T.C
ERZINCAN BINALI YILDIRIM UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

KURKUMIN VE ELAJIK ASITIN INSAN PERIFERAL
LENFOSITLERINDE LUSIDIN ILE UYARILMIS DNA HASARI
UZERINE ETKIiSININ COMET ASSAY iLE BELIiRLENMESI

Umit HARURLUOGLU

Damisman: Dog. Dr. Deniz ALTUN COLAK

BiYOLOJi
ANABILIM DALI

ERZINCAN
2022
Her Hakki Sakhdr.



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KURKUMIN VE ELAJIK ASITIN INSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE
LUSIDIN iLE UYARILMIS DNA HASARI UZERINE ETKISININ COMET
ASSAY iLE BELIRLENMESI

Umit HARURLUOGLU

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Dog. Dr. Deniz ALTUN COLAK

Lusidin, kokboya bitkisinden elde edilen ve boyarmadde olarak kullanilan antrokinon
tiirevi bir metabolittir. Kurkimin ve elajik asit ise son yillarda hizla popiilaritesi artan
polifenol grubu antioksidanlardandir. Bu ¢alismada, insan periferal kan lenfositlerinde
elajik asit ve kurkuminin olasi lusidin genotoksisitesine karsi antigenotoksik etkileri tek
hiicre jel elektroforez test yontemi olarak adlandirilan comet assay ile arastirilmustir.
Calismada negatif kontrol (%10 DMSO), pozitif kontrol (EMS; 1 mM), lusidin (LUC;
200 uM), elajik asit (EA; 50 ve 100 uM), kurkumin (CUR; 0,1 ve 1 uM), LUC+EA,
LUC+CUR ve LUC+EA+CUR gruplari kullanilmistir. LUC, EA ve CUR ile ayr1 ayr1 ve
kombine sekilde 24 saat muamele edilen hiicreler alkali comet assay ile analiz edilmistir.
Floresan mikroskop altinda hiicreler sayilarak ortalama hasarli hiicre yiizdesi ve genetik
hasar indeksi, kuyruk uzunlugu, kuyruk DNA yogunlugu (%) ve kuyruk momenti
bulunmustur. Elde edilen veriler SPSS paket programi kullanilarak negatif kontrol grubu
ile karsilastirilmistir. Genetik hasar indeksi, hasarli hiicre yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momenti parametreleri LUC grubunda kontrole gore onemli oranda artis
gostermistir. Bu degerlerin EA ve CUR’un tim gruplarinda kontrole gore diisiikken
LUC+EA, LUC+CUR ve LUC+EA+CUR kombinasyon gruplarinda kontrole yaklastig
gozlenmistir. Sonug olarak insan periferal kan lenfositlerinde LUC’un DNA hasar1
olusturarak toksik etki gosterdigi ve EA ve CUR’a ait kombinasyon uygulamalarinin
antigenotoksik etkiyle LUC toksisitesini azalttigi gozlemlenmistir. Boylece EA ve
CUR’un DNA koruyucu ozellige sahip oldugu sekilde bir degerlendirme yapilmistir.

2022, 56 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

EVALUATION OF EFFECT OF CURCUMIN AND ELAGIC ACID ON
LUCIDIN-INDUCED DNA DAMAGE ON HUMAN PERIPHERAL
LYMPHOCYTES BY COMET ASSAY

Umit HARURLUOGLU

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK

Lucidin is an anthraquinone derivative metabolite obtained from the root dye plant and
used as a dyestuff. Curcumin and ellagic acid are the polyphenol group antioxidants that
have recently gained popularity. In this study, the antigenotoxic effects of ellagic acid and
curcumin against possible genotoxicity of lucidin in human peripheral blood lymphocytes
were investigated with the comet assay, which is called a single cell gel electrophoresis
test method. In the study, negative control (10% DMSO), positive control (EMS; 1 mM),
lucidine (LUC; 200 uM), ellagic acid (EA; 50 and 100 uM), curcumin (CUR; 0.1 and 1
uM), LUC +EA, LUC+CUR, and LUC+EA+CUR groups were used. Cells treated with
LUC, EA, and CUR separately and in combination for 24 hours were analyzed by alkaline
comet assay. The mean percentage of damaged cells, genetic damage index, tail length,
tail DNA density (%), and tail moment were found by counting cells under a fluorescent
microscope. The data were compared with the negative control group using the SPSS
package program. Genetic damage index, percentage of damaged cells, tail length, and
tail moment parameters increased significantly in the LUC group compared to the control.
While these values were lower in all EA and CUR groups compared to the control, it was
observed that they approached the control in the LUC+EA, LUC+CUR, and
LUC+EA+CUR combination groups. As a result, it has been observed that LUC has a
toxic effect by creating DNA damage in human peripheral blood lymphocytes, and
combination applications of EA and CUR reduce LUC toxicity with an antigenotoxic
effect. Thus, an evaluation was made that EA and CUR have DNA protective properties.

2022, 56 pages

Keywords: Comet assay, Curcumin, Ellagic acid, Genotoxicity, Lucidine.
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1. GIRIS

Sifali olarak nitelendirilen bitkiler giivenililirlikleri konusunda herhangi bir bilimsel
calisma olmaksizin geleneksel olarak diinyanin bir¢ok bolgesinde yiizyillardir
kullanilmis ve bu bitkilerden gida ve boyar maddeler olarak istifade edilmistir. Bu
bitkilerden sentezlenen dogal boyar maddeler giinliik yasantimizda genellikle kozmetik,
tekstil, gida, sanat ve ila¢ sanayinde iretilen iriinlerle sik bir sekilde karsimiza
cikmaktadir. Bu fdiriinlerin sentezlendikleri bitkilerin gida veya farkli amaglarla
kullanildiklarinda insanlart etkileyen bir takim toksik maddeler sentezledikleri
bilinmektedir (Teixeria vd., 2003; Owolarafe vd., 2020). Bitkinin tiiriine, mevsimsel ve
cevresel faktorlere, hava, su ve toprakta bulunan metal miktarlarina bagli olarak bu toksik

etkilerin farklilik gosterebildigi de bildirilmistir (Begoa ve Messaoudi, 2019).

Kimyasal kirlenmenin 6zellikle son yillarda artmasi, teknolojinin hizla gelismesinin bir
sonucudur. Kimyasal kirlilik havuzu olarak adlandirilan ve kimyasal maddeler tarafindan
olusturulan bu kirlenme yasamimizin her alaninda karsimiza ¢ikmaktadr. I¢tigimiz suyla,
soludugumuz havayla, kullandigimiz toprakla, tedavi amaciyla aldigimiz ilaglarla her giin
kimyasal kirlenmeye maruz kalmaktayiz. Bu kimyasal kirlenme insan viicudunda
onlenemez bir bigimde serbest radikallerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu
radikaller ise hiicrelerde hasara sebebiyet vererek kanser, kalp-damar hastaliklari,
katarakt, diyabet, karaciger hasar1 gibi hastaliklarin olusmasini kagmilmaz hale

getirmektedir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Bitkilere ait kimyasal bilesenlerin ayn1 zamanda genotoksik ve karsinojenik 6zelliklere
sahip oldugu yapilan galismalarla gosterilerek bu bilesenlerin terapotik kullanimlarinin
insanlar i¢in potansiyel bir kanserojen tehlike olarak kabul gormesi ve kullanimindan
kaginilmasi gerektigi vurgulanmistir (Brown ve Brown, 1976; Brown ve Dietrich, 1979;
Westendorf vd., 1988; Prinsloo vd., 2018). Karsinojen ajanlarin %90’1nin insanlar igin
genotoksik oldugu ve kanser ile genotoksisite arasinda kuvvetli bir bag bulundugunun
tespit edilmesi sonucunda endiistriyel ve saglik kuruluslari tarafindan fiziksel ve kimyasal
ajanlarin kanser potansiyellerini belirlemek amaciyla genotoksisite testleri tarama testleri

olarak kullanilmaya baslanilmistir (Kilig, 2005; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).



Insan viicudunda kimyasal kirlenme sonucu olusan bu serbest radikallerin
uzaklagtirlmasindan  sorumlu  sistemler  antioksidan  mekanizmalart  olarak
adlandirilmaktadir. Antioksidanlar viicudumuzda dogal olarak bulundugu gibi ayni
zamanda disaridan beslenme yoluyla da almabilmektedir. Ozellikle yapilan
arastirmalarda disaridan viicudumuza alinan meyve, sebze ve bitkilerin, serbest radikal
kaynakli meydana gelen bir¢ok hastaligin olusma riskini azalttigi gosterilmistir (Kumar
vd., 2016; Kar ve Hacioglu, 2021; Ekici, 2022).

Gliniimiizde her tiirlii kimyasal kirlenmeye sebep olan dogal ya da sentetik maddelere
maruziyetin artmasi nedeniyle bu maddelerin kullanilmadan 6nce toksisite ¢alismalarinin
yapilmasi risk degerlendirmesi i¢in oldukg¢a 6nem arz etmektedir (Tarhan, 2006; Yirtici,
2007; Sen vd., 2018). DNA hasarinin ve hasarin tespiti agisindan tehlikenin boyutlarinin
tanimlanmasi1 agisindan gelistirilen bakteriyel geri mutasyon analizi, kromozomal
aberasyon testi, mikroniikleus testi, timidin kinaz geni in vitro gen mutasyon analizi,
hipoksantin guanin fosforibozil transferaz ve ksantin guanin fosforibozil transferaz in
vitro memeli gen mutasyon analizleri, rodent dominant letalite testi, memeli karaciger
hiicrelerinde in vivo programlanmamis DNA sentezi testi ve tek hiicre jel elektroforezi
gibi genotoksisite testleri, dogrudan veya dolayli olarak ¢esitli mekanizmalar tarafindan
genetik materyalde hasara yol acan herhangi bir maddeyi veya bilesigi tanimlamak igin

tasarlanmuis in vitro ve in vivo testlerdir (Cimino, 2006).

Bu c¢alismada, dogal bir boyarmadde olan lusidin ile uyarilmis insan periferal kan
lenfositlerinde olasi DNA hasarina karsi dogal fenolik bilesikler olan elajik asit ve
kurkuminin antigenotoksik etkileri duyarli, hizli, giivenilir, basit, ucuz ve ¢ok hassas bir
yontem olan tek hiicre jel elektroforezi (comet assay) yontemiyle in vitro olarak

belirlenmeye calisilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Dogal Boyarmaddeler

Dogada bocek, bitki liken ve mantarlar tarafindan sentezlenen, ayni zamanda cesitli
alanlarda boya veya pigment maddesi olarak faydalanilan flavonlar, flavonollar,
antrakinonlar ve indigotin bilesikler dogal boyarmaddelerdir (Deveoglu ve Karadag,
2011). Dogal boyarmaddeler ile yapilan boyamaciligin tarihi tekstil tarihi kadar eskilere
dayanmakla birlikte kullaniminm Hindistan ve Mezopotamya’da M.O. 4000 yillarinda
basladig1 yoniinde bilgiler bulunmaktadir (Karadag, 2007; Pawlak vd., 2006). 19. yiizyil
sonlarinda sentetik boyarmaddelerin iiretilmeye baslanilmasiyla birlikte bocek, bitki,
liken ve mantarlar tarafindan sentezlenen boyarmaddelerin kullanimi 6nemli 6lgiide
azalmis ancak zaman igerisinde sentetik boyarmaddelerin cevre kirligine neden
oldugunun, toksik ve kanserojenik etkilerinin bulundugunun tespit edilmesi tizerine dogal
boyarmaddeler yakin ge¢miste tekrar tekstil boyama, ilag, kozmetik ve gida renklendirme
alanlarinda kullanilmaya baslanmistir (Ali vd., 2007; Karadag, 2007; Kato vd., 2004).
Muhabbet ¢icegi (Reseda luteola L.), Boyac1 sumagi (Cotinus coggyria Scop.), Boyaci
katirtirnag (Genista tinctoria L.), Serratula tinctoria L. Gaud ve bazi cehri (Rhamnus)
tirlerinden elde edilen sar1 renkli boyarmaddeler boyamacilik tarihinde siklikla
kullanilmistir (Colombini vd., 2007). Lak bocegi (Kerria lacca Kerr), Amerikan kosinili
(Dactylopius coccus Costa), Kermes (Kermes vermilio Planchon), EKin Kosinil
(Porphyrophora tritici Bod.), Polonya kermesi (Porphyrophora polonica L.) tiirlerinden

faydalanilarak kirmizi renkli dogal boyarmaddeler elde edilmistir (D6len, 1992).

