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Bu calismanin amaci, Eucalyptus globulus (6kaliptus) bitkisi ugucu yaginin ana
bileseni olan 1,8-Cineole (1,8-sineol, eucalyptol)’in insan periferal lenfositlerinde in
vitro genotoksik ve sitotoksik etkilerini arastirmaktir. Calismada 1,8-sineoliin 0.07, 0.14,
0.21 ve 0.28 pg/mL’lik konsantrasyonlari1 24 ve 48 saatlik muamele sirelerinde
denenmistir. 1,8-sineoliin genotoksik etkisi, kardes kromatid degisimi (KKD),
kromozom anormalligi (KA) ve mikronikleus (MN) testleriyle, sitotoksik etkisi de
replikasyon indeksi (RI), mitotik indeks (MI) ve nukleer bolinme indeksinin (NBI)
saptanmasiyla belirlenmistir. Ayrica total oksidan ve total antioksidan seviyeleri
spektrofotometrik yontemle saptanmigtir. Calismamizda 1,8-sineol, saghkli insan
periferal kan lenfositlerinde butliin konsantrasyon ve sirelerde KKD’yi énemli diizeyde
etkilememistir. 1,8-sineol kromozom aberasyonunu bir miktar arttirmis fakat bu artis
istatiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Benzer sekilde test maddesi MN olusumunu da
induklememistir. 1,8-sineol her iki muamele sliresinde (24 ve 48 saat) sadece en yiksek
konsantrasyonda (0.28 pL/mL) proliferasyon indeksini kontrol ve ¢dziicii kontrole gore
onemli seviyede distrmustir. 1,8-cineole’iin 0.21 pL/mL konsantrasyonu 48 saatlik
muamelede mitotik indeksi ¢Oziici kontrole gdre 6nemli dizeyde azaltmigsken, 0.28
puL/mL konsantrasyonu hem kontrol hem de ¢ozicu kontrole gére 6nemli dizeyde
dustrmastir. Nukleer bélinme indeksleri (NBI) incelendiginde 24 saatlik muamelede
sadece en yiksek iki konsantrasyondaki (0,21 ve 0,28 pL/mL) NBI dusist kontrollere
gore 6nemli bulunmustur. Deneyin 48 saatlik muamelesinde en disiuk konsantrasyon
hari¢ tim konsantrasyonlarda NBI kontrole gore azalmistir. Test maddesi toplam
oksidan ve toplam antioksidan seviyesine (24 saatlik en yiiksek konsantrasyon harig) etki
etmemistir.  Sonu¢ olarak oksidatif stres indeksinde anlamli bir degisiklik
saptanmamastir.

Anahtar Kelimeler: 1,8-Cineole, Genotoksisite, Kardes Kromatid Degisimi,
Kromozom Anormalligi, Mikronukleus
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The aim of this study was to investigate in vitro genotoxic and cytotoxic
effect of 1,8-Cineole (eucalyptol) which is main compound of essential oils of
Eucalyptus globulus plant in human peripheral blood lymphocytes. In the study,
0.07, 0.14, 0.21 and 0.28 pg/ml concentrations of 1,8-cineole were tested for 24 or 48
hours treatment periods. Genotoxic effect of 1,8-Cineole was determined with sister
chromatid exchange (SCE), chromosome aberration (CA) and micronucleus tests and
cytotoxic effect of 1,8-cineole was determined with replication index (RI), mitotic
index (MI) and nuclear division index (NDI). Also, total oxidant and antioxidant
values were determined by spectrophotometric method. In our study, 1,8-cineole did
not affect SCE in human peripheral blood lymphocytes both all concentrations and
treatment periods. 1,8-Cineole slightly increased CA but this increase was not
statistically significant. Alike, the test substance did not induce formation of
micronuclei. For two treatment periods, 1,8-cineole reduced RI significantly at
highest concentration (0.28 pL/mL) when compared with control and solvent control.
The highest two concentrations (0.21 and 0.28 puL/mL) of test chemical reduced Ml
significantly for 48 hours treatment period when compared with control and solvent
control. Looking at NDI, the two highest concentrations of 1,8-cineole (0.21 and 0.28
pL/mL) reduced NDI for 24 hours treatment period when compared with control and
solvent control. For 48 hours treatment period, NDI decreased at all concentrations
(except the lowest) when compared with solvent control. 1,8-Cineole did not affect
total oxidant (except the highest concentration for 24 hours treatment period) or total
antioxidant values. As a result, there were not any significant changes in oxidative
stress index.

Keywords: 1,8 Cineol, Genotoxicity, Sister Chromatid Exchange, Chromosome
Aberration, Micronucleus.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C : Santigrat derece

ug : Mikrogram

4NQO : 4-Nitroquinoline 1-oxide
AFB : Aflatoksin B1

AFB1 . Aflatoxin B1

ark. . Arkadaslar

BAKA : Bati Akdeniz Kalkinma Ajansi
BrdUrd  : 5'-Bromo-2'-deoxyuridine

CA : Chromosome Aberration

CE : Chromatid Exchange

CHO : Chinese Hamster Ovaryum

CP : Siklofosfamid

CK : COzucl kontrol

dak. : Dakika

dev. : Devir

DMBA  :9,10-dimetil-1,2-benz [a] antrasenden
DNA : Deoksiribonukleik asit

dT : Deoxytimidin

du : Doxyuridin

EMS : Etil metan sulfonat

ES : Estragol

FDA : Food and Drug Administration (Gida ve ilag Dairesi)
g : Gram

Gpt : Glutamik piruvat transaminaz

Hep G2  : Hepatoma Cell Line ( Hepatoma Huicre Hatti)

HL60 : Human Promyelocytic Leukemia Cells (Insan Promiyelositik Losemi
Hicreleri)

HNOs > Nitrik asit

HSV-1 : Herpes simpleks virus-1
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IPCS

ISCN

KA
kb
KCI
KKD
KOH
Ml
MMC
MMP
MN
MNNG
MNU
MTT:
MYR
NaCl
NBI
NTP
(ON]|

PCB
Pl

PK
Ppm
PROD

RI

: Hepatic Tumor Cell Line (Karaciger TUmori Hiicre Hatti)
: The International Programme on Chemical Safety (Uluslararas: Kimyasal

Guvenlik Programi)

: 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]-quinoline

- International System for Human Cytogenetic Nomenclature (Uluslararasi

Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemi)

: Kromozom Aberasyonu

: Kilo baz

: Potasyum Klorar

: Kardes Kromatid Degisimi

: Potasyum Hidroksit

: Mitotik indeks

: Mitomycin C

: Mitokondri Membran Potansiyeli
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1. GIRIS Esra OZDEMIR

1. GIRIS

Mitolojide bitkiler, tanrilarin insana verdigi en degerli armagan olarak ele
alinmstir. Buna gore biitun bitkiler insanin hizmetindedir ve insanin varolusundan
itibaren bitkilerle olan iliskisi baslamistir (Gezgin, 2007). Ilk caglardan kalan
arkeolojik bulgulara goére insanlar, besin ve sifa icin 0Oncelikle bitkilerden
faydalanmiglardir. Deneme yanilma yoluyla elde edilen bu bilgiler, ¢aglar boyunca
kullanim sekillerindeki bazi degisiklik ve gelismelerle giinlimiize kadar ulasmstir.
Kuzey Irak’ta Sanidar Magarasi’nda 1957 yilinda yapilan kazilarda bulunan
Neandertal adam kalintilar1 yaninda mezarda bulunanlar, bitki-insan iligkisinin
baslangicina ait ilk veri olarak kabul edilir. Glntmuzden 60 bin yil 6ncesine ait
oldugu dusunulen bir saman mezarinda; civanpergemi, kanarya otu, mor simbul, gul
hatmi, peygamber cicegi, ebegiimeci ve efedra (deniz Uzimu) gibi bitki tdrlerinin
bulundugu tespit edilmistir. Olilerini gomme gelenegi edinen toplumlarda, Glen
Kisinin tekrar yasama donduginde kullanacag: dusuncesiyle mezara konuldugu
tahmin edilen bitkilerin, yenenler ve sifali olanlar diye ayrilmaya baslandiginin da bir
goOstergesi olabilecegi dusunulmektedir. Clnkd bu bitki tarleri ginimizde de
oOzellikle tibbi bitki olarak hala 6nemlidir (Lewin, 1997; Heinrich ve ark., 2012).

Yukaridaki alintidan anlasilacagi (zere gunumizde oldugu kadar uzak
gecmiste de insanlar bitkilerle yakindan etkilesim halinde olmustur. Bitkiler éncelikli
olarak gida ve ilag olarak kullanilmakla beraber, yakit, yap1 malzemesi, sis esyasi,
boya, biiyli (inangsal) vb. amaglar icin de kullanilmaktadir. Diinya Saghk Orgitii
tarafindan yapilan bir bildirimde dunya nifusunun %70-80’inin temel saghk
hizmetleri uygulamalarinda bitkisel Urtnlerden yararlandiklar: ifade edilmektedir
(Chan ve ark., 2003).

Bu konudaki ayrintilara gegmeden 6nce yerylzundeki sifali bitkilerle ilgi bazi
sayisal bilgilerin verilmesinde yarar vardir. Bir kaynaga gore diinya genelindeki
toplam 422,000 bitki turinden 72,000 kadari1 tedavi edici 0zellige sahiptir
(Schippmann ve ark. 2006). Baska kayitlara gore Tirkiye’de 2,763 tanesi endemik
(Kaya ve ark., 1997), 347 tanesi tibbi ve aromatik (Ozgiiven ve ark., 2005) olmak
Uzere toplam 9,222 cesit bitki tirt mevcut oldugu bilinmektedir (BAKA 2012).
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Genellikle hos kokulu (aromatik) bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar;
bitkilerin ¢icek, tomurcuk, tohum, yaprak, meyve sapi, kabuk, odun, meyve ve
koklerinden elde edilen glizel kokulu yagl sivilardir (Burt, 2004). Bu yaglar mekanik
presleme, distilasyon veya organik ¢ozuculerde ¢ozilmesi yontemi ile bitkiden izole
edilirler (Stammati ve ark., 1999; Mezzoug ve ark., 2007).

Ucucu yaglar aromatik bitkilerin esansiyel yaglarinda dogal olarak bulunan
bilesenlerdir. Ugucu yag, kat1 ya da sivi, degisik bircok kimyasal bilesigin birbiri
icinde c¢ozlnerek olusan, ugucu Ozellikte, homojen ve kompleks bir karisimdir. Bu
ucucu yaglar terpen, alkol, aldehid ve fenol iceren birka¢c kimyasal bilesenin
olusturdugu karigimlardir (Prashar ve ark., 2004). Ugucu yaglar salgi kanallari, salg:
cepleri veya salgr tiylerinde bulunurlar. Ugucu yaglar dretildikleri bitkilere 6zel,
karakteristik hos kokuya sahip olup kozmetik, parfimeri, gida ve insektisit (bocek
ilac1) endustrisinde dnemli bir ekonomik deger tasirlar. Ucucu yaglar lipofilik 6zellik
gostermesinden dolayr hicre membraninin bir tarafindan diger tarafina kolay bir
sekilde gecebilmektedir. Bu ylzden tibbi ve ilaclarda ham madde olarak
kullanilmaktadir (Mezzoug ve ark., 2007). Ayrica aromatik bitkilerin ugucu
yaglarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar: gosterilmistir (Elgayyar ve ark.,
2001). Tibbi amagla kullanilan ugucu yaglar ve icerdikleri aromakimyasallar,
cesitlerine ve aerokimyasallarin elde edilmesinde kullanilan teknolojiye gore degisik
riskler tasimaktadirlar.

Tum bunlarla beraber ugucu yaglarin bazi yan etkileri de bulunmaktadir (Sarer,
1991; Leal-Cardoso ve Fonteles, 1999). Beslenme ve/veya tedavi amaciyla aromatik
bir bitkinin kendisi veya bir bileseni kullaniliyorsa bunlarin insan sagligina olan
etkileri ozellikle kalhtsal yapida mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya
cikarilmasi son derece Onemlidir. Herhangi bir kimyasal maddenin genotoksik
vel/veya sitotoksik risklerinin olup olmadiginin belirlenmesi igin kisa sureli
genotoksisite testleri tercih edilmektedir. Kisa streli genotoksisite testleri olarak
bilinen ve bir kimyasal maddenin genotoksik veya anti-genotoksik olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilan yontemler; kardes kromatid degisimi (KKD) (Tucker ve
ark., 1993), kromozom aberasyonu (KA) (Carrano ve Natarajan, 1988; Anderson ve
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ark., 1988; Hagmar ve ark., 1994) ve mikronlkleus (MN) (Heddle ve ark., 1991,
Fenech, 2002) testleri olarak siralanabilir.

Kardes kromatid degisimleri, DNA’da ortaya ¢ikan cift zincir kiriklarinin
homolog rekombinasyon yoluyla onarimini gosteren bir indikator olup kardes
kromatidlerin homolog lokuslar: arasinda gerceklesen DNA replikasyon drinlerinin
degisimi KKD olarak go6zlenir (Sonoda ve ark., 1999; Helleday, 2003). Mutajen ve
kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan ve hayvanlarin hiicrelerinde
KKD frekansinin arttigi ve tek-gen mutasyonlarinin artisi ile KKD frekans: arasinda
lineer bir iliski oldugu saptanmistir (Perry ve Evans, 1975; Carrano ve ark., 1978;
Albertini ve ark., 2000). Benzer bir iliskinin KKD artisiyla in vivo timorlerin
olusumu arasinda da oldugu Cheng ve ark. (1981) tarafindan bildirilmistir.
Kromozom anormalligi bulgularinin aksine KKD tek basina genotoksik riski
belirlemede yetersizdir ancak KKD deneysel calismalarda indikator test olarak
genotoksik etkileri gostermede uygun bir yontem olarak kullaniimaktadir (Norppa ve
ark., 2006).

KA olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindan dolay:
lenfositlerdeki anormallik seviyesinin kansere egilimli dokulardaki anormallik
seviyesini gosterdigi ve bdylece kanser riskinin de goOstergesi oldugu
dusunulmektedir (Bonassi ve ark., 2000; Albertini ve ark., 2000; Bonassi ve ark.,
2004, 2005). Yiksek KA frekansi, KA artisin1 baslatan sebebe bakilmaksizin yuksek
kanser riskinin bir gostergesi olabilir ¢unkii KA olusumu DNA’daki zincir
kiriklarinin  yanhs onarilmasindan da kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Savage,
1993).

Mikronukleus ise asentrik kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve bir yada
birkagc kromozom ya da kromatidin anafazda geri kalmasindan dolay: (kalgin
kromozom) telofazda olusan esas nukleusun disinda rastlanan kiglk nukleuslardir
(Surrallés ve ark., 1995). Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna
sebep olmaktadir (Topaktas ve Rencuzogullari, 2010). MN olusumuna neden
olabilen kromozom kayb: ya da kromozomlarin ayrilamamas: (non-disjunction)
kanser ve yaslanmada g6zlenen 6nemli karyotipik bozukluklardan biridir. Bu durum,

muhtemelen ig iplikciklerinde ve sentromerde bozulma ya da metafazdan 6nce
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kromozom yapisinin yogunlagsmas: sonucu olusmaktadir (Dellarco ve ark., 1985).
Boylece, MN testi ile hem klastojenik hem de andjenik etkiler belirlenebilmektedir
(Kirsch-Volders ve ark., 1997; Norppa ve Falck, 2003). Farkli arastirmacilar
tarafindan yapilan c¢alismalarda, kanser hastalarindan alinan periferal kan
lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artisin, kanser olusan hedef dokudaki
MN frekans: kadar oldugu bulunmustur (Cheng ve ark., 1996; Duffaud ve ark., 1997;
Bonassi ve ark., 2007). Ayrica Fenech ve ark. (1999)’nin uluslararas: isbirligi ile
yaptiklar1 bir arastirmada insanlarda MN ile kanser arasindaki iliskiyi acgikca
gostermislerdir.

Organizmada gerceklesen bircok fizyolojik ve metabolik faaliyetlerin dogal
yan urinu olarak aciga cikan reaktif oksijen (ROS) tirlerinin hiicre sinyalizasyonu
homeostaziste hayati gorevleri vardir (Devasagayam ve ark. 2004). Bununla birlikte
biyolojik sistem tarafindan elimine edilemeyen reaktif oksijen turlerinin yap: tasi
molekillerde neden oldugu hasar organizmada yaslanmaya (Muller ve ark. 2007),
riskli hicresel proliferasyona (Gupta ve ark. 2012) ve kansere (Irani ve ark. 1997)
neden olabilmektedir. Organizmada dogal yolla ortaya ¢ikan bu oksidan molekuller
normalde vicudun antioksidan savunma sistemleri tarafindan etkisizlestirilerek
dengede tutulmaktadir. Bu dengenin toplam oksidan seviyesi (TOS) lehine
bozulmas: durumunda protein, lipit, nikleik asit gibi hayati molekullerde yikici
reaksiyonlarin ortaya cikmasi kacginilmaz bir sonuctur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durumun yukarida bir kismi belirtilen birgok hastalik ve molekiiler
bozuklugun etiyopatogenezinde (hastaligin olusum ve gelisim nedenleri) yer aldig:
sOylenebilir. Herhangi bir organizmadaki toplam oksidan seviyesi ve toplam
antioksidan seviyesi (TAS) degerleri belirlenerek oksidatif stres indeksi (OSI) tespit
edilmektedir. Oksidatif stres, organizmadaki nukleik asitler dahil buttin molekiillerde
bircok negatif etkilenmelere yol acarak bununla baglantili ¢esitli hastaliklara neden
olmaktadir.

