 
37 



3. MATERYAL VE METOD                                                               Tuba DÖRDÜ 

olacak şekilde (0.06 µg/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmiştir. 

Kolşisin’e ait bazı özellikler aşağıda verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.4. Kolşisin’in açık formülü 
 

Kimyasal adı          : Colchicine  

Kapalı formülü     : C22H25NO6 

Açık formülü          : Şekil 3.4                           

Molekül ağırlığı       : 399.4  

Etil asetat içeriği    : % 3.4 

Kloroform içeriği   : <% 0.1 

CAS No                   : C-9754 

 

3.1.1.17. Kromozom Medyumu  

Bu çalışmada Gibco firmasının ürettiği PB Max. kromozom medyumu 

(CAS. No. 12557-013) hücre kültürü için kullanılmıştır. PB Max. medyumu tam 

medyumdur. Fakat heparin içermemektedir.  

Bu medyum her tüpe 2.5 ml olacak şekilde paylaştırılmış ve bu  miktarlarda 

kullanılmıştır. Kültür tüpleri steril olarak temin edilmiştir (12 ml’lik vida kapaklı, 

Cellstar, Cat No: 164 160) 

 

3.1.1.18. Lizis Çözeltisi  

 Komet testinde lysing solüsyonunun bir bileşeni olarak kullanılmıştır. Lizis 

solüsyonu 2.5 M NaCl (Merck CAS No: 1.06404), 10 µM EDTA (Sigma CAS No: 
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6381-92-6), 10 mM Tris (Merck CAS No: 77-86-1) ve saf su bileşenlerinden 

oluşmuştur. Bu kimyasallar uygun oranlarda tartıldıktan sonra üzerine 270 ml saf 

su konup bir erlen içerisinde ısıtılarak çözülmüş ve soğuma işlemi gerçekleştikten 

sonra 10 M NaOH ile pH’ı 10’a ayarlanmıştır. Kullanılmak üzere oda sıcaklığında 

saklanmıştır. 

 

3.1.1.19. LMA Agar (Low Melting Agar=Düşük Kaynama Dereceli Agar )  

 LMA agar (Sigma CAS No: 39346-81-1) komet testinde hücrelerin sandviç 

modeli gibi agara gömülmesi amacıyla kullanılmıştır. Bunun için LMA agardan 

0.065 gr tartılıp 10 ml saf suda kaynatılmıştır. Hücrelerin agarla karıştırılması 

işleminde agarın el yakmayacak sıcaklıkta olmasına özen gösterilmiştir. 

 

3.1.1.20. Lysing Çözeltisi  

 Komet testinde DNA’daki hasar boyutunu belirlemek için çıplak DNA’nın 

elde edilmesi işleminde kullanılmıştır. Lysing solüsyonu 3 ml Triton X (Merck 

CAS No: 9036-19-5), 30 ml DMSO (Carlo ERBA CAS No: 67-68-5) ve 267 ml 

lizis çözeltisi kullanılarak son hacmi 300 ml olacak şekilde hazırlanmıştır. Bir gün 

önceden hazırlanarak + 4 ºC’de saklanmıştır. 

 

3.1.1.21. Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol) 

KA, KKD ve MN testlerinde fiksatif hazırlanmasında kullanılmıştır. 

 

3.1.1.22. Nitrik Asit (HNO3)  

Nitrik asit (Sigma 438073) lamları temizlemek amacıyla 1 N çözelti olarak 

hazırlanmıştır. Plastik şişede saklanarak her defasında tekrar tekrar kullanılmıştır.  

 

3.1.1.23. Nötralizasyon Tamponu 

 Nötralizasyon tamponu komet testinde elektroforezden çıkan preparatlarda 

pH dengesini sağlamak amacıyla kullanılmıştır. 0.4 M Tris (Merck Cas No: 77-86-
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1) alınıp üzerine 300 ml saf su eklenmiştir. Daha sonra HCl ile çözeltinin pH’ı 

7.5’e ayarlanmıştır. Kullanılmak üzere oda sıcaklığında saklanmıştır.  

 

3.1.1.24. Sodyum Hidroksit (NaOH) 

 1 M NaOH çalışmada EA eriticisi olarak kullanılmıştır.  

 

 

 

 

Şekil 3.5. NaOH’ın açık formülü 
 

Kimyasal adı           : Soydum hidroksit 

Kapalı formülü        : NaOH  

Açık formülü           :  Şekil 3.5      

Molekül ağırlığı       : 40.0 g/mol 

Yoğunluğu               : 2.13 g/cm3  

Kaynama noktası     : 1388 ºC  

Erime noktası           : 318 ºC 

CAS No                    : 1310-73-2 

 

3.1.1.25. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)  

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak üzere iki stok çözelti 

halinde hazırlanmış olup,  bu çözeltiler çalışmanın amacına uygun olarak 

birbirleriyle değişik miktarlarda karıştırılarak kullanılmıştır.  

Hazırlanışı: Tampon A: 11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su içinde eritilmiştir 

(pH=4.8). 

Tampon B: 14.83 gr Na2HPO4.12H2O 250 ml saf su içinde eritilmiştir 

(pH=9.3). 

KKD’yi incelemek amacıyla preparat yapımı sırasında preparatlar 

Sorensen tamponu içerisinde 254 nm dalga boyunda ışık yayan UV lambası ile 
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ışınlandırılmıştır. Ayrıca bu tampon %5’lik Giemsa boyası hazırlanmasında da 

kullanılmıştır. Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında kapalı kaplarda saklanmıştır. 

 

3.1.1.26. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyiği 
Bu eriyik, kromozom preparatlarının ışınlandırılmasından sonra kardeş 

kromatidler arasındaki kontrast farkını artırmak amacıyla kullanılmıştır. SSC 

eriyiğini hazırlamak için 11.05 gr trisodyum sitrat (C6H5Na3O7.2H2O) (Merck 

1.06448) ve 21.9 gr NaCl kullanılmıştır. Bu iki madde ayrı ayrı kaplarda bir miktar 

saf su içerisinde çözülmüş, daha sonra aynı kaba aktarılarak birbirleriyle 

karıştırılmış ve üzerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmiştir. Hazırlanan 

bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabında saklanmıştır. KKD’yi  

incelemek için deney yapılırken bu stoktan 20 ml alınarak üzeri 100 ml oluncaya 

kadar saf su ile tamamlanmasıyla elde edilen 1XSSC eriyiği kullanılmıştır. 

 

3.1.1.27. Tripan Blue  

 Komet testi yapılırken izole lenfositlerin canlılık oranını belirlemek 

amacıyla tripan blue (Sigma CAS No: 72-57-1) boyası kullanılmıştır. Stok tripan 

blue hazırlamak için % 0.4’lük tripan blue’den 4 ml alınıp üzerine 1 ml saf su 

eklenmiştir. Bu şekilde hazırlanan stok tripan blue’den 10 µl alınıp üzerine 10 µl 

stok lenfosit ilave edilip canlılık testine bakılmıştır. Canlı hücreler şeffaf, ölü 

hücreler ise mavi renkte görülmüştür. 

 

3.1.2. Kullanılan Deney Ekipmanları  
3.1.2.1. Elektroforez Sistemi 

 Komet testinde DNA örneklerini elektroforez tamponunda yürütmek 

amacıyla kullanılmıştır. 
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3.1.2.2. Steril Kabin 

Hücre kültürü tüplerine kromozom mediumu konulması, kan ekiminin 

yapılması ve test eriyiklerinin kültür tüplerine ilave edilmesi sırasında steril bir 

ortam olarak, % 99.9 partikül tutma özellikli filtreye sahip, 1500 m3/h emiş 

kapasiteli, UV ve fluoresan ampulü olan Labormed marka flow kabin 

kullanılmıştır. 

 

3.1.2.3. Güç Kaynağı 
 Komet testinde DNA örneklerini yürütmek amacıyla elektroforez tankına 

bağlanabilen Cleaver nanoPAC-300 mA’lik güç kaynağı kullanılmıştır. 

 

3.1.2.4. Hassas Terazi  

Hava akımlarına karşı özel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr 

hassasiyetindeki Gec Avery marka terazi kimyasalların tartılmasında kullanılmıştır. 

 

3.1.2.5. İnkübatör 

Hücre kültürünün yapılmasında hipotonik eriyik ile muamele edilen 

hücrelerin 37ºC’de inkübe edilmesi ve bazı eriyiklerin 37ºC’ye kadar ısıtılmasında 

Incucell marka 0ºC-100ºC ayarlanabilir inkübatör kullanılmıştır. 

 

3.1.2.6. Mikroskop 

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan Olympus marka binoküler 

ışık mikroskobu preparat incelemeleri sırasında kullanılmıştır. Fotoğraflar ise yine 

Olympus marka mikroskopta dijital fotograf makinesi (Olympus CX31RTSF, 7.1 

Megapixel) ile çekilmiştir. Komet testinde nükleus incelemeleri için de aynı marka 

floresan mikroskobu kullanılmıştır. 
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3.1.2.7. Otoklav 

Test maddesinin belirlenen konsantrasyonlarını ayarlamak için kullanılan 

ekipmanların ve saf suyun steril edilmesi Hirayama marka otoklav ile sağlanmıştır. 

 

3.1.2.8. pH Metre 

Kimyasalların pH değerlerini saptamak için WTW 315i marka pH metre 

kullanılmıştır.  

 

3.1.2.9. Santrifüj 

Rotor çapı 21 cm olan ve 4000 devir/dakikaya kadar yükselebilen devir 

hızı, 99 dk.’lık zaman ayarlayıcı, açılabilir başlığa sahip ve 28 tüp kapasiteli 

Hettich Universal marka santrifüj çalışmalarda kullanılmıştır.  

 

3.1.2.10. Soğutmalı Santrifüj 
 Komet testinde eppendorf tüplerindeki örneklerin santrifüj edilmesi 

amacıyla Vwr Micro Star 17 R marka soğutmalı santrifüj cihazı (24 x 2.2 - 1.5 mL 

rotor için maksimum 9.000 rpm hızına erişebilen) kullanılmıştır. 

 

3.1.2.11. Su Banyosu (Benmari) 

Hücre kültürü preparatları hazırlandıktan sonra, kardeş kromatidlerin farklı 

boyanmasında kullanılan SSC eriyiğinin 58-60ºC’de sabit kalmasını sağlamak 

amacıyla BM 302 Nüve marka 0-60º ayarlanabilir, zaman ayarlı su banyosu 

kullanılmıştır. 

 

3.1.2.12. Vorteks 

 Örneklerin karıştırılması için çeşitli hız kademelerine sahip Velp. 

Scientifica marka vorteks cihazı kullanılmıştır. 
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3.2. Lamların Temizlenmesi 
Kültür süresinin bitiminden iki gün önce etiketli olan lamlar şaleye 

dizilerek üzerlerini iyice örtecek şekilde 1 N nitrik asit (HNO3) konmuştur. Şalenin 

ağzı kapatılarak bu şekilde 24 saat bekletilmiştir. Süre bitiminde lamlar yarım saat 

akan çeşme suyunda iyice yıkanmıştır. Lamlar 3-4 defa saf sudan geçirildikten 

sonra şale saf su ile doldurularak buzdolabında saklanmıştır. Bu lamlar, preparat 

yapılacağı zaman buzdolabından çıkartılarak soğuk halde kullanılmıştır. 

 

3.3. Sterilizasyon 

3.3.1. BrdUrd Eriyiğinin Sterilizasyonu 

BrdUrd eriyiği steril bir erlen içinde bulunan ve steril olan saf su içinde 5'-

bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazırlanmıştır. Bu eriyik steril 

şartlarda (İspirto ocağı yanında ve Flow kabinde) por çapı 0.2 µm olan bakteri 

filtresinden (Sartorius, membran filtre) geçirilerek steril edilmiştir. Sonra ağzı vida 

kapaklı steril cam kültür tüplerine konulan bu eriyik, etrafı alüminyum folyo ile 

kapatılarak buzdolabında saklanmıştır. 

 

3.3.2. Test Maddesinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi, Hazırlanması ve  
Sterilizasayonu 

 Test maddesinin deneylerde kullanılacak en uygun konsantrasyonunu 

belirlemek amacıyla yapılan  doz belirleme çalışmaları sonucunda EA’nın 

sitotoksik bir etkiye sahip olmadığı saptanmıştır. Sitotoksik olmayan maddeler için 

kullanılabilecek en yüksek doz uygun çözücüde çözülebilecek maksimum miktarı 

olmalıdır (Madle ve ark. 1993). Çalışmamızda EA çözücüsü olarak 1 M NaOH 

kullanılmıştır. En yüksek konsantrasyon olarak çözücüde tamamen çözülebilen 

maksimum madde miktarı olan 100 µg/ml seçilmiştir. 60 µg/ml ve 80 µg/ml’lik 

diğer dozlar ise en yüksek dozun periyodik olarak seyreltilmesi ile hazırlanmıştır. 