Bitkiler (Rhamnus petiolaris-Cehri, Rubia tinctorum-Kokboya, Reseda lutea-Muhabbet
Cicegi, Isatis tinctoria-Civit Otu vb.) direkt ya da kok, govde, yaprak ve cigeklerinin
kurutulmasiyla toz haline getirilerek dogal boyarmaddeler olarak kullanilirken, bocekler
(Dactylopius coccus-Kosinil veya Kirmiz Bocegi, Laccifer lacca-Lak Bocegi vb.) disi
bireylerinin kurutulmasi ve toz haline getirilmesiyle dogal boyarmaddeler olarak
kullanilmaktadir (Enez, 1987).

Dogal boyarmaddeler flavonoidler, indigoidler ve kinonlar olmak iizere ii¢ grupta
siniflandirilirken antrakinonlar, kinonlar grubu igerisinde yer almaktadir (Deveoglu ve

Karadag, 2011)



2.1.1. Antrakinonlar

Dogal boyarmaddelerin siniflandirilmasinda kinonlar grubu igerisinde yer alan ve 6nemli
bir liyesi olan anrakinonlar, antrasenedion veya dioksoantrasen olarak da adlandirilirlar.
Kapali formiilleri C14HgO2 seklindedir. Antrokinonlar keto ve OH, CH3, OCH3, CH>OH,
CHO ve COOH gibi fonksiyonel gruplar ile yapisal olarak bir antrasen halkasindan
meydana gelmektedir. Bir¢ok boyarmadde ve pigment siifinin ana maddesidir.
Sanayide, antrasenin yiikseltgenmesiyle ya da benzen ile ftalik anhidritin yogunlagma
iriiniinden su giderilmesiyle elde edilirler. Antrakinon ylikseltgenmeye karsi son derece
kararlidir. Ancak kolayca indirgenerek cesitli liriinlere doniigebilir. Antrokinonlar gida
bilesenleri ile kovalent baglar olusturabildikleri i¢in reaktif boyalar olarak kabul edilirler.
Ayrica ¢esitli katyonlarla kompleks meydana getirebilen hidroksiantrakinon tiirevleri

bulunmaktadir (Hunger, 2003).

2.1.1.1. Lusidin

Molekiiler formiilii C15H100s5 olup kimyasal adi 1,3-dihidroksi-2-hidroksimetil-9,10-
antrakinondur (Bkz. Sekil 2.1).

T) OH
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O

Sekil 2.1. Lusidinin kimyasal formilii

LUC’un mutajenik ve genotoksik etkili bir hidroksiantrokinon (HA) metaboliti oldugu
bilinmektedir (Kawasaki vd., 1994). Bir antrakinon ¢esidi olan LUC Kokboya (Rubia
tinctorum L.) ve Yogurt otu (Galium verum L.) bitkilerinin koklerinde bulunmaktadir.
LUC ile birlikte alizarin, pseudopurpurin, purpurin, munjistin, rubiadin, xanthopurpurin,
purpuroxanthin, chinizarin, christofin, antrhagallol gibi antrakinonlari i¢ceren Kokboya
(Rubia tinctorum L.) bitki koklerinin Misirlilar, Antik Yunanlilar ve Romalilar tarafindan

kurutulup 6giitiilmesiyle kirmizi renk boyamada kullanildig anlagilmistir.



Benzer sekilde Yogurt Otu (Galium verum L.) bitki kdklerinin 19. Yiizyilda Avrupa’nin
kuzey kesimleri ve Isko¢ daglarinda yasayan insanlar tarafindan ekose kumaslarda
kullanilan kirmizi renkli ipliklerin boyanmasinda, tilkemizde ise bu bitki koklerinin
kirmizi, ¢igek ve yaprak saplarinin da sar1 renk boyamalarda kullanildigr bilinmektedir

(Karadag, 2007).

2.2. Antioksidanlar

Teknolojik gelismeler, ¢evre kirliligi, tarim ilaglari, radyasyon, kirli sular, agir metaller
ve hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi etkenler canli organizmalarda 6nlenemez bir
bigimde serbest radikallerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu radikaller ise
hiicrelerde hasara sebebiyet vererek kanser, kalp-damar hastaliklari, katarakt, diyabet,
karaciger hasar1 gibi hastaliklarin olusmasini kaginilmaz hale getirmektedir (Kasnak ve
Palamutoglu, 2015).

Oksijenli solunum yapan organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu
inhibe etmek, ROS kaynakli hasarlarin olugumunu o6nlemek ve toksik maddelerin
uzaklastirilmas: saglamakla gorevli sistemler “antioksidan savunma sistemleri veya
antioksidanlar” olarak adlandirilir (Sener ve Yegen, 2009; Karabulut ve Giilay, 2016).
Serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi durumunda ise hiicre
hasar1 boyutunda bir¢ok patolojik degisiklik meydana gelmektedir (Yalgin, 1998).
Antioksidanlar, canlilarda hiicre i¢i savunma sisteminin bir par¢asidir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen tiirlerini toplayarak

lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (Reiter, 2000).

Metabolik reaksiyonlar esnasinda oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit, singlet oksijen
ve hidroksil radikallerine doniisebildigi i¢in canli organizmalar i¢in toksiktir. Bu nedenle
insan viicudunda antioksidanlarin varlig1 serbest radikal kaynakli hasarlar1 dnlemekte ve
hidrojen atomu vericisi olarak etki gosterip oksijenin, siiperoksit, hidrojen peroksit,
singlet oksijen ve hidroksil radikallerine doniismesini azaltmaktadir. Yani antioksidanlar,
insan viicudunda serbest radikal siipiiriiciisii olarak gorev yapmaktadir. Ayrica lipit
peroksidasyonunu, proteinlerin ¢apraz baglanmasini ve DNA mutasyonunu

engellemektedir (Baser, 2002).



Antioksidanlar serbest radikalleri, zayif bir molekiile g¢evirerek etkisizlestirme olan
stiplirme (scavenging), genellikle flavonoidler tarafindan serbest radikallere bir hidrojen
atomu vererek etkisizlestirme olan s6ndiirme (quencher), serbest radikallerin meydana
getirdigi hasar1 ortadan kaldirma olan onarma (repair) ve hemoglobin ve E vitamini
tarafindan serbest radikalleri baglayarak fonksiyonlarini engelleme olan zincir
reaksiyonlarini1 koparma (chain breaking) olarak isimlendirilen mekanizmalar ile serbest

radikalleri etkisiz hale getirmektedir (Memisogullari, 2005).

Ratnam ve arkadaslar1 (2006) ile Vaisi-Raygani ve ardaslar1 (2007) tarafindan olusturulan

antioksidan siniflandirilmasi (Bkz. Sekil 2.2) asagida gosterilmistir.

ANTIOKSIDANLAR
v

v v
Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

» Birincil Enzimler (SOD, katalaz, GSH- = Mineraller (Cinko, selenyum)
PX)
» Ikincil Enzimler (Glutatyon rediiktaz) = Vitaminler (A, C, E ve K vitamini)
= Karotenoidler (B-karaton, likopen)
» Organosiilfiir Bilesikler (Allium)
= Diisiik Molekiil Agirlikli Antioksidanlar
(Glutatyon, iirik asit)
= Antioksidan Kofaktorler (Koenzim Q10)
= Polifenoller
v

v v
Flavonoidler Fenolik Asitler

* Antosiyaninler (Siyanidin-3-glikozit) » Hidrosisinamik Asitler (Kafeik asit)
» Flavonoller (Kuersetin, kaemferol) » Hidroksibenzoik Asitler (EA)

= Flavonlar (Krisin, rutin, apigenin) = Stilbenler (Resveratol)

= Flavanoller (Katesin, epikatesin)

» Flavononlar (Hespiridin, CUR)

= {zoflavonoidler (Genistein, diadzein)

Sekil 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Son yillarda hizla popiileritesi artan elajik asit ve kurkumin bu antioksidanlardan ikisidir.



2.2.1. Elajik Asit

Molekiiler formiilii C14HsOg olup kimyasal adi 2,3,7,8-Tetrahydroxy [1] benzopyrano
[5,4,3-cde] [1] benzopyran-5,10-dione’dur (Bkz. Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Elajik asidin kimyasal formiilii

EA, Myrciaria cauliflora (Jabuticaba), Juglans regia (Adi ceviz), Terminalia chebula
(Kara halile), Sanguisorba officinalis (Cayir diigmesi), Punica granatum (Nar), Rubus
idaeus (Ahududu), Rubus caesius (Bogiirtlen) ve Fragaria L. (Cilek) gibi bitkilerden elde
edilebilen bir non-enzimatik antioksidandir. Bu bitkilerin yaprak, meyve ve tohumlarinda
sekonder metabolit olarak olusan elajitaninlerin hidrolizi sonucu meydana gelmekte olup
antimutajenik, antigenotoksik, antiapoptotik, antikarsinojenik, antibakteriyal, antiviral,
antimalaryal, antialerjik, antiinflamatuvar, antiaterojenik, antidiyabetik, antiepileptik,
antidepresan,  antianksiyetik,  noroprotektif, = pnomoprotektif,  nefroprotektif,
kardiyoprotektif, hepatoprotektif, antioksidan ve antifibroz 6zellikleri bulunan fenolik bir

bilesiktir (Seeram vd., 2004; Edderkaoui vd., 2008; Caglar vd., 2017; Erzurum, 2020).

Elajitaninler, bitki hiicrelerinde seker molekiilleri ile birlesmek suretiyle EA’ya
dontigerek veya asit ve bazlarla hidrolize olduklarinda ester baglarinin pargalanmasi
sonucu hekzahidroksidifenik asite, sonrasinda ise bu asitin kendiliginden laktonize
olmasiyla EA’ya doniiserek dis ortama salgilanir. Dekarboksilasyon ve dehidroksilasyon
reaksiyonlari ile bagirsak mikroorganizmalar1 vasitasiyla insan ve siganlarda hareket ve
enerjiyl saglamak amaciyla metabolize edilip iirolitin A ve metaboliti iirolitin B’ye

déniistiiriiliir (Landete, 2011; Dérdii, 2018; Eksen, 2020).



360°C’nin iizerinde erime noktasina sahip oldukca kararli bir molekiil olan EA,
cogunlukla dogada acik sari renkte ve toz halinde bulunur. EA’nin, kalsiyum ve
magnezyum gibi metal iyonlar1 ile kompleks olusturma (De Boer vd., 2004; Diop, 2013;
Tikirdik, 2019; Eksen, 2020), antioksidan aktiviteyi artirma, hiicreleri oksidatif hasardan
koruma 6zellikleri hidrofilik bolgesinden (Pari ve Siyasankari, 2008; Tagkin, 2017), 1s1ya
dayaniklilik 6zelligi ise lipofilik bolgesinden kaynaklanmaktadir (Hurley, 1998; Celik,
2012).

EA, metanol, etanol ve dimetil siilfoksitte daha iyi ¢Oziiniirken (Aguilera-Carbo vd.,
2008), suda daha az ¢oziinmektedir (Bala vd., 2006). EA, emilmek suretiyle incebagirsak
mukozasindan genel dolagima gegctikten sonra irreversible olarak DNA ve proteinlere

baglanir (Whitley vd., 2003; Cerda vd., 2004).

2.2.2. Kurkumin

Kimyasal formiilii C21H200s olup kimyasal adi (1E,6E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-
methoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion’dur (Bkz. Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kurkuminin kimyasal formiilii

CUR, halk arasinda “zerdecal, zerdegOp, sar1 boya veya safran kokii” olarak bilinen
Zingiberaceae familyasinin 6nemli iiyelerinden ¢ok yillik, biiyiik yaprakli ve sar1 renkli
Curcuma longa L. nin en aktif bileseni olan bir polivenoldiir. DMSO (Dimetil siilfoksik),
etanol ve asetonda ¢oziinebilirken suda ¢éziinmeyen kimyasal bir yapidan olusmaktadir.
Yaygin olarak Tayland, Cin, Hindistan, Banglades, Endonezya, Japonya, Tayvan, Burma
gibi tilkelerde, Afrika, Karayipler, Gliney Amerika’nin tropik iklime sahip bdlgelerinde
ve iilkemizde Safranbolu ilgemizde yetismektedir. Bir¢ok iilkede yaklasik olarak 6000
yildir geleneksel tip alaninda kullanilmakta, gida sanayinde baharat ve g¢ay olarak

tiketilmektedir (Ammon ve Wahl, 1991; Erarslan, 2021; Ekici, 2022).