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan 1,8-Cineole (1,8-sineol) (bir diger
ismi eucalyptol = Okaliptol) 1870 yilinda F.S. Cloez tarafindan tanimlanmis olup
bilesik Eucalyptus globulus bitkisi ucucu yaginin ana bileseni oldugu icin ona bu

isim atfedilmistir (Boland ve ark., 1991). Baz: tirlerin esansiyel yaglarinin % 90’dan
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fazlasint 1,8-Cineole kapsamaktadir. Ayrica kafur agaci, defne yapragi, cay agaci,
pelin bitkisi, tath feslegen, biberiye, adacayi, kenevir ve diger aromatik bitki
yapraklarinda mevcuttur. Halkasal eter ve monoterpenoit olan 1,8-Cineole, renksiz
sivi bir dogal bilesiktir. Bilesigin hos cesnili aromas: ve tadindan dolayr gida
triinlerinde tat verici ve kozmetikte kullanilmaktadir. Okaliptus yag: temelli 1,8-
Cineole, firlnlanmis yiyecekler, pastacilik, et drinleri ve meyve sulari gibi birgok
uriinde ¢ok dusuk seviyede (% 0.002) tat verici olarak kullaniimaktadir (Harborne ve
Baxter, 2001). Bes biyuk sigara dreticisinin 1994 yili verilerine goére 1,8-Cineole
sigaradaki 599 katkidan birisidir (Tobacco.org: Tobacco News and Information). Bu
bilesigin, tuketim malzemelerinde tad: gelistirdigi icin ilave edildigi iddia
edilmektedir. Enflamasyon (yangi) dnleme 6zelligi ile 1,8-Cineole, ayn1 zamanda st
ve alt solunum yollar: hastaliklarinin tedavisinde uygulanir (Dorsam ve ark., 2014).
Ayrica 1,8-Cineole bir insektisit ve bocek kovar olarak kullanilmaktadir (Klocke ve
ark., 1987; Sfara ve ark., 2009). Diger taraftan bazi orkide arisi tirlerinin
erkeklerinde ise cezbedici olarak islev gormektedir (Schiestl ve Roubik, 2003).
Yapilan caligmalarda limon agaci ugucu yagimin ana komponenti olan limonene,
Drosophila melanogaster’da genotoksik aktivite gostermistir (Fernandez-Bedmar ve
ark., 2011). Limon otu (Cymbopogon citratus), serbetciotu, defne, minegicegi ve
diger faydal: bitkilerin ucucu yaglarinda bulunan B-myrcene’in NTP (National
Toxicology Program) tarafindan yirdtilen deneylerde Salmonella typhimurium ve
Escherichia coli’nin gesitli suslarinda hicbir genotoksik etki bulunmamistir (National
Toxicology P. 2010). Tibbi ve baharat olarak kullanilan bitkilerin ugucu yaginin ana
bilesenlerinden biri olan safrole, in vitro insan HepG2 hcrelerinde ve farelerde
anlaml: derecede hem sitotoksik hem de genotoksik etki géstermistir. (Chiang ve ark,
2011).

Loi ve ark, (2008) 1,8-Cineole’un bitkiler Gzerinde allelopatik (canl ya da
curtimis bitki dokular tarafindan uretilen kimyasal maddelerin gevrelerindeki diger
bitkilerin gelisimine, ¢ogalmasina ve biyimesine olan olumsuz etki) etkilerinin
oldugunu bildirmislerdir. Monoterpenoidlerle yapilan baska bir calismada
Salmonella/microsome deneyi (TA97a, TA98, TA100 ve TA102 test irklarinda)

sonuclarina goére 1,8-Cineole’un herhangi bir mutajenik etkisi saptanmamistir
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(Gomes-Carneiro ve ark., 1998). Komet testi sonuclarina gore kloroform ve 1,8-
Cineole fare lenfoma hiicrelerinde DNA hasar dlzeyini artirmazken, tripan mavisi
testi sonuclarina gore giclu sitotoksik etkiler ortaya c¢ikarmistir (Ribeiro ve ark.,
2006). icerisinde 1,8-Cineole, kafur alpha-pinene ve beta-caryophyllene gibi
terpenoidler bulunan Ricinis comminis yaprak 0zuti birgok insan timor hucre
hattinda konsantrasyona bagli tarzda sitotoksik etki gostermektedir. Ayrica SK-
MEL-28 insan melanoma hucrelerinde apoptozun indiklendigi cesitli yontemlerle
gosterilmistir (Darmanin ve ark., 2009). Achillea millefolium (Civanpercemi)
bitkisinden elde edilen ve iginde bir miktar 1,8-Cineole’unde bulundugu aromatik
yagin (chamazulene [%42.15], sabinene [%19.72], terpin-4-ol [%5.22], beta-
caryophyllene [%4.44] ve Okaliptol [%3.10]) Aspergillus nidulans adli mantarda
mitotik rekombinasyon frekansinda Onemli artiglara neden oldugu bulunmustur.
Buradaki genotoksik etkinin bu yag tarafindan uyarilan mitotik non-disjunction veya
krossing-over’dan kaynaklandig: ortaya atilmistir (de Sant'anna ve ark., 2009). Yine
ana bileseninin 1,8-Cineole (49%) oldugu Eucalyptus globulus yaginin Aspergillus
nidulans tirt mantarda mitotik kararsizlig: artirdig: ortaya ¢ikmustir. Esansiyel yagin
genotoksisitesinin mitotik krossing-over ya da kirilmis kromozomlarla iliskili oldugu
bildirilmistir (Miyamoto ve ark., 2009). T-butyl hydroperoxide (t-BOOH) tarafindan
induklenen mutasyonlar Uzerine myrcene, linalool ve 1,8-Cineole gibi monoterpen
bilesiklerinin etkileri ¢esitli huicrelerde farkl: testlerle (Escherichia coli WP2 1C185
irki1 ve onun oxyR mutant 1C202 irkinda geri mutasyon testi ve de ilaveten insan
hepatoma HepG2 ve insan B lymphoid NC-NC hiicrelerinde comet assay testleri ile)
sinamis olup anilan bilesiklerin oksidanlar tarafindan induklenen genotoksisiteye
kars1 daha cok radikal stpirme aktivitesinden kaynaklanan koruyucu bir 6zellige
sahip olduklari gosterilmistir (Miti¢-Culafi¢c ve ark., 2009). 1,8-Cineole dahil
monoterpenlerin radikal supiriict etkinliginden dolay: oksidatif mutagenezi azalttig:
yonunde bulgular da vardir (Mimica-Duki¢ ve ark., 2010). Benzer bir ¢alismada
kafur, thujone ve 1,8-Cineole’un hatasiz DNA tamir islevini uyardigi ve
biyoantimutajen olarak rol altig: belirtilmistir (Nikoli¢ ve ark., 2011). icinde 1,8-
Cineole bulunan Laurus nobilis (defne) bitkisine ait yaprak esansiyel yagi ve tohum
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yag1 K562 (miyeloid l16semi) tumor hiicre hattinda hiicresel proliferasyonu inhibe
etmistir (Saab ve ark., 2012).

Daha Once yapilan c¢aligmalardan da anlasilacag: gibi, 1,8-Cineole’un
yararlarinin yani sira insan saghgina cesitli yollarla zarar verebilecegi, Ozellikle
genetik bozukluk ve hiicre 6limlerine sebep olabilecegi dustinilmektedir. Daha dnce
yapilan calismalarin sonuglar: dikkate alindiginda 1,8-Cineole (6kaliptol) bilesiginin
genel olarak sitotoksik davranis sergiledigi ancak herhangi bir genotoksik madde
olup olmadig1 konusunda tam bir goris birliginin olusmadig anlasilmaktadir. Iste bu
nedenlerden dolayi, planlanan calismada 1,8-Cineole (6kaliptol)’in in vitro insan
periferal lenfositlerinde kisa sireli akut genotoksik/sitotoksik etkisinin olup
olmadiginin ve oksidatif stres yapip yapmadiginin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.
Bu amagla kiltire alinmis in vitro periferal kan lenfositlerde kardes kromatid
degisimi (KKD), kromozom aberasyonu (KA) ve mikronukleus (MN) testleri ile test
maddesinin genotoksik olup olmadig: arastirilacaktir. Test maddesinin sitotoksik
etkiye sahip olup olmadig1 PI, MI ve NBI parametreleri hesaplanarak belirlenecektir.
Ayrica kan kilturt ortaminin total oksidan ve total antioksidan seviyesi belirlenerek

oksidatif stres indeksleri (OSI) saptanacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ugucu Yaglarin Ana Bilesenleri ile Yapilmis Olan Genotoksisite Calismalari

2.1.1. Anethole (Anetol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Anetol (anason kafuru), tatlandirici bir madde olarak sik kullanilan organik bir
bilesiktir. Bu ajan, dogada bitkilerde yaygin bulunan ugucu yaglarda var olan
aromatik bilesik olan fenilpropenin bir turevidir (Fahlbusch ve ark., 2003). Sekizawa
ve Shibamoto (1982) anetolin Ames/Salmonella reversiyon testinde mutajen 6zellik
gosterdigini fakat Bacillus subtilis DNA tamir testinde ve Escherichia coli WP2
uvrA reversiyon testlerinde ise mutajenite gostermedigini bildirmislerdir. Farkl: bir
calismada yeni dogmus CD-1 farelerine 14 ay boyunca oral yolla farkli dozlarda
verilmis anetoliin kanserojen olmadig: tespit edilmistir (Miller ve ark., 1983). Howes
ve ark. (1990) anetollin sigan karaciger hiicrelerinde zamansiz DNA sentezini (UDS)
artirmadig: ve karaciger kanserine neden olmadigint bildirmislerdir. Kaltire alinmis
fare hepatositlerinde UDS deneyi ile yapilan calismada anetol genotoksik
bulunmamistir (Hasheminejad ve Caldwell, 1994). Gorelick, (1995) Salmonella
typhimurium TA 97, TA 98 ve TA 100 suslarinda yapilan mikrozom testi sonucu
anetolin doza bagl olarak mutasyon frekansini arttirmadigini, benzer sekilde Cin
hamsteri yumurtalik hucrelerinde kromozom anormalliklerini  uyarmadigin
bildirmiglerdir.

Marshall ve ark. (1996) tarafindan yapilan UDS deneyinde anetoliin sigcan
hepatositlerinde ortaya cikardigi sitotoksisiteye ragmen genotoksik etki
gostermedigini tespit etmislerdir. Kim ve ark. (1999) anetoliin sadece Salmonella test
suslart icin mutajenik olmadigini aym zamanda CD-1 fare cilt papillomlar1 ve
B6C3f1 fare hepatomalarinin indiklenmesinde kanserojen oldugunu tespit
etmislerdir. Anetollin olasi antigenotoksisitesinin arastirildig: farkl: bir calismada
farelere etkisi bilinen genotoksinlerin intraperitonal yolla enjekte edilmesinden 6nce
oral gavaj (sonda) yoluyla anetol (40-400 mg/kg) verilmis ve hayvanlar anetol ile 2

ild 20 saat boyunca 6n muameleye tabi tutulmustur. Anetol 6n muamelesinin,
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sicanlarda  siklofosfamid (CPH), prokarbazin (PCB), N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidin (MNNG) ve Uretana (URE) kars1 6nemli koruyucu (antigenotoksik)
etkilere sahip oldugu anlasilmistir. Benzer olarak anetoliin, etil metan silfonat
(EMS) genotoksisitesini inhibe etmesine ragmen tek basina belirgin bir genotoksik

etkiye neden olmadig1 gozlenmistir (Abraham ark., 2001).

2.1.2. p-Myrcene (Mirsen) ile Yapilmis Genotoksisite Cahismalan

B-Mirsen, olefinik (alkenik) ozellik gosteren dogal organik bilesiktir ve kesin
olarak monoterpen olarak siniflandirilan bir hidrokarbondur. Mirsen izopren
dimerleri olan terpenlerin en 6nemlilerinden biridir. Ayn1 zamanda defne, kenevir,
yabani kekik, maydanoz ve serbetciotu gibi cesitli bitkilere ait ugucu yaglarin bir
bilesenidir (Tinseth, 1993; Chyau ve ark., 1996; Orav ve ark., 2003). Kauderer ve
ark. (1991) tarafindan yapilan calismada B-mirsen (MYR) S9 mix varhiginda ve
yoklugunda 1000 mikrogram/mL (¢6zunebilirlik sinir1) derisimine kadar test edilmis
ve in vitro olarak insan lenfositlerinde kromozom anormalliklerini (KA) ve kardes
kromatid degisimi (KKD) uyarmamistir. MYR muamelesine bagli olarak ne mitotik
indeks (MI) ne de proliferasyon indeksi (PI) diismis, fakat ajan insan lenfositlerinde
siklofosfamid (CP) tarafindan uyarilan KKD ve V79 hiicrelerinde CP’nin toksik ve
mutajenik etkisini konsantrasyona bagl:i bir sekilde azaltmistir. Roscheisen ve ark.
(1991) S9 mix ile aktive edilmis indirekt mutajenlerin V79 hicrelerinde neden
oldugu KKD Uzerine MYR’nin koruyucu etkisini incelemislerdir. Calismada
siklofofamid (CP), benzo [a] piren (BP), aflatoksin B1 (AFB) ve 9,10-dimetil-1,2-
benz [a] antrasen (DMBA) mutajenleri kullaniimistir. MYR, CP ve AFB’nin neden
oldugu KKD’yi etkili bir sekilde inhibe etmis ancak BP ve DMBA ile indiiklenen
KKD (zerinde hicbir etki gostermemistir. Arastirmacilar ayn1 zamanda MYR’nin,
karaciger tumoru hicre hattinda (HTC) CP kaynakli KKD frekanslarint azalttigin:
rapor etmislerdir. Zamith ve ark. (1993) MYR’nin Wistar siganlarina gavaj yoluyla
(0.1, 0.5 ve 1.0 gr/kg) verilmesinden 24 saat sonra mitotik indekste (MI) doza bagl
bir artis gozlemlemislerdir. Ayrica bu deneyde MYR kaynakli klastojeniteye ait

highir kanit elde edilmemistir. Mevcut sonuglar ve in vitro mutajenite testlerinin
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onceki bulgulart MYR’nin genetoksik potansiyelinin olmadigini géstermistir. Baska
bir calismada (Gomes-Carneiro ve ark., 2005) Salmonella typhimurium’un TA100,
TA98, TA97a ve TA1535 test suslarinda metabolik aktivasyon yoklugunda p-
mirsenin mutajenik olmadigi bulunmustur. Yine B-mirsenin mutasyonlara karsi
baskilayict etkisinin oldugu baz1 calismalarla gosterilmistir.  Ornek olarak
Escherichia coli WP2 susu ve oxyR mutanti 1C202 suslariyla yapilan geri mutasyon
deneyinde ve insan hepatoma (Hep62) ve insan B lenfoid (NC-NC) hucrelerinde
yapilan komet testinde [-mirsen, t-bitil hidroperoksit (t-BOOH) tarafindan
indiklenen mutagenezi gucli bir sekilde baskiladigi gosterilmistir (Mitic-Culafic ve
ark., 2009). Ote yandan NTP (Ulusal Toksikoloji Programi) tarafindan yiritiilen
deneylerde pB-mirsenin genotoksik olduguna dair kamt bulunmamistir. Bu
calismalarda herhangi bir metabolik ve dis aktivasyon olmadan gerceklestirilen iki
bagimsiz Ames analizlerinde Salmonella typhimurium ve Escherichia coli’nin gesitli
suslarinin higbirinde mutajenite gézlenmemistir. Buna ek olarak 3 ay boyunca gavaj
yoluyla B-mirsen uygulanmis erkek ve disi farelerde, mikronukleuslu normokromatik
eritrositlerin ve kromozom hasarinin sikligi agisindan 6nemli bir artisin olmadigi

bildirilmistir (National Toxicology Prog. 2010).

2.1.3. a-Terpinene (Terpinen) ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Mlgili grup terpenler olarak siniflandirilan izomerik bir hidrokarbon grubudur.
Bunlar aymi molekiler formile sahip olmalarina ragmen karbon-karbon cift
baglarinin pozisyonlari1 yoniinden farklilik gosterir. a-terpinen bilesigi kakule ve
mercankdsk yaglar: ve diger dogal kaynaklardan izole edilmistir (Dewick, 2002).
Gomes-Carneiro ve ark. (2005), Salmonella typhimurium’un TA100, TA98, TA97a
ve TA1535 suslarinda o-terpinenin mutajenik zellik gostermedigini bildirmislerdir.

2.1.4. y-Terpinene Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

y-Terpinene cesitli dogal bitki kaynaklardan izole edilmektedir. Karpouhtsis ve

ark. (1998) y-terpinenin Drosophila tzerinde insektisidal ve genotoksik etkiye sahip
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olmadigini bildirmiglerdir. Aydin ve ark. (15)’nin, insan lenfositlerinde tek hicre jel
elektroforezi yontemiyle yaptiklari calismada vy-terpinenin 0.1 mM altindaki
konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde kirilmaya neden olmazken 0.2 mM
konsantrasyonda DNA’da dnemli zararlara neden oldugunu tespit etmislerdir. Daha
distik derisimlerde ise bazi mutajenler (2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]-quinoline
(IQ) ve mitomisin C (MMC)) tarafindan indiklenen DNA tek iplik kiriklarini

azaltmstir.