 En yüksek konsantrasyonda 1 M NaOH’da  çözülerek hazırlanan test 

maddesi BrdUrd eriyiğinde olduğu gibi filtreden geçirilerek steril edilmiştir. Diğer 
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konsantrasyonlardaki test maddeleri ise flow kabin içerisinde steril şartlarda en 

yüksek konsantrasyondaki eriyikten hazırlanmıştır.  

 

3.3.3. Saf Suyun Sterilizasyonu 

Temiz vida kapaklı 100 ml’lik cam kültür şişesine saf su doldurularak 

şişenin ağzı pamukla iyice kapatılmıştır. Sterilizasyon esnasında otoklavdaki 

buhardan pamuğun ıslanmaması için üzeri alüminyum folyo ile örtülmüştür. 

Şişedeki saf su otoklavda 1.2 atm buhar basıncında ve 121°C’de 20 dk. steril 

edilmiştir. 

 

3.4. Kardeş Kromatid Değişimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE) ve 
Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosome Aberration=CA) Saptamak 

Amacıyla Hücre Kültürünün Yapılması, Preparatların Hazırlanması, 
Boyanması ve Mikroskobik İnceleme 

İnsanlarda genotoksik etkiye sahip olabilecek mutajenlerin ve 

kanserojenlerin genotoksik etkilerinin saptanması başta KKD, KA ve MN testleri 

yardımıyla olabilmektedir. Bu tür çalışmalar planlanırken, uygulanırken ve 

yorumlanırken uluslar arası yönergelere uygun hareket edilmesi zorunluluğu 

bulunmaktadır. Bundan dolayı EA’nın insan lenfositlerindeki genotoksik veya 

antigenotoksik etkilerinin olup olmadığının araştırıldığı bu çalışma Albertini ve 

ark. (2000)’ları tarafından yayınlanan IPCS (The International Programme on 

Chemical Safety) yönergesine göre gerçekleştirilmiştir. 

 

3.4.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 
Bu çalışmada KKD ve KA’ni saptamak amacıyla hücre kültürünün 

yapılması ve preparatların hazırlanması için Evans (1984), Perry ve Thompson 

(1984)’un metodları modifiye edilerek kullanılmıştır. 

Sağlıklı ve sigara içmeyen yaşları birbirine yakın iki erkek (22 ve 24) ve 

iki kadından (22 ve 24) alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri 
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kromozom medyumuna (PB-Max, Gibco cat. no. 12552-013) steril şartlarda 6 

damla (0.2 ml) (Rencüzoğulları ve Topaktaş, 1991) ekilmiştir. Yine steril şartlarda 

ve daha önce hazırladığımız BrdUrd eriyiğinden her tüpe son konsantrasyonu 10 

µg/ml olacak şekilde ilave edilerek iyice karıştırılmış ve hücre kültürü inkübatörde 

37±1ºC’de 72 saat için inkübe edilmiştir.  

EA’nın etkisini incelemek için kültür süresinin bitiminden 24 ve 48 saat 

önce daha önce belirlenmiş son konsantrasyonları olan 60, 80 ve 100 µg/ml’lik 

miktarlarındaki EA kültür tüplerine ilave edilmiştir. Ayrıca 24 ve 48 saatlik 

muamele sürelerinde pozitif kontrol olarak EMS kullanılmıştır. EMS tüplere son 

konsantrasyonu 10-3 M olacak şekilde ilave edilmiştir. Ayrıca her deneyin bir 

kontrolü ve bir de eritici kontrolü (1 M NaOH, 25 µl) vardır. 

Ayrıca EMS’nin etkisine karşı EA’nın antigenotoksik etkisinin olup 

olmadığını ortaya çıkarmak için de ayrı bir kültür serisinde her bir kültür tüpüne 

test maddesine ilaveten aynı anda EMS (10-3 M) eklenmiştir. 

Kültür süresinin bitiminden 2 saat önce (yani kültürün 70. saatinde) her 

tüpe hazırlanan kolşisin eriyiğinden ilave edilmiş (0.06 µg/ml) ve tüpler hafifçe 

sallanarak iyice karıştırılmıştır. Hücreler 2 saat süresince (37ºC’de) kolşisin ile ön 

muameleye tabi tutulmuştur.  

Kültür süresi olan 72. saatin bitiminde kültür tüpleri 2000 devir/dk. 

(rpm)’da 5 dk. santrifüj edilmiş, süpernatant atılmıştır. Dipte kalan ve hücreleri 

ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik sıvı iyice karıştırıldıktan sonra tüplere, etüvde 37ºC’de 

tutulan hipotonik eriyik ilave edilmiştir. Bu eriyiğin ilavesi damla damla ve 

karıştırılarak yapılmıştır ve hücre süspansiyonu pipetaj yapılarak homojen hale 

getirilmiştir. Her tüpe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tüpler, ağzı 

kapatılarak inkübatöre konulmuştur. Hücreler 5 dk. hipotonik eriyikte 37ºC’de 

muamele edilmiştir. Sürenin sonunda tüpler 15 dk. 1200 devir/dk.’da santrifüj 

edilmiş, süpernatant atılmıştır. 

Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde olduğu gibi yavaş yavaş ve 

karıştırarak her tüpe 5 ml olacak şekilde soğuk fiksatif ilave edilmiştir. Oda 
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sıcaklığında 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hücreler 1200 devir/dk.’da  10 dk. 

santrifüj edilmiş ve süpernatant atıldıktan sonra tüplere tekrar fiksatif ilave 

edilmiştir. Bu işlem 3 kere tekrarlanmıştır. Son santrifüjden sonra dipte 0.5-0.7 ml 

sıvı kalacak şekilde süpernatant atıldıktan sonra preparat yapma işlemine 

geçilmiştir. 

Tüpün dibinde toplanan hücreler pasteur pipeti ile karıştırılarak homojen 

hale getirilmiştir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak şekilde bu hücre 

süspansiyonundan çekilmiştir. Özel olarak hazırlanmış düzeneğe tutturulan pasteur 

pipetinden daha önce temizlenmiş ve saf su içerisinde buzdolabında saklanmış 

lamların üzerine 50 cm yükseklikten farklı alanlara 1’er damla olmak üzere hücre 

süspansiyonu damlatılarak (her lama 3-4 damla) hücrelerin ve dolayısıyla 

kromozomların lam üzerinde yayılması sağlanmıştır. Hücre süspansiyonunun 

lamlara damlatılması esnasında damlaların üst üste düşmemesine dikkat edilmiştir. 

Bu şekilde hazırlanan preparatlar kurumak üzere 24 saat oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. 

 

3.4.2. Preparatların Boyanması ve Daimi Preparatların Hazırlanması 
Bir kromozoma ait kardeş kromatidlerin farklı boyanmasını (Sister 

Chromatid Differentiation=SCD) sağlamak amacıyla Speit (1984), Speit ve 

Haupter’in (1985) geliştirdikleri metod modifiye edilerek kullanılmıştır. Bu amaçla 

bir günlük preparatlar ışınlama kabına konarak üzeri bir film şeklinde Sorensen 

tamponu ile örtülecek şekilde kapatılmıştır. Işınlama eriyiği 5 ml Sorensen tampon 

A, 5 ml Sorensen tampon B alınıp bu karşımın destile su ile 100 ml’ye 

tamamlanmasıyla hazırlanmıştır (pH=6.8). Işınlama eriyiğinin az ya da fazla 

olmasının kardeş kromatidler arasındaki kontrast farkını önemli derecede etkilediği 

görülmüştür. 

Bu şekilde ince bir tabaka halinde ışınlama eriyiği ile örtülen preparatlar, 

karanlıkta 15 cm yükseklikten 30W’lık 254 nm dalga boyunda ışık yayabilen tek 

ultraviyole lambası ile 30 dk. ışınlandırılmıştır. 
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Işınlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyiği içerisinde 60ºC 

(±2ºC)’de 60 dk. inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi bitmeden 15 dk. önce % 

5’lik Giemsa boya eriyiği hazırlanmıştır.  

 

% 5’lik Giemsa boyasının hazırlanması:  
4 ml tampon A, 4 ml tampon B ve 4 ml Giemsa karıştırılarak üzerine 80 ml 

oluncaya kadar saf su ilave edilmiştir (pH=6.72). Sonra bu boya dik bir şale 

içerisine filtre kağıdı yardımı ile süzülmüştür. 

İnkübasyon süresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiğinden alınarak 

doğrudan boya içerisine konmuş ve yaklaşık olarak 30 dk. boya içerisinde 

bekletilmiştir (kardeş kromatidler arasındaki en iyi kontrast farkı bu sürenin 

sonunda elde edilmiştir). Bu sürenin sonunda preparatlar boyadan çıkarılmış ve üç 

ayrı kaptaki saf sudan geçirilerek preparatların üzerindeki fazla boyanın akması 

sağlanmıştır. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya bırakılmıştır. 

Boyanmış preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatılarak daimi hale 

getirilmiştir. Entellan kuruduktan sonra (en az iki gün) bu daimi preparatlarda 

mikroskobik incelemeler yapılmıştır. 

 

3.4.3. Daimi Preparatlarda Mikroskobik İnceleme 

Hazırlanmış olan daimi preparatlar Olympos CX21 marka ışık 

mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmiştir (10x100=1000 büyütmede). 

Bu incelemeler sırasında KKD ve KA belirlenmiştir. Aynı preparatlarda birinci, 

ikinci ve üçüncü mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerin sayısı ve toplam hücre 

içerisinde mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerin sayısı saptanmıştır. Bu değerler 

kullanılarak PI ve MI hesaplanmıştır. 
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3.4.3.1. KKD Sayısının ve  Proliferasyon İndeksi’nin (Replikasyon  

İndeksi=RI)  Saptanması 

3.4.3.1.(1). KKD Sayısının Saptanması 
 KKD sayısı, her kişinin kan kültürüne ait preparatlardan iyi dağılmış ve 

ikinci mitozu geçiren 25 hücrede (4 kişiden toplam 100 hücrede) saptanmıştır. 

KKD sayısı bir kromozomun açık boyanmış kromatidindeki koyu boyanmış 

parçaların veya koyu boyanmış kromatidindeki açık boyanmış parçaların 

sayılmasıyla belirlenmiştir (Topaktaş ve Speit, 1990). Ortadan bir parça değişimi 

olmuş ise bu iki KKD olarak değerlendirilmiştir (Şekil 3.6.a). 

 Uçtan parça değişimi olmuş ise bu da bir KKD olarak sayılmıştır (Şekil 

3.6.b). Ancak bu incelemeler esnasında kromatidlerin primer boğum bölgelerinden 

dönüm yapıp yapmadıklarına dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda 

KKD yoktur (Şekil 3.6.c). 

 

 
Şekil 3.6. Kardeş Kromatid Değişiminin Olduğu ve Olmadığı Durumun Şematik 

Olarak Gösterilmesi (Topaktaş ve Speit, 1990) 
 

3.4.3.1.(2). Proliferasyon İndeksi (PI) (Replikasyon İndeksi=RI)’nin 
Saptanması 

 EA’nın DNA replikasyonu üzerindeki etkilerini araştırmak amacıyla PI 

bulunmuştur. Bunun için her kişinin kan kültüründen yapılan preparatlardan 
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tesadüfi seçilen 100 hücre incelenmiştir. Bu incelemeler sırasında gözlenen birinci, 

ikinci ve üçüncü mitoz bölünmeyi geçiren hücreler sayılmıştır. Bu verilerden yola 

çıkarak her bir kişinin kan kültüründeki PI şu şekilde hesaplanmıştır: 

 

                      
 

M1: Birinci mitozu geçiren hücrelerin sayısı 

M2: İkinci mitozu geçiren hücrelerin sayısı 

M3: Üçüncü mitozu geçiren hücrelerin sayısı 

Birinci, ikinci ve üçüncü metafaz plakları şu şekilde ayırt edilmiştir 

(Topaktaş ve Speit, 1990): 

BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin anoloğu olan 

bileşiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasındaki tek fark taşıdıkları heterosiklik benzen 

halkasındaki beşinci C atomuna bağlanan grupların farklı olmasından 

kaynaklanmaktadır. Beşinci C atomuna bağlanan grup dT’de CH3, BrdUrd’de Br 

ve dU’de H atomudur (Şekil 3.7). 