Curcuma longa L.’nin, iceriginde bulunan fenolik yapilarmin antioksidan etkiler
gosterdiginin tespit edilmesi saglik alanindaki Onemini biiylik Olgliide artirmistir.
Antioksidan enzimlerden siiperoksit dizmutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazi tutarak
lipit peroksidasyonunu azalttigi gézlemlenmistir. Stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali
gibi lipit peroksidasyonunu tetikleyen serbest oksijen ve nitrojen dioksit radikallerinin
CUR tarafindan siiptiriildiigii gosterilmistir (Reddy ve Lokesh, 1992; Unnikrishnan ve
Rao, 1992; Sreejayan ve Rao, 1994).

Yine yapilan ¢alismalarda Curcuma longa L. bitkisinden elde edilen CUR’un, giiglii
antioksidan, antibakteriyal, antikanserojen ve antimutajenik etki gostererek kanser ve
kalp hastaliklarinin sagaltiminda kullanildig1 belirtilmistir (Sharma, 1976; Toda vd.,
1985; Ammon ve Wahl, 1991; Jitoe vd., 1992; Masuda vd., 1992; Khanna, 1999;
Jayaprakasha vd., 2006; Kunnumakkara vd., 2007; Sandur vd., 2007; Sarvalkar vd.,
2011).

2.3. DNA Hasari ve Onarim Mekanizmalari

Kimyasal kirlenmenin 6zellikle son yillarda artmasi, teknolojinin hizla gelismesinin bir
sonucudur. Kimyasal kirlilik havuzu olarak adlandirilan ve kimyasal maddeler tarafindan
olusturulan bu kirlenme yasamimizin her alaninda karsimiza ¢ikmaktadir. I¢tigimiz suyla,
soludugumuz havayla, kullandigimiz toprakla, tedavi amaciyla aldigimiz ilaglarla her giin

kimyasal kirlenmeye maruz kalmaktay1z.

Kimyasal maddelerin canli organizmalarin genetik yapisinda meydana getirdigi hasarlar
DNA onarim mekanizmalariyla diizeltiimektedir. Ancak bu hasarlarin DNA onarim
mekanizmalariyla tamir edilemedigi durumlarda germ ve somatik hiicrelerde nokta ve
genomik mutasyonlar veya kromozomal aberasyonlar meydana gelebilmektedir
(Bostanct, 2014).

Hiicrelerimiz, DNA mutasyonlarin1 kontrol etmeye veya etkisiz hale getirmeye
calistiklar1 DNA onarim mekanizmalarina sahiptir. DNA onariminda meydana gelen
hatalar, genomik kararsizlikla karakterize sendromlara ve kanser insidansinda artisa yol

actigindan, DNA onarimin nasil gergeklestiginin bilinmesi 6nem kazanmaktadir.



DNA onarim genleri iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar; DNA onariminda sinyal iletimi ve
onariminin diizenlenmesi ile ilgili genler ve hatali eslesme onarimi, baz ve niikleotid
¢ikarma onarimu ile ilgili genler olarak adlandirilmaktadirlar (Pfeifer vd., 1996; William
ve Micheal, 2002; Gelbart vd., 2005). Bu genlerin yer aldig1 onarim mekanizmalari ise
direkt onarim veya hasarin geri dondiiriilmesi (fotoreaktivasyon, O-6-metilguanin
onarimi ve basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu), ekzisyon veya kesip-¢ikarma Onarimi
(baz ekzisyon onarimi, niikleotid ekzisyon onarimi ve yanlis eslesme ekzisyon onarimi),
rekombinasyonal onarim, SOS onarimi ve DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimi (serbest
uclarin homolog olmayan baglanmasi ve homolog rekombinasyon) seklindedir (Tuteja ve
Tuteja, 2001; Carmichael vd., 2007; Bozyigit vd., 2009).

Genotoksik etkili olan fiziksel (UV radyasyon, iyonize radyasyon vb.) ve kimyasal
(aflotoksin, vinil klorid, benzopren, ilaglar, sigara, pestisitler, gida katki maddeleri,
alkilleyici ajanlar, mustard gazlar1 vb.) ajanlar DNA ile etkilesim kurarak genlerde veya
kromozomlarda gesitli hasarlara yol agmaktadirlar. DNA eklentileri veya zincir kiriklari,
nokta ve genomik mutasyonlar veya kromozomal aberasyonlar gibi DNA, gen veya
kromozomlarda meydana gelen hasarlar genotoksisite olarak adlandirilmaktadir (Sen vd.,
2018). Sekil 2.5.’de gosterildigi gibi DNA’daki etkisini dogrudan veya genetik bilgiye
dayanarak sentezlenen proteinlere baglanmak suretiyle gostererek mutasyonlara
sebebiyet veren kimyasal ve fiziksel ajanlar veya mutajenler, yaslanmaya, infertiliteye,
kansere, genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir (Kilig, 2005; Bozyigit vd.,
2009; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

GENOTOKSINLER

HASAR

v v v
MITOTIK iG IPLIKLERI DNA HUCRE DONGUS0 KONTROL

l NOKTALARI

DNA ONARIM HATALARI
MUTASYONLAR
APOPTOZ

GENETIK KARARSIZLIK

v v v v
GENETIK VE
YASLANMA INFERTILITE KANSER MULTIFAKTORYAL
HASTALIKLAR

Sekil 2.5. Genotoksin etkisi ve sonuglari
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Genotoksinler, etkilerine bagli olarak kanserojenler veya kansere neden olan ajanlar,
mutajenler veya mutasyona neden olan ajanlar ve teratojenler veya dogum kusuruna

neden olan ajanlar seklinde kategorilere ayrilabilir (Natarajan, 1993).

Memeliler ve ¢ok hiicreli canlilarda somatik ve germ hiicreleri olmak iizere iki tip hiicre
bulunur. Somatik hiicreler memeli organizmalarinin biiylik bolimiinii olusturur ve
genellikle genomlart diploiddir. Bu hiicrelerde gelisen genetik hasar mitoz sirasinda
yavru hiicrelere aktarilabilir, ancak meydana gelen mutasyon gelecek nesilleri etkilemez.
Sekil 2.6.da goriilecegi lizere somatik hiicrelerde olusan genetik hasar Okaryotik
organizmalarda kansere sebep olabilir. Germ hiicreleri ise ¢ok hiicreli organizmalardaki
tireme hiicreleridir. Bu hiicreler mayoz sonucunda haploid kromozom tasir. Germ
hiicrelerinde gelisen genetik hasar sonraki nesillere aktarilarak yavrularda bircok kalitsal

genetik hasarin goriilmesine yol agar (Rajendra vd., 2017).

GENOTOKSIK RISK
. . v v . .
SOMATIK HUCRELER —— GERM HUCRELERI
v v v
YASLANMA KALP-DAMAR KANSER
HASTALIKLARI
v v v
GENETIK HASTALIKLAR KISIRLIK MULTIFAKTORYAL HASTALIKLAR
v v v v v A
KISTIK ORAK =~ HEMOFILI DIYABET KALP-DAMAR PSiKOZLAR
FIBROZ HUCRELI HASTALIKLARI
ANEMI

Sekil 2.6. Genotoksisite riski
2.4. Genotoksisite Testleri

Insanlar tarafindan kullanilan kimyasal maddelerin sayisindaki artis ve genotoksik
olanlarin ciddi saglik sorunlarina yol agtiklarinin anlasilmasi, genotoksik ajanlarin test
edilmesine olanak saglayan genotoksite testlerinin gelistirilmesini saglamistir (Tarhan,

2006; Yirtict, 2007; Sen vd., 2018).

Genotoksisite testleri, dogrudan veya dolayli olarak c¢esitli mekanizmalar tarafindan
genetik materyalde hasara yol agan herhangi bir maddeyi veya bilesigi tanimlamak i¢in
tasarlanmig in vitro ve in-vivo testler olarak aciklanabilir. Bu testler, DNA hasar1 ve

hasarin tespiti agisindan tehlikenin boyutlarini tanimlamalidir (Cimino, 2006).
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Yine bu testler, genetik materyalde hasara yol agan herhangi bir maddeyi veya bilesigi
test ederek genotoksisite ve karsinojenezise neden olma potansiyeline sahip olup
olmadigini 6ngérmede 6nemli bir rol oynamaktadir (Shah, 2012). Rutin olarak kullanilan
ve tiim dilinya otoriteleri tarafindan gegerliligi kabul edilen genotoksisite testlerinin, farkli
hiicre tipleri lizerinde uygulanabilen 200’den fazla ¢esidi bulunmaktadir (Bajpayee vd.,

2005; Bostanci, 2014; Dogan vd., 2014).

Genotoksik etkilerin tek bir test yontemiyle belirlenememesi, canli hiicrelerde farkli
basamaklarda meydana gelmesi, uygulanan farkli yontemler veya hiicrelerde birbiri ile
uyumsuz sonuglar vermesi nedeniyle genotoksisite testlerinin birbirlerini tamamlayan
birkag testin birlikte kullanildig: seri test yontemleriyle degerlendirilmesi gerekmektedir

(Tarhan, 2006; Yirtici, 2007).

Ayrica karsinojen ajanlarin %90’min insanlar i¢in genotoksik oldugu ve kanser ile
genotoksisite arasinda kuvvetli bir bag bulundugunun tespit edilmesi (Kilig, 2005;
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011) sonucunda endiistriyel ve saglik kuruluslar tarafindan
fiziksel ve kimyasal ajanlarin kanser potansiyellerini belirlemek amaciyla genotoksisite
testlerini tarama testleri olarak kullanmaya baglamistir. Genotoksisite testlerinden
genotoktoksik etkili fiziksel ve kimyasal ajanlarin kanser riskinin belirlenmesi, ilaglarin
genetik etkilerinin ve giivenilirliklerinin arastirilmasi, DNA hasarlarinin tespiti, DNA
hasar1 ile hastalik arasindaki iligkinin belirlenmesi ve Kanserli hiicrelerinin takibinin

yapilmasinda istifade edilmektedir.

Bu kapsamda, AMES testi, KA testi, MN testi, timidin kinaz geni in vitro gen mutasyon
analizi, HPRT ve XPRT in vitro memeli gen mutasyon analizleri, rodent dominant letalite
testi, memeli karaciger hiicrelerinde in vivo programlanmamis DNA sentezi testi ve comet

analizi olmak iizere bir¢ok genotoksisite testi mevcuttur.

2.4.1. Comet assay (alkali tek hiicre jel elektroforezi)

Comet assay, mutajenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalan canli populasyonlarinda
Okaryotik hiicrelerdeki DNA hasarini1 hiicre bazinda tespit etmek amaciyla kullanilan

duyarli, hizl, glivenilir, basit, ucuz ve ¢ok hassas bir yontemdir.
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Kullanim alani oldukg¢a genis olan bu teknik Single Cell Gel Electrophoresis veya SCGE
ve Microgel Electrophoretic Technigue olarak da isimlendirilmektedir (Bilgici, 2005;
Fidan, 2005; Durmaz vd., 2010).

DNA tek sarmal kiriklarinin insan hiicrelerinde ilk tespiti Rydenberg ve Johanson isimli
arastirmacilar tarafindan gergeklestirilmistir. Bu arastirmacilar tarafindan agaroza
gomiilii hiicreler hafif alkali ortamda lizize ugratilarak parcalanmis ve DNA’nin agilmasi
saglanarak hiicrelerden proteinler ayristirilmistir. Sonrasinda nétralizasyon islemi
uygulanarak DNA akridin oranj ile boyanmis ve hasar fotometre araciligiyla ol¢iilmiistiir.
Olgiim ¢ift zincirli DNAy1 temsil eden yesil renkli floresansin, tek zincirli DNA’y1 temsil

eden kirmizi renkli floresansa orani olarak yapilmistir (Fairbairn vd., 1995).