2.1.5. d-Limonene (Limonen) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Halkal1 terpen olarak siniflandirilan limonen renksiz sivi bir hidrokarbondur.
Daha yaygin olan d-izomeri gicli bir portakal kokusuna sahiptir. d-Limonen bir
terpenoid olan karvonun kimyasal sentezinde oncii ve temizlik Grtinlerinde ¢ozici
olarak kullanilir (Fahlbusch ve ark., 2003). Hard ve Whysner (1994) d-limonenin
sadece yuksek konsantrasyonlarda erkek sigcanlarda alpha-2u globulin birikimiyle
iliskili nefropati gelisimine yol acarak bobrek timorlerine neden oldugunu
saptamiglar. Aksine disi sigan ve farelerde ise ayni dozun ne nefropatiye ne de buna
bagl bobrek tuimorlerine neden olmadigint bildirmislerdir. Baska bir calismada erkek
sicanlarda d-limonenin genotoksik olmadigi, insanlarda da kanser riski gostermedigi
bulunmustur (Whysner ve Williams, 1996). De Oliveira ve ark. (1997) phenobarbital
muameleli sicanlarin karaciger hicrelerinden elde edilen ve CYP2B1 selektif
markeri olan pentoxyresorufin O-dealkylase (PROD) aktivitesi zerine d-limonen
IC50’sinin  0.19 pM oldugunu tespit etmislerdir. Sekihashi ve ark. (2002)
genotoksisitenin tirler arasinda farkli olup olmadigini anlayabilmek icin komet
deneyi ile fare ve siganlarin birden fazla organinda karsilastirmali incelemeler
yapmiglardir. Calismada fare ve sicanlardan ddérder grup alinarak intraperitonal
(karinzari ici) veya oral yolla toksik olmayan ve farkl: toksik bir belirti gostermeyen
en ylksek dozda kimyasal ile hayvanlar muamele edilmistir. Deneyde 2000 mg/kg
derisimdeki kimyasalda 6lum gézlenmediginden bu miktar komet ¢alismasinda en
yuksek doz olarak secilmistir. Mide, kolon, karaciger, bobrek, idrar kesesi, akciger,

beyin ve kemik iligi 3, 8 ve 24 saat streyle muamele edilmistir. Test edilen

12



2. ONCEKI CALISMALAR Esra OZDEMIR

kimyasallar i¢inde benzil asetat, klorodibromometan ve p-kloro-o-toludinin farelerde
karsinojenik iken siganlarda olmadigi ve anilin, azobenzen, o-fenilfenol, Na ve d-
limonenin siganlarda karsinojenik oldugu fakat farelerde karsinojenik olmadig: tespit
edilmistir. Nesslany ve ark. (2007), erkek sicanlarda bobrek hicrelerinde komet
deneyi araciligiyla genotoksik bdbrek karsinojenleri (streptozotosin, aristolochic
asitler, 2- nitroanisol, potasyum bromat ve sisplatin), renal epigenetik karsinojenler
(d-limonene ve siklosporin) ve nefrotoksik bilesiklerin (treptomisin ve indometasin)
etkileri arastinlmistir. Hayvanlar intraperitonal yolla, test bilesenleri ile muamele
edildikten sonra 3-6 ve 22-26’nci saatlerde 2 kez bobrek hiicrelerinden 6rnek
alinarak genotoksik etkileri Olgilmastiur. Bobrek ile ilgili butin genotoksik
karsinojenin hepsi agik bir sekilde dogrudan veya dolayli olarak DNA goclni
artinrken (mutajenik), d-limonenin DNA gdéc¢inde herhangi bir anlamli artisa neden
olmadig1 bulunmustur,

Fernandez - Bedmar ve ark, (2011) Drosophila melanogaster, somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile yaptiklar: deneyde limonenin ylksek
konsantrasyonlarda (0.73 mM) genotoksik aktivite gosterdigini bulmuslardir. Ayrica
Drosophila melanogaster ve HL60 (Human promyelocytic leukemia cells) insan
timor hiicresi hattinda genotoksik oksitleyici olarak kullanilan hidrojen peroksite
kars1 limonenin antigenotoksik aktivitesinin oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar son
olarak yasam siiresi deneylerinde dislik konsantrasyonlardaki limonenin sirke sinegi
Oomru Gzerinde olumlu bir etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir. Tek basina ve
karistm halindeki terpenlerin (alfa-pinene, beta-pinene, carene, ve limonene)
genotoksik yanitlarimin  karsilastirildigi bir calismada (Saverini ve ark., 2012)
limonen Ames testinde tek basina geri mutasyon frekansinda bir artisa neden
olmamistir. Aksine karisim halinde terpenler, metabolik aktivasyon varliginda
TA100 susunda geri mutasyon frekansinda onemli artisa neden olmustur. Komet
testinde ise 1 saat slreyle tek basina limonen ile ve karisim halindeki terpenlerle
muamele edilen V79 hicrelerindeki DNA hasarinda kayda deger artislar

gosterilmistir.
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2.1.6. (+)-a-pinene (pinen) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalan

a-pinen, terpen sinifina ait organik bir bilesik olup bilesenin iki izomerinden
birisidir. Bircok igne yaprakli agac tlrlerine 6zellikle de cama ait yaglarda bulunur.
Ayn1 zamanda biberiye ugucu yaginda da bulunur (Simonsen, 1957). Gomes-
Carneiro ve ark. (2005) (+)-a-pinenin S9 mix varliginda ve yoklugunda Salmonella
typhimurium’un TA100, TA98, TA97a ve TA1535 suslarinda mutajenik etki
gostermedigini bildirmiglerdir. Gminski ve ark. (2010) insan akciger alveolar
epitelyal adenokarsinom (A549) hiicrelerinde (+)-a-pinenin genotoksik etki
gostermedigini komet testi ile ortaya koymuslardir. Saverini ve ark. (2012) (+)-a-
pinenin tek basina TA100 susunun geri mutasyon frekansinda bir artisa neden
olmadigini, diger terpenlerle (beta-pinene, carene, ve limonene) karisim halinde
kullanildiginda ise metabolik aktivasyon varliginda TA100 susunun geri mutasyon
frekansinda Onemli artisa neden oldugunu bildirmiglerdir. Benzer bir ¢alismada
(Tlrkez ve Aydin, 2013) (+)-a-pinen ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmis
insan kan hicrelerindeki sitotoksisite LDH salinim1 ve MTT testi ile tespit edilirken
DNA hasar1 da MN testi ve kromozomal aberasyon testi ile analiz edilmistir. Ayrica
oksidatif etkiyi belirlemek icin biyokimyasal parametreler olarak total antioksidan
seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyesi (TOS) incelenmistir. Bu c¢alismanin
sonuclarina gore (+)-a-pinen hicre canliligini azaltmigtir. In vitro genotoksisite test
sistemlerinde ise (+)-a-pinenin istatiksel olarak dnemli degisikliklere sebep olmadigi
ancak TAS ve TOS diizeylerinde doza bagl etkilere neden oldugu goézlenmistir.

2.1.7. (+)-3-carene (karen) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Tatl: ve keskin bir kokuya sahip olan karen (veya delta-3-karen), terebentinin
bir bileseni olup dogal bisiklik bir monoterpendir (Granstrom, 2009). Silva ve ark.
(2010) Brezilya biberinin ana bileseni olan (+)-3-karene (% 55.43)’e maruz birakilan
Salmonella typhimurium’da belirgin biyokimyasal ve morfolojik degisimlerin
olmadigin1 ve herhangi mutajen riskin gozlenmedigini bildirmislerdir. Saverini ve

ark. (2012) Salmonella/mikrozom testini kullanarak yaptiklar: ¢calismada (+)-3-karen
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ajaninin TA100 susunda geri mutasyon frekansint artirmadigini, (+)-3-karenin (+)-a-
pinen, beta-pinen ve limonen ile karisim halinde kullanildiginda ise metabolik
aktivator varliginda TA100 susunda geri mutasyon frekansini dnemli derecede

artirdigini bildirmislerdir.

2.1.8. Citral (Sitral) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Sitral (3,7-dimetil-2,6-oktadienal veya lemonal) C;0H160 molekil formuline
sahip olup E-izomeri geranial ya da sitral A olarak, Z-izomeri neral ya da sitral B
olarak da bilinmektedir (Burdock, 2009). De Oliveira ve ark. (1997) tarafindan
yapilan ve sitralin PROD aktivitesi Uzerine engelleyici etkisini arastiran ¢alismanin
sonuclarina gore 1.19 uM konsantrasyondaki sitral, konsantrasyona bagli olarak
PROD aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Diger bir ¢alismada sitral, Salmonella
typhimurium’un bazi suslarinda (TA98, TA100, TA1535 ve TA1537) metabolik
aktivasyonsuz mutajenik etki goéstermemistir. Cin hamster yumurtalik hucreleri
kalturunde yapilan sitogenetik testlerde sitral, S9 varliginda ve yoklugunda kardes
kromatid degisimini uyarmis ancak kromozom aberasyonlarinda anlamli bir artisa
neden olmamistir (National Toxicology Program, 2003). Sitralin insan lenfositlerinde
sitotoksik (MTT testi) ve genotoksik potansiyelini arastiran (komet testi) ¢alismanin
(Sinha ve ark., 2014) sonugclarina gore hucrelerde yiksek konsantrasyonlardaki sitral

sitotoksik ve genotoksik etki gostermistir.

2.1.9. S(+)-Carvone (Karvon) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalarn

Karvon terpenoidler ailenin bir Gyesidir. Bilesen bircok ugucu yag icinde dogal
olarak bulunmakla birlikte en cok Carum carvi (karaman kimyonu) tohumu yag: ve
dereotu yaginda bulunur (de Carvalho ve da Fonseca, 2006). Stammati ve ark. (1999)
antifungal aktivite gosteren S(+)-karvonun sitotoksisitesini ve genotoksisitesini
degerlendirmek Uzere mikrorganizmalarda ve memelilerde yaptiklari kisa sureli
testler sonucunda, 0,9 mM karvonun doza bagl: olarak Hep-2 hicrelerinin canliligin

ve bolinmesini tamamen inhibe ettigi saptanmistir. SOS kromo testte ise toksik
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olmayan dozlardaki ajan DNA’ya zarar vermezken, DNA tamir testinde doza bagh
olarak belirgin bir toksisite gostermistir.

2.1.10. Citronellal (Sitronelal) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalar:

Sitronelal (veya rhodinal ya da 3,7-dimetilokt-6-en-1-al (C10H180)) bir
monoterpenoidtir ve kendine 6zgl belirgin limon kokusu olan terpenoid bilesigi
icerisindeki ana bilesendir. Sitronelal limonotu, limon kokulu zamk ve limon kokulu
cay agaci bitkilerinden damitilmis yaglarin temel izolatidir (Budavari ve Windholz,
1989). Sitronelal (1.56 p M) muamelesinin, phenobarbital uygulanmis sicanlarin
karaciger hiicrelerinden ortaya ¢ikan PROD aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir
(De Oliveira ve ark., 1997).

2.1.11. (-)+Camphor (Kafur) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalan

Kafur, mumlu, yanici, beyaz veya gucli bir aromatik kokusu olan seffaf kati
bir terpenoidtir. Bu terpenoid CioH160 kimyasal formuline sahip olup Asya'da
(6zellikle Sumatra, Endonezya ve Borneo) bulunan bulyuk ve yaprak dokmeyen bir
bitki olan k&fur agaci odununda bulunmaktadir. Chang ve ark. (1998) tarafindan
kilture alinmis insan fibroblastlar: Gizerinde kafurun sitotoksik ve genotoksik etkisini
in vitro olarak propidyum iyodid floresan ve DNA presipitasyon testinin yapildig:
arastirmanin sonuclarina gore kafurun sitotoksik oldugu fakat genotoksik etki
gostermedigi bildirilmistir. Hikiba ve ark. (2005) dis hekimliginde kullanilan k&furun
Suriye Hamster Embriyo (SHE) hiicrelerinde kromozomal anormallik sikliginda
istatiksel olarak ©nemli bir artisa neden oldugunu bildirmiglerdir. Baska bir
calismada DNA tamir yetenegine sahip Escherichia coli K12 ve tamir yetenegi eksik
MMR ve NER suslarinda ultraviyole (UV) ve 4NQO tarafindan indiklenen
mutagenez Uzerine kafur ve diger bazi monoterpenlerin etkileri arastirilmistir. Buna
gore kafur bilesiginin tamir yetenegi olan suslarda antimutajen potansiyelinin
oldugunu ve kafur ve 1,8-Cineole’un UV kaynakli SOS tepkisini kontrole gore daha

uzun sire surdardiglt bulunmustur. Ayrica kafur recA730 ve recA(+) hicrelerinde
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kendiliginden ve UV’nin uyardigi rekombinasyonu arttirmistir. 4NQO ile 6n
muamele edilmis Vero hiicrelerinde kafur, komet analizi sonucunda kuyruk
momentinde énemli azalmalara neden olmus ancak daha ytiksek konsantrasyonlarda

DNA iplik kirilmalarina yol agmistir (Nikolic ve ark., 2011).

2.1.12. Carvacrol (Karvakrol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Karvakrol ya da cymophenol (C¢H3CH3(OH)(C3H7)) bir monoterpenoid fenol
bilesenidir. Karakteristik keskin bir kekik (Origanum vulgare) kokusuna sahiptir.
Mercankosk yagi, kekik yagi, turptan elde edilen yag ve yabani bergamut ugucu yagi
icinde karvakrol bulunmaktadir (De Vincenzi, 2004). Stammati ve ark. (1999),
antifungal aktivite gosteren karvakrolin konsantrasyona bagl olarak 0,2 mM
konsantrasyonda Hep-2 hiicrelerinin canliligini ve bolunmesini tamamen inhibe
ettigini, Ames testinde toksik olmayan dozlarda metabolik aktiviteye ragmen
revertant sayisini artirdigini, SOS kromotestte ise DNA’ya hasar vermedigini
bildirmistir. Ayrica arastirmacilar DNA tamir testinde karvakrolin toksik etkiye
sahip oldugunu saptamislardir. Insan lenfosit hicrelerinde MMC varliginda
karvakrolin inhibitor etkileri test edilmis, deney sonucunda elde edilen bulgulara
gore karvakrollin butlin dozlarda KKD’yi arttirmadigi, hatta MMC’nin neden oldugu
KKD’yi inhibe ettigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak karvakroltin memeli hiicrelerinde
onemli bir antigenotoksik aktivite sergiledigi bildirilmistir (Ipek ve ark., 2003).
Azirak (2007) sican kemik iligi hiicrelerinde karvakroliin tim muamele surelerinde
ve konsantrasyonlarda kontrole gdre kromozom anormalligi (KA) ve total KA
sayisint Onemli Olctde artirdigini, mitotik indeksi (MI) kontrole gore 6nemli
derecede distrdugund bildirmistir. Undeger ve ark. (2009) V79 Cin hamster akciger
fibroblast hiicrelerinde yaptiklar: farkl: calismada, 1-4 saat arasinda karvakrol (5mM)
uygulamasiyla reaktif oksijen tirleri (ROS) tretiminin hafifce dustigini fakat 24
saat sonra en yuksek konsantrasyonda (100 mM) karvakroliin ROS uretimini artirdig:
bildirilmistir. Chan ve ark. (2013) Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakterileri lzerinde karvakroliin

antimikrobiyal etki gosterdigini fakat genotoksik etki gostermedigini bildirmislerdir.
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Aydin ve ark. (2014) karvakrol ile muamele edilmis saglikli sigan néronlari ve
N2a kanser hicreleri Uzerinde yaptiklar1 calismalarda komet analizi sonucu DNA
hasar1 gosteren hicrelerin sayisinin, her iki hicre tipinin kontrol degerlerinden
o6nemli Olgude fark gostermedigini bulmuslardir. MTT deneyi sonuclarinda ise 200
mg/L ve 400 mg/L konsantrasyonlardaki karvakrol ile muamele edilmis her iki hiicre
tipinde hiucre cogalma oranlarinda ©nemli dlslsler gostermistir.  Ayrica
arastirmacilar  karvakroliin  kiltire edilmis primer sican noronlarinda total
antioksidan kapasitesinde (TAC) artisa neden oldugunu fakat N2a hucrelerinde boyle
bir etkinin gorulmedigini, TOS dilzeylerinin ise her iki hlcre tipinde de arttigin
bildirmiglerdir.

2.1.13. Ellagic Acid (Ellajik Asit) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Ellajik asit cok sayida meyve ve sebzelerde bulunan dogal fenolik bir
antioksidandir. Ellajik asitin antiproliferatif ve antioksidan 6zellikleri onu saglik
acisindan énemli bir yere koymaktadir (Seeram ve ark., 2005). Kuo ve ark. (1992)
Salmonella test sisteminde ve Chinese Hamster Ovaryum (CHO) hicrelerinde 1-
nitropyrene ve 1,6-dinitropyrennin olusturdugu genotoksik etkiye kars: ellajik asitin
cok zayif bir antigenotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Thresiamma ve ark.
(1998) ellajik asitin fare lenfositlerinde radyasyon sonucu olusan DNA kiriklarini ve
kromozom hasarlarini inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Barta ve ark. (2006) cesitli
kisa sureli testler kullanarak yaptiklar: ¢calismalarda aflatoxin B1 (AFB1), 2-amino-3-
metylimidazo[4,5,-f] chinolin  (IQ) ve N-nitroso- N-metylurea (MNU)
mutajenlerinden kaynaklanan mutajenite ve immun sistemin baskilanmasina karsi
ellajik asitin net bir antimutajenik ve immiin sistemi dizenleyici etki gdsterdigini
bulmusglardir. Sican periferik lenfositlerinde 3mM konsantrasyonda nikotinin
olusturdugu toksisiteye kars1 bes farkli konsantrasyonda (10, 50, 100, 150 ve 300
mM) verilen ellajik asitin bitin konsantrasyonlarinda koruyucu etkisi oldugu
gOzlenmistir (Sudheer ve ark., 2007). Rehman ve ark. (2012) tarafindan yapilan
benzer bir ¢alismada albino siganlar oncelikli olarak oral yolla 50 ve 100 mg/kg

ellajik asit ile devaminda intraperitonal yolla 50 mg/kg siklofosfamid (CP) ile
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muamele edilmistir. Bu calismanin sonuglarina gore ellajik asit albino sigani1 bobrek
hicrelerinde  MN olusumunu ve DNA fragmentasyonu faaliyetlerini 6nemli

duzeylerde azaltmastir.