 

 

Şekil 3.7. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (dU)’in 
kimyasal yapıları 
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BrdUrd, DNA’nın yapısında bulunan timin bazlarının anologu olduğundan 

kültür ortamına BrdUrd eklendiğinde hücreler DNA’larını replike ettikleri esnada 

(birinci S fazında) yeni sentezlenen polinukleotid ipliği içine timinin yerine 

ortamda bulunan BrdUrd girecektir. Böyle hücrelerin kromozomları boyandığında 

bir kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT : dT/BrdUrd) homojen koyu 

renkte boyanacaktır. Bu hücreler birinci mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerdir (Şekil 

3.8 A ve Şekil 3.9). Birinci mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerden meydana gelen 

yavru hücreler tekrar S fazına girdiğinde (BrdUrd’ li ortamda ikinci S fazı) timin 

içeren polinukleotid ipliğine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliğinde 

BrdUrd yer alacaktır. Bu iki polinukleotid ipliği bir kromozomun koyu boyanan 

kromatidini (BrdUrd/dT) oluşturacaktır. BrdUrd içeren ipliğe komplementer olarak 

sentezlenen yeni ipliğe de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi oluşturan iki 

polinukleotid ipliği de BrdUrd içereceğinden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, aynı 

kromozomun açık boyanan kromatidini oluşturacaktır (BrdUrd/BrdUrd). İşte bu 

hücrenin metafaz devresinde kromozomlar boyandığında tüm kromozomların 

kromatidlerinden birisi koyu diğeri ise açık renkte boyanacaktır (BrdUrd/dT : 

BrdUrd/BrdUrd). Bunlarda ikinci mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerdir (Şekil 3.8 B 

ve Şekil 3.10). Bu hücreler tekrar S fazına girdiğinde (BrdUrd’li ortamda üçüncü S 

fazı) ikinci mitozda açık boyanan kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tüm polinukleotid 

ipliklerine BrdUrd girmiş olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu 

kromozomun her iki kromatidi de açık boyanacaktır 

(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). İkinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise 

(BrdUrd/ dT), bir kromatidin her iki ipliği BrdUrd’li ve diğer kromatidinin bir 

ipliği timinli diğer ipliği BrdUrd’li olan bir kromozom 

(BrdUrd/BrdUrd:dT/BrdUrd) oluşacaktır. Bu kromozom da boyandığında bir 

kromatidi koyu renkte, diğer kromatidi açık renkte olacaktır. İşte böyle hücrenin 

metafaz devresinde preparat yapıldığında bazı kromozomların her iki kromatidi 

açık renkte, bazı kromozomların bir kromatidi açık diğer kromatidi koyu renkte 

boyanacaktır. Bu hücreler de üçüncü mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerdir (Şekil 
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3.8 C ve Şekil 3.11). İşte bu şekilde birinci, ikinci ve üçüncü mitoz bölünmeyi 

geçiren hücreler ayırt edilmiş, 100 hücre içinde bu hücrelerin sayısı saptanmış ve 

elde edilen veriler kullanılarak yukarıdaki formüle göre PI hesaplanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 3.8. BrdUrd’nin DNA Yapısına Girmesi ile Birinci, İkinci ve Üçüncü Mitoz 

Bölünmeyi Geçiren Hücrelerin Ayırt Edilmesinin Şematik Olarak   
Gösterilmesi (During, 1985’e göre, Topaktaş ve Speit 1990’dan). 
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Şekil 3.9. Birinci mitoz bölünmeyi geçiren hücreye ait kromozomlar. X1000. 
 

 
Şekil 3.10. İkinci mitoz bölünmeyi geçiren hücreye ait kromozomlar. X1000.  
 

  10 µm 

  10 µm 
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Şekil 3.11. Üçüncü mitoz bölünmeyi geçiren hücreye ait kromozomlar. X1000. 
 

3.4.3.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik İndeksin (MI) Saptanması 
3.4.3.2.(1). Kromozom Yapı ve Sayı Anormalliklerinin Saptanması 

Her bir kişiden hazırlanan preparatlardan iyi dağılmış kromozomlara sahip 

toplam 100 hücre (dört kişiden toplam 400 hücre) KA’yı saptamak amacıyla 

incelenmiştir. Bu hücrelerde gözlenen yapı ve sayı anormallikleri kaydedilmiştir. 

KA’lı hücrelerin toplam incelenen hücreler (100 hücre) içerisindeki oranları 

hesaplanarak anormal hücre yüzdesi (%) belirlenmiştir. İncelenen 100 hücre 

içerisinde rastlanan toplam KA sayısı saptanmıştır. Toplam KA sayısı incelenen 

hücre sayısına bölünerek hücre başına düşen KA sayısı (KA/Hücre) bulunmuştur. 

Bu çalışmada gap’lar anormallik olarak değerlendirilmemiştir (Mace ve ark. 1978). 

Gap’lar ile kromatid ve kromozom tipi kırıkları arasındaki farklar şu şekilde ayırt 

edilmiştir (Kauderer ve ark. 1991’den): Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid 

tipi gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi gap) görülen boyanmamış 

bölge kromatidin kalınlığından daha azdır. Kırıklarda bir kromatiddeki (kromatid 

tipi kırık) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kırık) boyanmamış bölge bir 

 10 µm
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kromatidin kalınlığından daha fazladır. İşte bu ölçülere göre gap ve kromatid 

kırıkları birbirinden ayırt edilmiştir. Mace ve ark. (1978) ise gap bölgesinde DNA 

ipliğinde kırık olmadığını elektron mikroskobu incelemeleri sonucunda 

göstermişlerdir.  

Bu çalışmada kromatid kırığı ve tek kol birleşmesi gibi anormallikler 

kromatid tipi anormallik olarak değerlendirilmiştir. Ayrıca kromozom kırığı, 

kardeş kromatid birleşmesi, kromatid değişimi, halka kromozom, fragment ve 

disentrik kromozom oluşumu gibi anormallikler de kromozom tipi anormallikler 

olarak değerlendirilmiştir. 

 

3.4.3.2.(2). Mitotik İndeksin (MI) Saptanması 
EA’nın mitoz bölünme üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla MI 

saptanmıştır. MI’i belirlemek için her bir kişiye ait preparatlarda toplam 3 bin 

hücre incelenmiş ve bunlar arasında metafaz plaklarının sayısı kaydedilmiştir. 3 bin 

hücre içinde metafaz plaklarının oranı yüzde cinsinden hesaplanarak MI 

saptanmıştır. 

 

3.5. Mikronükleus (MN) Oluşumunu Saptamak Amacıyla Hücre Kültürünün 

Yapılması, Preparatların Hazırlanması, Boyanması ve Mikroskobik 
İncelemeler 

3.5.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 
In vitro MN testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nın geliştirdikleri yöntem 

modifiye edilerek kullanılmıştır. Bu yönteme göre, sağlıklı ve sigara içmeyen 

yaşları birbirine yakın iki erkek ve iki kadından (KA ve KKD testi için kan alınan 

kişiler) alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri kromozom 

medyumlarına steril şartlarda 6 damla (0.2 ml) ekilmiştir ve hücreler 37±1ºC’de 68 

saat inkübe edilmiştir.  

Çalışmada doğal bir antioksidan olan EA’nın etkisini belirlemek için  son 

konsantrasyon 60, 80 ve 100 µg/ml olacak şekilde EA kültür ortamına, kültürün 
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başlangıcından 20 ve 44 saat sonra ilave edilmiştir. Ayrıca her deneyin bir 

kontrolü, çözücü kontrolü ve bir de pozitif kontrol grubu oluşturulmuştur. Yine 

EMS’nin etkisine karşı EA’nın antigenotoksik etkisinin olup olmadığını ortaya 

çıkarabilmek için kültür tüplerine test maddesine ilaveten EMS (10-3 M) 

eklenmiştir. İnkübasyonun başlangıcından 44 saat sonra her tüpe konsantrasyonu 6 

µg/ml olacak şekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmiş ve böylece bölünen 

hücrelerde sitokinez engellenmiştir. İnkübasyonun sonunda, kültür tüpleri 2000 

devir/dk.da 5 dk. santrifüj edilerek süpernatant atılmış ve hücrelerin bulunduğu 

tüplere hipotonik eriyik (%0.4 KCI) ilave edildikten sonra tüpler inkübasyon 

yapmaksızın direkt olarak santrifüj edilmiştir. Hipotonik eriyik, KKD ve KA 

deneylerinde olduğu gibi kültüre yavaş yavaş ve pipetaj yapılarak ilave edilmiştir. 

Kültür tüpleri 1200 devir/dk.da 10 dk. santrifüj edilmiş ve süpernatant atılarak 

birinci fiksatif (1/5/6=glasiyal asetik asit/metanol/%0.9 NaCI) ilave edilmiş ve 

hücreler bu fiksatif ile muamele edilmiştir. Birinci fiksatif ile oda sıcaklığında 15 

dk. muameleden sonra 1200 devir/dk.da 10 dk. daha santrifüj edilen tüplere bu kez 

glasiyal asetik asit / metanol (1/5) karışımından ibaret fiksatif ilave edilerek 10 dk. 

oda sıcaklığında fiksatif muamelesi yapılmıştır (Bu fiksatif muamelesi iki kere 

tekrarlanmıştır). Sonra santrifüj yapılarak süpernatant atılmış ve kültür tüplerinin 

dibinde toplanmış olan hücreler resüspanse edilmiştir. Daha sonra, hücre 

süspansiyonu soğuk ve temiz lamlar üzerine 10 cm yükseklikten damlatılarak 

preparatlar hazırlanmıştır. 

 

3.5.2. Preparatların Boyanması 
Hazırlanan preparatlar bir gün sonra Sorensen tamponunda hazırlanmış 

%5’lik Giemsa boyası ile 4-5 dk. boyanmış ve boyanmış preparatlar üç ayrı kapta 

bulunan saf sudan geçirilerek boyama işlemi durdurulmuş ve sonra havada 

kurumaya bırakılmıştır. Kuruma işleminden sonra preparatlar entellan ile 

kapatılarak daimi preparat haline getirilmiştir. 
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3.5.3. Mikronukleus Testi İçin Hazırlanan Preparatlarda Mikroskobik 

İnceleme 

 Hazırlanan daimi preparatlar Olympus marka ışık mikroskobunda 10 × 

40=400 büyütmede incelenmiştir. 

 

3.5.3.1. Mikronükleus Sayısı ve Nükleus Bölünme İndeksinin (NBI) 
Saptanması 

Mikronükleus sayısını belirlemek amacıyla her bir kişiye ait daimi 

preparatlarda her kişinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip 

(binükleer) toplam 1000 hücre (Şekil  3.13) incelenmiş ve bu binükleer hücreler 

içerisinden mikronükleuslu olanlar saptanmıştır. Ayrıca incelenen hücrelerde 

toplam mikronükleus sayısı belirlenmiştir. Böylece mikronükleuslu hücrelerin 

toplam hücrelere oranlanması ile mikronükleuslu hücre oranı, toplam mikronükleus 

sayısının incelenen hücre sayısına oranlanmasıyla de hücre başına düşen MN sayısı 

(MN/hücre) saptanmıştır. Buradan da MN yüzdesi hesaplanmıştır. 

Binükleer hücre ve mikronükleus ayırımı Titenko-Holland ve ark. (1997) 

ve Fenech (2000)’e göre yapılmıştır: (1) Hücreler belirgin sitoplazmasıyla yuvarlak 

ya da oval görünüme sahip olmalıdır; (2) Benzer olarak, nükleuslar belirgin 

nükleus zarıyla çevrili yuvarlak ya da oval olmalıdır; (3) İçerisinde MN sayılan 

hücreler sadece bir nükleus bölünmesi geçiren hücrelerdir; (4) MN’lar sadece ana 

nükleusun 1/3’ü ya da daha küçük olduklarında hesaba katılmalıdır; (5) MN’lar ana 

nükleus gibi boyanmalıdır; (6) MN’lar ana nükleustan açık bir şekilde ayrılmış 

olmalıdır.  

Sitokinez bloklama yönteminin en önemli yararı, bölünen hücre 

populasyonunda nükleus bölünmesinin ilerleyişini ve çoğalmasını belirleyecek 

imkanı vermesidir. Bu durum, sitokalasin-B ilavesinin ardından oluşan bir 

nükleuslu, iki nükleuslu, üç nükleuslu ve dört nükleuslu hücrelerin sayılarının 

belirlenmesiyle yapılır. Nükleus bölünme indeksi Eastmond ve Tucker (1989) 

tarafından önerilen formüle göre hesaplanmıştır. 
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NBI= (1xMI + 2xMII + 3xMIII + 4xMIV) / N 

Formüle göre, MI bir nükleuslu (Şekil 3.12), MII iki nükleuslu (Şekil 3.13), 

MIII üç nükleuslu (Şekil 3.14), MIV dört nükleuslu (Şekil 3.15) hücrelerin sayısını, 

N ise toplam hücre sayısını göstermektedir. NBI’nin hesaplanması kimyasal 

maddenin veya fiziksel bir etkenin sitotoksik etkisini göstermede önemli bilgiler 

sağlar (Fenech, 1997). Bu nedenle, MN bakımından incelenen preparatlar daha 

sonra nükleus bölünme indeksini (NBI) (Nuclear Division Index=NDI) belirlemek 

için tekrar incelenmiştir. Bu çalışmada NBI için, her bir kişinin preparatlarından 

tesadüfi seçilmiş alanlarda toplam 1000 hücre (4 kişide toplam 4000 hücre) 

incelenmiştir. 

 

        
Şekil 3.12. Bir nükleuslu hücre. X1000.  

 10 µm
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Şekil 3.13. İki nükleuslu hücre. X1000. 
 