Bu teknik 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan duyarliliginin artirilmasi amaciyla
modifiye edilmis ve DNA’da meydana gelen hasarin direkt olarak gosterilmesi
saglanarak Microgel Electrophoretic Technigue veya Mikrojel Elektroforez olarak
isimlendirilmistir. Yiiksek tuz ve deterjanlar kullanilarak lizis islemine tabi tutulan agaroz
jel igerisine gdmiildiikten sonra lam iizerine yayilan hiicreler lizerinde nétral sartlarda
elektroforez islemi uygulanmis ve DNA akridin oranj ve etidyum bromiir ile boyanmustir.
DNA fragmanlarinda meydana gelen kiriklar nedeniyle elektrik yiik kazanan DNA’larin
anoda dogru go¢ ederek bas ve kuyruktan olusan kuyruklu yildiza benzer goriiniime sahip
bir yap1 olusturmalarindan dolayr teknigin ismi Comet assay olarak adlandirilmistir.
DNA’da meydana gelen hasarin boyutu kuyruk uzunlugu dl¢iilerek saptanmistir (Ostling
ve Johanson, 1984; Tice vd., 2000; Ertiirk, 2001).

Ancak nétral sartlarda DNA’nin ¢ift sarmalli olmasi, teknigin RNA’da hasara sebebiyet
vermesi, kimyasal ve fiziksel ajanlarin genellikle tek sarmal kiriklarinda meydana
gelmesi, proteinlerin tam manasiyla DNA’dan uzaklastirilamamasi ve yalnizca g¢ift
sarmal kiriklariin tespit edilmesi gibi nedenlerden dolayr Singh ve diger arastirmacilar
tarafindan 1988 yilinda tek sarmal kiriklarii da tespit edebilen (pH>13) Alkali
Elektroforez Teknigi veya Alkalin Comet Y 6ntemi gelistirilmistir. Bu yontem Single Cell
Gel Electrophoresis veya SCGE olarak bilinmekte ve proteinlerin %100’e yakinini
uzaklastirdigindan DNA hasarlarinin oraninin direkt olarak tespit edilmesine olanak
saglamaktadir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 1988; Singh vd., 1990; Tice vd.,
2000).
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Elektroforez isleminde teknigin duyarliligi pH degerine baglh olarak degisiklik
gostermektedir. Yani notral pH’da ¢ift sarmal kiriklart, pH 12,3°de tek sarmal kiriklari ve
tamir bolgeleri, pH>13"de alkali bdlgeler, tek sarmal kiriklar1 ve tamir bdlgelerinin tespiti

miimkiin olmaktadir (Rojas vd., 1999).

Ayrica lezyon spesifik endontikleazlar kullanilarak DNA hasarini belirleyen ve klasik
alkali comet yonteminden farkli olan yeniden diizenlenmis farkli yontemlerde
bulunmaktadir. Hasara ugramis veya kaybolmus bazlardan kaynakli pH>13 sartlarinda
olusan alkali labil bolgeler (AP) ve okside bazlar, baz ekzisyon tamiri (BER) esnasinda
meydana gelen ara {riinler olup kimyasal kararliligin degismesine sebebiyet
vermektedirler. AP’lerin ve okside bazlarin varligi lizis asamasindan sonra agaroza
gomiilii hiicrelerin endoniikleazlar ile muamele edilmesi yani endoniikleazlarin
kullanildigi ek bir basamak ile comet yontemiyle basitce tespit edilebilmektedir (Collins
vd., 2008).

Comet assay basamaklarindan birisi olan lizis asamasinda noétral lizis soliisyonlarinin
kullanilmast ile ¢ift sarmal kiriklar1 tespit edilebilirken alkali lizis soliisyonlarinin
kullanilmasiyla da tek sarmal kiriklar1 tespit edilmektedir. Yine comet assay
basamaklarindan birisi olan elektroforez asamasinda 40 dk ve tizeri siirelerde comet
olusumunun fazlalastigi, sicakligin ytikseltilmesi durumunda ise hiicre duyarliliginin
arttig1 ve kontrol numunelerinde comet olusumunun gézlemlendigi, maksimum ayrimin
ve duyarliligin 15°C ve 40dk’lik siirede gerceklestirilebilecegi bildirilmistir (Rojas vd.,
1999). Bu teknikte YOYO-1 ve giimiis yesili boyalarmin kullanilmasinin hiicre
duyarliligm artirdig1 bildirilirken etidyum bromiir, propidyum iyodiir ve DAPI
boyalarinin en ¢ok kullanilan boyalar oldugu bilinmektedir (Singh vd., 1994).

Comet assay boyama agsamasindan sonra sonuglarin degerlendirilmesinde non, low ve
high migration terimlerinden yararlanilmaktadir. Non migration (go¢ olmayan) ile
hasarsiz, yuvarlak, ortasi parlak ve kenarlar1 diizgiin hiicreler, low migration (diisiik go¢)
ile hasarin olusmaya baslamasi sonucu c¢ekirdek disina gbé¢ nedeniyle kenarlari
diizensizlesen ve uzayan hiicreler, high migration (yiiksek go¢ veya comet) ile hasarin
artmasi neticesi kuyruklu yildiz seklini alan hiicreler belirtilmektedir. Son asama ise

hiicrelerin apoptozise ugramasidir (Grazeffe vd., 2008).
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Calisma sonucunda elde edilen DNA goériintiileri puanlandirilir (Bkz. Sekil 2.7). Hasar
bulunmayan DNA’lar 0 ile puanlandirilirken hasarli DNA’lar olugsan hasarin boyutuna

gore 1 ve 4 arasinda puanlandirilir (Collins 2004; Kumaravel vd., 2007).

Comet assay sonuglar1 bir¢ok farkli parametre kullanilarak degerlendirilirken bu
parametrelerden kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve
kuyruklu hiicrelerin yiizdesi en ¢ok kullanilanlardir (Kobayashi vd., 1995). Bilgisayar
destekli goriintiileme programlarinda comet basini kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk
uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans yiizdesi, kuyruk momenti gibi g¢esitli
parametrelerle analiz yapilabilir. Kuyruktaki % DNA yogunlugu, DNA zincir kirig
sikligryla dogru orantilidir. Ayrica kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve goreceli kuyruk
yogunlugu iceren formiillerle hesaplanan bir parametredir. Migrasyonun uzunlugu
fragmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarma ve AP’lerin seviyelerine baglh olarak

degisiklik gostermektedir (Collins vd. 2004).

Tip O (hasarsiz) Tip 1 (¢ok az hasarh) Tip 2 (az hasarh)

Tip 3 (hasarh) Tip 4 (¢cok hasarl)

Sekil 2.7. DNA goriintiilerinin puanlandirilmasi
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2.4.2. Comet assay tekniginin avantajlari ve dezavantajlari

Comet yonteminin avantajlari; analizlerin az sayida hiicre ile gergeklestirilebilmesi, DNA
hasarlarinin kolaylikla tespit edilebilmesi, uygulamasinin kolay ve hassas olmasi, fazla
donanim gerektirmemesi, degisik hiicre ve dokular ile caligilabilmesi, giivenli ve

ekonomik olmasi ve hizli bir sekilde sonug verebilmesi seklinde siralanabilir.

Comet tekniginin uygulama basamaklarinda agaroz ve hiicre miktari, eletroforez siiresi,
kullanilan notral ve alkali lizis soliisyonlar1 gibi farkliliklar veya ayn1 teknigi uygulayan
farkli laboratuvarlar arasindaki sonuclarin birbirini tutmamast basta gelen
dezavantajlardan biridir (Forchhammer vd., 2008). Sonuglarin birbirini tutmamasi comet
sayimi1 yapan arastirmacilardan kaynaklanirken, bu farkliliklarin ortadan kaldirilmasi i¢in
comet sayimi yapan kisinin tecriibeli ve teknigin her asamasinda yani basindan sonuna

kadar aragtirmanin baginda bulunmas1 gerekmektedir.

Son yillarda teknigin uygulanmasinda genellikle biyoizleme c¢aligmalarinda, l6kositler
kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle yeni veya taze izole edilen 16kositlerin test asamasinda
hasar meydana getiren genotoksik ajanlarla muamelesi sonucu hasar onariminin ¢ok
yavas gerceklestigi anlagilmistir (Collins vd., 2008). Bu kapsamda her ne kadar litaratiirde
teknikte uygulanacak hiicreler ile ilgili DNA zincir kiriklarinin olusacagi ve hiicrelerin
canliligimmi yitirmeyecegi konsantrasyon ve siire belirtilmis olsa bile bu parametrelerin
aragtirmact veya uygulayici tarafindan belirlenmesi ve test edilmesi gerekmektedir.
Ayrica 16kositler ile yapilan c¢alismalarda tespit edilen hasarlar organizmanin genel
durumunu gosterirken 6zel bir dokuda meydana gelen hasarlari gostermemektedir

(Dinger ve Kankaya, 2010).

2.4.3. Comet assay kullanim alanlar:
2.4.3.1. Genotoksisite ve sitotoksisite arastirmalari

Genetik toksikolojide in vitro ve in vivo olarak 6nemli bir uygulama alanina sahip olan
ve DNA sarmal kiriklariyla 6zgiinlesen comet teknigiyle her tiirlii degisik hiicre ve

dokular iizerinde ¢alisilabilmektedir.
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Genotoksik ve mutajenik ajanlarin degisik hiicre ve dokular iizerinde meydana getirdigi
bilinen DNA hasarlar1 bu yontemle tespit edilirken ayrica yine bu yontemle DNA
tizerinde meydana getirdikleri hasarlar tam olarak bilinmeyen kimyasallarin etkileri de

(toksik etki veya doz-toksisite iliskisi) belirlenebilmektedir.

Her tiirli degisik hiicre ve dokular ilizerinde DNA tek ve cift sarmal kiriklarinin
belirlenmesinde az miktarda hiicreye ihtiyag duyulmasi, teknigin sadece birkag saat
igerisinde tamamlanabilmesi ve uygun goriintiileme cihazlarmin mevcut olmasi halinde
sonuglarin hemen degerlendirilebilmesi, fazla donanim gerektirmemesi ve ucuz olmasi
gibi faktdrler comet assay teknigini diger tekniklerden ayirmaktadir (Hartman vd., 2003;
Tice vd., 2000; Collins, 2004).

2.4.3.2. DNA onarim arastirmalari

Comet assay tekniginin elektroforez asamasinda, baz ekzisyon tamiri 06zel bir
endoniikleaz hasar bolgesine yakin bir noktada DNA sarmalini keserek kisa omiirlii
sarmal kiriklarina neden olarak DNA gogiinii artirir. Kirtk uglarin onarilmasi igin
elektroforez ortamina uygun sicaklikta deoksiribonukleozit trifosfatlar eklenerek inkiibe
edilmesi gerekmektedir ve bu onarim mekanizmasi comet assay ile belirlenebilmektedir
(Collins vd., 1994; Collins vd., 1995; Collins, 2004).

2.4.3.3. Apoptozis arastirmalari

Comet assay tekniginin elektroforez agamasinda baz ekzisyon tamiri esnasinda oldugu
gibi DNA c¢ift sarmal zincir kiriklarinin nekroz veya sitotoksisite (apoptoz aracili)
sebebiyle olusarak DNA go¢iinii artirdigi ve uygun ortamda (ndtral veya alkali) bu
hiicrelerin tespit edilebildigi gibi birbirlerinden de cometlarin goriiniimlerine bakilarak
rahatlikla ayirt edilebildigi bildirilmistir. Genellikle bas1 kiicliik ve kuyrugu yelpaze
seklinde olan cometlar apoptotik hiicreleri, bas1 genis ve kuyrugu dar olan cometlar ise
nekrotik hiicreleri gostermektedir (Mark ve Fox, 1991; Olive vd., 1993; Elia vd., 1994;
Fairbairn vd., 1996; Kizilian vd., 1999).
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2.4.3.4. Antioksidan arastirmalari

Comet assay, oksidatif stresin neden oldugu hastaliklara karsi kullanilmak iizere
antioksidan mekanizmalar1  arastirmalarinda in  vitro ve in vivo olarak
kullanilan/bagvurulan bir yontemdir. Antikosidanlarin, oksidatif stresin neden oldugu
hasarlar1 Onledigi ve sinirladigr bilindiginden bu maddelerin klinik c¢alismalarda
kullanilmasi i¢in giinlimiizde arastirmalar artarak devam etmektedir (Wu vd., 2007;

Baumeister vd., 2009).