2.1.14. Estragole (Estragol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalan

Estragol (p-allilanisol, metil kavikol) dogal bir organik fenilpropen bilesigidir.
Kimyasal yapist bir benzen halkasindan ibarettir. Bu ¢ift bagin konumu gore farkl
bir anetol izomeridir. Renksiz bir sividir ancak saf olmayan ornekler sar1 gorilebilir.
Estragol terebentin (cam yagi) dahil anason, rezene, defne, tarhun ve feslegen olmak
Uzere gesitli aga¢ ve bitkinin 6nemli bilesenidir (Fahlbusch ve ark., 2003). Sekizawa
ve Shibamoto (1982) estragol (ES) ile yaptiklari ¢alismada metabolik aktivasyon
(S9) bulunmayan ortamda Bacillus subtilis DNA tamir testi ve Escherichia coli WPR
uvrA reversiyon testlerine gore bilesigin mutajen olmadigint bildirmiglerdir. Howes
ve ark. (1990) primer kultlr icerisinde yeni izole edilmis fare hepatositlerinde
zamansiz DNA sentezini (UDS) induklemek ic¢in kanserojenik ve kanserojen
olmayan ajanlarin bir dizi yetenegini ortaya ¢ikarmak icin yaptiklari calismada
estragoliin sican karaciger hucrelerinde UDS’yi indikleyerek karaciger kanserine
neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢aligmada Chan ve Caldwell (1992)
estragolun sicanlarin karaciger hicrelerinde zamansiz DNA sentezi (UDS)’ne neden
oldugunu tespit etmislerdir. Qato ve Guenthner (1995) estragoliin fare karaciger
hlcrelerinde kanserojen oldugunu ve DNA aduktlerine (eklenti) neden oldugunu
tespit etmislerdir. Zhou ve ark. (2007) estragoliin insan hepatomu (HepG2)
hlcrelerinde DNA’y1 degistirme yetenegine sahip oldugunu bildirmislerdir. Suzuki
ve ark. (2012a) disi farelerinin karacigerinde estragol kaynakli DNA eklenti
duzeylerinin en yiiksek doz hari¢ tum dozlarda erkek farelerden daha ylksek oranda
oldugunu ve 75 mg/kg dozunda estragolin disilerde gpt (Glutamik piruvat
transaminaz) geninin mutasyon frekansini anlamli derecede arttirdigint bulmuslardir.
Halbuki MN testinde bitun gruplarda herhangi bir degisiklik gériilmemistir. Grubun
baska bir cahismasinda sicanlarda yuksek miktarda verilen estragoliin olasi

genotoksik hepatokarsinojen olabilecegini bildirmislerdir (Suzuki ve ark., 2012b).
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Oda ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada estragol, Salmonella’nin
NM7003 susunda gucli bir genotoksisite sergilemistir. Martins ve ark. (2012) V79
hlcrelerinde S9 varliginda estragoliin KKD artigina neden oldugunu bulmuslar ve
alkalin komet testinde ise S9 yoklugunda DNA ipliklerinin kirildigin1 gdsteren
pozitif sonuclar elde etmislerdir. Ding ve ark. (2014) komet testi, MN testi ve DNA
adduct testini kullanarak F344 sicanlar: tizerinde yaptiklar: deneylerde sicanlara 300,
600 ve 1000 mg/kg konsantrasyonlarda estragol iceren musir yagi gavaj yoluyla
verilmis ve estragolin MN olusturmadigi ve DNA hasarina neden olmadigi

bildirilmistir.

2.1.15. Eugenol (Ojenol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Ojenol bir fenilpropen bilesigi ve fenilpropanoid simfi kimyasal bilesiklerin bir
tyesidir. Ozellikle karanfil yagi, kiicik hindistan cevizi yagi, tarcin, feslegen ve
defne yapragi ucucu yaglarindan elde edilen soluk sari, renksiz yaglh bir sividir.
Ojenol karanfil tomurcugu yaginda % 80-90 ve karanfil yaprag: yaginda ise % 82-88
konsantrasyonlarda mevcuttur (Barnes ve ark., 2007). Sekizawa ve Shibamoto
(1982) o6jenolin Ames Salmonella ve Escherichia coli WP2 uvrA reversiyon
testlerinde mutajenik etki gostermedigini fakat S9 yoklugunda Bacillus subtilis DNA
tamir testinde mutajenik etki gosterdigini belirtmislerdir. Howes ve ark. (1990)
6jenoliin sican karaciger hicrelerinde zamansiz DNA sentezine neden olmadiginm
bildirmiglerdir. Abraham ve ark. (2001) djenolin farelerde siklofofamid (CP), benzo
[a] piren (BP), aflatoksin B1 (AFB) ve 9,10-dimetil-1,2-benz [a] antrasen (DMBA)
gibi genotoksinlere kars1 antigenotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Hikiba ve
ark. (2005) SHE hiicrelerinde 0jenoliin kromozomal anormallik sayisini istatiksel
olarak onemli derecede artirdigint bildirmiglerdir. Munerato ve ark. (2005) somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile 0jenolin Drosophila
melanogaster’de gozlenen genotoksisiteden sorumlu oldugunu bildirmislerdir. V79
hlcrelerinde kromozom aberasyonu testi ile yapilan baska bir ¢calismada Maralhas ve
ark. (2006) tarafindan 6jenoliin 2500 mM konsantrasyonda KA’y1 anlamli derecede

artirdigt daha yuksek konsantrasyonlarda sitotoksisiteye neden oldugu ve
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topoizomeraz Il enzimini inhibe edici aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ding ve ark.
(2011) 0jenoliin etkisini sicanlarin cesitli organlarinda komet assay yontemiyle
incelemisler ve 0jenolun sicanlarda DNA hasarint uyardigint bildirmislerdir. Martins
ve ark. (2011) tarafindan komet yontemi ile yapilan 0Ojenol calismasinda test
maddesinin DNA zincirinde kirilmalara neden oldugu, gamma-H2AX test yontemi
ile de ise ¢ift iplik kirilmalarina yol agtigini bildirmislerdir. In vitro memeli
hlcrelerinde yapilan genotoksisite ¢alismalarinda 6jenoliin sitotoksisite gosterdigi ve
MN’yi indukledigi tespit edilmistir (Fowler ve ark., 2012).

2.1.16. Geraniol (Geraniyol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Geraniol bir monoterpenoid ve alkoldir. Gl yagi, palmarosa yag ve sitronella
(Java tipi) yaglarinin baslica bilesenidir. Ayrica, sardunya, limon ve diger birgok
ucucu yaglar icinde kicuk miktarlarda bulunmaktadir. Geraniol berrak soluk sari
renkli bir yag gorunumunde olup ¢ok yaygin organik ¢ozicllerde ¢6zinmesine
ragmen suda ¢6zunmez (Budavari ve Windholz, 1989). Sinha ve ark. (2014) insan
lenfositlerinde komet ve MTT testlerini kullanarak yaptiklar: ¢alismada geraniyoliin
yuksek dozlarda genotoksik ve sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.

2.1.17. Linalool (Linalol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Linalol birgok cicek ve baharat bitkisinde bolca bulunan dogal bir terpendir.
Ayn1 zamanda B-linalol, linalil alkol, linaloyl oksit, p-linalol, allo-ocimenol ve 3,7-
dimetil-1,6-oktadien-3-ol gibi adlariyla da anilmaktadir (Ohwa ve ark., 1986). Mitic-
Culafic ve ark. (2009) geri mutasyon testi ile Escherichia coli WP2 susu ve oxyR
mutant: 1C202’yi ve hiicrelerinde komet testi ile insan hepatoma Hep62 ve insan B
lenfoid NC-NC hucrelerinde genotoksisiteye karsi linalolin koruyucu etkisini
saptamiglardir. 1C202 suslarinda linalooliin, t-booh kaynakli mutagenezi guclu bir
sekilde baskiladigi ve NC-NC hiicrelerinde t-BOOH’un neden oldugu DNA hasarini
%50, HepG2 hiicrelerinde ise DNA hasarint %30 oraninda azalttigint bildirmislerdir.

Insan lenfositlerinde yapilan bir baska calismada Di Sotto ve ark. (2011) linoliin
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genotoksik etki gostermedigini ve nikleoplazmik kopri veya niikleer tomurcuklarin
sikliginda bir artisa neden olmadigin: bildirmiglerdir.

Coelho ve ark. (2013) antidepresan olarak verdikleri linalollin farelerde kuyruk
stispansiyon testini (TST, depresyon testi) kullanarak yaptiklari degerlendirmede
ajanin stres onleyici benzeri bir etki gosterdigini gozlemislerdir. Ayni arastirmacilar
genotoksik ve antigenotoksik etkileri saptayabilmek icin kan ve beyinde alkalin
komet testini yapmislardir. Test sonucunda her iki dokuda da DNA hasarinda
herhangi bir artis olmadigini, ajanin beyin dokusu ve periferik kandaki DNA

hasarina kars1 koruyucu etki géstermedigini bildirmislerdir.

2.1.18. Menthol (Mentol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Organik bir bilesik olan mentol yabani nane, nane veya benzer bitki
yaglarindan ya da sentetik olarak elde edilmektedir. Mentol mumsu, kristal yapida,
berrak veya beyaz renkte olup oda sicakhginda kati, bunun biraz Uzerindeki
sicakliklarda eriyen bir bilesendir. Mentol lokal anestetik ve karsi tahris edici ilag
(bir bolgedeki tahrisi hafifletme icin baska bir boélgede tahris yaratan ilag)
niteliklerine sahip ve yaygin hafif bogaz tahrisini rahatlatmak igin kullanilir. Mentol
ayn1 zamanda, zayif kappa opioid reseptor agonisti (uyarani) olarak goérev
yapmaktadir (Eccles, 1994). Murthy ve ark. (1991) mentolin insan periferal
lenfositlerinde S9 wvarligi ve yokluguna bagh olmaksizin KKD frekansini
etkilemedigi ve DNA hasarina da neden olmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Gomes-Carneiro ve ark. (1998) tarafindan yapilan Salmonella/mikrozom testinde
mentol, Salmonella typhimurium’un TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslarinda S9
metabolik aktivatoér varliginda veya yoklugunda revartant koloni sayisini

artirmamastir.

2.1.19. Safrole (Safrol) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Bir fenilpropen olan safrol, sassafras bitkisi kok kabugundan veya

meyvesinden izole edilir ya da katekolden sentezlenebilir. Renksiz ya da hafif sari,
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tipik olarak yagli bir sividir. Kahverengi kafur yaginin ana bilesenidir ve dogal
pestisit fonksiyonuna sahip bitkilerin blyuk bir cogunlugunda az miktarda bulunur
(Perkin ve Trikojus, 1927). Sekizawa ve Shibamoto (1982), safroliin
Ames/Salmonella reversiyon testinde ve S9 yoklugunda Bacillus subtilis DNA tamir
testinde pozitif, Escherichia coli WP2 uvrA reversiyon testinde ise negatif sonug
gosterdigini bildirmislerdir. Howes ve ark. (1990) safroliin sigan karacigerinde
UDS’yi artirdigini ve dolayisiyla kemirgenlerde karaciger kanserine sebep oldugunu
aciklamiglardir. Karaciger kanserinin nedenlerinden biri olarak bilinen safroliin erkek
Fischer 344 sicanlarinda sitotoksik etki gostermedigi fakat disi B6C3F1 karaciger
hicrelerinde 10 ile 500 puM arasindaki konsantrasyonlarda UDS’ye neden oldugunu
ortaya konmustur (Burkey ve ark., 2000). Kevekordes ve ark. (2001) S9 mix
varliginda safrolin insan lensofitlerinde ve HepG2 hicrelerinde mikronukleus
olusturmadigini bildirmislerdir. Chiang ve ark. (2011) safroliin in vitro insan HepG2
hlcrelerinde ve farelerde anlamli derecede hem sitotoksisiteye hem de mikronikleus
olusumuna ve DNA zincir kiriklarina neden oldugunu bulmuslardir. F344 sicanlarn
Uzerinde yapilan baska bir calismada safroliin erkek sicanlarda renal toksisiteye

neden oldugu bildirilmistir (Jin ve ark., 2011).

2.1.20. Tannic Acid (Tannik Asit) Bileseni ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Tannik asit bir polifenol ¢esidi olan tanenin 6zel bir ticari formudur.
Yapisindaki ¢ok sayida fenol gruplarindan dolay: zayif asit 6zelligindedir. Ticari
tannik asitin kimyasal formiliu C;6Hs,046 olarak verilmektedir (Chen ve ark., 2009).
Kuo ve ark. (1992) gore tannik asit, Salmonella typhimurium’un TA 98 susunda 1-
nitropyrene- (1-NP) ve 1,6-dinitropyrene (1,6- DNP) ajanlarinin neden oldugu
mutajenik etkiyi gucll bir sekilde azaltmistir. Ayrica CHO hiicrelerinde, 1-NP ve
1,6-DNP’in olusturdugu KKD sayisin1 ve sitotoksisiteyi doza bagli olarak 6nemli
derecede dusurduginid bildirmislerdir. Buyukleyla ve ark. (2012) tannik asitin tek
basina ve bilinen bir mutajen olan EMS ile karisim halindeyken KA’y indiikledigini
fakat tek basina KKD’yi uyarmadigini, EMS ile karisim halindeyken sinerjik olarak
KKD’ye neden oldugunu tespit etmislerdir. ilave olarak tek basina ve EMS ile
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karisim  halinde  kullanildiginda  MN  olusumu  Gzerinde net bir etkisinin
g6zlenmedigini ayrica mitotik indeks ve cekirdek bélinme indekslerini azaltarak

sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.

2.1.21. Thymol (Timol) Bileseni ile Yapilmis Genotoksisite Calismalar

Dogal bir monoterpenik fenol ve simen tlrevi olan timol (2-izopropil-5-
metilfenol olarak da bilinir) CioH140 formulindeki karvakrol ile izomerdir. Kekik
yagi, kekik bitkisi (Thymus vulgaris) ve baska bitkilerde bulunan beyaz kristalli,
gucli antiseptik 6zellige sahip hos kokulu bilesendir. Ayrica timol T. vulgaris
bitkisinden kekik olarak dretilen ve gugcli bir lezzet saglayan baharattir (Zarrini ve
ark., 2010). Azizan ve Blevins (1995) timolin mutajenik etkisini, Salmonella
typhimurium TA 97, TA 98 ve TA 100 suslarinda S9 mix varliginda ve yoklugunda
20 dakikalik 6n inktbasyonu ile incelemis ve sonug olarak timoliin mutajenik etki
gostermedigini  bildirmiglerdir. Stammati ve ark. (1999) memelilerde ve
mikroorganizmalarda konsantrasyona bagli olarak 0,7 mM konsantrasyondaki
timollin Hep-2 hicrelerinin canliligini ve bolinmesini tamamen inhibe ettigini, Ames
testinde toksik olmayan dozlarda metabolik aktivasyon varliginda revertantlarin
sayisint artirdigini, SOS kromotestte ise toksik olmayan dozlarda DNA’ya zarar
vermedigi ancak DNA tamir testinde doza bagl olarak belirgin bir toksisite
gosterdigi bildirilmistir. Hikiba ve ark. (2005), Syrian hamster embryo (SHE)
hicrelerinde 520 pM konsantrasyondaki timolin sitotoksik 0Ozellik gdsterdigi bu
dozun altindaki konsantrasyonlarda kromozom aberasyon seviyesinde artiglarin
meydana gelmedigi, eksojen metabolik aktivator varliginda ise 130 uM ve usttindeki
konsantrasyonlarda kromozom aberasyonu seviyesinde istatiksel olarak 6nemli bir
artisin oldugunu bildirmislerdir. Aydin ve ark. (2005), insan periferal lenfositlerinde
komet jel elektroforezi yontemi ile yaptiklari ¢calismada timolin yaklasik 0.1 mM
konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde kirilmaya neden olmadigini, 0.2 mM
konsantrasyonda ise DNA’da 6nemli zararlara neden oldugunu ayrica timolin diisik
konsantrasyonlarda 1Q (2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]-quinoline) ve MMC’nin

neden oldugu DNA zararlarint azalttigini ortaya koymuslardir. Azirak (2007) sigan
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kemik iligi hicrelerinde timolln genel olarak tim muamele surelerinde (6, 12, 24
saat) ve konsantrasyonlarda sayisal ve yapisal olarak KA olusumunu kontrole gore
O6nemli olglde artirdigini  bildirmistir.  Timolln insan periferal lenfositlerinde
genotoksik ve sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada 25, 50, 75 ve
100 pg/mL’lik dozlar 24 ve 48 saatlik muamele sireleri denenmistir. Ajan 6zellikle
dusiik konsantrasyonlarda, KKD sayisini istatistiksel olarak 6nemli derecede
artinrken yiksek konsantrasyonlarda KKD sayisint artirmis ancak onemli
bulunmamustir. Diger taraftan timol bitiin konsantrasyonlarda hem yapisal KA
sayisint hem de MN olusumunu indiklemis, sayisal KA olusumunu ise arttrmamistir
(Buytikleyla, 2007). V79 Cin hamsteri akciger fibroblast hicreleri timoliin 1, 5 ve 25
mM konsantrasyonlar: ile muamele edilmis ve sadece 25 mM konsantrasyondaki
timolin komet testinde bazi klastojenik DNA hasarlari meydana getirdigi
bulunmustur. ROS olusumu ise timol (1-100 mM) varliginda nispeten azalmstir.
Ayrica timol doza bagl olarak 1limli bir antioksidan aktivitesi géstermistir (Undeger
ve ark., 2009). Archana ve ark., (2011) CH V79 hiicrelerinde timol 6n muamelesinin
apoptotik fraksiyon seviyesinde azalma meydana getirdigi ve radyasyona bagh
mitokondri membran potansiyeli (MMP) disust ve ilaveten genotoksisiteyi
baskiladigint ortaya koymuslardir. Baska bir calismada timol ile 6n muamelenin
insan hepatokarsinoma hticre hattinda civa klorur (HgCly) kaynakli genotoksisiteyi,
mitokondrial membran depolarizasyonunu, oksidatif stresi ve mitokondrial
stiperoksit dizeylerini inhibe ettigi ifade edilmistir (Shettigar ve ark., 2014). Llana-
Ruiz ve ark. (2014) ames salmonella testinde timolln herhangi bir konsantrasyonda
mutajenik aktivite gostermedigini, standart komet testi kullanilarak insan karsinoma
hlicre hatt1 Caco-2 ile yapilan ¢alismada ise timolin herhangi bir genotoksik etkisinin

olmadigini bildirmislerdir.