        
Şekil 3.14. Üç nükleuslu hücre. X1000. 

 10 µm

 10 µm
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Şekil 3.15. Dört nükleuslu hücre. X1000. 
 

3.5.4. Mikroskopta Fotoğraf Çekme 

Fotoğraf çekme işlemi Olympus marka trinoküler mikroskoba bağlı dijital 

fotoğraf makinasında 1000 büyütmede yapılmıştır (Olympus CX31RTSF, 7.1 

Megapixel). 1., 2. ve 3. mitoz bölünmeyi geçiren hücrelerin, sık rastlanan ve ilginç 

olan KA’lara ait örneklerin, binükleer hücrelerden mikronükleusa sahip olanların 

ve 1, 2, 3 ve 4 nükleuslu hücrelerin fotoğrafları çekilmiştir.  

 

3.6. Komet Testi İçin Hücre Kültürünün Yapılması, Preparatların 
Hazırlanması, Boyanması ve Mikroskobik İnceleme 

3.6.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 
 Komet testinin uygulanması için preparatların hazırlanması ve gerekli diğer 

işlemler için Singh ve arkadaşlarının (1988) kullandıkları metod laboratuvar 

koşullarımıza uyacak şekilde modifiye edilerek kullanılmıştır. Deney için sağlıklı 

ve sigara içmeyen yaşları birbirine yakın iki erkek (22-24) ve iki kadından (22-24) 

 10 µm
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alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri ependorf tüplerine 100 µl 

olacak şekilde paylaştırılmış ve üzerine 1000 µl PBS (Fosfat Tamponu) ilave 

edilerek kan süspanse edilmiştir. Bu şekilde tüpler 10 dakika süreyle buz üzerinde 

bekletilmiştir. Bu aşamadan sonra yapılacak tüm işlemler ışığın DNA molekülü 

üzerinde neden olabileceği tüm olumsuz etkileri engellemek amacıyla karanlıkta 

gerçekleştirilmiştir. Daha sonra tüplere lenfositleri izole etmek amacıyla 100’er µl 

biocoll eklenmiş ve bekletilmeden tüpler + 4 ºC ve 1000 devir/dakika (rpm)’da 3 

dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası tüpler buz üzerine konulmuş ve 15-20 

dakika bekletilerek lenfositlerin bulutsu bir yapı oluşturarak ara katmanda 

toplanması sağlanmıştır. Ara katmandan (lenfositler) 100 µl alınıp stok lenfosit 

oluşturmak üzere ayrı bir ependorf tüpüne aktarılmıştır. Bu aşamada izole 

lenfositlerde canlılık testine bakılmıştır. Bunun için temiz bir lam üzerine 10 µl 

seyreltilmiş tripan blue çözeltisi konulmuş ve üzerine kontrol tüpünden alınan 10 

µl lenfosit ilave edilip süspanse edilmiştir. Ardından lamel ile kapatma işlemi 

yapılıp lenfositlerin canlılık oranına bakılmıştır. Şeffaf olarak görünen hücreler 

canlı, mavi renge boyalı olarak görünen hücreler ise cansız kabul edilmiştir. 

Deneye devam edebilmek için canlılık alt sınırının ≥ 90 olması dikkate alınmıştır. 

Canlılık testinin ardından daha önceden belirlenen dozlardaki test maddesi (EA) 

son konsantrasyonu 60, 80 ve 100 µg/ml olacak şekilde 100 µl içerisinde stok 

lenfositlere eklenmiştir. Pozitif kontrol olarak % 35’lik hidrojen peroksit (H2O2) 

(100 µl), çözücü kontrol olarak % 50’lik DMSO (100 µl) ve  kontrol olarak ise 

distile su (100 µl) kullanılmıştır. Tüplere test maddesi, pozitif kontrol, çözücü 

kontrol ve steril distile su ilave edildikten sonra hücreler   37 ºC’ de 1 saat süreyle 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda tüpler + 4 ºC ve 3000 devir/dk’ da 

5 dakika santrifüj edilmiş ve santrifüj sonrası tüplerdeki süpernatant atılmıştır. 

Kalan lenfositlerin üzerine 100 µl PBS tamponu ilave edilerek tüpler dikkatlice 

karıştırılmıştır. Sonrasında daha önceden hazırlanan düşük kaynama dereceli LMA 

(low melting agar) agardan 75 µl alınıp ependorf tüplerinde bulunan 100 µl lenfosit 

ile hızlıca karıştırılmıştır. Bu karışımdan 150 µl alınıp bir gün önceden yüksek 
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kaynama dereceli  HMA (high melting agar) agar kullanılarak kaplanmış olan lama 

yayılarak üzeri lamel ile kapatılmıştır. Kapatılan preparatlar kapalı kutu içerisinde 

20-25 dakika buzdolabında bekletilmiştir. Süre sonunda lam üzerindeki lameller 

tek bir hamlede yana çekilerek çıkartılmış ve lamlar içerisinde lysing solüsyonu 

bulunan şale içerisine yerleştirilmiştir. Bu şekilde preparatlar buzdolabında 16 saat 

(en az 1 saat en fazla ise 16 saat) bekletilmiştir. Lizis  işleminden sonra  lamlar 

elektroforez tankında bulunan tampon içerisine konulmuş ve 25 V ve 300 mA’da 

20 dakika elektroforezde DNA iplik parçalarının yürütme işlemi yapılmıştır. 

Elektroforez tankı bir gün önceden + 4 ºC’de bekletilmiştir. Yürütme işlemi 

tamamlandıktan sonra lamlar elektroforez tamponundan dikkatli bir şekilde 

alınarak bir gün önceden hazırlanıp + 4 ºC’de bekletilen nötralizasyon tamponu 

içeren şale içerisine konulmuş ve yine + 4 ºC’de 5 dakika bekletilmiştir. Bu işlem 2 

defa tekrarlanmıştır.  İşlemler sonrasında nötralizasyon tamponundan çıkartılan her 

bir lama 50 µl Etidyum Bromid (EtBr) (100 µg/ml) ilave edilerek hücrelerin 

boyanması sağlanmıştır. Lamel ile kapatılan lamlar kapalı kutu içerisinde 15-20 

dakika buzdolabında bekletilmiştir. Süre sonunda fazla boyanın uçmasını sağlamak 

amacıyla lamlar karanlık bir ortamda ve oda sıcaklığında 20 dakika bekletilmiştir. 

Bu şekilde elde edilen preparatlarda EtBr’nin uçucu etkisinden dolayı görüntü 

kalitesinin bozulmaması için aynı gün içerisinde inceleme yapılmıştır.  

 

3.7. Mikroskobik İnceleme  

 Etidyum bromid ile boyanmış preparatlar Olympus (CX31RTSF, 7.1 

Megapixel) marka floresan mikroskop (546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer 

filtre) altında 400X büyütmede incelenmiştir. Kullanılan test maddesinin etkisini 

belirleyebilmek amacıyla her bir kişiye ait preparatlarda her kişin her muamele 

grubu ve kontrollerinde rastgele seçilmiş 100’er hücre incelenmiş ve fotoğrafları 

çekilerek görüntüleri kaydedilmiştir. Mikroskobik incelemeler sırasında nükleustan 

dışarı doğru göç etmiş DNA parçaları nükleusa bağlı bir kuyruk halinde (kuyruklu 

yıldıza benzer bir görünüm) görülür. Bu nükleuslarda DNA hasarının meydana 
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geldiği anlaşılır (Şekil 3.17-19). Daha sonra bu görüntüler “Comet Assay IV” 

programı kullanılarak her bir hücredeki DNA  hasar derecesi kuyruktaki DNA 

yoğunluğu, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti cinsinden analiz edilmiş ve 

gerekli istatistiksel değerlendirmeler yapılmıştır.  

 Dünyada uygulanan komet test tekniğinin genel basamakları Şekil 3.16’da 

gösterilmiş ve aşağıda  özetlenmiştir (Tice ve ark., 2000; Çavaş ve Könen, 2007-

2008):  

 

1- Hücrelerin İzolasyonu: Lenfositlerin tam kandan ayrılması işlemidir. 

2- Preparasyon Aşaması: Hücrelerin agar ile karıştırılarak lam üzerine 

yayılmasını içeren safhadır. 

3- Lizis: Agara gömülü halde lam üzerine yayılmış olan hücrelerin hücre 

zarlarının ve proteinlerinin yıkımının gerçekleştiği aşamadır. Bu aşamanın 

sonunda çıplak DNA elde edilir. Lizis işlemini gerçekleştirmek için 

önceden hazırlanan ve +4 ºC’de soğutularak saklanan lizis solüsyonu 

kullanılmaktadır. Lizis çözeltisinin bileşeninde bulunan tuz proteinlerin 

hücre ile olan bağlarını ve RNA yapısını bozarken; deterjanlar ise hücre 

membran yapısını bozmaktadır. Böylece lizis işlemi sonrasında hücre 

yapısındaki membran, ptoteinler, RNA, sitoplazmik ve nükleer bileşenler 

parçalanmaktadır. Sonuçta nükleoid olarak adlandırılan ve komet 

oluşumunun gözlenebileceği DNA yumağının kalması sağlanmaktadır. 

4- DNA Sarmalının Çözülme Aşaması: Lizis işleminden çıkan preparatlar 

soğuk elektroforez solüsyonu içeren (pH>13) tanka yerleştirilir ve burada 

20 dakika süreyle bekletilir. Bu aşamada DNA zincirlerinin ayrılarak tek 

iplikli hale geçmesi sağlanır. 

5- Elektroforez Aşaması: DNA sarmalı çözüldükten sonra aynı tank ve 

solüsyon içerisinde elektrik akımı uygulanarak elektroforez işlemi 

gerçekleştirilir. Bu işlem sonucunda tek iplikli DNA molekülünde bulunan 

kırık fagmentler ve kırılma sonucu oluşan DNA ilmekleri negatif (-) yüklü 
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oldukları için boyutlarına bağlı olarak değişen hızlarda katoda (+ uca) 

doğru haraket etmektedir. 

6- Nötralizasyon Aşaması: Elektroforez işlemini takiben pH’ı >13 olan 

solüsyon içeen tanktan çıkarılan preparatlar pH ayarlamasını sağlamak için 

nötralizasyon işlemine tabi tutulur. Bu işlem için preparatlar önceden 

hazırlanarak +4 ºC’de bekletilen soğuk nötralizasyon tamponu içeren 

şalelere alınarak 30 dakika süreyle bekletilir. 

7- Boyama Aşaması: Nötralizasyon tamponundan çıkarılan preparatlar 2 kez 

soğuk distile sudan geçirilerek boyama işlemine tabi tutulur. Bu işlem için 

en yaygın olarak kullanılan floresan boya Etidyum bromid (EtBr)’ dir.  

Ancak EtBr oldukça iyi sonuç vermesine rağmen yüksek oranda 

genotoksik etkiye sahip olduğu için bu boyaya alternatif olarak komet 

testinde akridin oranj, DAPI, YOYO-1 veya propidyumiyodit boyaları da 

kullanılmaktadır.  

8- Değerlendirme Aşaması: Komet ölçümlerinde kullanılmak üzere birçok 

parametre geliştirilmiş olmakla birlikte kuyruk uzunluğu, kuyruk momenti 

ve kuyruktaki DNA yüzdesi en yaygın olarak kullanılan parametrelerdir. 

Komet test tekniği kullanılarak DNA’da oluşabilecek hasarların kantitatif 

olarak tayin edilmesinde gözle değerlendirmeye dayalı ölçümler 

kullanılabileceği gibi en garantili yöntem olarak bilgisayarlı komet analiz 

programları da kullanılmaktadır. Komet yapısı içerisinde belirli bir bölgede 

bulunan DNA miktarı ile o bölgede bulunan floresan yoğunluğu arasında 

doğru orantı bulunmaktadır. Bu özellikten faydalanılarak dijital görüntü 

sistemleri ve bilgisayar yazılım programlarında kullanılan çeşitli tayin 

yöntemleri geliştirilmiştir (Şekil 3. 16). Bunlar;  

- Kuyruk Uzunluğu: Çekirdek baş bölge dış kısmından itibaren göç 

eden DNA uzunluğunun ölçümüdür. 

- Merkezden Kuyruk Uzunluğu: Kuyruk uzunluğu+Baş çapı/2 
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- Kuyruktaki DNA %’si: Kuyrukta bulunan DNA’nın hücrede 

bulunan toplam DNA’ya olan yüzdesi 

- Kuyruk Momenti: Kuyrukta bulunan toplam DNA yüzdesi ile baş 

bölgesinin merkezinden itibaren kuyruğun merkez kısmına kadar olan 

mesafenin ortak olarak hesaplanmasıdır. 

                     Kuyruk Momenti= Kuyruk uzunluğu X Kuyruktaki DNA Yoğunluğu 
                                                                                  100 
 

 
Şekil 3.16. Komet testinden elde edilen sonuçlarda kullanılan farklı ölçümler. 
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Şekil 3.17. Komet test yönteminin genel basamakları (Fidan, 2008). 