2.4.3.5. Biyoizleme arastirmalari

Comet assay, giiniimiizde Ozellikle insan populasyonlarinda biyoizleme (human
biomonitoring)  ¢alismalarinda  yukarida  bahsedilen  avantajlarindan  Gtiiri

kullanilmaktadir.

Biyoizleme ¢aligmalar1 sonucunda comet assay teknigi ile biyolojik siiregler (yaslanma,
beslenme vb.) takip edilebilir, canli organizmalar {izerinde ¢evresel kirlilik ve
degisimlerin etkisi anlasilabilir, hipoksi, 0zon ve kemoterapi etkileri degerlendirilebilir,
sperm DNA’sinin kalitesi belirlenebilir, oksidatif stres ve radyasyon duyarlilig
incelenebilir, ¢esitli kimyasallara kaza sonucu veya mesleklerinden 6tiirii maruz kalan

kigilerde DNA hasarinin boyutu tespit edilebilir.

2.4.3.6. Klinik arastirmalar

Klinik caligmalar neticesinde comet assay teknigi ile bazi patalojik hastaliklardaki
(diabetes mellitus, katarakt, romatoid artrit, lupus eritematozus, polikistik over sendromu,
Alzheimer vb.) ve sigara igen bireylerdeki DNA hasari tespit edilebilir, dogum oncesi
kalitsal hastaliklarin, kanserin ve tedavisinin takibi yapilabilir (Dinger ve Kankaya,

2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

-Hassas terazi -Otomatik mikro pipetler

-pH metre -Rodajli lam
-Sogutmali santrifiij -Lamel
-Elektroforez tank1 -Ependorf tiipii

-Otoklav -Serolojik cam pipet
-Floresan mikroskop -Heparinli tiip
-Mikrodalga firin -Pastdr pipeti

-Su banyosu -Sale

-Termometre -Meziir

-Buzdolab1 -Steril lateks eldiven
-CO2 inkiibatorii -Parafilm

-Vorteks -Steril santrifiij tiipleri

-Laminar akish kabin -Thoma lami

3.1.2. Kullamilan kimyasal malzemeler
-LUC (PhytoLab)
-CUR (Sigma)

-EA (Acros Organics)
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-DMSO (Merck)

-Roswell Park Memorial Medium-RPMI-1640 (Sigma)
-Fosfat tamponlu salin-PBS (Biowest)
-Penisilin-Streptomisin (Biological Industries)
-L-Glutamine Solution (Sartorius)

-NaCl-Sodyum kloriir (Merck)

-KClI-Potasyum kloriir (Merck)

-Ficoll (Sigma)

-Etidyum bromid (Sigma)

-Triton X-100 (Merck)

-Etilendiamin tetraasetik asit-EDTA (Sigma)
-Trisaminometan-Tris base (Merck)

-LMA-Diisiik Kaynama Dereceli Agaroz (MP Biomedicalls)
-NMA-Normal Kaynama Dereceli Agaroz (Sigma)
-KH2PO4-Mono potasyum fosfat (Carlo erba)
-NaHPO;-Disodyum fosfat (Merck)

-NaOH-Sodyum hidroksit (Merck)

-Tripan Mavisi (Sigma)
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3.1.3. Kan orneklerinin alinmasi

Sigara ve alkol gibi zararli maddeler ve diizenli olarak ila¢ kullanmayan, genetik bir
hastalig1 olmayan, saglikli, 20- 24 yas araliginda, goniillii iki kadin ve iki erkek olmak
tizere toplam dort kisiden heparinli tiiplere yaklasik 5 mL intravendz kan 6rnegi alinarak
iki saat icerisinde calisilmistir. Goniillillere Bilgilendirilmis Onam Formlari

imzalatilmistir.

3.1.4. Kimyasal konsantrasyonlarimmin belirlenmesi

LUC, CUR ve EA’nin alkali tek hiicre jel elektroforezi analizinde kullanilacak en uygun
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla doz belirleme calismalar1 ve literatiir taramasi
yapilmistir. CUR i¢in 0,5 ve 1 uM ile EA igin 50 ve 100 uM dozlar belirlenerek sitotoksik
olmayan dozlar ¢alisilmistir. LUC igin ise 200 uM segilmistir. Negatif kontrol olarak
calismamizda etkisi belirlenecek olan tiim kimyasallarin ¢6ziiciisii olan %10 DMSO,
pozitif kontrol olarak ise 1 mM EMS kullanilmistir. Deney grubu olarak LUC igin 200
uM, EA igin 50 ve 100 uM, CUR ig¢in 0,5 ve 1 uM'lik dozlar 24 saaatlik uygulamalarda
kullanilmistir. Ayrica LUC ile ayr1 ayr1 EA ve CUR dozlar1 ve LUC ile EA ve CUR’a ait
en yiksek dozlardan olusan kombine gruplarin uygulanmasiyla toplamda 12 grup

olusturularak ¢alisiimistir.

3.1.5. Comet analizinde kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin hazirlanmasi
3.1.5.1. Fosfat tamponu (10 mM, pH 7,4, 1000 mL)

Bir beher igerisine ayr1 ayr tartilmak suretiyle; 136 mM (7,937 g) NaCl, 2,7 mM (0,201
g) KCI, 10 mM (4196 g) Na2HPO4, 10 mM (1,3606 g) KH2PO4 konulduktan ve tizerlerine
600 mL distile su eklendikten sonra karistirilmis ve 1sitilarak ¢oziinmeleri saglanmistir.
pH metrenin kalibrasyonu yapilarak ¢ozelti pH’s1 7,4’e ayarlanmis ve cam siseye
aktarilarak son hacim distile su ile 1L’e tamamlanmistir. 2-8 °C’de buzdolabinda

kullanilmak iizere saklanmustir.
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3.1.5.2. Lizis cozeltisi (pH 10, 500 mL)

Bir beher igerisine ayr1 ayri tartilmak suretiyle; 136 mM (7,937 g) NaCl, 100 mM, (18,6
g) EDTA, 10 mM, (0,6 g) Tris tartildiktan sonra tizerlerine 350 mL distile su eklenmis ve
karistirict yardimiyla ¢oziinmeleri saglanmistir. pH metrenin kalibrasyonu yapilarak
¢ozelti pH’s1 10’a ayarlanmis ve cam siseye aktarilarak son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlanmustir. 2-8 °C’de buzdolabinda kullanilmak tizere saklanmistir.

Cozeltimiz kullanilmadan bir saat 6nce; 1mL %1°lik Triton-X100’den 1 mL, %10’luk
DMSO’dan 10 mL alinmis ve son hacim 100 mL olacak sekilde liziz ¢6zeltisi ile meziirde
tamamlanmistir. Sonrasinda soguk liziz igin buzdolabinda bekletilmistir. DMSO
kullanilmasmmin amaci hemoglobinlerde {iretilen serbest demir radikallerinin

temizlenmesidir.

3.1.5.3. Elektroforez tamponu (pH 13,1, 1000 mL)

Farkli beherler igerisine ayr1 ayr tartilmak suretiyle;

Stok 1: 10 N (200 g) NaOH ile 500 mL distile su,

Stok 2: 200 mM (14,89 g) EDTA ile 200 mL distile su karistirilmustir.

Stoklar oda sicakliginda saklanmistir. Cozeltiler kullanilirken Stok 1°’den 30 mL, Stok
2’den 5 mL bir meziire konulmus ve tizeri 1000 mL distile su ile tamamlanarak
karistirilmistir. Cozeltinin pH 13’°den biiyiik olmasi saglanmis ve elektroforez tankinin

hacmine gore toplam hacim ayarlanmistir.

3.1.5.4. Notralizasyon ¢ozeltisi (pH 7,5, 250 mL)

0,4 M, (15,76 g) Tris tartilarak bir beher icerisine konulmus, tizerine 150 mL distile su
eklenerek magnet yardimiyla karistirilmig, pH metrenin kalibrasyonu yapilarak ¢6zeltinin
pH’s1 7,5 olacak sekilde ayarlanmistir. Kapakli cam bir siseye aktarilarak distile su ile
250 mL’ye tamamlanmistir. Kullanilacagi zamana kadar 2- 8°C’de buzdolabinda

saklanmustir.

22



3.1.5.5. Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA)

LMA’dan 0,75 g tartilarak iizerine 10 mL PBS (10 mM, pH 7,4) eklenmis, agz1 parafilm
ile kapatilmadan once bir tasim kaynatilmis (400 Watt mikrodalga firinda) ve

kullanilacagi zamana kadar 2- 8 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.1.5.6. Normal kaynama dereceli agaroz (NMA)

NMA’dan 1 g tartilarak iizerine 100 mL PBS (10 mM, pH 7,4) eklenmis, agz1 parafilm
ile kapatilmadan Once bir tasim kaynatilmig (400 Watt mikrodalga firinda) ve

kullanilacagi zamana kadar 2- 8 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.1.5.7. Boyama cozeltileri

izole edilen lenfositlerden 10 pL almarak iizerine 20 pL tripan mavisi boyasi eklenmis
ve pipetaj yapilmistir. Notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra comet gozlenmesi i¢in
floresan bir boya olan siv1 etidyum bromid’den 20 pL alinmis ve {izerine 9,980 pL distile
su eklenerek cam bir siseye konulmus, cam sisenin yiizeyi 1s1k almamasi amaciyla

aliminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda saklanmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. Comet analizi basamaklari

Singh ve arkadaslar1 (1988) tarafindan gelistirilen metoda gore Comet assay uygulama

asamalart;

1- Hiicresel materyalin hazirlanmasi,

2- Lamlarin hazirlanmasi,

3- Lizis,

4- Alkali ortamda DNA sarmalinin ¢6ziilmesi/agilmasi,
5- Elektroforez,

6- Notralizasyon,

7- Boyama,

8- Comet goriintiileme ve degerlendirme seklinde siralanmaktadir.
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3.2.1.1. Hiicresel materyalin hazirlanmasi

Lenfosit izolasyonu: Icerisinde 1 g’1 10 mL distile suda ¢dziilerek hazirlanmis 3 mL ficol

igeren tiiplere 3 mL periferal kan eklenmistir. Ardindan 25°C’de 2000 rpm 30 dk santrifiij
edilmis, en iistteki serum tabakasi uzaklastirilarak hemen altindaki bulutumsu goriintimde
olan tabaka dikkatli bir sekilde bos falkon tilipline alinmis ve 3 mL PBS karigtirilmstir.
Tekrar oda sicakliginda 2000 rpm 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernatan uzaklastirilarak tiipiin altinda kalan hiicre peleti tiipiin alt kismina sertce
vurularak tekrar ¢ozdiiriiliip igerisine 1 mL RPMI-1640 meduim eklenmis ve stok

lenfositler olusturulmustur.

Lenfosit_sayim: Izole edilen lenfositlerden 10 pL alinarak temiz Thoma lamina

konulmus ve iizerine 20 pL Trypan Blue eklenmistir. Iki dakikadan az olmamak sartiyla
bekletildikten sonra thoma lamina yayilmis ve 1sik mikroskopu altinda hiicreler
sayilmistir. Canli hiicre yiizdesi Canli Hiicre (%) = (Canli hiicre sayisi/Toplam hiicre
sayis1) x 100 formiiliiyle hesaplanmistir. Yasayan hiicrelerin renksiz ve parlak, 6li
hiicrelerin ise mavi renkli oldugu hususu goz 6niine alinarak hiicreler sayilmis ve canli
hiicre yiizdeleri belirlenmistir. Yasayabilirlik degerlendirmesinin yapilmasi igin canlilik

oraninin %80’in {istiinde olmas1 gerekmektedir.