2.1.22. Test Maddesi 1,8-Cineole (Eucalyptol = 6kaliptol) Bileseni ile Yapilan

Genotoksisite Cahismalan

Siklik eter ve monoterpenoid olan 1,8-Cineole sivi ve renksiz dogal bir organik

bilesiktir. Okaliptol, 1,8-cineole, cineol, cajeputol, 1,8-epoksi-p-mentan, 1,8-oksido-
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p-mentan, oOkaliptol, 3,3-trimetil-2-oksabisiklo [2.2.2] oktan gibi bir takim
sinonimleriyle de taninmaktadir. Bilesen Eucalyptus globulus yaginda yogun olarak
bulunmakta olup ilk defa 1870 yilinda, F.S. Cloez tarafindan tespit edilmis ve
Okaliptol (1,8-Cineole) olarak adlandirilmistir. 1,8-Cineole, Okaliptus esansiyel
yaglarinin %90’dan fazlasin1 kapsamaktadir. Ayrica kafur, defne yapragi, ¢ay agaci,
misk otu, feslegen, pelin, biberiye, adacayi, kenevir ve diger aromatik bitki
yapraklarinda bulunur. Tipik birgok ucucu yaglar gibi 1,8-Cineole de ¢ok distk
konsantrasyonda gidalarda tat verici ve ila¢c maddesi olarak kullanilabilmesine
ragmen normalden daha fazla yutuldugunda toksik etki gosterir (Harborne ve Baxter,
2001).

Salmonella typhimurium TA100, TA97A, TA98 ve TA102 suslarinda S9
metabolik aktivasyonu varlhiginda okaliptusun ana bileseni olan 1,8-Cineole’un
herhangi bir mutasyona sebep olmadig: tespit edilmistir (Gomes-Carneiro, 1998).
1,8-Cineole, insan losemi Molt 4B ve HL-60 hiicrelerinde apoptozu uyarmisken
insan mide kanserini KATO Il hicrelerinde uyarmamistir. Uygulanan 1,8-Cineole
konsantrasyonuna ve uygulama siresine bagli olarak, Molt 4B ve HL-60
hlcrelerinde apoptozun temel karakteristigi olan oligonukleozomal boyuttaki DNA
fragmentasyonlar1 ortaya ¢ikmistir (Moteki ve ark., 2002). Komet testi sonuglarina
gore kloroform ve 1,8-Cineole fare lenfoma hucrelerinde DNA hasar diizeyini
artirmazken, tripan mavisi testi sonuclarina gére gucli sitotoksik etkiye sahip oldugu
oldugu ortaya ¢ikmistir (Ribeiro ve ark., 2006). insan I6semi (K562) hiicreleriyle
yapilan bir ¢alismada 1,8-Cineole’un DNA (izerine ne hasar verici ne de koruyucu
etkisi bulunmamistir (Horvathova ve ark., 2007). Escherichia coli WP2 susu ve
oxyR mutant: 1C202’de geri mutasyon testi ve insan hepatoma Hep62 ve insan B
lenfoid NC-NC hiicrelerinde komet testi kullanilarak yapilan ¢alismalarda, t-btil
hidroperoksit (t-BOOH) tarafindan indiiklenen genotoksisiteye kars: 1,8-Cineole’un
sadece 1C202 susunda spontan mutagenezi orta derecede baskiladigi bulunmustur.
Ek olarak NC-NC hicrelerinde t-BOOH’un neden oldugu DNA hasarint azaltmada
az bir etki gosterdigi ve HepG2 hucrelerinde ise DNA hasarim1 %40 oraninda
azalttig: bildirilmistir (Mitic-Culafic ve ark., 2009). Nikolic ve ark., (2011) 1,8-

Cineole’un de dahil bazi bitkisel monoterpenlerin antigenotoksik potansiyelini ve
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DNA tamiri Uzerine olan etkilerini saptamak amaciyla Okaryotik ve prokaryotik
hicrelerle yaptiklar1 ¢alismalarda tamir yetenegi olan suslarda UV ve 4NQO ile
indiklenen mutageneze karst 1,8-Cineole’un antimutajen potansiyeli oldugunu
ortaya koymuslardir. Arastirmacilar ayni zamanda 1,8-Cineole’un, recA730
mutantinda spontan ve UV kaynakli rekombinasyonu arttirdigini, Vero hiicrelerinde
ANQO kaynakli mutagenezde o©nemli bir azalmaya neden olurken yiksek
konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde kirilmalara yol actigini bildirmislerdir. insan
kolon kanseri hicrelerinde yapilan alkalin komet deneyinde 1,8-Cineole
konsantrasyonu artisina bagl olarak oksidatif DNA hasarinda 6nemli artiglarin
saptandig bildirilmistir. DNA hasarinin olusmasina neden olan doz araliginda 1,8-
Cineole kolon kanseri hucrelerinin canliligint azaltmadigi gibi huicre déngusunu de
etkilememistir. Ayni arastirmacilar 1,8-Cineole’un hamster hiicre hatlarinda oksidatif
DNA hasar1 ve DNA c¢ift iplik kiriklarint indtkledigini bildirmislerdir (Dorsam ve
ark., 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismadaki deneylerin tamamu in vitro kosullarda yapilmistir. Calismada
test maddesi olarak bir monoterpenoid olan 1,8-Cineole (Eucalyptol), deney
materyali olarak da sigara icmeyen yaslar1 birbirinin ayn1 (22 yaslarinda) saglikli ve
gonalll iki bayan ve iki erkekten alinan periferik kan kullanilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmlan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. 1,8-Cineole (Eucalyptol - Okaliptol)

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan 1,8-cineole(1,8-sineol) halkasal
yapida bir eter ve monoterpenoit olup, renksiz ve sivi bir bilesiktir. Bu bilesik 1,8-
cineole, 1,8-cineol, cajeputol, 1,8-epoxy-p-menthane, 1,8-oxido-p-menthane,
eucalyptol, eucalyptole, 1,3,3-trimethyl-2-oxabicyclo[2,2,2]octane, cineole, cineol
gibi isimlerle de bilinmektedir.

Test maddesi bitkilerde dogal ve yaygin bir bilesik olup bazi tirlere ait
esansiyel yaglarinin % 90°dan fazlasint kapsamaktadir. Ayrica kafur agaci, defne
yapragi, cay agaci, pelin bitkisi, tath feslegen, biberiye, adacayi, kenevir ve diger
aromatik (hos kokulu) bitki yapraklarinda mevcuttur. Okaliptus yaginin fraksiyonel
destilasyonuyla % 99.6 - 99.8 saflikta 1,8-Cineole elde edilmektedir. Bu bilesik
cesnili ve ferahlatici bir tada sahiptir. Suda ¢6ziilmez ancak eter, etanol ve kloroform
ile karisabilir.

1,8-Cineole antiseptikler, burun spreyi, agiz yikama suyu, oksurik surubu,
ilacl pastiller gibi bircok ilacin bileseni olarak, ayrica dis macunu, aromaterapi
yaglar1 gibi kisisel bakim driinlerinde de katki olarak kullanilir. Bilesigin hos ¢esnili
aromas: ve tadindan dolay: sekercilik, pastacilik, unlu mamuller, icecekler ve et

urdinleri gibi bircok rlnde tat verici olarak kullaniimaktadir.
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3.1.1.1.(1). 1,8-Cineole’iin Kimyasal Ozellikleri

Sistemik isim: 1,3,3-Trimetil-2-oxabicyclo(2,2,2)-octane

CAS kayit no: 470-82-6

Uretici firma: Merck

Kapah Formili: CyoH10

Acik Formula: Sekil 3.1.
Molekul Agirhg: 154.25 g/mol
Yogunlugu: 0.925 g/cm (20 °C)
Erime Sicakhgi: 1.5 °C
Kaynama Sicakhgi: 174 - 177 °C
Alevlenme Noktasi: 49 °C
Cozunarluk: 3.5 g/l (21 °C)
Fiziksel Durumu: Renksiz sivi
Sicanlarda Oral LDs. 2480 mg/kg

CHs

H3C C

Ha

Sekil 3.1. 1,8- Cineole(Okaliptol)’un agik formulii

3.1.1.2. 5'-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd Kkardes kromatidlerin farkh

boyanmasini

saglamak amaciyla

kullanilmistir. BrdUrd eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmis daha sonra 0.2 pm
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por capindaki membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten

kaltar thplerine son konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde ilave edilmistir.

Kimyasal adi: 5'-Bromo-2'-deoxyuridine
Kapah formuli: CgH11BrN,Os

Acik formalu: Sekil 3.2.

Molekul agirhg: 307.10 g/mol

Erime noktasi: 191-194°C

CAS No: 59-14-3

Sigma No: B 5002

Sekil 3.2. BrdUrd’in agik formulu

3.1.1.3. Sitokalasin B (Sigma)

Mikronukleus (MN) testinde, hicre boélinmesi sirasinda sitokinezi
engellemek ve iki nukleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir (6 pg/mL).
5 mg cytokalasin B’yi 9 mL %50’lik alkolde ¢tzerek stok ¢ozelti elde edilmistir.

Kimyasal adi: Cytochalasin B
Kapalh formuli: CygH3z7NOs
Acik formula: Sekil 3.3.
Molekul agirhgi: 479.61 g/mol
Erime noktasi: 218-223°C
Kaynama noktasi: 218-223°C
Safhk duzeyi: %98
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CAS No: 14930-9
Sigma No: C-6762

o
QH

o 0O
Sekil 3.3. Sitokalasin B’nin acik formalu

3.1.1.4. Entellan (Merck No: 7961)

Entellan, cesitli sentetik recinelerden olusan, seffaf, akici, kuruduktan sonra
hava kabarcig: olusturmayan preparat kapatma sollisyonudur. Preparatlar daimi hale

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine daimi olarak yapistirilmasinda kullaniimustir.
3.1.1.5. Etil Alkol (Sigma No: 32205)

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan 1,8-Cineole etil alkol icerisinde
erimektedir. Test maddesi %70’lik etil alkol icerisinde eritilmis ve deneyde
kullanilacak konsantrasyonlarda test maddesi hazirlanmigtir. Coziici  kontrol

tiplerine 3 pl/2,7 ml olacak sekilde sadece %70’lik etanol ilave edilmistir.
3.1.1.6. Fiksatif

Kardes kromatid degisimi (KKD) ve kromozom anormalligi (KA)
deneylerinde 1 hacim asetik asitin 3 hacim metil alkol ile karistirilmas: sonucu
hazirlanan Carnoy fiksatifi kullanilmistir. MN deneyleri igin iki farkli fiksatif
kullantlmistir.  Tlk fiksatif; 1 kisim glasial asetik asit 5 kisim metanol ile
karistirildiktan sonra elde edilen karisim 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle
(1:5:6) hazirlanmistir. Ikinci fiksatif; yukarida anilan 1/5 glasial asit/alkol karisimi

NaCl ilave edilmeden kullanilmstir. Fiksatif kullanilmadan iki saat énce hazirlanmis
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ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde preparat yapim isleminden iki saat 6nce

taze olarak hazirlanmis ve +4°C’de saklanmstur.

3.1.1.7. Giemsa (Merck No: 9204)

Alman mikrobiyolog Gustav Giemsa tarafindan ilk defa bulunan Giemsa
boyast DNA’daki fosfat grubu igin spesifik olup DNA’nin adenin-timin yogunlugu
yuksek bolgelerine fazlaca baglanir. Ayni zamanda kromozom bantlama (G-
bantlama) uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Giemsa sollisyonu; metilen mavisi,
eozin ve azure B’nin gliserol ve metanol icinde hazirlanmis bir karisimidir.
Preparatlarin boyanmasinda kullanilan giemsa boyasi hazir olarak alimistir. Sorensen
tamponu iginde %5’lik olarak hazirlanan boya eriyigi, filtre edilmis, %5’lik giemsa

kromozomlari ve mikronukleus testinde nukleuslari boyamak igin kullaniimastir.

3.1.1.8. Hipotonik Eriyik

Calismada %0.4’10k KCI (Merck No: P9333) hipotonik eriyik olarak
kullanilmigtir. Eriyik bidistile su igerisinde stok halinde hazirlanip, agzi kapali cam
kap icerisinde buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik bir
saat once yeterli miktarda hipotonik eriyik alinmis, inkubatérde 37°C’ye kadar
isitilarak kullanilmistir. Bu ¢6zeltinin yogunlugu hiicrenin plazmasindan daha az
oldugu icin lenfositlerin su alarak sismesini ve preparasyonun kaliteli olmasini

saglamaktadir.

3.1.1.9. Kolsisin (Sigma No: C9754)

Kolsisin saf kristal tuz halinde (Colchicine) temin edilmistir. Bu kimyasal bir
alkoloid olup kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda metafaz bloklayici mitotik
bir zehir (ig ipligi tesekkullnu engelleyici) olarak kullaniimaktadir. Kolsisin eriyigi
saf su icerisinde hazirlanmis ve kromozom medyumunun her mililitresinde 0.06 pg

olacak sekilde (0.06 pg/mL) 2.5 mL’lik kromozom medyumuna inkiibasyonun sona
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ermesinden iki saat once ilave edilmistir. Kolsisine ait ayrintili teknik 6zellikler

asagida verilmistir.

Kimyasal adi: Colchicine
Kapah formull: CyHosNOg
Acik formalu: Sekil 3.4.
Molekul agirhgr: 399.4

Etil asetat igerigi: %3.4

Kloroform igerigi: < %0.1

FON
HsCO ”fr:_

H,cOo  OCHs
Sekil 3.4. Kolsisin’in agik formulu

3.1.1.10. Kromozom Medyumu (PB-Max No: 12552-013)

Bu calismada Gibco firmasinin drettigi kromozom medyumu hicre kultlrl
icin kullanilmistir. PB-Max medyumu tam medyumdur. PB-Max icerisinde fetal
buzagi serumu, L-glutamine, gentamicin sulfate ve phytohemagglutinin
bulunmaktadir. Bu medyum steril kdltir taplerine 2.5 mL olacak sekilde

paylastiriimis ve bu miktarlarda kullanilmastir.
3.1.1.11. Mitomisin C (MMC) (Sigma No: Y0000378)
Mitomisin C (Sigma), bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Stok

Mitomisin C steril saf suda c¢ozllerek elde edilmis olup, kilturde son hacmi 0.25

pg/mL olacak sekilde ilave edilmistir.

34



3. MATERYAL VE METOT Esra OZDEMIR

Kimyasal adi: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8a-methoxy-
5-methyl-azirino[2',3":3,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-dionecarbamate (ester)

Kapah formuli: Ci5H1sN4O5

Acik formuli: Sekil 3.5.

Molekul agirhgi: 334.33 g/mol

Erime noktasi: >360°C

CAS No: 50-07-7

Sekil 3.5. Mitomycin C’nin acik formalu

3.1.1.12. Nitrik Asit (HNO; Sigma 438073)

Nitrik asit kuvvetli bir asittir ve HNOj3 formdiltyle gosterilir. Konsantrasyonu
arttikca daha tehlikeli olur. Sitogenetik ¢alismalarinda lamlari temizlemek amaciyla
1 N HNOg3 c¢ozelti kullanilmistir. Laboratuvarda kapali plastik bir kapta saklanarak

her defasinda tekrar tekrar kullanilmastir.

3.1.1.13. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Ortamin pH dengesini ayarlamak icin kullanilan bu tampon, kardes kromatid
degisimini incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar tampon karisimi
icerisinde ultraviyole (UV) lambasi ile isinlandirilmistir. Ayrica bu tampon %5’lik
Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullaniimastr.

Bu eriyik, Tampon A ve Tampon B olmak (zere iki stok cozelti halinde
hazirlanmig ve calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda

karistirilarak kullanilmastir.
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Hazirlans:
Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 250 mL saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr Na;HPO,4.12H,0 250 mL saf su icinde eritilmistir (pH=9.3).