 

Nükleustaki DNA hasarının diğer bir değerlendirme yöntemi manuel yani 

gözle değerlendirmedir. Bu yöntemde  hücreler hasarsız olmaları ve hasar 

düzeylerine göre 0’dan 4’e kadar skorlanmaktadır. Bu skorlamada; 

 

0→ kuyruğun hiç olmadığını 

1→ kuyruk uzunluğunun çok az olduğunu 

2→ kuyruk uzunluğunun az olduğunu 
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3→ kuyruk uzunluğunun çok olduğunu 

4→kuyruk uzunluğunun çok fazla olduğunu göstermektedir 

(Bandyopadhyaya ve ark., 2008; Çavaş ve Könen, 2007, 2008). 

 

Ayrıca mikroskopta okülere yerleştirilen ve mikron seviyesinde ölçüm 

yapabilen bir cetvelden (mikrometre) de yararlanarak ölçüm yapmak suretiyle 

gerekli parametreler hesaplanabilmektedir (Çavaş ve Könen, 2008).  

 

 
Şekil 3.18. DNA’sı göç etmiş (kuyruklu)  nükleuslar. X1000. 

10 µm
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Şekil 3.19. DNA’sı göç etmiş (kuyruklu=a) ve göç etmemiş (kuyruksuz=b) 

nükleuslar. X1000. 
 

     
Şekil 3.20. DNA’sı göç etmiş (kuyruklu=a) ve göç etmemiş (kuyruksuz=b) 

nükleuslar. X1000. 

 10 µm

 10 µm

b 

a 

b 

a 
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3.8. İstatistiksel Analiz ve Sonuçların Değerlendirilmesi 
Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, KKD, MI, PI, MN, NBI 

ve KOMET parametrelerine ait veriler için her bir muameleli grubun ortalamaları 

ile kontrol gruplarının ortalamaları arasındaki farkın önemli olup olmadığı t-testi 

ile kontrol edilmiştir. 

Konsantrasyon-etki ilişkisini ortaya koymak amacıyla regresyon ve 

korelasyon analizleri yapılmış, regresyon denklemi ve korelasyon katsayısı (r) 

bulunmuş ve regresyon doğrusu çizilmiştir. 

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular, çizelge ve 

grafikler halinde verilmiştir. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Bulgular 

4.1.1. Elajik Asit (EA)’in İnsan Periferal Lenfositlerindeki Genotoksik Etkileri 
4.1.1.1. EA’nın Kardeş Kromatid Değişimi (KKD) Üzerine Etkileri 

Üç farklı konsantrasyondaki (60, 80 ve 100 µg/ml) EA ile 24 veya 48 saat 

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan ortalama kardeş kromatid 

değişim sayıları (KKD/Hücre) Çizelge 4.1.’de gösterilmiştir. Yapılan istatistiksel 

analizlere göre test maddesi olan EA hiçbir muamele süresi ve konsantrasyonda 

KKD’yi önemli derecede uyarmamıştır.  

EA’nın KKD’yi önemli derecede uyarmamasına (Şekil 4.1) karşılık pozitif 

kontrol olan EMS, KKD’yi önemli derecede uyarmıştır (Şekil 4.2). 

 

Çizelge 4.1. Farklı konsantrasyonlarda EA ile 24 veya 48 Saat Muamele Edilmiş Olan 
İnsan Periferal Kan Lenfositlerinde ve Onların Kontrol Kültürlerinde Hücre 
Başına Düşen Ortalama KKD Sayısı*. 

Test 
Maddesi 

Muamele 
Süresi (saat) 

Konsantrasyon 
(µg/ml) 

Min-Max 
KKD 

KKD/Hücre±SH 

Kontrol - - 1-13 5.932 ± 0.39 

 1 M NaOH 
(Ç.K) 

24 25 µl 2-12 6.133 ± 0.35 

EMS (P.K) 24 10-3 M 21-84 50.74 ± 1.18 a3 

   EA 24 

60 
80 

100 

1-11 
1-13 
1-15 

6.010 ± 0.44 c3 
5.900 ± 0.25 c3 
6.110 ± 0.26 c3 

1 M NaOH 
(Ç.K) 

48 
25 µl 3-15 6.570 ± 0.14 

EMS (P.K) 48 10-3 M 27-97 63.30 ± 1.51 a3 

 
EA 

 
48 

60 
80 

100 

2-13 
2-11 
2-14 

6.450 ± 0.28 c3 
5.775 ± 0.21 c3 
5.675 ± 0.35 c3 

a: kontrol ile fark önemlidir; b: çözücü kontrol ile fark önemlidir; c: pozitif kontrol ile fark 
önemlidir; a1b1c1:  P≤0.05;   a2b2c2: P≤0.01;  a3b3c3:  P≤0.001 
*: Her preparattan 25, herbir grupta toplam 100 II. metefaz evresi değerlendirilmiştir.       
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Şekil 4.1. 12 Kardeş kromatid değişimi bulunan metafaz plağı (60 µg/ml EA, 24 

saatlik muamele,♀). X1000. 
 

         
Şekil 4.2. 76 Kardeş kromatid değişimi bulunan metafaz plağı (10-3 M EMS, 48  

saatlik muamele, ♂). X1000.  

   10 µm

    10 µm
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4.1.1.2. EA’nın Kromozom Anormallikleri (KA) Oluşumu Üzerindeki Etkisi 

Üç farklı konsantrasyonda (60, 80, 100 µg/ml) EA ile 24 veya 48 saat 

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan kromozom anormallik 

çeşitleri, kromozom anormalliğine sahip anormal hücre yüzdesi ve hücre başına 

düşen kromozom anormallikleri sayısı (KA/Hücre) Çizelge 4.2.’de görülmektedir. 

Muamele edilmiş kültürlerde, EA’nın etkisiyle ortaya çıkan anormal hücre 

(AH) yüzdesi ve hücre başına düşen anormallik (KA/hücre) oranları ile kontrol ve 

çözücü kontrolden (1 M NaOH) elde edilen bulgular arasında yapılan istatistiksel 

karşılaştırmada test maddesinin hiçbir konsantrasyon ve uygulama süresinde, 

anormal hücre yüzdelerini ve hücre başına düşen anormallik oranlarını önemli 

düzeyde etkilemediği anlaşılmıştır (P>0.05) (Çizelge 4.2). 

EA ile 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerde 

kromatid kırığı (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4)), kromozom kırığı (Şekil 4.5 ve Şekil 4.6), 

kromatid tipi fragment (Şekil 4.7), kromozom tipi fragment (Şekil 4.8) gibi yapısal 

kromozom anormallikleri ile poliploidi (Şekil 4.9) gibi sayısal kromozom 

anormalliğine  rastlanmıştır. 
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Şekil 4.3. Kromatid kırığı (B') bulunan metafaz plağı (80 µg/ml EA ile, 24 saatlik  
                muamele, ♀). X1000.   
 

        
Şekil 4.4. Kromatid kırığı (B') bulunan metafaz plağı (100 µg/ml, EA 48 saatlik   
                muamele, ♀). X1000. 

  10 µm 

  10 µm 
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Şekil 4.5. Kromozom kırığı (B'') bulunan metafaz plağı (60 µg/ml EA, 48 saatlik  
                saatlik muamele, ♂). X1000. 
 

        
Şekil 4.6. Kromozom kırığı (B'') bulunan metafaz plağı (100 µg/ml EA, 48 saatlik   
               muamele, ♀). X1000. 

   10 µm 

  10 µm 
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Şekil 4.7. Kromatid tipi fragment (F) bulunan metafaz plağı (60 µg/ml EA, 48   
                saatlik muamele, ♀).X1000. 
 

         
Şekil 4.8. Kromozom tipi fragment (F) bulunan metafaz plağı (10-3 M EMS, 48  
                saatlik muamele, ♀).X1000. 

  10 µm 

  10 µm 
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Şekil 4.9. Poliploid hücre kromozomları (10-3 M EMS, 48 saatlik muamele, ♂    
               (2n=92)). X1000.  

 

4.1.1.3. EA’nın DNA Replikasyonu ve Mitoz Bölünme Üzerindeki Etkileri 

EA’nın DNA replikasyonu üzerine etkisi PI ve mitoz bölünme üzerindeki 

etkisi ise MI’nın bulunması yoluyla saptanmıştır.  

Üç farklı konsantrasyondaki (60, 80 ve 100 µg/ml) EA ile 24 veya 48 saat 

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan PI ve MI Çizelge 4.3.’de 

görülmektedir.  

EA 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde DNA replikasyonunu 

etkilememiştir ve bu nedenle PI’de önemli fark bulunmamıştır (Çizelge 4.3).  

Test maddesi, mitotik indeks yönünden proliferasyon indeksine benzer 

tarzda etkiler sergilemişitir. Yani EA, 24 saatlik en düşük iki konsantrasyonda (60 

ve 80 µg/ml) ve 48 saatlik en düşük (60 µg/ml) ve en yüksek (100 µg/ml) 

konsantrasyonda genel olarak MI’yı düşürmüş, ancak bu düşüş kontrole oranla 

istatistiksel açıdan önemli bulunmamıştır (Çizelge 4.3).  

  10 µm 
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4.1.1.4. EA’nın Mikronükleus (MN) Oluşumu ve Nükleus Bölünmesi 

Üzerindeki Etkileri 

Üç farklı konsantrasyonda (60, 80 ve 100 µg/ml) EA ile 24 veya 48 saat 

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde MN oluşumu ve nükleus 

bölünmesi üzerine etkileri Çizelge 4.4.’de görülmektedir. 

EA, 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm dozlarda MN’li iki 

nükleuslu hücrelerin %’sini (% MNBN) ve MN %’sini genel olarak arttırmış 

olmasına rağmen bu artış kontrole nazaran istatiksel açıdan önemli bulunmamıştır 

(Çizelge 4.4.).  

Her ne kadar EA, MN oluşumunu önemli derecede uyarmasada muameli 

kültürlerin hücrelerinde değişik sayı ve büyüklükte mikronükleuslara 

rastlanmıştır (Şekil 4.10, Şekil 4. 11). 

EA’nın nükleus bölünmesi üzerindeki etkisi NBI bulunarak saptanmıştır 

(Çizelge 4.4). Buna göre EA, hem 24 hem de 48 saatlik muamele sürelerinde 

NBI’yı  kontrole oranla istatiksel açıdan anlamlı bir şekilde düşürmemiştir 

(Çizelge 4.4). 
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Şekil 4.10. Tek mikronükleus içeren iki nükleuslu hücre (80 µg/ml EA, 48 saatlik  
                   muamele, ♂) X1000. 
 

        
Şekil 4.11. İki mikronükleus içeren iki nükleuslu hücre (100 µg/ml EA, 48 saatlik  
                 muamele,♀) X1000. 

  

   10 µm 

   10 µm 

82 
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4.1.2. Elajik Asit (EA)’in İnsan Periferal Lenfositlerindeki Antigenotoksik 

Etkileri 

4.1.2.1. EA’nın EMS İle Muamele Edilmiş İnsan Periferal Lenfositlerinde 

Kardeş Kromatid Değişimi (KKD) Üzerindeki Etkileri 
 Test maddesinin antigenotoksisite potansiyelini ortaya çıkarmak için yapılan 

çalışmada kültür ortamına test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (10-3 M) 

konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan 

ortalama kardeş kromatid sayıları (KKD/Hücre) Çizelge 4.5.’de görülmektedir.   

  

Çizelge 4.5. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 veya 48 Saat Muamele 
Edilmiş Olan İnsan Periferal Lenfositlerinde ve Onların Kontrol 
Kültürlerinde Hücre Başına Düşen Ortalama KKD Sayısı*. 

Test 

Maddesi 

Muamele 

Süresi (saat) 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

Min-Max 

KKD 

KKD/Hücre±SH 

Kontrol - - 1-12 6.115 ±  0.248 

1 M NaOH 

(Ç.K) 
24 25 µl 2-13 5.745 ±  0.229 

EMS (P.K) 24 10-3 M 23-86 60.84 ±  2.69 a3 

 

EA 

 + 

EMS (10-3M) 

24 

60                  

80                  

100 

17-67        

21-59        

19-78 

45.09 ±  2.37 a3b3c1 

46.79 ±  1.78 a3b3c1 

34.66 ± 4.04 a3b3c3 

1 M NaOH 

(Ç.K) 
48 25 µl 3-14 7.97 ±  0.68 

EMS (P.K) 48 10-3 M 31-98 73.99 ±  1.92 a3 

EA 

+ 

EMS (10-3M) 

48 

60 

80 

100 

19-71        

19-68        

16-65 

46.56 ±  2.07 a3b3c3 

45.59 ±  1.57 a3b3c3 

38.02 ±  1.99 a3b3c3 

a: kontrol ile fark önemlidir; b: çözücü kontrol ile fark önemlidir; c: pozitif kontrol ile fark 
önemlidir; a1b1c1:  P≤0.05;   a2b2c2: P≤0.01;  a3b3c3:  P≤0.001 
*: Her preparattan 25, herbir grupta toplam 100 II. metafaz evresi   incelenmiştir. 
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EA+EMS uygulamasında hem 24 hem de 48 saatlik muamele sürelerinde 

test maddesi olan EA, kontrole ve çözücü kontrole oranla EMS kaynaklı artan 

KKD sayısını pozitif kontrolle kıyaslandığında  istatistiksel açıdan önemli oranda 

(P≤0.001) azaltmıştır (Çizelge 4.5). Yani EA, EMS’nin KKD’yi uyarıcı etkisine 

karşı engelleyici etki (antigenotoksik etki) göstermiştir. Bu azalış 24 saatlik 

muamele süresi ve 80 µg/ml’lik konsantrasyonun dışındaki tüm muamele 

gruplarında konsantrasyon artışına bağlı olarak gerçekleşmiştir (Çizelge 4.5). 