3.2.1.2. Mikroskop lamlarimin hazirlanmasi

Lamlar, agaroz ile kaplanacak ylizeylerinin kullanim esnasinda karigmamasi amaciyla
isaretlenmistir. NMA, 70°C’de su banyosunda bekletilmistir. Isaretlenen ve kullanima
hazir hale getirilen lamlarin trasli bolgeleri yariya kadar NMA’ya batirilmas,

isaretlenmemis arka yiizeyleri temiz bir bez ile silinerek kurumaya birakilmistir.

Stok lenfosit kiiltiiriinden alinarak ependorf tiiplerine konulan 300 pL’lik lenfositler
tizerine her bir kimyasaldan belirlenen dozlarda hazirlanan deney gruplarina ait
¢ozeltilerden ayr1 ayr1 300 pL alinarak eklenmis ve stispanse edilmistir. Siispanse edilen
¢ozelti 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmig ve sonrasinda 5 dk 3000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santriflij sonucunda olusan ¢6zeltinin siipernatan kismi atilarak iizerine 100
puL PBS eklenmis ve tekrar slispanse edilmistir. Siispanse edilen lenfositlerin tizerine 75

pL LMA eklenerek homojeniteyi saglamak amaciyla pipetaj yapilarak karistirilmistir.
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DNA’da ekstra hasar olusmasina yol agmamak adma los 1sikta, 6nceden hazirlanan ve
toz almayacak sekilde muhafaza edilen NMA ile kaplanmig lamlar {izerine bu karisimdan
150 pL alinarak yayilmis ve lamelle kapatilmistir. Agarin katilagarak lama sabitlenmesi
i¢cin buz iizerinde 10-15 dk bekletildikten sonra lameller kenarlarindan ¢ekilmek suretiyle

0zenle alinmis ve lizis asamasina hazir hale getirilmistir.

3.2.1.3. Lizis

Lamlar, igerisinde taze olarak hazirlanan ve buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢6zeltisi
bulunan cam saleler icerisine yiizeyleri tamamen kaplanacak sekilde yerlestirilmistir.
Cam salelerin yiizeyleri 151k almamalari amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmig ve
buzdolabinda 3 saat (en az 1, en fazla 16 saat) bekletilmistir. Bunun amaci yiiksek oranda
tuz ve deterjan igeren lizis ¢dzeltisi ile muamele neticesinde hiicre ve ¢ekirdek zarlarinin
parcalanarak hiicre igerigi ¢ekirdekten uzaklastirilmast ve DNA’nin siiperkoil yapisinda
kalmasidir. Lizis asamasi sonucunda lamlar notralizasyon tamponu ile yikanarak hiicre,

tuz ve deterjan artiklarinin uzaklastirilmasi saglanmaistir.

3.2.1.4. Alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin acilmasi ve elektroforez

Lizis asamas1 sonrasi lamlar elektroforez tankina yerlestirilmistir. Onceden hazirlanan ve
pH’1 13’ten fazla olan elektroforez tamponu lamlarin {izerini tamamen kapatacak sekilde
yavas yavas tanka eklenmistir. Elektroforez tankinin cevresi 1s1ik almayacak sekilde
kapatilmig ve tanka yerlestirilen lamlar 20-25 dk bekletilerek alkali ortamda DNA
yapisinin acilmasi saglanmistir. Bekleme siiresi sonunda elektrik akimiyla negatif yiiklii
DNA sarmal kiriklarinin anoda dogru go¢ etmesini saglamak amaciyla 25 V (volt), 300

mA’de 20 dKk yiiriitillmustiir.

3.2.1.5. Notralizasyon

Yiiriitme islemi sonrasinda DNA’da ekstra hasar olusmasina yol agmamak adina los 1s1kta
tanktan alinan lamlar, elektroforez tamponunu uzaklastirmak amaciyla 5 dk ve 3 kez

ndtralizasyon tamponuyla yikanmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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3.2.1.6. Lamlarin boyanmasi

Floresan renk vermesi amaciyla her bir lama mikro pipet yardimiyla 50 uL etidyum

bromiir boyasi damlatilarak lamelle kapatilmis ve boyama isleminin tamamen olusmasi

icin 10-15 dk bekletilmistir.

3.2.1.7. Lamlarin degerlendirilmesi

Boyama isleminden sonra hazirlanan preparatlar Leica marka floresan mikroskobunda
400X objektif kullanilarak bilgisayarli goriintiileme sistemi yardimiyla asirt kuyruk
olusturan veya st iiste binen hiicreler goz ardi edilerek degerlendirilmistir. Her bir
uygulama grubu i¢cin DNA hasar derecesinde DNA kuyruk yogunlugu ve DNA kuyruk
go¢li esas alinarak en az 50 adet hiicre goriintiisii kaydedilmistir. Her bir kategorideki
DNA hasari belirlenerek formiiller ile tanimlanan GHI ve HHY degerleri hesaplanmustir.
Yapilan sayimlar sonucunda hasarli hiicre yiizdesi ve genetik hasar indeksi asagidaki

formiiller kullanilarak belirlenmistir (Celik vd., 2014).

Genetik hasar indeksi (GHI): [(Tip0x0) + (Tip1x1) + (Tip2x2) + (Tip3x3) + (Tip4x4)]
Hasarli hiicre yiizdesi (HHY): (Tip2) + (Tip3) + (Tip4)

Uygulama gruplarina ait goriintii analizi ve alkali comet sayimi i¢in her bir goniilliiden
50’ser comet olmak iizere kuyruktaki % DNA yogunlugu, % kuyruk uzunlugu ve %

kuyruk momenti degerlendirilmistir.

3.2.2. istatistiksel analiz

Alkali comet analizinde Open Comet programi kullanilmistir. Program vasitasiyla DNA
hasar dereceleri hiicrelerin kuyruk uzunlugu, kuyruk DNA yiizdesi ve kuyruk momenti
parametreleriyle tespit edilmistir. Nicel veriler ortalamatstandart hata ile 6zetlenmistir.
IBM SPSS Statistics software (SPSS v22) programiyla elde edilen sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini incelemek amaciyla uygulama
gruplart hem kendi aralarinda hem pozitif kontrol degerleri hem de negatif kontrol
degerleri ile kiyaslanmistir. Degerlendirmeler yapilirken, p degeri (giiven araligi) 0,05 ve

0,001 olarak alinmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Genotoksisitenin belirlenmesi i¢in negatif kontrol (%10 DMSO), genotoksik hasar
olusturdugu bilinen kimyasal ajan olarak pozitif kontrol (1 mM EMS), lusidin (LUC; 200
uM), elajik asit (EA; 50 ve 100 uM), kurkumin (CUR; 0,1 ve 1 uM), LUC+EA,
LUC+CUR ve LUCH+EA+CUR gruplart olmak {iizere toplam 12 ¢aligma grubu
olusturulmus ve uygulamalar yapilmistir. LUC, EA ve CUR dozlan ile ayr1 ayr1 ve
kombine sekilde 24 saat muamele edilen hiicreler comet assay ile analiz edilmistir.
LUC+EA ve LUC+CUR kombinasyonlari i¢in EA ve CUR’un artan konsantrasyonlari
kullanilirken LUC+EA+CUR kombinasyon grubunda EA ve CUR konsantrasyonlari

sabit tutularak en yiiksek konsantrasyonlar1 uygulanmastir.

4.1. Tripan Mavisi Boyasi ile Canl Hiicre Sayim Bulgular

Comet testinde, bir ajanla muamele goren hiicrelerde izole edilen hiicrelerin canlilik
oraninin en az %80 degerinde olmasi gerekmektedir. Tripan mavi boyasi ile canlilik testi

gerceklestirilmis ve tiim goniilliilere ait sonuglar Tablo 4.1-Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.1. Tripan mavisi testi ile goniillii 1’e ait hiicresel canlilik sonuglari

Canli hiicre Olii hiicre % Canlilik

Goniillii 1
NK (DMSO) 524 39 93,07
PK (1 mM EMS) 195 48 80,24
200uM LUC 178 41 81,27
50uM EA 115 8 93,49
100uM EA 336 11 96,82
0,5uM CUR 370 34 91,58
1,0uM CUR 105 6 94,59
200uM LUC+50uM EA 156 27 85,24
200uM LUC+100puM EA 125 16 88,65
200uM LUC+0,5uM CUR 105 21 83,33
200uM LUC+1,0uM CUR 165 23 87,76
200uM LUC+100pM EA+1pM CUR 197 20 90,78
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Tablo 4.2. Tripan mavisi testi ile goniilli 2’ye ait hiicresel canlilik sonuglari

Canl hiicre Olii hiicre % Canlihk

Goniillii 2

NK (DMSO) 168 12 93.33
PK (1 mM EMS) 186 41 81,93
200uM LUC 165 40 80,48
50uM EA 360 32 91,83
100uM EA 105 12 89,74
0,5uM CUR 181 24 88,29
1,0uM CUR 105 10 91,30
200uM LUC+50uM EA 115 20 85,18
200uM LUC+100uM EA 188 26 87,85
200uM LUC+0,51M CUR 137 21 86,70
200uM LUC+1,0uM CUR 448 60 88,18
200uM LUC+100uM EA+1uM CUR 521 58 89,98

Tablo 4.3. Tripan mavisi testi ile goniillii 3’¢ ait hiicresel canlilik sonuglari

Canh hiicre  Olii hiicre % Canlihk

Goniillii 3

NK (DMSO) 370 29 92,73
PK (1 mM EMS) 523 120 81,33
200uM LUC 169 40 80,86
50uM EA 183 21 89,70
100pM EA 442 46 90,57
0,5uM CUR 239 33 87,86
1,0uM CUR 368 27 93,16
200uM LUC+50uM EA 281 46 85,93
200puM LUC+100uM EA 346 43 88,94
200puM LUC+0,5uM CUR 105 19 84,67
200pM LUC+1,0uM CUR 171 20 89,52
200pM LUC+100uM EA+1uM CUR 177 17 91,23
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Tablo 4.4. Tripan mavisi testi ile goniillii 4’e ait hiicresel canlilik sonuglart

Canli hiicre Olii hiicre % Canlilik

Géniillii 4

NK (DMSO) 531 44 92,34
PK (1 mM EMS) 178 42 80,90
200uM LUC 160 39 80,40
50uM EA 122 16 88,40
100uM EA 279 33 89,42
0,5uM CUR 417 52 88,91
1,0uM CUR 435 44 90,81
200uM LUC+50uM EA 391 59 86,88
200uM LUC+100uM EA 123 18 87,23
200uM LUC+0,5uM CUR 380 54 87,55
200uM LUC+1,0uM CUR 265 28 90,44
200uM LUC+100uM EA+1pM CUR 377 37 91,06

Tripan mavisi testi ile tiim goniilliilere ait hiicresel canlilik degerlerinden elde edilen

verilerle tiim uygulama gruplarinin ortalama hiicresel canlilik degerleri Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Tripan mavisi testi ile belirlenen tiim uygulama gruplarina ait ortalama hiicresel
canlilik grafigi
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% canlilik degerlerinin LUC grubunda DMSO kontrole gore diiserken EA ve CUR ile
LUC+EA ve LUC+CUR kombinasyon gruplarinda artarak kontrole yaklastig

gorilmektedir.

4.2. Alkali Comet Testi Gorsel Analiz Bulgular:

Alkali comet testi sonucunda goézlenen hiicre tiplerinin fotograflari Sekil 4.2°de

gorilmektedir.

Tip 0: Hasarsiz DNA; Tip 1:Cok az hasarlanmig DNA; Tip 2: Az hasarlanmis DNA;
Tip 3: Hasarlanmig DNA; Tip 4: Tiimiiyle hasarlanmis DNA

Sekil 4.2. Alkali comet yontemi ile farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin floresan
mikroskop goriintiileri
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Her bir goniilliiye ait uygulama gruplarindan 100’er hiicre sayilmis ve sayilan hiicreler
ugramis olduklart hasara gore tip O, tip 1, tip 2 tip 3 ve tip 4 olmak iizere bes grupta
smiflandirilmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda kimyasal ajanlara maruz birakilmis
insan periferal kan lenfositlerinde alkali comet test yontemi ile genetik hasar indeksi

(GHI) ve hasarls hiicre yiizdesi (HHY) degerleri belirlenmistir.