3.1.1.14. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu solusyon icin 11.05 gr tri-sodyum sitrat (C¢HsNazO7.2H20) tartilarak bir
miktar saf su icerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl tartilarak yine saf su
icerisinde ancak ayri bir kapta eritilmistir. Iki eriyik, bir siseye dokilerek iyice
karigtirllmis ve tzerine 500 mL oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu
stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek
icin deney yapilirken bu stoktan 20 mL alinarak tzeri 100 mL oluncaya kadar saf su

ile tamamlanmis ve elde edilen 1xSSC eriyigi kullanilmastir.
3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlar:
3.1.2.1. Flow Kabin (Steril Kabin)

Kromozom medyumunu hticre kulttr tiplerine paylastirma, kan ekimi, test
eriyiklerini hazirlama ve kaltur tuplerine ilavesi sirasinda steril ortamin saglanmasi
icin, % 99.9 partikiil tutma 6zellikli filtreye sahip, 1500 m%h emis kapasiteli, UV ve
floresan lambasi1 olan ve calisma alam seffaf cam paravanla sinirlandiriimig
LABORMED marka flow kabin kullanilmastr.
3.1.2.2. Hassas Terazi

Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr

hassasiyetindeki Gec Avery marka terazi kati kimyasallarin tartilmasinda

kullaniimastir.
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3.1.2.3. inkiibator

Kan kaltarlerinin inkibasyonunda ve eriyiklerin 37 °C’de sabit tutulmasinda

0 - 100 °C ayarlanabilir Incucell marka inkibator kullaniimistir.

3.1.2.4. Mikroskop

Koordinat cetveli, immersiyon objektifi ve kamera monte aparati olan
Olympus marka binokiler 1sik mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda
kullanilmigtir. Fotograflar ise yine ayni mikroskopta dijital fotograf makinasi ile

cekilmistir.
3.1.2.5. Otoklav

Kullanilan ekipmanlarin ve eriyiklerin steril edilmesi Hirayama marka
otoklav ile saglanmistir. Sterilizasyon, 121 °C sicaklik ve 1.2 atm basingta 20 dk.
stirede gerceklestirilmistir.
3.1.2.6. Santrifij

CGalismada kanin sekilli elemanlarint ¢oktiirebilmek igin rotor ¢api 21 cm olan

ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dk.’lik zaman ayarlayici, agilabilir

basliga sahip ve 28 tip kapasiteli Hettic Universal marka santrifiij kullaniimustir.
3.1.2.7. Su Banyosu

Hucre kilturl preparatlart hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkl
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin belirli sicakhklarda (58 - 60°C) sabit

kalmasint saglamak amaciyla zaman ayarli BM 302 Nive marka su banyosu

kullaniimastir.
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3.1.3. Lamlarin Temizlenmesi

Kultdr stresinin bitiminden iki giin 6nce etiketli olan lamlar saleye dizilerek
uzerlerini iyice oOrtecek sekilde 1 N nitrik asit (HNOs) konmustur. Salenin agzi
kapatilarak bu sekilde 24 saat bekletilmistir. Stre bitiminde lamlar yarim saat akan
cesme suyunda iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale

saf su ile doldurularak buzdolabinda (+4°C) saklanmistir.

3.1.4. Sterilizasyon

3.1.4.1. BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir cam kap iginde (erlen) bulunan ve steril olan saf su
icinde 5'- bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik
steril sartlarda por ¢ap1 0.2 um olan bakteri filtresinden (Sartorius, membran filtre)
gecirilerek steril edilmistir. Sonra vida kapakl: steril cam tlplere konulan bu eriyik,

etrafi aluminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda saklanmstur.

3.1.4.2. Saf Suyun Sterilizasyonu

Baz1 stok cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan steril suyun hazirlanmasi
icin 100 mL’lik damitik su, temiz vida kapakl bir kiltir sisesine doldurularak sise
agz1 pamukla iyice kapatilmistir. Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki buhardan
pamugun 1slanmamas: icin tzeri aluminyum folyo ile Ortulmustir. Sisedeki saf su
otoklavda 1.2 atm buhar basincinda ve 120°C’de 20 dk. steril edilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) ve Kromozom Anormalliklerini (KA)
Saptamak Amaciyla Hicre Kaltirintn Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmas,

Boyanmasi ve Mikroskobik inceleme

Bu tir calismalarin planlama, uygulama ve yorumlanmasinda uluslararasi
yonergelere uygun hareket edilme zorunlulugu bulunmaktadir. Bundan dolay: test
maddesi  1,8-Cineol’un insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerinin  olup
olmadiginin arastirlldigi bu calismada, Albertini ve ark. (2000)’lar1 tarafindan
yayinlanan Uluslararasi1 Kimyasal Glvenlik Program: (The International Programme

on Chemical Safety = IPCS) yonergesi dikkate alinmistir.

3.2.1.1. Hucre Kultirdnun Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu calismada KKD ve KA’ni saptamak amaciyla hiicre kultirinun yapilmasi
ve preparatlarin hazirlanmasi Evans (1984), Perry ve Thompson (1984)’un
metotlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Aymi yasta (22 yasinda), saglkli,
gonullu ve sigara icmeyen iki bayan ve iki erkekten alinan 1/10 heparinize edilmis
periferik kanin 0.2 mL’si 2.5 mL kromozom medyumuna (PB-Max) ilave edilmistir
(Renclizogullar1 ve Topaktas, 1991). Kanmin ilavesinden hemen sonra tuplere son
konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde steril 5-bromo-2-deoksiuridin ilave edilerek
37°C’deki inklbatOrde 72 saat kilttre alinmistir. Test maddesinin 6n ¢alisma sonucu
belirlenen toksik olmayan dort konsantrasyonu (0.07, 0.14, 0.21 ve 0.28 pL/mL) etil
alkolde cozilerek toplam hacim 3 pL olacak sekilde, kulttrin baslangicindan 48
veya 24 saat sonra tuplere ilave edilmis ve hucrelerin test maddesiyle 24 veya 48 saat
boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Ayrica ¢6ziicu veya pozitif kontrol
tiplerine de kdlturin bitiminden 24 veya 48 saat 6nce etil alkol (%70’lik 3 pL/2.7
mL) veya MMC (0.25 pg/mL) ilave edilmislerdir. Kaltir siresinin bitiminden 2 saat
once (yani kaltirin 70. saatinde) hucreleri metafazda durdurmak icin her tlpe

hazirlanan kolsisin eriyiginden (0.06 pg/mL) ilave edilmis ve tlpler hafifce
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sallanarak iyice karigtirllmistir. Kultir suresi olan 72. saatin bitiminde tuplerdeki
hicreler 2000 devir/dk (rpm)’da 5 dk. sireyle acilir bashikli santrifiijde santrifij
edilerek coktirulmdistir. Supernatant (Ust faz), total oksidan ve total antioksidan
seviyeleri (TOS ve TAS) olcimu igin sizdirmaz plastik tuplere aktarilmis ve -80
°C’de saklanmigtir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 mL’lik siv1 iyice
karistirildiktan sonra ustiine 1lik (37°C) hipotonik eriyik ilave edilmistir. Hiicrelerde
kiimelesmeyi engellemek icin hipotonik eriyik ilavesi damla damla ve karistirilarak
yapilmistir. Her tiipe 5 mL hipotonik eriyik (%0,4 KCI) ilave edildikten sonra
kapatilarak 8 dk. siresince inkiibatérde 37°C’de hucrelerin sismeleri saglanmistur.
Sirenin sonunda tiipler 10 dk. 1200 devir/dk santriflij edilerek stipernatant atilmistur.
Ardindan soguk fiksatif (1/3, asetik asit/metanol) damla damla ve karistirarak her
tipe yaklasik 5 mL olacak sekilde ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hucreler 1200 rpm’de 10 dk. ¢okturilmis ve siipernatant atildiktan
sonra tuplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem benzer sekilde toplamda 3 kere
tekrarlanmis ve 3. fiksatif muamelesinin sonunda tipte kalan sivinin tamamen
berraklastigi gortlmustur. Eger sivi berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine
devam edilmistir. Her fiksatif ilavesinden sonra tipler santrifiij edilerek Ustteki sivi
atilmistir. Son santrifijden sonra dipte 0.5-0.7 mL siv1 kalacak sekilde supernatant
atildiktan sonra preparat yapma islemine gecilmistir.

Tlpln dibinde toplanan hticreler pastor pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pipet icine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pastér pipeti ile daha énce
temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin Gzerine 50 cm
yukseklikten farkl: alanlara hiicre stispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla)
hlcrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam izerinde yayilmas: saglanmistir. Hiicre
stispansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin (st ste diismemesine
dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak Ulzere 24 saat oda

sicakliginda bekletilmistir.
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3.2.1.2. Preparatlarnin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak
amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek
kullanilmistir. Bu amagla bir giinlik preparatlar 1isinlama kabina konarak Gzeri bir
film gibi ortllecek sekilde Sorensen tamponu ile kapatilmistir. Isinlama eriyigi, 5 mL
tampon A, 5 mL tampon B’den alimip bu karistmin destile su ile 100 mL’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8). Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi
kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini Onemli derecede etkiledigi
gorilmastur. Bu sekilde ince bir tabaka halinde isinlama eriyigi ile Ortilen
preparatlar, karanlikta 15 cm yikseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 1sik
yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk. isinlanmistir. Isinlama bittikten sonra
preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60°C arasindaki sicakliklarda 60 dk. inkiibe
edilmistir. Inklbasyon stiresi bitmeden 15 dk. énce %5’lik Giemsa boya eriyigi
hazirlanmistir. %5’lik Giemsa boyasi, 5 mL tampon A, 5 mL tampon B ve 5 mL
Giemsa’nin karistirilarak tzerleri 85 mL saf su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagitlar: ile stiziilmustur. inkiibasyon
siresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiginden alinarak direkt olarak boya icerisine
konmus ve yaklasik olarak 30 dk. boya icerisinde bekletilmistir (kardes kromatidler
arasindaki en iyi kontrast farki bu slrede saglanmistir). Bu slrenin sonunda
preparatlar boyadan cikarilmis, ¢ ayri kaptaki saf su iginden gecirilerek fazla
boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra lamlar dik vaziyette konularak kurumaya
birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.
Kromozom aberasyonu (KA) inceleme preparatlarinin boyanmasinda yine %5’lik
Giemsa solusyonu 10 dk. sareyle kullanilmistir.  Sonraki islemler KKD
preparatlarinda yapilanlarla aynidir.

Boyanmis preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak kalici hale

getirilmistir.
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3.2.1.3. Daimi Preparatlarda KKD Inceleme

Hazirlanmis olan kalici preparatlar  Olympus CX21 marka 151k
mikroskobunda immersiyon objektifi (10 x 100 = 1000 biyitme) ile incelenmistir.
Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi sayis1 (KKD) ve kromozomal
anormallikler belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci, ikinci ve Ugunci mitoz
bolinmeyi geciren hicrelerin sayis1 ve toplam hicre icerisinde mitoz bolinmeyi
geciren hicrelerin sayis1 saptanmistir. Bu incelemeler sonucunda proliferasyon

indeksi (PI) saptanmstur.

3.2.1.4. Kardes Kromatid Degisimi Sayisinin (KKD) ve Proliferasyon indeksinin
(P1) (Replikasyon Indeksi=RI) Saptanmasi

3.2.1.4.(1). Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Sayisinin Saptanmasi

Kardes kromatid degisimi sayisi, her kisinin kan kilttrtine ait preparatlardan
Iyi dagilmis ve ikinci mitozu gegiren 25 metafazda (4 kisiden toplam 100 hiicrede)
saptanmistir. KKD sayist bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu
boyanmis parcgalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin
sayilmasiyla belirlenmistir (Topaktas ve Speit, 1990). Uctan parca degisimi olmus
ise bu 1 KKD olarak sayilmistir (Sekil 3.6.a), benzer sekilde ortadan bir parca
degisimi olmus ise bu 2 KKD olarak degerlendirilmis (Sekil 3.6.b). Ancak bu
incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum bdlgelerinden donim yapip
yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur
(Sekil 3.6.c).
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i

1 KKD 2 KKD KKD Yok
Sekil 3.6. a: 1 KKD, b: 2 KKD, c: KKD Yok. Kardes kromatid degisiminin oldugu
ve olmadigi durumun sematik olarak gosterilmesi (Topaktas ve Speit,
1990).

b c

3.2.1.4.(2). Replikasyon (Proliferasyon) indeksi (RI=PI)’nin Saptanmasi

Test maddesinin DNA replikasyonu tzerindeki etkilerini saptamak amaci ile
Pl bulunmustur. Bunun icin tesadifi secilmis 100 metafaz incelenmistir. Bu
incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve Uglncu metafaz devresindeki
hicreler sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak her bir kisinin kan kulttrindeki PI su

sekilde hesaplanmstir:

1 < MI1)+2=Q2)+3 = {M3)

Pl =
100

MZ1: Birinci mitozu geciren hiicrelerin sayisi
M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi
M3: Ucglincii mitozu gegiren hiicrelerin sayis

BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan
bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklari heterosiklik benzen
halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin  farkli  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT’de CHs, BrdUrd’de Br ve
dU’de H atomudur (Sekil 3.7).
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O (8]
1]
CH3 —_ A Br
D"QL\:\:
HO—CH;
O
OH
Deoxytmmdm (dT) Bromodeoxyurdm (BrdUrd) Decooyursdm (d1T)

Sekil 3.7. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin(dU)’in
kimyasal yapilar.

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazinin analogu oldugundan
kaltar ortamina BrdUrd eklendikten sonraki DNA replikasyonlar1 esnada (birinci S
fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi icine timin yerine ortamda bulunan
BrdUrd girecektir. Boyle hiicrelerin kromozomlari boyandiginda bir kromozomun
her iki kromatidi de (BrdUrd/dT // dT/BrdUrd) homojen koyu renkte boyanacaktir.
Bu hicreler birinci mitoz bolinmeyi geciren hicrelerdir (Sekil 3.8 A ve Sekil 3.9).
Birinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen yavru hticreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdUrd bulunan ortamda ikinci S fazi) adenin igeren polinukleotid
ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde yine timin yerine
BrdUrd bulunacaktir. Bu iki polinukleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan
kromatidini (BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd iceren iplige komplementer olarak
sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan her iki
polinukleotid ipligi de BrdUrd icereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, ayni
kromozomun agik boyanan kromatidini olusturacaktir (BrdUrd/BrdUrd). Iste bu
hiicrenin metafaz devresinde kromozomlar boyandiginda tim kromozomlarin
kromatidlerinden birisi koyu digeri acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT (koyu
renkli) // BrdUrd/BrdUrd (acik renkli)). Bunlarda ikinci mitoz bolinmeyi gegiren
hicrelerdir (Sekil 3.8 B ve Sekil 3.10). Bu hucreler tekrar S fazina girdiginde
(BrdUrd bulunan ortamda Gcguncu S fazi) ikinci mitozda agik boyanan kromatidden
(BrdUrd/BrdUrd) tum polinukleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom
meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de agik boyanacaktir
(BrdUrd/BrdUrd // BrdUrd/BrdUrd). ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise
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(dT/BrdUrd), bir kromatidin her iki ipligi BrdUrd’li ve diger kromatidinin bir ipligi
timinli diger ipligi BrdUrd’li olan bir kromozom (BrdUrd/BrdUrd // dT/BrdUrd)
olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi acik renkte, diger
kromatidi koyu renkte olacaktir. BrdUrd’li ortamda hiicre kdilturiine devam edilirse
DNA’daki timin yerine analog olan BrdUrd girmeye devam edeceginden boyle
hicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her ki
kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik diger kromatidi koyu
renkte boyanacaktir. Bu hucreler de Gguncu mitoz bolinmeyi geciren hicrelerdir
(Sekil 3.8 C ve Sekil 3.11). iste bu sekilde birinci, ikinci ve Gglincti mitoz bolinmeyi
geciren hucreler ayirt edilmis, 100 hiicre icinde bu hicrelerin sayisi saptanmis ve
elde edilen veriler kullanilarak yukaridaki formile gore proliferasyon indeksi (PI)

hesaplanmistir.
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Sekil 3.8. BrdUrd’nin DNA yapisina girmesi ile birinci (A), ikinci (B) ve uglnci
mitoz (C) bolinmeyi geciren hicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak
aciklanmasi (During, 1985: Topaktas ve Speit, 1990’dan).
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10 pm

Sekil 3.9. Birinci mitoz béliinmeyi gegiren hucrenin metafaz kromozomlar: (X1000).

10 pm

Sekil 3.10. ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlar: (X1000).
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e "f %:\ "\

.ri .’

Sekil 3.11. Ugiincii mitoz bolinmeyi gegiren hiicrenin metafaz  kromozomlar
(X1000).

10 pm

3.2.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (M) Saptanmasi

3.2.2.1. Kromozom Yapi ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
100 metafaz (4 kisiden toplam 400 metafaz) kromozomal anormallikleri saptamak
amaciyla incelenmistir. Bu hcreler iginde gozledigimiz kromozom yap:1 ve sayi
anormallikleri Uluslararas: Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN=
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak
degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-y-Mino ve ark., 2002). incelenen bu 100
hiicre icinde hiicre basina diisen yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin
sayist ile anormallik iceren hicrelerin ylzdesi (KA/hlicre) bulunmustur. Bu
calismada gap (agik renk kromatid bolgesi) anormallik olarak degerlendirilmemistir.
Gap ile kromatid ve kromozom tipi kiriklar arasindaki fark, Kauderer ve ark. (1991)
gore kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya her ikisinde (kromozom tipi gap)

gorulen boyanmamis bolge bir kromatidin genisligine esit veya ondan daha azdur.
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Kiriklarda ise boyanmamis bolge kromatidin genisliginden daha fazladir. Iste bu
olgllere gore gap ve kromatid kiriklar: ayri ayri saptanmistir. Mace ve ark. (1978) ise
gap bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigini elektron mikroskobu fotograflariyla
belgelemistir. Bu ¢alismada kromatid kirig: ve tek kol birlesmesi gibi anormallikler
kromatid tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi, kardes
kromatid birlesmesi, kromatid degisimi, halka kromozom ve disentrik kromozom
olusumu gibi anormallikler de kromozom tipi anormallikler olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2.2. Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

1,8-Cineole’un mitoz bolunme Uzerindeki etkilerini saptamak amaci ile
mitotik indeks bulunmustur. Bunun igin her muameleye ait preparatlardan toplam
3.000 hticre (4 kiside toplam 12.000 hiicre) incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz
devresinde olan hicreler saptanarak kaydedilmistir. 3.000 htcre igerisinde

metafazlarin oran yiizde cinsinden hesaplanarak mitotik indeks saptanmustir.