 

4.1.2.2. EA’nın EMS İle Muamele Edilmiş İnsan Periferal Lenfositlerinde 
Kromozom Anormallikleri (KA) Oluşumu Üzerindeki Etkileri 

Test maddesinin antigenotoksisite potansiyelini ortaya çıkarmak için 

yapılan çalışmada kültür ortamına test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (10-3 M) 

konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan 

kromozom anormallik çeşitleri, kromozom anormalliğine sahip anormal hücre 

yüzdesi ve hücre başına düşen kromozom anormallikleri (KA/Hücre) Çizelge 

4.6.’da görülmektedir.   

EA+EMS uygulamasında, EA 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve 

tüm konsantrasyonlarda EMS kaynaklı artan anormal hücre yüzdesini (AH) ve 

hücre başına düşen kromozom anormallik oranını (KA/Hücre) pozitif kontrole 

oranla isatistiksel açıdan önemli derecede azaltmıştır (P≤0.001) (Çizelge 4.6). 

Anormal hücre yüzdesindeki ve hücre başına düşen kromozom anormallikleri 

oranındaki bu anlamlı azalış 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde 

konsantrasyona bağlı bir şekilde gerçekleşmiştir (Şekil 4.12-4.15). 
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Şekil 4.12. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde EMS kaynaklı artan AH %’sinin EA’nın 
konsantrasyonuna bağlı olarak azalışını gösteren regresyon doğrusu ve 
korelasyon katsayısı (P<0.001). 

 

 
Şekil 4.13. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 48 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde EMS kaynaklı artan AH %’sinin EA’nın 
konsantrasyonuna bağlı olarak azalışını gösteren regresyon doğrusu ve 
korelasyon katsayısı (P<0.056). 

86 



4. BULGULAR VE TARTIŞMA                                                         Tuba DÖRDÜ 

 
Şekil 4.14. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde EMS kayanklı artan KA/Hücre’nin EA’nın 
konsantrasyonuna bağlı olarak azalışını gösteren regresyon doğrusu ve 
korelasyon katsayısı (P<0.007). 

 

 
Şekil 4.15. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 48 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde EMS kaynaklı artan KA/Hücre’nin EA’ nın 
konsantrasyonuna bağlı olarak azalışını gösteren regresyon doğrusu ve 
korelasyon katsayısı (P<0.053). 
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4.1.2.3. EA’nın EMS İle Muamele Edilmiş İnsan Periferal Lenfositlerinde 
DNA Replikasyonu ve Mitoz Bölünme Üzerindeki  Etkisi 

 EA’nın DNA replikasyonu üzerine etkisi proliferasyon indeksi (PI) 

(replikasyon indeksi (RI))’nin,  bölünme üzerindeki etkisi ise mitotik indeks 

(MI)’in bulunması yoluyla saptanmıştır.  

Test maddesinin antisitotoksik potansiyelini ortaya çıkarmak için yapılan 

çalışmada kültür ortamına test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (10-3 M) 

konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan 

PI ve MI Çizelge 4.7’de görülmektedir.  

EA+EMS uygulamasında, EA 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve 

tüm konsantrasyonlarda EMS kaynaklı azalan PI’yı pozitif kontrole oranla 

istatistiksel açıdan önemli derecede arttırmış ve bu artış önem derecesine göre 

sırasıyla 60, 80 ve 100 µg/ml şeklinde ve de konsantrasyona bağlı olarak 

gerçekleşmiştir (Çizelge 4.7). 

24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde EA+EMS uygulamasında, EA   

EMS kaynaklı azalan MI’yı  pozitif kontrole oranla  genel olarak arttırmış ancak bu 

artış sadece 24 ve 48 saatlik en yüksek konsantrasyonlarda (100 µg/ml) istitistiksel 

açıdan anlamlı bulunmuştur (P≤0.05) (Çizelge 4.7). 
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4.1.2.4. EA’nın EMS İle Muamele Edilmiş İnsan Periferal Lenfositlerinde 
Mikronükleus (MN) Oluşumu ve Nükleus Bölünmesi  (NBI) Üzerindeki  

Etkileri 

 Test maddesinin antigenotoksisite potansiyelini ortaya çıkarmak için 

yapılan çalışmada kültür ortamına test maddesi olan EA’ya ilaveten EMS (10-3 M) 

konularak 24 veya 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan 

MN oluşumu ve nükleus bölünmesi üzerine ettkileri Çizelge 4.8.’de görülmektedir.  

Genel olarak EMS ve EMS+EA ile muamele edilen kültürlerin 

hücrelerinde çok sayıda mikronükleusa rastlanmıştır (Şekil 4.16- 4.18). EA+EMS 

uygulamasında, EA 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm 

konsantrasyonlarda EMS kaynaklı artan MNNB %’si ve MN/hücre sayısını pozitif 

kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli derecede düşürmüştür (Çizelge 4.8). Bu 

düşüş 24 saatlik muamele süresinde en düşük iki dozda (60 ve 80 µg/ml) istatistiki 

açıdan daha önemli derecede olup (P≤0.05, P≤0.01) diğer tüm dozlarda da 

konsantrasyona bağlı bir şekilde gerçekleşmiştir (Şekil 4.19).  

EA+EMS uygulamasında, EA’nın EMS kaynaklı artan MN oluşumu 

üzerine olan antigenotoksik etkisi de MN’li iki nükleuslu hücrelerin yüzdesine olan 

etkisine benzerlik göstermektedir. Yani EA, EMS’nin neden olduğu artan MN 

oluşumunu 24 veya 48 saatlik muamele süreleri ve tüm konsantrasyonlarda MN 

oluşum oranını pozitif kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli derecede 

azaltmıştır (P≤0.001). MN oluşum frekansındaki azalış her iki muamele süresinde 

de (24 ve 48 saat) konsantrasyona bağlı bir şekilde gerçekleşmiştir (Çizelge 4.8). 

EA+EMS uygulamasında, EMS kaynaklı azalan  NBI’yı 24 veya 48 saatlik 

muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda pozitif kontrole oranla istatistiksel 

açıdan önemli derecede (P≤0.001) arttırmıştır (Çizelge 4.8). NBI’deki bu artış  

EA’nın konsantrasyonun bağlı bir şekilde gerçekleşmiştir (Şekil 4.20). 
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Şekil 4.15. Pozitif kontrol EMS ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 

mikronükleus oluşumu. (10-3 M EMS, 48 saatlik muamele, ♀).X1000. 
 

 
Şekil 4.17. İki mikronükleus içeren iki nükleuslu hücre (80 µg/ml EA+EMS, 48  
                  saatlik muamele, ♂). X1000. 
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Şekil 4.18. Bir mikronükleus içeren iki nükleuslu hücre (100 µg/ml EA+EMS, 48  
                  saatlik muamele, ♂). X1000. 
 

 

 

 

 

 

 

   10 µm 
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Şekil 4.19. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 24 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde EMS kaynaklı artan mikronükleus içeren iki 
nükleuslu hücre yüzdesinin (MNNB %’si) EA’nın konsantrasyonuna 
bağlı azalışını gösteren regresyon doğrusu ve korelasyon katsayısı 
(P<0.001). 

 

 
Şekil 4.16. Farklı konsantrasyonlarda EA+EMS ile 48 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde EMS kaynaklı azalan nükleus bölünme 
indeksinin (NBI) EA’nın konsantrasyonunaa bağlı olarak artışını 
gösteren regresyon doğrusu ve korelasyon katsayısı (P<0.016). 
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4.1.3. EA’nın İnsan Periferal Lenfositlerinde Nükleustan Göç Eden DNA 

Parçalarının Oluşturduğu Nükleusa Bağlı Kuyruğun  Uzunluğu, Kuyruktaki 
DNA Yoğunluğu ve Kuyruk Momenti Üzerindeki Genotoksik ve 

Antigenotoksik Etkileri 

4.1.3.1. EA’nın Genotoksik Etkisi 
 EA’nın DNA seviyesinde hasar oluşturup oluşturmadığı komet testi ile 

belirlenmiştir. EA’nın 60, 80 ve 100 µg/ml’lik konsantrasyonları ile 1 saat 

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan kuyruk momenti, kuyruk 

uzunluğu ve kuyruk yoğunluğu Çizelge 4.9’da görülmektedir. 

 EA, tüm konsantrasyonlarda ve muamele sürelerinde kuyruk uzunluğu, 

kuyruk yoğunluğu ve kuyruk momenti oranlarını konsantrasyona bağlı olacak 

şekilde genel olarak düşürmüş (Şekil 4.21 ve 4.22) ancak bu düşüş kontrole 

nazaran istatistiksel açıdan önemli bulunmamıştır (P>0.05) (Çizelge 4.9). 

Muameleler sonucu ortaya çıkan dalgalanmalar güven sınırları içinde kaldığı için 

istatistiksel anlam bulunmamıştır. 

Kuyruk uzunluğu ve kuyruk yoğunluğundaki azalışlar konsantrasyona 

bağlı bir şeklide gerçekleşmiştir (Şekil 4.23 ve 4.24). 

 

4.1.3.2. EA’nın Antigenotoksik Etkisi 
 EA’nın DNA seviyesinde hasar oluşturup oluşturmadığı ve pozitif kontrol 

olarak kullanılan H2O2’nin zararlı etkilerine karşı hücreyi koruyup koruyamadığı 

komet testi ile belirlenmiştir. Bu amaçla 60, 80 ve 100 µg/ml konsantrasyonlardaki 

EA ile birlikte H2O2  ile 1 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 

saptanan kuyruk momenti, kuyruk uzunluğu ve kuyruk yoğunluğu Çizelge 4.9’da 

görülmektedir. 

EA+H2O2 uygulamasında, EA H2O2 kaynaklı artan kuyruk uzunluğunu 

pozitif kontrole oranla genel olarak düşürmüş (Şekil 4.25 ve 4.26) ancak bu düşüş 

en yüksek iki konsantrasyonda (80 ve 100 µg/ml) istatistiksel açıdan önemli 

seviyede olmuştur (P≤0.05, P≤0.01) (Çizelge 4.9). 
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Şekil 4.17. DNA’sı göç etmiş (kuyruklu=a) ve DNA’sı göç etmemiş (kuyruksuz=b) 

nükleuslar (60 µg/ml EA, 1 saatlik muamele,♀). X1000. 
 

 
Şekil 4.22. DNA’sı göç etmiş (kuyruklu=a) ve DNA’sı göç etmemiş (kuyruksuz=b) 

nükleuslar (100 µg/ml EA, 1 saatlik muamele,♀). X1000. 
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Şekil 4.23. Farklı konsantrasyonlarda EA ile 1 saat muamele edilen insan periferal  
lenfositlerinde kuyruk uzunluğunun konsantrasyona bağlı azalışını 
gösteren regresyon doğrusu ve korelasyon katsayısı (P<0.031). 

                

Şekil 4.24. Farklı konsantrasyonlarda EA ile 1 saat muamele edilen insan periferal  
lenfositlerinde  DNA’daki kuyruk yoğunluğunun konsantrasyona bağlı 
azalışını gösteren regresyon doğrusu ve korelasyon katsayısı (P<0.029).    
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Şekil 4.25. Pozitif kontrol H2O2 ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 

DNA’sı göç etmiş (kuyruklu) nükleuslar (%35’lik H2O2, 1 saatlik 
muamele, ♂). X1000. 

 

 
Şekil 4.26. Pozitif kontrol H2O2+60 µg/ml EA ile muamele edilen insan periferal 

lenfositlerinde DNA’sı göç etmiş (kuyruklu) ve DNA’sı göç etmemiş 
(kuyruksuz) nükleuslar (% 35’lik H2O2, 1 saatlik muamele,♀). X1000. 
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Şekil 4.27. Pozitif kontrol H2O2+80 µg/ml EA ile muamele edilen insan periferal 

lenfositlerinde DNA’sı göç etmiş (kuyruklu=a) ve DNA’sı göç etmemiş 
(kuyruksuz=b) nükleuslar (% 35’lik H2O2, 1 saatlik muamele, ♂). 
X1000. 