Genetik hasar indeksi (GHI) sayilan 100 hiicre igerisinden elde edilen tip 0, tip 1, tip 2 tip
3 ve tip 4 degerleri hesaba alinarak belirlenirken, hasarli hiicre yiizdesi (HHY) sayilan
100 hiicre igerisindeki tip 2, tip 3 ve tip 4 diizeyinde hasar gérmiis hiicrelerin toplam
sayisint gostermektedir. Tim goniilliilere ait alkali comet sonuglart Tablo 4.5-Tablo

4.8’de verilmistir.

Tablo 4.5. Alkali comet sonucu elde edilen goniillii 1°e ait hasarli kan hiicreleri degerleri

Gruplar N Tip0 Tipl Tip2 Tip3 Tip4 GHi HHY

NK (%10 DMSO) 100 87 7 2 1 1 022 6
PK (1 mM EMS) 100 62 6 5 10 17 114 32
200uM LUC 100 69 0 1 9 21 113 31
50uM EA 100 91 4 4 1 0 015 5
100uM EA 100 94 4 2 0 0 008 2
0,5uM CUR 100 88 8 4 0 0 016 4
1,0uM CUR 100 92 5 3 0 0 o011 3
200pM LUC+50uM 155 76 12 7 3 2 043 12
EA

200pM LUC+100pM 0 g4 9 5 1 1 02 7
EA

200uM LUC+ 0,5uM

P 100 74 7 9 7 3 058 19
200uM LUC+ 1,0pM

i 100 81 10 6 1 2 033 9
200uM LUC+ 100uM

£ 1M CUR 100 85 6 4 4 1 03 9

Goniilliilere ait tiim DMSO negatif kontrol ile EMS pozitif kontrol gruplarinda belirlenen
GIH orami kendi aralarinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik bulunmustur (p<0,001).
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Tablo 4.6. Alkali comet sonucu elde edilen goniillii 2°ye ait hasarli kan hiicreleri degerleri

Gruplar N Tip0 Tipl Tip2 Tip3 Tip4 GHi HHY

NK (%10DMSO) 100 86 8 5 1 0 021 6
PK (1 mM EMS) 100 69 4 6 9 12 09l 27
200uM LUC 100 71 1 3 8 17 099 28
50uM EA 100 88 6 3 3 0 021 6
100pM EA 100 93 5 1 1 0 01 2
0,5uM CUR 100 90 6 2 1 1 017 4
1,0uM CUR 100 91 6 2 1 0 013 3
200pM LUC+S0IM 5 g1 13 3 2 1 029 6
EA

200pM LUC+100pM 1y g4 11 4 0 1 023 5
EA

200pM LUC+ 0,5pM

i 100 8 10 5 2 1 03 8
200uM LUC+ 1,0uM

P 100 8 11 2 1 1 02 4
200pM LUC+ 100uM

e L 100 83 6 6 4 1 034 11

Genel olarak LUC grubunda negatif kontrole gére GHI degerinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Konsantrasyon artisina bagli olarak EA ve CUR gruplar ile LUC+EA,
LUC+CUR ve LUC+EA+CUR kombinasyon gruplarinda LUC grubuna gore daha diisiik
GIH degerleri gozlenirken bu degerler bakimindan gruplar arasi istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0,001).

Uygulama gruplarina ait preperat basina her tipteki DNA hasar ylizdesi hesaplanarak ve
DNA hasar yiizdeleri toplanarak sonuglar hasarli hiicre yiizdesi (HHY) olarak
degerlendirilmistir. Alkali comet testinden elde edilen bulgulardan HHY oranlarini,
DMSO kontrol, LUC, EA ve CUR gruplarin1 tek basina ve kombine halde kendi
aralarinda tek yonlii varyans analizi ile karsilastirdigimizda aralarinda istatistiksel anlaml
farklilik oldugu gozlenmistir (p<0,001). Gruplar arasi yapilan karsilastirmalarda ise
DMSO kontrol grubuna gére LUC grubuna ait HHY oraninin istatistiksel anlamda yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0,05 ve p<0,001).
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Tablo 4.7. Alkali comet sonucu elde edilen goniillii 3°e ait hasarli kan hiicreleri degerleri

Gruplar N Tip0 Tipl Tip2 Tip3 Tip4 GHi HHY
NK (%10DMSO) 100 92 2 2 1 1 015 4
PK (1 mM EMS) 100 58 2 9 10 21 134 40
200uM LUC 100 64 5 4 9 18 112 31
50uM EA 100 91 4 3 1 1 017 5
100uM EA 100 95 2 0 2 1 012 3
0,5uM CUR 100 89 5 4 1 1 02 6
1,00M CUR 100 92 5 2 1 0 012 3
200pMLUCHS0IM 5 77 43 6 3 1 038 10
EA
200pM LUC+ 100pM 15y g7 9 3 0 1 019 4
EA
200uM LUC+05iM 455 79 10 6 3 2 039 11
CUR
200pM LUC+ 1,0uM
P 100 84 11 3 2 0 023 5
200pM LUC+ 100uM
e L 100 89 6 3 1 1 019 5

LUCHEA, LUC+CUR ve LUC+EA+CUR kombinasyon gruplarinda belirlenen HHY
oraninin LUC grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diislise gosterdigi goriilmiistiir
(p<0,001). Tiim uygulama gruplarinda gézlenen HHY oraninin istatistiksel bakimdan

anlaml1 oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Tiim goniilliilere ait GHI ve HHY ortalama degerleri Tablo 4.9 ile Sekil 4.3 ve Sekil
4.4’de gosterilmistir. Bu degerlerden elde edilen istatistik sonuglarina bakildiginda genel
olarak sonucunda elde edilen LUC uygulama grubunda yiiksek olan GHI ve HHY
degerlerinin kombinasyon gruplarinda DMSO kontrole yaklastigi goriilmektedir.
Degerler bakimindan gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir

(p<0,001).
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Tablo 4.8. Alkali comet sonucu elde edilen goniillii 4’¢ ait hasarli kan hiicreleri degerleri

Gruplar N Tip0 Tipl Tip2 Tip3 Tip4 GHIi HHY
NK (%10 DMSO) 100 90 5 3 1 1 018 5
PK (1 mM EMS) 100 63 6 5 9 17 111 31
200uM LUC 100 66 1 6 8 19 113 33
50uM EA 100 92 4 3 1 0 013 4
100uM EA 100 95 2 2 1 0 009 3
0,5uM CUR 100 88 9 3 0 0 015 3
1,0uM CUR 100 94 4 1 1 0 009 2
ZE‘X’"M LUCHS0uM 15 77 10 7 4 2 044 13
200pM LUC+100pM 1 gg 9 2 2 1 023 5
EA
200pM LUC+ 0,5pM
i 100 75 9 8 6 2 051 16
200uM LUC+ 1,0pM
i 100 83 6 7 3 1 033 11
200uM LUC+ 100pM
oy 100 85 7 3 4 1 029 8
GHi
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Sekil 4.3. Tiim goniilliilere ait genetik hasar indeksi (GHI) ortalama degerlerinin grafiksel
olarak dagilimi
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Tablo 4.9. Alkali comet testi ile elde edilen tiim goniilliilere ait verilerin dzet bulgulart

Gruplar N Tip0 Tipl Tip2 Tip3 Tip4 GHi HHY
NK (%10 DMSO) 400 88,75 6 3,5 1 0,75 0,19+0,01 5,25+1,41
PK (1 mM EMS) 400 63 45 625 95 16,75 1,120,422 32,50+3,032
200 pM LUC 400 675 1,75 35 85 18,75 1,090,022 30,75+2,172
50 pM EA 400 90,5 45 325 15 0,25 0,16+0,07%P 5,00+0,91°
100 pM EA 400 9425 325 1,25 1 0,25 0,09£0,01%°  2,50+0,78%P
0,5 uM CUR 400 88,75 7 325 05 0,5 0,17+0,05° 4,25+1,04%P
1,0 uM CUR 400 92,25 5 2 0,75 0 0,11+0,02%P 2,75+1,70%P
200 pM LUC+ 50 pM EA 400 77,75 12 5,75 3 1,5 0,38+0,27%®  10,25+2,18%P
200 pM LUC+ 100 pM EA 400 8525 95 35 0,75 1 0,22+0,0920 5,25+1,12°
200 pM LUC+ 0,5 pM CUR 400 77,5 9 7 4,5 2 0,44+0,15*®  13,50+£3,212P
200 pM LUC+ 1,0 pM CUR 400 8325 95 45 1,75 1 0,27+0,19P 7,25+0,2320
200 pM LUC+ 100 pM EA+ 1 pM CUR 400 855 6,25 4 3,25 1 0,28+0,04*®  8,25+],872P

a: NK (%10 DMSO) ile karsilastirildiginda, b: 200 uM LUC ile karsilagtirlldiginda iistel harflerle gosterilen degerler arasindaki farklar p<0,001 diizeyinde

Onemlidir.
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Sekil 4.4. Tiim goniilliilere ait % hasarli hiicre (HHY) ortalama degerlerinin grafiksel
olarak dagilimi

4.3. Alkali Comet Testi Bilgisayarh Goriintii Analizi Bulgular:

Comet analizi i¢in farkli parametreleri i¢eren ¢ok sayida yazilim bulunmaktadir. En sik
kullanilan parametreler kuyruk uzunlugu, kuyruktaki DNA yilizdesi ve kuyruk
momentidir. Insan periferal kan lenfosit hiicrelerinin LUC, EA ve CUR’un farkh
konsantrasyonlarina ayri ayri ve kombine sekilde 24 saat boyunca maruz birakilmasiyla
gerceklestirilen alkali comet testi ile kuyruk uzunlugu (TL), kuyruk % DNA (% T-DNA)
ve kuyruk momenti (TM) bulgulari belirlenmistir. Uygulama gruplarina ait alkali comet
sayimmi i¢in her bir goniilliiden 50’ser comet olmak {izere toplam 200 comet {lizerinden

degerlendirme yapilmaistir.

Kuyruk uzunlugu (TL) parametresi yalnizca diisiitk DNA hasar1 seviyelerinde kullanilan
bir parametredir. DM SO negatif kontrol grubuna ait TL degeri 19,54+2,32 um iken EMS
pozitif kontrol grubunda bu deger 87,31+13,29 pum olarak belirlenmistir. LUC grubunda
ise TL degerinin 86,79+11,09 um oldugu gorilmistir. EA ve CUR’un artan
konsantrasyonlarinda TL degerinin negatif kontrole yakin oldugu gézlenmistir. LUC, EA
ve CUR kombinasyon gruplarinda da benzer sekilde TL degerleri diiserek negatif
kontrole yaklagmistir. TL degerleri acisindan gozlenen farkliliklarin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001). Sekil 4.5’de uygulama gruplarina ait kuyruk

uzunlugu parametresine ait degerler gosterilmistir.
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Kuyruk Uzunlugu (TL)
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Sekil 4.5. Insan periferal lenfositlerinde olusan DNA hasarina ait DNA kuyruk uzunlugu

DNA hasar1 arttik¢a kuyrugun yogunlugu da artar. Kuyruktaki DNA yiizdesi (%T-DNA),
kirtlma frekansiyla dogrusal olarak iligkili oldugu i¢in bir baska yararli parametredir.
DMSO negatif kontrol grubu % T-DNA degeri 11,43’dir. Pozitif kontrol grubunda bu
degerin 79,73 oldugu ve % T-DNA parametresi agisindan negatif kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli artis gostererek DNA hasarina neden oldugu goriilmektedir
(p<0,001). TL degerlerine benzer sekilde LUC, EA ve CUR kombinasyon gruplarinda %
T-DNA parametresi degerlerinin LUC grubuna gore diistiigii Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Kuyruk % DNA (% T-DNA)
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Sekil 4.6. Insan periferal lenfositlerinde olusan DNA hasarina ait % DNA kuyruk
yogunlugu

Kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugunu tek bir degerde birlestirir, bu

nedenle en kullanigh ve sik kullanilan bir parametredir. Kuyruk momenti (TM), kuyruk
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uzunlugu (TL) ve kuyruk DNA yiizdesinin (% T-DNA) ¢arpiminin 100’¢ boliinmesiyle
elde edilen bir degerdir. TM degerleri negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplarinda
sirasiyla 2,23+0,19 um ve 69,61+9,41 um olarak belirlenmistir. LUC uygulama grubunda
66,65+5,12 um oldugu gozlenen TM degerinin LUC+EA+CUR grubunda 3,10+0,13
um’e diiserek negatif kontrole yaklastigi goriilmiistiir. TM degerleri agisindan gozlenen
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001). LUC, EA ve
CUR ayn ayr1 ve kombinasyon gruplarina ait kuyruk momenti degerleri Sekil 4.7 de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Insan periferal lenfositlerinde olusan DNA hasarma ait kuyruk momenti

38



5. SONUC VE TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, hayatimizin her alaninda siklikla karsilagtigimiz dogal
boyarmaddelerden LUC ile uyarilmis insan periferal kan lenfositlerinde olast DNA
hasarma kars1 dogal fenolik bilesikler olan EA ve CUR’un in vitro antigenotoksik
etkilerinin  DNA’larin elektroforetik ortamdaki goglerine gore analiz edilmesi
amaglanmistir. Bu nedenle son yillarda popularitesi ve kullanim alani hizla artan Comet
assay ya da SCGE olarak adlandirilan Tek Hiicre Jel Elektroforez test yontemi
kullanilmistir. Ekotoksikoloji klinik, biyoizlem ve kanser ¢alismalari gibi pek ¢ok alanda
kimyasal ve fiziksel ajanlarin canlilar lizerinde meydana getirdigi genotoksik etkilerin
DNA diizeyinde tespit edilebilmesine olanak saglamasi sebebiyle bu analiz yontemi

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Genotoksisitenin belirlenmesi i¢in LUCun 200 uM, EA’nin 50 ve 100 uM, CUR’un 0,1
ve 1 uM dozlar ile ayr1 ayr1 ve kombine sekilde 24 saat muamele edilen hiicreler alkali
comet assay ile analiz edilmis, genetik hasar indeksi, hasarli hiicre yiizdesi, kuyruk DNA
yogunlugu (%), kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti hesaplanarak elde edilen veriler

literatiirle karsilagtirilmistir.

Dogal bir boyarmadde olan LUC mutajenitesi tizerine Yasui ve Takeda (1983) tarafindan
yapilan bir caligmada Salmonella typhimurium suslarinda alizarin, purpurin ve LUC’un
Ames Salmonella/mikrozom testi sonuglarindan elde edilen verilerde LUC un mutajenik

oldugu belirlenmistir.

V79 (Cin hamster fibroblast), C3H/M2 (fare fibroblast ve karaciger) hiicre hatlar
tizerinde yapilan genotoksik testlerde LUC un, DNA tek iplik kopmalarina sebep olarak

ve DNA-protein c¢apraz baglarinin indiiklenmesine yol agarak DNA’ya hasar verdigi
tespit edilmistir (Bachur vd., 1978; Westendorf vd., 1988).

Ayrica dogal bir antrakinon olan LUC ve tiirevlerinin, in vivo ve in vitro ¢alismalarda
transversiyon ve transisyonu indiikleyerek DNA’da hasara neden oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Poginsky vd., 1991; Kawasaki vd., 1994; Ghodke vd., 2015;
Yockey vd., 2017; Ishii vd., 2018; Ishii vd., 2022).
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Calismamizdan elde edilen verilerle 200 uM LUC’un hiicre canliligini pozitif kontrol
kadar diisiirdiigii bulunmustur. Gorsel ve bilgisayar analiz sonuglar1 da LUC’un genetik
hasar indeksi ve hiicre hasar1 yiizdesini negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde arttirdigini gostermektedir. Benzer sekilde kuyruk DNA frekansi (%), kuyruk
uzunlugu ve kuyruk momentinin LUC gubunda kontrole gore arttig1 gézlenmistir. LUC
grubunda kontrole gore onemli oranda gozlenen farkliliklar LUC’un insan periferal
lenfositlerinde kromozomal anormallik miktarinda artisa sebep olarak DNA hasarina yol

actigimi gostermektedir. Elde edilen sonuglar literatiirii desteklemektedir.

Caligmamizda kullanilan diger dogal fenolik bilesikler olan EA ve CUR ile ilgili yapilan
literatiir galismalarinda; EA’nin, kanser hiicrelerinde sitotoksik ve antiproliferatif aktivite
gostererek apoptozu indiikledigi gosteren pek cok ¢alisma bulunmaktadir (Losso vd.,
2004; Labrecgue vd., 2005; Li vd., 2005; Seeram vd., 2005; Han vd., 2006; Larrosa vd.,
2006; Edderkaoui vd., 2008; Kim vd., 2009; Hagiwara vd., 2010; Malik vd., 2011;
Bozkurt vd., 2012; Erenoglu, 2012; Chung vd., 2013; Umesalma vd., 2015; Guo vd.,
2016; Cheng vd., 2017).

Rat periferik kan lenfositlerinde nikotinden kaynakli olusan toksisiteye karst EA’nin
koruyuculugu comet ve MN ile analiz edilmis, 100 pM EA’nmn lipid peroksidaz
enziminin aktivitesini azaltarak toksisiteyl Onleyip maksimum koruma sagladigi

belirtilmistir (Sudheer vd., 2007).

Oksidatif stres sonucu olusan hepatosit hasarina kargt EA’nin koruyucu etkisinin in vivo
ve in vitro test edildigi baska bir ¢alismada, EA’nin hepatosit hiicrelerinde mitokondriyal
depolarizasyonu onleyerek reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azalttifi, apoptotik ve
nekrotik hiicre hasarlarin1 engelledigi, ayrica EA’nin hasarli karaciger hiicrelerinin
olimiine yol agtigi, GSH (glutatyon), ALT (alanin transaminaz) ve AST (aspartat
transaminazin) artigina karst hiicreleri korudugu gosterilmistir (Hwang vd., 2010).
EA’nin fare kemik iligindeki polikromatik eritrositlerinde mikronukleus olusumuna kars1
hiicreleri korudugu belirtilerek Comet assay ile DNA hasarin1 6nlendiginin gosterildigi
ifade edilmistir (Gradecka-Meesters vd., 2011).
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Mikroniikleus testiyle siklofosfamid ile indiiklenmis Isvigre albino farelerinin bobrekleri
tizerine EA’nin koruyuculugu arastirilmig ve MN testi sonucunda EA’nin DNA iplik
kopmalarin1 ve mikroniiklues olusumunu indirgeyerek bobrek hiicrelerinde oksidatif
stresi, DNA hasarlarini ve genotoksisiteyi ciddi oranda azalttig1 tespit edilmistir (Rehman
vd., 2012).

Sprague-Dawley sigcanlarinda oksidatif stres olusumunu saglayan sisplatin kaynakli
nefrotoksisiteye karst EA’nin kullanimi ile sisplatin nedeniyle yiikselmis olan plazma
kreatin, iire ve kalsiyum degerlerinin 6nemli derecede azaldig1 ve yine sisplatin kaynakli
oksidatif stresin Onledigi tespit edilmistir (Atessahin vd., 2006). Yine ratlar iizerinde
kardiyotoksisiteye karst EA’nin koruyucu etkisinin arastirildigi bir calismada EA’nin
antioksidan aktivite gostererek doku hasarini azalttigi tespit edilmistir (Hemmati vd.,
2018).

CUR’un, bir¢ok bitkisel iirtinde oldugu gibi biyoyararlanimi yiiksek, genis biyolojik
spektruma sahip ve toksik olmayan gii¢lii bir antioksidan oldugu bilinmektedir (Topal ve
Ugur, 2021). CUR’un antieflamatuar, antimikrobiyal, antidiyabetik, antibakteriyal ve
antioksidan ozelliklerinden dolay1 tedavi edici ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

amaciyla yapilmig bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Ekici, 2022).

Fare ve ratlar lizerinde yapilan caligmalarda CUR’un antioksidan 6zeliginden dolay1
koruyucu etki gostererek beyin, mide ve karaciger dokularinda lipit peroksidasyonunu ve
protein oksidasyonunu engelledigi tespit edilmistir (Inano ve Onoda, 2002; Manikandan
vd., 2004; Swarnakar vd., 2005; Siddiqui vd., 2006; Sumanont vd., 2006). Yine CUR’un
giiclii bir immiinomodiilator etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Jagetia ve Aggarwal,
2007; Tirker, 2018). CUR’un antioksidan 6zellikleri sayesinde insan embriyonik bobrek
hiicrelerinde (HEK293) proliferasyonunu artirmak suretiyle toksisiteyi azalttig ifade
edilmistir (Kurt vd., 2020). Fenolik bir bilesik olan CUR’un Covid-19 proteazina kars1
gliclii bir inhibitdr aktiviteye sahip oldugu ve bunula birlikte CUR’un Covid-19
antiproteaz ilaci olarak kabul edilebilecegi de belirtilmistir (Mohammadi ve Shaghaghi,
2020). Beyin ve meme gibi kanserli hiicre hatlarinda farkli dozlarda uygulanan CUR’un

hiicre proliferasyonunu azaltarak ostidatif stresi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir

(Bektur Aykanat ve Kagar, 2021; Kar ve Hacioglu, 2021).
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Ayrica EA ve CUR’un radyasyonuna maruz birakilan farelerde, mikroniikleus ve
kromozomal anormalliklerin indiiksiyonu ile DNA =zincir kirilmalarint inhibe ettigi
gosterilmistir (Thresiamma ve Kuttan, 1998). Farcler lizerinde yapilan farkli bir
calismada radyasyon maruziyetiyle artan protein kinaz C aktivitesinin CUR ve EA
tedavisi sonrasinda enzim inhibisyonu saglanmistir (Varadkar vd., 2001). EA ve CUR’un
karsinom hiicrelerinde olusmus serbest radikalleri azalttigi ve DNA hasarin1 dnleyerek

antikanserojen etki gosterdigi de tespit edilmistir (Kumar vd., 2016).

Calismamizda alkali comet assay ile GHI, HHY, TL, % T-DNA ve TM parametrelerine
ait degerlere bakildiginda bu degerlerin EA ve CUR’un tiim gruplarinda kontrole gore
diistikken LUC+EA, LUC+CUR ve LUC+EA+CUR kombinasyon gruplarinda kontrole
yaklagtigi gozlenmistir. LUC’un neden oldugu toksisitenin LUC+EA ve LUC+CUR
gruplarinda konsantrasyon artisina paralel olarak azaldigi, en anlamli diisilislin ise

LUCH+EA+CUR grubunda gerceklestigi tespit edilmistir.

Yukarida gosterilen tiim bu veriler 1s18inda LUC un insan periferal kan lenfositlerinde
DNA hasar1 olusturarak toksik etki gosterdigi, EA ve CUR’un kullanilan dozlarinin LUC

toksikasyonu sonucu olusan genotoksisiteyi azalttigi gézlemlenmistir.

Ayrica ¢alismamizda kullanilan kimyasal ajanlarin genotoksisitesi ve mutajenitesi ile
ilgili ya da antigenotoksik ve antioksidan 6zellikler sergilediklerini belirten ¢alismalar
bulunmasina ragmen insan periferal lenfosit hiicrelerinde LUC tarafindan meydana
getirilen DNA hasart iizerinde EA ve CUR fenolik bilesiklerinin kombine kullanimi
lizerine literatiire rastlanilamamistir. Bu nedenle ¢alismamizin 6zgiin oldugu

distiniilmektedir.

Giliniimiizde gerek gidalarda kullanilan dogal boyarmaddeler ve antioksidanlar gibi katki
maddeleri ve gerekse kozmetik, tekstil, tarim gibi alanlarda yararlanilan kimyasal madde
kullantminin hizla artmas: sonucunda bu kimyasal ve katki maddelerinin canlilarin
genetik yapisinda olumsuz etkilerinin olup olmadiginin tespit edilmesi gida giivenligi,
insan saglhigi ve yasam kalitesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Bu maddelerin genotoksik
potansiyellerinin aragtirilmasi, olumsuz etkilerinin Onlenebilmesi ve yasal cergeve
icerisinde belirtilen dozlarda kullanimlarinin saglanmasi igin iireticilerin ve tiiketicilerin

bilin¢ diizeyinin artirilmas: gerekmektedir.
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