3.2.3 Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hucre Kaltirinin

Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik incelemeler

3.2.3.1. Hucre Kultirdnun Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Mikronikleus sayisin1 saptamak igin Rothfuss ve ark. (2000)’nin tarafindan
gelistirilen metot modifiye edilerek kullanilmistir. Saglikli ve sigara igmeyen yaslar
ayni (22 yas) saglikli ve gondlli iki bayan ve iki erkekten alinan 1/10 oraninda
heparinize edilmis kan drnekleri 2.5 mL’lik kromozom medyumlarina steril sartlarda
6 damla (0.2 mL) ekilmistir (Renclzogullart ve Topaktas, 1991). Hicre kultlrl
inkubatorde 37+0.5°C’de 68 saat icin inklbe edilmistir. 1,8-Cineol’un etkisini
incelemek igin, daha dnce belirlenmis olan konsantrasyonlardaki (0.07, 0.14 ve 0.21
ve 0.28 pl/mL) 1,8-Cineole kiltur tuplerine ilave edilerek hiicrelerin 24 veya 48 saat

boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. iki nukleuslu hiicre olusumunu saglamak
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icin kulturun 44. saatinde battn tlplere 6 pg/mL olacak sekilde sitokalasin B ilave
edilmistir. Ayrica ¢ozuci (etil alkol) ve pozitif (0.25 pg/mL MMC) kontrol tlplerine
de kaltirin bitmesinden 24 veya 48 saat once etil alkol (%70’lik, 3 pl/2.7 mL) ve
MMC (0.25 pg/mL) ilave edilmistir. Kaltir suresinin bitiminde (68. saat) kaltur
tipleri 2000 rpm’de 5 dk. santriflij edilmis, slpernatant atilmistir. Dipte kalan ve
hicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 mL’lik sivi iyice kanstirildiktan sonra tuplere 1lik
(37°C) hipotonik eriyik (5mL) yavas yavas ilave edilerek 5 dk. sireyle 37°C’de
muamele edilmistir. Strenin sonunda tipler 10 dk. 1200 devir/dakika santrifj edilip
coktrdlerek supernatant atilmistir. Ardindan her bir tipe yaklasik 5 mL soguk
fiksatif yavas yavas ve karstirarak ilave edilmistir. Ik fiksatif; 1 kisim asetik asit 5
kissm metil alkol karistminin 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. Oda sicakhiginda 15 dk. bu fiksatifle muamele edilen hicreler 1200
devir/dak. 10 dk. santriflij edilmis ve stipernatant atildiktan sonra tuplere ilkinden
farkl bir fiksatif (1 kisim asetik asit 5 kisstm metil alkol) ilave edilerek bu islem iki
kere daha tekrarlanmistir. Her fiksatif ilavesinden sonra santrifuj edilerek stteki sivi
atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 mL sivi kalacak sekilde supernatant
atildiktan sonra tupun dibinde toplanmis olan hiicreler restispanse edilmistir. Daha
sonra hicre sitspansiyonu soguk ve temiz lamlar Uzerine 10 cm yikseklikten

damlatilarak preparatlar hazirlanmistir.

3.2.3.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmis %5’lik Giemsa
boyasi ile boyanmistir. 5 mL tampon A, 5 mL tampon B ve 5 mL Giemsa
karigtirllmis Uzerleri 100 mL oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak %5’lik Giemsa
boyasi hazirlanmistir (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre k&gitlar: ile
stzulmustdr. Preparatlar direkt olarak boya icerisine konmus ve yaklasik olarak 8 dk.
boya icerisinde bekletilmistir. Bu stirenin sonunda preparatlar boyadan alinip t¢ ayr
kaptaki saf su icinden gecirilerek preparatlar Gzerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmigtir.  Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya

birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.
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Entellan kuruduktan sonra bu kalici preparatlarda mikroskobik incelemeler

yapilmistur.

3.2.3.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan kalici preparatlar  Olympus marka binokuler 11k
mikroskobunda 40’lik objektif ile incelenmistir (10x40=400 biyitmede). Bu
incelemeler sirasinda hazirlanan her bir preparattan 1000 adet iki nukleuslu (4
kisiden toplam 4000 bintukleer) hicre incelenmis, bu iki nukleuslu hucreler
icerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmistir. Mikronukleuslu bintkleer hcre
sayist toplam bintkleer hiicre sayisina oranlanarak Mikronukleuslu bintkleer hiicre
yuzdesi bulumustur. Ayrica hazirlanan her bir preparattan 1000 tane hiicre sayilmus,
bu hicreler arasindan bir, iki, ¢ ve dort nukleuslu olan hucrelerin sayilari
kaydedilmistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13). Bu orandan yola ¢ikarak Nukleus Bolinme
Indeksi (NBI) hesaplanmistir (Fenech, 2000). Hesaplama asagidaki formile gore
yapilmastir;

NBI= (1xN1 + 2xN2 + 3xN3 + 4xN4) / N
N1: Bir nukleuslu hiicre sayisi

N2: iki niikleuslu hiicre sayist

N3: Ug niikleuslu hiicre sayisi

N4: Dort nukleuslu hiicre sayisi

N: Sayilan toplam hticre
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~ 10 pm

Sekil 3.12. Bir (a) ve iki (b) nlkleus igeren hucreler (x400).

-
.. | -
. 4’

T

b

.

Sekil 3.13. Ug (a) ve dort (b) niikleus iceren hiicreler (x400).

10 pm
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3.2.4. Toplam Oksidan (TOS) ve Antioksidan Seviyesi (TAS) Ol¢limii

TOS ve TAS o6l¢imu icin 72 saat muamele edilmis hicre kaltirlerinin ilk
santriftjinden sonra alinan ve -80 °C’de saklanan sipernatantlar kullanilmistir. TOS
degerlerinin Olculmesi, numune icindeki mevcut oksidanlarin, divalent demiri
(ferrous iyon = Fe*?) trivalent demire (ferric iyon = Fe*®) okside etme esasina
dayanmaktadir. Ferrik iyon asidik bir mediumda kromojenle renkli bir kompleks
olusturur. Ornekte var olan oksitleyici molekiillerin miktariyla orantili olan bu renk
yogunlugu spektrofotometrik olarak dl¢uilmektedir. Test hidrojen peroksit ile kalibre
edilmekte olup sonuglar litre basina mikromolar hidrojen peroksite esdeger (umol
esdegeri H,O,/L) sekilde ifade edilmektedir (Erel, 2005).

TAS degerlerinin belirlenmesi ise oldukca kararli bir yapida ve karakteristik
bir renkte olan ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonik asit)) radikal
katyonunun antioksidanlar tarafindan renginin agartilmas: esasina dayanmaktadir.
Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L olarak ifade edilmektedir (Erel, 2004). Oksidatif
stres indeksi (OSI) ise su sekilde hesaplanmaktadir: OSI (rastgele (nit) = TOS (umol
H202 esdeger/L) / TAS (umol Trolox esdeger/L) (Harma ve ark, 2003; Kdosecik ve
ark, 2005; Yumru ve ark,2009). TOS ve TAS o0lctmleri, ticari faaliyet gdsteren
Baran Medikal (Ankara) (ISO 14001:2004 Cevre YOnetim Standard: sertifikasina
sahip, Sertif. No: T214.001.09) laboratuvarlarina hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmistir.

3.2.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf cekme islemi Olympus marka trinokiler mikroskoba bagl: dijital
fotograf makinesinde 1000 bilyutmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel). Bu calismada KKD testinde 1., 2. ve 3. mitoz bolinmeyi geciren
hicrelerin, KA testinde sik rastlanan ve ilging anormalliklerin, mikronukleuslu

binukleer hiicrelerin ve 1, 2, 3, 4 nukleuslu hucrelerin fotograflar: ¢ekilmistir.
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3.2.6. Istatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, P1, MI, MN ve NBI
parametrelerine ait verilerin normal dagilip gosterip gostermedigi Kolmogorov-
Smirnov (K-S) testi ile kontrol edilmistir. KKD, KA, PI, MI, MN, NBI ve OSI

parametrelerine ait verilerin istatistik analizleri Anova Dunnet Testi ile yapilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. 1,8-Cineole’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerindeki Etkileri

Saglikli donérlerden (kan verici) alinan ve 72 saat siresince kultire edilen
periferik kan 1,8-cineole’un (1,8-sineol) 4 farkli konsantrasyonu (0.07, 0.14, 0.21 ve
0.28 pL/mL) ile 24 veya 48 saat sureyle muamele edilmistir. Muamele sonunda
kardes kromatidler arasinda cesitli sekil ve sayida parca degis tokuslari (KKD)
gOzlenmistir (Sekil 4.1.). Test maddesi ile muamele edilmis ikinci mitoz boltinmeyi
geciren hiicrelerdeki KKD frekanslar1 kontrollerden daha ylksek saptanmis olmasina
ragmen (Sekil 4.2.) bu artislar kontrol ve ¢oziict (CK) (%70 etil alkol) kontrole gore
onemli olmayacak duzeydedir (P>0.05) (Cizelge 4.1.).

Calismada test edilen butin muamelelerde gozlenen KKD frekanslar1 pozitif
kontrolde (MMC) goézlenenlerden oldukca dustik bulunmustur (P<0.001) (Cizelge
4.1).

Sekil 4.1. 1,8-Cineole ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 7 tane KKD
iceren ikinci mitoz plag: (x1000) (0,28 puL/mL, 48saat, &)

55



4. BULGULAR VE TARTISMA Esra OZDEMIR

Cizelge 4.1. Farkli Konsantrasyonlarda 1,8-Cineole ile 24 veya 48 Saat Muamele
Edilmis Insan Periferal Lenfositlerinde Hiicre Basina Diisen Ortalama
KKD Degerleri

Muamele
Test Maddesi Sire Kons. Min-Maks KKD KKD + SH
(saat) (ML/mL)
Kontrol - - 0-10 4,23 +0,293
CK 24 1.11 0-11 4,81 + 0,355
MMC (PK) 24 0.25 3-37 19,70 + 1,060
24 0.07 1-14 5,48 £0,723 ¢
24 0.14 1-13 5,99 + 0,295 ¢,
1,8-Cineole
24 0.21 1-15 5,98 + 0,515 ¢,
24 0.28 3-16 6,41 +0,720 c;
CK 48 1.11 0-11 5,71+ 0,768
MMC (PK) 48 0.25 5-82 51,26 + 3,390
48 0.07 0-15 5,13 + 0,667 c;5
) 48 0.14 1-17 6,04 £ 0,611 c;
1,8-Cineole
48 0.21 1-16 6,48 + 0,897 c;
48 0.28 1-15 6,56 + 0,464 c;

*: Toplam 400 adet ikinci mitoz geciren iyi dagilmis metafaz degerlendirilmistir. a: Kontrole ile; b:
Cozicl kontrol ile; c: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemli. alblcl: P<0.05; a2b2c2: P<0.01;
a3b3c3: P<0.001

4.1.2. 1,8-Cineole’iin Kromozom Aberasyonu (KA) Olusumu Uzerine EtkKisi

Artan konsantrasyondaki (0.07, 0.14, 0.21 ve 0.28 uL/mL) 1,8-Cineole (1,8-
sineol) ile 24 veya 48 saat muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde cesitli tip
ve sayida kromozom anormallikleri (KA) saptanmistir. Belirlenen anormalliklerin iyi
gorunenlerinden bir kism: fotograflanmistir (sekil 4.3. - sekil 4.7.). Kromozomal
anormallikler icerisinde en sik rastlanan: kromatid (B') tipi kiriklardir. Bu tip
anormalligi; kromozom tipi fragmet (F"), kromozom kirigi (B"), kromatid degisimi
(KD), endoreduplikasyon (ER) ve kromatid tipi fragment (F) anormallikleri takip
etmektedir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.2. 1,8-Cineole ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kromatid
kirigi (x1000) (0,28 puL/mL, 48saat, 3)

Sekil 4.3. 1,8-Cineole ile muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde kromozom
tipi fragment (x1000) (0,21 puL/mL, 48saat, &)
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Sekil 4.4. 1,8-Cineole ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromozom
tipi kirik (x1000) (0,21 pL/mL, 48saat, Q)

Sekil 4.5. 1,8-Cineole ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
endoreduplikasyon (x1000) (0,28 pL/mL, 24 saat, ?)
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Sekil 4.6. 1,8-Cineole ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid tipi
fragment (x1000) (0,21 puL/mL, 48saat, &)

Muamele edilmis kdltlrlerde test maddesinin klastojenik etkisiyle ortaya
¢ikan KA bulgular1 ile muamelesiz kontrol ve ¢oziicii kontrolden (CK, %70 etil
alkol) elde edilen KA bulgular1 arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada test
maddesinin hi¢bir konsantrasyonu ve uygulama stresinde, anormal hiicre yuzdelerini
ve hiicre basina diisen anormallik (KA/htcre) oranlarini 6nemli diizeyde etkilemedigi
anlasiimigtir (P>0.05) (Cizelge 4.2.). En distk konsantrasyondaki (0,07 uL/mL) 1,8-
cineole muamelesi kontrol diizeyinde KA vyaratirken, 0.21 puL/mL derisimdeki test
maddesi her iki muamele slresinde de (24 ve 48 saat) ylksek KA olusturma
potansiyeline sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Oyle ki, bu konsantrasyon 24 saat
muamelede anormal hiicre yiizdesini %100 artirmisken, 48 saatte %114 seviyesinde
artisa neden olmustur. Ilging bir sekilde en yilksek konsantrasyonda (0.28 ulL/mL)
saptanan KA miktarinda dislk de olsa bir azalma egilimi ortaya ¢ikmistir. Ayrica
anormal hicre yuzdeleri ve hiicre basina disen anormallik (KA/Hiicre) oranlar
birbirleriyle benzerlikler gostermektedir (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.). Anilan
konsantrasyonda kontroliin iki Kkati seviyesine ulasan kromozom anormalligi
saptanmasina ragmen aradaki farkin énemsiz oldugu anlasiimistir. Ote yandan pozitif
kontrolde (MMC) saptanan KA bulgular: ile test maddesinin neden oldugu KA
bulgular1 arasinda yapilan karsilastirmada farkin cok onemli (P<0.001) oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.2).
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4.1.3. 1,8-Cineole’in Mikronukleus (MN) Olusumu ve Nukleus Bolinmesi
Uzerine Etkileri

1,8-Cineole’tin (1,8-Sineol) 4 farkli (0.07, 0.14, 0.21 ve 0.28 pL/mL) derisimi
ile 24 veya 48 saat streyle muamele edilen insan periferal lenfositlerinde klastojenik
yahut andjenik etkilerden dolay: degisik buytukliukte mikronukleus (MN) olusumu
(Sekil 4.11 — Sekil 4.12) saptanmistir. Kontrol ve ¢ozlcu kontrol (%70 etanol)
hicrelerinde saptanan mikronukleuslu hicreler ile test maddesi muamelesi sonucu
saptananlar arasinda yapilan istatistiksel Kkarsilagtirmada test maddesinin hichir
konsantrasyon ve muamele siiresinde MN olusum oranini, kontrollere (muamelesiz
ve ¢Ozucu kontrol) gore dnemli diizeyde artirmadigi anlasilmistir (Cizelge 4.3.). En
fazla MN artis1; 0,28 pL/mL test maddesinin 24 saatlik muamelesinde ortaya
cikmigtir. Ancak % 60 dizeyinde gerceklesen bu artis kontrol ve ¢Oziicu kontrole
gore 6nemli bulunmamistir (Sekil 4.10.).