 

 
Şekil 4.18. Pozitif kontrol H2O2+100 µg/ml EA ile muamele edilen insan periferal 

lenfositlerinde DNA’sı göç etmiş (kuyruklu=a) ve DNA’sı göç etmemiş 
(kuyruksuz=b) nükleuslar (% 35’lik H2O2, 1 saatlik muamele,♀). 
X1000. 
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Yine EA+H2O2 uygulamasında, EA H2O2 kaynaklı artan kuyruk 

yoğunluğu ve kuyruk momenti oranlarını pozitif kontrole oranla genel olarak 

düşürmüş ancak bu düşüşler kuyruk yoğunluğu için en yüksek konsantrasyonda 

(100 µg/ml), kuyruk momenti için ise en yüksek iki konsantrasyonda (80 ve 100 

µg/ml) istatistiksel açıdan önemli olmuştur (Çizelge 4.9). Kuyruk uzunluğu ve 

kuyruk yoğunluğundaki  azalışlar konsantrasyona bağlı bir şekilde gerçekleşmiştir 

(Şekil 4.29 ve 4.30). 
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Şekil 4.29. Farklı konsantrasyonlarda EA+H2O2 ile 1 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde H2O2 kaynaklı artan kuyruk uzunluğunun 
EA’nın konsantrasyonuna bağlı olarak azalışını gösteren regresyon 
doğrusu ve korelasyon katsayısı (P<0.033). 

 

 
Şekil 4.30. Farklı konsantrasyonlarda EA+H2O2 ile 1 saat muamele edilen insan 

periferal lenfositlerinde H2O2 kaynaklı artan kuyruk momentinin 
EA’nın konsantrasyonuna bağlı olarak azalışını gösteren regresyon 
doğrusu ve korelasyon katsayısı (P<0.009).            
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4.2. Tartışma  
Bu çalışma, doğal antioksidan grubunda yer alan ve aynı zamanda bitkisel 

kaynaklı fenolik bir bileşik olan EA’nın insan periferal lenfositlerinde genotoksik 

ve antigenotoksik özelliğe sahip olup olmadığını KKD, KA, MN ve KOMET 

testleri ile, sitotoksik özelliğe sahip olup olmadığını ise PI, MI ve NBI’sını 

inceleyerek saptamak amacıyla yapılmıştır. 

Çalışmadan elde edilen sonuçlar, başka araştırıcıların antioksidan 

kullanarak yaptıkları çalışmalardan elde ettikleri sunuçlar ile karşılaştırılmıştır. 

 

4.2.1. Elajik Asit (EA)’in İnsan Periferal Lenfositlerinde Kardeş Kromatid  
Değişimi (KKD) Üzerindeki Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri 

Bu çalışmada, EA’nın insan periferal lenfositlerinde 24 veya 48 saatlik 

muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda KKD’yi uyarmadığı saptanmıştır. 

EA+EMS’nin birlikte uygulandığı deney grubunda ise EA’nın EMS kaynaklı artan 

KKD sayısını pozitif kontrolle kıyaslandığında tüm konsantrasyonlarda önemli 

ölçüde azaltarak antigenotoksik bir etki gösterdiği saptanmıştır. Şimdiye kadar 

EA’nın KKD oluşumu üzerine genotoksik ve antigenotoksik etkisini gösteren 

çalışmalar yapılmamıştır. Ancak aynı antioksidan grubunda yer alan ve KKD 

oluşumu üzerindeki etkileri araştırılan doğal antioksidanlarla yapılan çalışmaları şu 

şekilde özetleyebiliriz: 

Šiviková ve ark. (2001) koyun periferal lenfositlerinde karbon tetraklorür 

(CCl4)’ün genotoksisitesine karşı vitamin E ve selenyum’un antigenotoksik 

etkilerini belirlemek üzere yaptıkları in vitro KKD testinde vitamin E ve 

selenyum’un KKD sayısını kontrole oranla istatistiksel açıdan önemli derecede 

azalttığını bildirmişlerdir. Nefić (2008), vitamin C’nin çeşitli ajanlarla uyarılan 

KKD sayısını azalttığını bildirmişlerdir. 

 Araştırıcıların elde ettikleri bu sonuçlar bizim çalışmamızdan elde 

ettiğimiz sonuçları destekler niteliktedir. 
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4.2.2. Elajik Asit (EA)’in İnsan Periferal Lenfositlerinde Kromozom  

Anormallikleri (KA) Üzerindeki Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri 

Bu çalışmada, EA (EA)’in insan periferal lenfositlerinde 24 veya 48 saatlik 

muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda KA’yı uyarmadığı saptanmıştır. 

EA+EMS’nin birlikte uygulandığı deney grubunda ise  EA 24 veya 48 saatlik 

muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda EMS kaynaklı artan anormal 

hücre yüzdesini (AH) ve hücre başına düşen kromozom anormallik oranını 

(KA/Hücre) dolayısıyla KA oluşumunu pozitif kontrole oranla istatistiksel açıdan 

önemli derecede ve konsantrasyona bağlı olacak bir şekilde azalttığı saptanmıştır.  

Thresiamma ve ark. (1998)’nın 1.5- 3.0 Gy radyasyona maruz bırakılan 

farelerin kemik iliği hücrelerini kullanarak yaptıkları bir çalışmada 200 µM EA’nın 

kromozomal bozukluk gösteren kemik iliği hücrelerinin sayısını önemli ölçüde 

azalttığını tespit etmişlerdir. 

Narayanan ve ark. (1999) sıçan periferal kan lenfositleriyle yaptıkları bir 

çalışmada EA’nın sıçan lenfositlerinde radyasyona bağlı oluşan DNA dizilim 

defektlerini önemli ölçüde azalttığını rapor etmişlerdir. 

Adluri ve ark. (2007) ile Sudheer ve ark. (2007) daha önce yapılan Komet 

ve MN deneylerinde toksik konsantrasyonu belirlenen nikotin (3 mM) ile sıçan 

periferal kan lenfositlerini muamele etmişler ve DNA zararları artmış hücrelerin 

ortamına 10, 50, 100, 150 ve 300 µM ilave edilen EA’nın tüm konsantrasyonlarda 

hücrelerdeki DNA zararlarının oluşumunu önlediğini bildirmişlerdir. 

Sharma ve Sharma (2012) karbofuran pestisidi ile genotoksisitesi 

indüklenmiş insan periferal lenfositlerini kullanarak yaptıkları in vitro çalışmada  

önce karbofuran ile muamele edilerek DNA zararlarının oluşması sağlanmış olan 

lenfosit hücrelerine sonradan 10 µM verilen vitamin C ve vitamin E 

antioksidanlarının hücrelerde reaktif oksijen türlerinin oluşumunu engelleyerek 

DNA zararlarını anlamlı bir şekilde azalttığını saptamışlardır. 

Baluchnejadmojarad ve ark. (2017)  parkinsonlu sıçanlara tedavi amaçlı 

verilen 6-hidroksidopamin (6-OHDA)’nin sıçan beyninde oluşturacağı 
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nörotoksisite üzerine EA’nın olası etkilerini incelemek üzere yaptıkları  

çalışmalarda 6-OHDA verilen hastalara daha sonra bir hafta boyunca günlük 50 

mg/kg verilen EA’nın melondialdehit (MDA), reaktif oksijen türleri (ROS) ve 

DNA fragmentasyonunu azalttığını bildirmişlerdir. 

Yukarıda açıklanan araştırıcıların yaptıkları deneylerden elde ettikleri  

sonuçlar bizim çalışmamızın sonuçlarını destekler yöndedir. 

 

4.2.3. Elajik Asit (EA)’nın İnsan Periferal Lenfositlerinde Mikronükleus  

(MN) Oluşumu Üzerindeki Genotoksik ve Antigenotoksik Etkileri 

 Bu çalışmada EA, 24 ve 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm 

konsantrasyonlarda MN’li iki nukleuslu hücrelerin %’sini (% MNBN) ve MN 

%’sini genel olarak arttırmış olmasına rağmen,  bu artış kontrole nazaran 

istatistiksel açıdan önemli bulunmamıştır. Ancak EA+EMS uygulamasında, EA 24 

veya 48 saatlik muamele sürelerinde ve tüm konsantrasyonlarda EMS kaynaklı 

artan MN’li iki nukleuslu hücrelerin %’sini  pozitif kontrole oranla istatistiksel 

açıdan önemli derecede düşürmüştür. 

Başka araştırcıların EA kullanarak yaptıkları mikronükleus testinden elde 

ettikleri sonuçları şu şekilde özetleyebiliriz:  

Adluri ve ark. (2007) ile Sudheer ve ark. (2007) daha önce yapılan Komet 

ve MN deneylerinde toksik konsantrasyonu belirlenen nikotin (3 mM) ile sıçan 

periferal kan lenfositleri muamele edilmiş ve lipid proksidaz seviyesi, DNA 

zararları ve MN sayısı artmış hücrelerin ortamına  10, 50, 100, 150 ve 300 µM EA 

ilave etmişler ve sonuçta EA’nın tüm konsantrasyonlarda hücrelerdeki DNA 

zararlarının oluşumunu önleyerek MN sayısını önemli ölçüde azalttığını, ancak 

maksimum korumanın 100 µM konsantrasyondaki EA ile sağlandığını 

bildirmişlerdir.  

Gradecka-Meesters ve ark. (2011),  C57BL/6J fare hücre hattı kullanarak 

yaptıkları komet testinde EA’nın, farelere 30 mg/kg konsantrasyonlarda verilen 

benzopren (BP)’nin DNA’da oluşturacağı zararları büyük ölçüde önlediğini ve fare 
105 



4. BULGULAR VE TARTIŞMA                                                         Tuba DÖRDÜ 

kemik iliği hücrelerindeki polikromatik eritrositlerde BP kaynaklı MN oluşumuna 

karşı hücrede koruyucu bir etki oluşturduğunu bulmuşlardır. 

Godevac ve ark. (2011)’nın insan periferal lenfositlerini kullanarak 

yaptıkları in vitro MN testinde böğürtlen tohumlarından elde edilen EA ve 

türevlerinin sitokalasin-B ile muamele edilen hücrelerde MN oluşum sıklığını 

kontrole oranla önemli ölçüde azalttığı saptanmıştır. 

EA’nın antigenotoksik ve antioksidatif bir etkiye sahip olup olmadığını 

belirlemek üzere erkek Swiss albino fareleri kullanılarak yapılan in vivo bir 

çalışmada siklofosfamid (CPM) ile birlikte 7 gün boyunca intraperitonal yoldan 50 

ve 100 mg/kg v.a EA verilen farelerin kemik iliği hücrelerinde EA’nın MN 

oluşumunu kontrole oranla önemli ölçüde azalttığı saptanmıştır (Muneeb ve ark., 

2012). 

Berni ve ark. (2012), EA’nın antigenotoksik bir etkiye sahip olup 

olmadığını belirlemek amacıyla insan hepatoma hücreleri (HepG2) ile in vitro ve 

fare kemik iliği hücreleri ile ise in vivo yaptıkları MN testlerinde hücreleri 

kanserojen bir madde olan N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) ile 

muamele etmişler ve sonuçta EA’nın gerek in vivo gerekse in vitro yapılan 

çalışmalarda MN oluşum sıklığını kontrole oranla önemli ölçüde azalttığını 

saptamışlardır. 

Görüldüğü gibi araştırıcıların EA kullanarak yaptıkları MN testinden elde 

ettikleri sonuçlar bizim çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçları destekler 

niteliktedir. 

 

4.2.4. Elajik Asit (EA)’in İnsan Periferal Lenfositlerinde Hücre 
Proliferasyonu, Mitoz Bölünme ve Nükleus Bölünmesi Üzerindeki Sitotoksik 

ve Antisitotoksik Etkileri 

 Bu çalışmada EA’nın insan periferal lenfositleri üzerinde sitotik etkiye 

sahip olup olmadığı proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeks (MI) ve nükleus 

bölünme indeksi (NBI) saptanması yoluyla belirlenmiştir. Çalışmamızdan elde 
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ettiğimiz sonuçlara göre EA hücre proliferasyonunu, mitoz bölünmeyi ve nükleus 

bölünmesini önemli düzeyde etkilememiştir. Dolayısıyla test maddesi EA’nın 

DNA repliksayonu ve hücre bölünmesi üzerinde olumsuz bir etkisi yoktur.  

EA+EMS uygulamasında ise EA 24 veya 48 saatlik muamele sürelerinde 

ve tüm konsantrasyonlarda EMS kaynaklı azalan PI ve NBI’yı pozitif kontrole 

oranla istatistiksel açıdan önemli derecede arttırmıştır. Yine EA+EMS 

uygulamasında, EA EMS kaynaklı azalan MI’yı pozitif kontrole oranla 

konsantrasyona bağlı bir şekilde genel olarak arttırmış ancak bu artış sadece 24 

veya 48 saatlik uygulamalarda ve en yüksek konsantrasyonda (100 µg/ml) 

istitistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur. Çalışmamızın genotoksik ve 

antigenotoksik kısmından elde ettiğimiz bu sonuçlar  EA’nın sitotoksik etkisiyle 

ilintili olan apoptotik, antikanser ve antitümör etkilerin araştırıldığı çalışmaların 

çoğundan elde edilen sitotoksite sonuçları ile  benzerlik göstermektedir. Bu 

çalışmalardan bazıları:  

Bizim çalışmamızı destekler nitelikte olan  Losso ve ark. (2004)’nın 

yaptıkları benzer bir çalışmada 1-100 µM konsantrasyonlardaki EA’nın seçici bir 

sitotoksisite ve antiproliferatif bir aktivite göstererek Caco-2 kolon kanseri, MCF-7 

meme kanseri, Hs578T meme kanseri ve DU 145 prostat kanseri hücre soylarında 

apoptozise yol açtığı, buna karşılık HEL-299 normal insan akciğer fibroblast 

hücrelerinin canlılığı üzerinde herhangi bir toksik etki oluşturmadığı saptanmıştır. 

Yine Larrosa ve ark. (2006) tarafından yapılan başka bir çalışmada ise 1-30 µM 

konsantrasyonlardaki EA’nın Caco-2 insan kolon kanseri hücrelerinde hücre 

proliferasyonunu konsantrasyona ve zamana bağlı olarak azaltırken, normal kolon 

hücrelerinde herhangi bir apoptotik etkisinin olmadığı belirlenmiştir.  

Seeram ve ark. (2005) ile Fjaeraa ve Nanberg  (2009)’ nın KB, CAL27 

insan oral, HT-29 kolon, RWEP-1 prostat ve SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücreleriyle yaptıkları bir çalışmada 10-100 µM arası konsantrasyonlardaki EA’nın 

konsantrasyon ve zamana bağlı olarak hücre proliferasyonu üzerinde inhibitör bir 

etki oluşturduğu, hücre canlılığını azalttığı ve apoptozisi uyardığı saptanmıştır.   
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Ekinci (2009), sıçan C6 glioma hücrelerinin iki ve üç boyutlu hücre kültür 

modellerini kullanarak yaptığı bir çalışmada 1-100 µM EA’nın konsantrasyon ve 

zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunu ve canlılık oranını önemli ölçüde 

azalttığını bildirmiştir. 

Erenoğlu (2012), EA’nın meme kanseri hücre hatları olan SKBR-3 ve 

MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerini araştırmak üzere yaptığı 

çalışmada EA’nın on bir farklı konsantrasyonunu (5 µM, 10 µM, 20 µM, 30 µM, 

40 µM, 50 µM, 100 µM, 150 µM, 200 µM, 250 µM ve 300 µM) 72 ve 96 saat 

süreyle uygulamıştır. Araştırıcı sonuçta EA’nın kanserli hücrelerde hücre 

proliferasyonunu uygulanan konsantrasyon  ve zamana bağlı olarak kontrole oranla 

istatiksel açıdan anlamlı bir şekilde azalttığını ve hücreleri apoptoza sevk ettiğini 

ve dolayısıyla kanserli hücreler üzerinde sitotoksik bir etki gösterdiğini saptamıştır. 

Ceci ve ark. (2016), EA’nın kanser hücreleri üzerindeki antitümör etkisini 

incelemek için T24, UM-UC-3, 5637 ve HT-1376 olmak üzere dört farklı insan 

mesane kanser hücre hattı kullanarak in vitro ve intraperitonal yoldan UM-UC-3 

hücreleri (5x106) enjekte edilen fareler ile in vivo çalışmalar yapmışlardır. 

Araştırıcılar sonuçta EA’nın gerek in vitro gerekse in vivo çalışmalarda 

konsantrasyona bağlı olacak şekilde tümör hücreleri üzerinde antiproliferatif bir 

etkiye sahip olduğunu, VEGF-A’nın (vasküler endotel büyüme faktörü A) 

reseptörü olan VEGFR-2 geninin ekspresyonunu baskılayarak tümör hücrelerinin 

anjiyogenezini önlediğini ve PD-L1 genini (programlanmış hücre ölüm ligandı 1) 

aktive ederek tümör hücrelerini apoptozise sevk ettiğini bildirmişlerdir. Benzer 

şekilde Guo ve ark. (2016), nar kabuğundan elde ettikleri EA’nın mesane kanseri 

üzerindeki antikanserojenik etkilerini belirlemek üzere HeLa hücrelerini kullanarak 

yaptıkları in vitro bir çalışmada EA’nın IGFBP7 geninin ekspresyonunu doza bağlı 

bir şekilde arttırarak hücre proliferasyonu, farklılaşması, hücre yayılımı ve 

apoptoziste görev alan AKT/mTOR sinyal yolunu engellediğini ve böylece kanserli 

hücrelerin yayılımını önleyerek onları apoptoza sevk ettiğini bildirmişlerdir. 
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Görüldüğü gibi tüm bu sonuçlar bizim çalışmamızda EA’nın 

sitotoksisitesini belirlemek üzere yaptığımız testlerden elde ettiğimiz sonuçları 

destekler yöndedir. 

 

4.2.5. Elajik Asit (EA)’in İnsan Periferal Lenfositlerinde Nükleustan Göç 

Eden DNA Parçalarının Oluşturduğu Nükleusa Bağlı Kuyruğun  Uzunluğu, 
Kuyruktaki DNA Yoğunluğu ve Kuyruk Momenti Üzerindeki Genotoksik ve 

Antigenotoksik Etkileri 

 EA, tüm konsantrasyonlarda ve muamele sürelerinde kuyruk uzunluğu, 

kuyruk yoğunluğu ve kuyruk momentini konsantrasyona bağlı olacak şekilde genel 

olarak düşürmüş ancak bu düşüş kontrole nazaran istatistiksel açıdan önemli 

bulunmamıştır  

EA+H2O2 uygulamasında, EA H2O2 kaynaklı artan kuyruk uzunluğunu 

pozitif kontrole oranla genel olarak düşürmüş ancak bu düşüş 80 ve 100 µg/ml 

konsantrasyonlarda  istatistiksel açıdan önemli seviyede olmuştur. 

Yine EA+H2O2 uygulamasında, EA H2O2 kaynaklı artan kuyruk 

yoğunluğu ve kuyruk momenti oranlarını pozitif kontrole oranla genel olarak 

düşürmüş ancak bu düşüşler kuyruk yoğunluğu için en yüksek konsantrasyonda 

(100 µg/ml), kuyruk momenti için ise 80 ve 100 µg/ml konsantrasyonlarda 

istatistiksel açıdan önemli olmuştur.  

Komet testinden elde ettiğimiz genotoksik ve antigenotoksik sonuçları 

birlikte değerlendirecek olursak EA’nın kuruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu ve 

kuyruk momenti üzerinde herhangi bir genotoksik etkisinin bulunmadığı, buna 

karşın H2O2  kaynaklı artan DNA hasarlarını özellikle yüksek iki konsantrasyonda 

önemli ölçüde telafi ettiği ve dolayısıyla antigenotoksik etkiye sahip olabileceği 

sonucuna varılmıştır. 

Cozzi ve ark. (1995), hidrojen peroksit (H2O2) ve mitomisin-C ile uyarılan 

Çin hamster ovaryum (CHO) hücrelerini kullanarak yaptıkları in vitro bir 
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çalışmada EA’nın reaktif oksijen türlerinin oluşumunu ve dolayısıyla DNA’ya 

bağlanmasını engelleme yoluyla DNA hasarlarını önlediğini bildirmişlerdir. 

Gradecka-Meesters ve ark. (2011),  C57BL/6J fare hücre hattını kullanarak 

yaptıkları komet testinde EA’nın, farelere 30 mg/kg konsantrasyonlarda verilen 

benzopren (BP)’nin DNA’da oluşturacağı zararları büyük ölçüde önlediğini ve fare 

kemik iliği hücrelerindeki polikromatik eritrositlerde BP kaynaklı MN oluşumuna 

karşı hücrede koruyucu bir etki oluşturduğunu bulmuşlardır. 

Kahl ve ark. (2012) vitamin C’nin antioksidan özelliğini belirlemek üzere 

nikotin ile toksik etkiler ve DNA zararları oluşturulmuş fareleri kullanarak 

yaptıkları in vitro komet testinde vitamin C’nin nikotin kaynaklı hücrelerde oluşan 

DNA zararlarını ve toksisiteyi büyük ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. 

Vitamin C’nin hidrojen peroksit (H2O2) ile DNA zararlarının oluşumu 

uyarılan insan kolerektal adenokarsinoma hücre hattı (HT29) üzerindeki etkilerinin 

araştırıldığı in vitro comet testinde 10, 25, 50 ve 100 µM konsantrasyonlarda 

kullanılan vitamin C’nin H2O2’nin sebep olduğu DNA zararlarını pozitif kontrole 

oranla istatistiksel açıdan önemli derecede düşürdüğü rapor edilmiştir (Kontek ve 

ark., 2013).  

Özetle çalışmamamızdan elde etiiğimiz sonuçlar EA ve yine doğal 

antioksidanlar grubunda yer alan başka antioksidanlar ile yapılan çalışmalardan 

elde edilen sonuçları destekler yöndedir. Buna göre EA’nın sitotoksik ve 

genotoksik olmadığı, buna karşın bilinen bir mutajen olan EMS’nin sebep olduğu  

genotoksisite ve sitotoksiteyi büyük ölçüde engelleyerek antigenotoksik ve 

antisitotoksik bir etkiye sahip olduğu sonucuna varılabilir.  
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Araştırmada bitkilerde bulunan bir fenolik bileşik olan ve aynı zamanda 

doğal antioksidan grubunda yer alan EA, insan periferal lenfositlerinde KKD 

sayısını arttımamış aksine bilinen bir mutajen olan EMS ile birlikte kullanıldığında 

EMS kayanklı artan KKD sayısını pozitif kontrole oranla önemli derecede 

azaltmıştır. 

EA, kromozom anormalliği ve mikronukleus oluşumu gibi genotoksite 

parametreleri üzerinde belirgin bir etki göstermemiştir. Bu sonucun aksine bilinen 

klastojenik ajanın (EMS’nin) genotoksik etkilerini hemen hemen tüm 

konsantrasyonlarda minimize etmiştir.  

Çalışmada genotoksisiteyi belirlemek için tamamlayıcı bir test sistemi 

olarak kullanılan Komet testinden elde edilen sonuçlara göre ise EA’nın genotoksik 

olmadığı aksine H2O2 ile birlikte muamele edildiği gruplarda H2O2 kaynaklı artan  

kuyruk yoğunluğunu en yüksek konsantrasyonda (100 µg/ml), kuyruk uzunluğu ve 

kuyruk momenti oranlarını ise  yüksek iki konsantrasyonda (80 ve 100 µg/ml) 

istatistiksel açıdan anlamlı derecede azaltarak antigenotoksik etki göstermiştir. 

Test maddesinin sitotoksik potansiyeli hakkında fikir edinmek için 

belirlenen PI, MI ve NBİ’nin tüm muamele süreleri ve konsantrasyonlarda 

kontroldekinden farklı olmadığı saptanmıştır. Bu sonuçlara göre EA’nın sağlıklı 

periferal lenfosit hücreleri üzerinde herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadığı 

kanaatine varılmıştır. Ayrıca EA, EMS kaynaklı azalan PI ve NBI’yı 24 veya 48 

saatlik muamele süreleri ve tüm konsantrasyonlarda MI’yı ise sadece 24 veya 48 

saatlik muamele sürelerinde en yüksek konsantrasyonda (100 µg/ml) pozitif 

kontrole oranla istatistiksel açıdan anlamlı derecede arttırmıştır. 

Sonuçlar toplu olarak değerlendirildiğinde gerek test maddesi olan EA ile 

gerekse aynı grupta yer alan diğer doğal antioksidanlarla yapılan çalışmalardan 

elde edilen tüm sonuçlar bu çalışmadan  elde edilen sonuçları destekler yöndedir. 

Dolayısıyla EA, sağlıklı hücrelerde genotoksik ve sitotoksik etkilere neden 
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olmamakta, aksine bilinen genotoksik ajanın etkilerini ise genel anlamda 

baskılamaktadır. Test maddesinin genotoksik ve sitotoksik etkisinin olmaması, 

ayrıca antigenotoksik ve antisitotoksik etki göstermesi onu mutajenlere karşı 

koruyucu olarak kullanılması konusunda gelecek vadeden moleküller kategorisine 

sokmaktadır. Bu çalışmaya  ilaveten farklı test sistemleri ve/veya kanser hücre 

hatları gibi farklı hücre tipleri kullanılarak yapılacak olan in vitro ve özellikle in 

vivo deneylerden saptanacak bulgular EA’nın kesin olarak sitotoksik ve genotoksik 

olup olmadığını ve aynı zamanda antigenotoksik ve antikanserojen etkiye sahip 

olup olmadığını ortaya koyacaktır.  
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