Muamele sonucunda 1, 2, 3 ve 4 nikleuslu hicrelerin oranlart géz 6nine
alinarak saptanan nikleer bolinme indeksleri (NBI) incelendiginde 24 saatlik
muamelede sadece en yiksek iki (0,21 ve 0,28 pL/mL) konsantrasyondaki NBI
dustst kontrollere (kontrol ve eritici kontrol) gore 6nemli bulunmustur (P<0.001).
Muamelenin 48 saat uygulandigi denemelerde ise NBI oranlarinda daha dramatik
dususler saptanmistir. Ozellikle en diisiik konsantrasyon hari¢ NBI kontrol ve eritici
kontroldekine gore dikkat ceken oranlarda azalmistir. 48 saatlik muamelenin en
yuksek iki konsantrasyondaki (0,21 ve 0,28 pL/mL) NBI azalmasi pozitif
kontroldeki (MMC) kadar olmustur (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3 Farklh Konsantrasyonlarda 1,8-Cineole ile 24 veya 48 Saat Muamele
Edilen insan Periferal Lenfositlerinde Mikronukleuslu Binukleer
Hiicre* %o’si ve Niikleer Bolinme indeksi (NBI)

Nukleus Sayisina
Test Muamele % MN + SH Gore Hucre NBI + SH
Maddesi Dagilimi
Sure Kons. 1 2 3 4
(saat)| (uL/mL)
Kontrol - - 1,25+ 0,479 20041808 110 78 |1,566 + 0,0388
CK 24 1.11 1,00 + 0,408 19141822 145 119(1,617 +0,0723
MMC (PK) 24 0.25 6,25 + 0,750 3103 854 35 8 |1,237+0,0524
24 0.07 1,00+£0,408 c; (22431674 57 26 (1,467 =0,0373
24 0.14 0,750,479 ¢c; 24771470 39 14 |1,398 £0,0725
1,8-Cineole
24 0.21 1,25+0,479¢c; [3107 873 16 4 [1,229 +0,0683 azh,
24 0.28 2,00+1,080c, (3400576 23 8 |1,163+0,0728 asb;
CK 48 1.11 1,00 £ 0,577 26881250 34 28 [1,351 +0,0435
MMC (PK) 48 0.25 12,25+ 1,25 3665 313 17 5 |1,091 +0,0064
48 0.07 0,750,479 ¢c; 27131257 20 11 |1,333 £0,0377 a;C3
. 48 0.14 1,75+0,479¢c; (3117 875 6 2 (1,223 £0,0242 azb;c,
1,8-Cineole
48 0.21 1,75+0,479¢c; (3709 289 1 1 |1,074 +0,0265 asb
48 0.28 150+0,645¢c; 3936 64 0 0O |1,016 +0,0032 ashs

*: Toplam 4000 adet bintikleer interfaz degerlendirilmistir. a: Kontrole gore aradaki fark énemlidir; b:
Coziicti kontrole gore aradaki fark onemlidir; c: MMC’ye gore aradaki fark onemlidir. a;b;C;:

P<0.05; asb,c,: P<0.01; ashscs: P<0.001

Sekil

4.7. 1,8-Cineole

ile muamele edilen
mikronukleus olusumu (x1000) (0,21 pL/mL, 48saat, &)
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Sekil 4.8. 1,8-Cineole ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
mikronukleus olusumu (x1000) (0,28 pL/mL, 48saat, &)

Bu kisimdaki sonuclar 6zetlenecek olursa, test ajan1 mikronukleus olusumunu
onemli dlzeyde arttirmamis ve bu durum calismadaki kromozom anormalligi
bulgulariyla benzerlikler gdstermektedir. Bununla birlikte nikleer bdélinme
indeksinin test maddesi tarafindan disuruldigl ortadadir.

4.1.4. 1,8-Cineole’un Oksidatif Stres Olusumu Uzerine Etkileri
1,8-Cineol’un (1,8-Cineole) 0.07, 0.14, 0.21 ve 0.28 pL/mL konsantrasyolar:
ile 24 veya 48 saat muamele edilen hiicre kiltir ortaminin toplam oksidan (TOS) ve

toplam antioksidan seviye (TAS) degerleri 6l¢ilerek oksidatif stres indeksleri (OSI

hesaplanmigtir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. 1,8-Cineole’lin Kilturde Olusturdugu Toplam Oksidan Seviye (TOS),
Toplam Antioksidan Seviye (TAS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Muamele
Test Maddesi | Sire Kons. TOS £ SH TAS + SH OSI +SH
(saat) | (uL/mL)
Kontrol - - 4,090 + 0,414 0,4918 £ 0,0243 8,361 + 0,828
CK 24 111 4,816 + 0,422 0,4795 £ 0,0227 10,18 £ 1,23
PK (MMC) 24 0.25 4,704 + 0,354 0,4723 £0,0173 9,998 + 0,832
24 0.07 5,279+ 0,528 0,4938 + 0,0100 10,70 + 1,09
1,8-Cineole 24 0.14 4,943 + 0,422 0,4607 £ 0,0103 10,749 £ 0,974
24 0.21 5,615 + 0,634 0,4590 £ 0,0120 12,23+1,29 a4
24 0.28 6,005+ 0,455a; | 0,4808 +0,0069 | 12,498 + 0,966 a,
CK 48 111 4,235+ 0,369 0,4800 + 0,0136 8,818 + 0,717
PK (MMC) 48 0.25 4,492 + 0,216 0,4688 + 0,0035 9,583 + 0,466
48 0.07 4,460 + 0,292 0,4505 + 0,0110 9,907 + 0,620
1,8-Cineole 48 0.14 4,390+ 0,110 0,4820 + 0,0110 9,120 + 0,286
48 0.21 4,382 + 0,200 0,4550 + 0,0062 9,637 + 0,469
48 0.28 4,784 + 0,343 0,4567 + 0,0270 10,463 + 0,280

a: Kontrole gore aradaki fark énemlidir; b: Cozicu kontrole gore aradaki fark énemlidir; ¢c: MMC’ye
gore aradaki fark dnemlidir. a;b,c,: P<0.05; ajb,c,: P<0.01; ashscs: P<0.001

Yapilan spektrometrik oOlgcumlerde toplam oksidan degerleri kontrollerle
karsilastirildiginda konsantrasyon artisiyla dogru orantili bir artis s6z konusu olsa da
sadece 24 saatlik muamelenin en yiksek konsantrasyondaki (0.28 pL/mL) artisin
6nemli (P<0.05) oldugu anlasiimistir. Bu konsantrasyonda kontrole gore yaklasik %
47 seviyesinde bir artis bulunmustur. Muamelenin 48 saat uygulandigi varyantlar
icinde en yuksek TOS artis1 (% 17) yine en ylksek konsantrasyonda ortaya ¢ikmis
dahil farklihk

gostermemektedir.

olup bu Olctlen degerlerin  tamami kontrollerle  6nemli
Toplam antioksidan degerleri (TAS) yonlnden test maddesi muamelesi
kontrollere gére 6nemli olmayan dususlere neden olmustur.
Oksidatif stres indeksi (OSI) yoninden yapilan hesaplamalarda test maddesi
24 saatlik muamelede en yiksek iki konsantrasyonda (0.21, 0.28 pL/mL) kontrole
gore onemli (P<0.05) duzeyde ylksek oksidatif strese neden oldugu anlasiimstir.

Bunun disinda hicbir varyantta anlamli bir OSI bulgusu saptanmamustir.
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4.1.5. 1,8-Cineole’iin Hicre Bolinmesi Uzerindeki Etkileri

Insan periferal lenfositlerinin 1,8-cineole’iin 0.07, 0.14, 0.21 ve 0.28 puL/mL
konsantrasyonlarindaki ile 24 veya 48 saat muamele sonucunda saptanan ortalama
proliferasyon (replikasyon) indeks (PI) ve mitotik indeks (MI) degerlerinin ¢zellikle
yuksek konsantrasyonlarda belirgin ve anlamli olarak dustigu tespit edilmistir
(Cizelge 4.5.).

Kontrol ve muameleli kltirlerde saptanan proliferasyon indeksi degerleriyle
yapilan istatistiksel karsilastirmalarda her iki muamele siresinde (24 ve 48 saat)
sadece en yiiksek konsantrasyonda (0.28 pL/mL) 1,8-cineole proliferasyon indeksini
kontrol ve ¢Oziici kontrole gbre Onemli seviyede dusurmustir. 1,8-Cineole en
yuksek konsantrasyonda proliferasyon indeksini kontrole gore yaklasik %25
oraninda azalttig: ortaya gikmustir (Sekil 4.16.).

Mitotik indeks degerlerinde de proliferasyon indeksindekine benzer etkiler
gozlenmistir. Bununla birlikte 24 saatteki varyasyonlarin anlaml: olmadig: ve sadece
48 saatlik en yuksek iki konsantrasyondaki (0.21 ve 0.28 pL/mL) saptanan degerlerin
kontrollere gore onemli diizeyde distuk oldugu belirlenmistir. Bunlardaki mitotik
indeks azalmasi sirasiyla %33 ve %40 civarlarinda olmustur (Sekil 4.15.). Test
maddesinin en yiksek konsantrasyonu 48 saatlik muamelede mitotik indeksi kontrol
ve ¢Ozicu kontrole gére 6nemli diizeyde dustrmdaistar.

Daha 0Once de bahsedildigi gibi nikleer bolinme indeksleri (NBI)
incelendiginde 24 saatlik muamelede sadece en yiiksek iki (0,21 ve 0,28 pL/mL)
konsantrasyondaki NBI dustst kontrollere (kontrol ve eritici kontrol) gére 6nemli
bulunmustur (P<0.001). Muamelenin 48 saat uygulandigi denemelerde ise NBI

oranlarinda daha dramatik dustsler saptanmstir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.5. Farkli Konsantrasyonlarda 1,8-Cineole ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilen insan Periferal Lenfositlerinde Ortalama Mitotik Indeks ve
Proliferasyon Indeksi Degerleri

Muamele
Test Maddesi | Sure Kons. M1 M2 M3 Pl + SH Ml £ SH
(saat) | (uL/mL)
Kontrol - - 84 105 211 2,318 + 0,124 4,16 £ 0,182
CK 24 1.11 113 107 180 2,168 + 0,037 4,40 £ 0,394
MMC (PK) 24 0.25 121 229 50 1,823 £ 0,091 1,67 + 0,354
24 0.07 96 129 175 2,198 + 0,164 4,57 £ 0,269 c;
1.8-Cineole 24 0.14 118 151 131 2,033 + 0,091 4,01+0,358 c,
24 0.21 115 154 131 2,040 + 0,101 4,380,720 c,
24 0.28 187 127 86 1,748 + 0,061 ayb; 4,030,426 c,
CK 48 1.11 91 139 170 2,198 + 0,023 4,21+ 0,284
MMC (PK) 48 0.25 267 76 57 1,475 £ 0,153 0,96 £ 0,269
48 0.07 99 126 175 2,190 + 0,010 3,96 + 0,400 c;
1.8-Cineole 48 0.14 119 124 157 2,095 + 0,181 3,72+ 0,412 ¢,
48 0.21 149 136 115 1,915+0,030¢c, [2,77 £0,302 ash;c,
48 0.28 179 153 68 |1,723+0,028 ayb,c, |2,48 + 0,197 a;b,cy

a: Kontrole gore aradaki fark onemlidir; b: Cozlcu kontrole gore aradaki fark onemlidir; c:
MMC’ye gore aradaki fark énemlidir. alblcl: P<0.05; a2b2c2: P<0.01; a3b3c3: P<0.001

Kontrol

CK

Sekil 4.9. 1,8-cineole ile muamele edilmis insan periferik kan lenfositlerinde ortaya

0,07

0,14
24 Saat

a2bl

0,21

oOPl

cikan sitotoksisite bulgulari.

0,28

Ml
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4.2. Tartisma

4.2.1. 1,8-Cineole’un Genotoksik ve Antioksidan Etkisi

Bu caligmadaki test maddesi olan 1,8-cineoleiin ¢ok gesitli kullanim alan
bulmasina ragmen (bak sayfa 29) kisa sureli genotoksisite testleri bakimindan ajana
ait yetersiz verilerin olmasi1 konuyu dikkat ¢ekici hale getirmektedir. Ajanin 6zellikle
toksik ve sitogenotoksik etkileri belirsizligini stirdiirmektedir. Mevcut kayitlara gore
1,8-cineole normalden daha fazla yutulmasi, deri temas: ya da solunmas: canhda
davranis, solunum sistemi ve sinir sistemi Uzerine siddetli etkiler gosterebilir,
Sicanda akut oral LD50 miktar1 2480 mg/kg’dir. Bu bilesik disiler i¢in Greme toksini
erkekler iginse stpheli treme toksini olarak siniflandirilmaktadir (Cineole — MSDS,
2012). Ayrica cineolelin genetik materyal ve/veya hiicre dongisii Uzerine olan
etkileriyle ilgili dikkat ceken ancak birbirleriyle celiskili calismalara da rastlamak
mimkunddr. Bu noktada yapmis oldugumuz tez calismasinda degerlendirilen
parametrelerin sonuglari tatmin edici bilgiler icermektedir. DNA replikasyon
problemi ve/veya DNA hasar1 olgusundan kaynaklandigi diistintilen ve bu sorunlarin
gostergesi olarak degerlendirilen kardes kromatid degisim (KKD) frekanslari, bizim
calismamizda saglikl in vitro lenfosit kilturiine test maddesi farkli konsantrasyon ve
strelerde uygulandiginda ajanin hiicreleri 6nemli dizeyde etkilemedigi yoninde
bulgular ortaya cikmistir. Bu sonuclara gore 1,8-cineole dikkat ceker Olcude
replikasyon ve DNA vyap1 sorunlarina neden olmadigi anlagilmaktadir.
Monoterpenoidlerle yapilan farkli bir calismada 1,8-cineole bizim bulgularimizla
benzer sekilde Salmonella/mikrozom deneyi test irklarinda (TA97a, TA98, TA100
ve TA102) herhangi bir mutajenik etki gdstermemistir (Gomes-Carneiro ve ark.
1998). Insan lésemi (K562) hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada 1,8-cineoleiin ne
DNA’ya hasar verici ne de DNA koruyucu etkisi bulunmamistir (Horvathova ve ark.
2007). Ugucu yaglarin in vitro olarak SARS coronavirus (SARS-CoV) ve Herpes
simpleks viris-1 (HSV-1) replikasyonuna karst onleyici  aktivitelerinin
degerlendirildigi bir calismada, iginde 1,8-cineole bulunan bitki 6zutinin HSV-1

virlisiine kars: antiviral aktivite gosterdigi agiklanmistir (Loizzo ve ark. 2008). Ote
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yandan bir Onceki ¢alismaya benzer ancak bizim sonuclardan farkli olarak 1,8-
cineoletin de dahil oldugu bazi monoterpenlerin Aspergillus nidulans turi fungusta
mitotik non-disjunction veya krossing-overden kaynaklan mitotik rekombinasyon
dolayisiyla genotoksik etki frekansinda 6nemli artiglara neden oldugu ifade edilmistir
(de Sant'anna ve ark. 2009, Miyamoto ve ark. 2009). Okaliptus yaginin ana bileseni
olan 1,8-cineolelin alkalin komet testi verilerine gore insan kolon kanseri
hlcrelerinde kansantrasyona bagli olarak oksidsatif DNA hasarlarint artirdigi
gozlenmistir. Ayrica 1,8-cineolelin bazi timor supressor genlerinde (BRCA2 ve
Rad51) defekt bulunan hamster hicre hatlarinda DNA gift iplik kiriklarina neden
oldugu anlasilmigtir. Ancak yabani tip hicre hatlarinda herhangi bir aktivite
g6zlenmemistir. Bu sonuglara gore 1,8-cineoletin zayif genotoksik oldugu sonucuna
varilmistir (D6rsam ve ark. 2015)

Bizim caligmadaki bulgulara gore 1,8-cineole kromozom aberasyonunu doz
artisiyla dogru orantili olarak artirmis gozikmekle birlikte bu artisin kontrol ve
cozlcu kontrole gore Onem arz etmedigi anlasilmistir. Kromozom aberasyonu
sonuclarinda oldugu gibi calismada inceledigimiz mikronukleus frekans: da
kontroller seviyesinde bulunmustur. Bu sonuclara benzer sekilde icerisinde 1,8-
cineole bulunan Chrysanthemum indicum (kasimpati) cicek esansisyel yaginin 2000
mg/kg dozunun 15 giin boyunca oral gavaj yoluyla uygulandig: farelerde herhangi
bir mortalite ve toksisitenin Kklinik belirtilerine rastlanmamustir.  Ayrica
mikronukleuslu eritrosit sayisi kontrol seviyesinde bulunmustur. Buna benzer olarak
ajan, S. typhimurium ve E. coli’deki mutajeniteyi metabolik aktivasyonun varliginda
ve yoklugunda indiklememistir (Hwang ve Kim 2013). Yine icinde birden fazla
cesitte terpenoid bulunan Melaleuca alternifolia (cay agaci) bitkisi ugucu yaginin
kilture edilmis insan lenfositlerinde kromozom anormalligi ve mikronukleus
frekansint 6nemli diizeyde artirmadig: rapor edilmistir (Pereira ve ark 2014).

Yine bizim sonuglarimiza gére kdlture edilmis kan hiicrelerinde test maddesi,
oksidatif stresi belirli sinirlar iginde artirmistir. Saptadigimiz bu bulgularla benzer
veya farkli ¢cok sayida galigma bulunmakta olup bunlarin kigtik bir bolumi asagida
ozetlenmistir. Ornegin T-butyl hydroperoxide (t-BOOH) tarafindan indiiklenen

mutasyonlar Uzerine myrcene, linalool ve 1,8-cineole (eucalyptol) gibi monoterpen
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bilesiklerinin etkileri cesitli hlcrelerde cesitli testler (Escherichia coli WP2 1C185
irki ve onun oxyR mutant 1C202 irkinda geri mutasyon testi ve de ilaveten insan
hepatoma HepG2 ve insan B lymphoid NC-NC hiicrelerinde comet assay testleri) ile
sinamis olup anilan bilesiklerin oksidanlar tarafindan induklenen genotoksisiteye
kars1 daha cok radikal siiptrme aktivitesinden dolayr koruyucu bir 0zellige sahip
olduklar1  gosterilmistir  (Miti¢-Culafic ve ark. 2009). 1,8-Cineole dahil
monoterpenlerin radikal supuruct etkinliginden dolay: oksidatif mutagenezi azalttig:
yonlinde bulgular vardir (Mimica-Duki¢ ve ark. 2010). Benzer bir ¢alismada kéfur,
thujone ve eucalyptoliin hatasiz DNA tamir islevini uyardigi ve biyoantimutajen
olarak rol altig1 belirtilmistir (Nikoli¢ ve ark. 2011). Eucalyptus gunnii hook bitkisi
esansiyel yagi, ROS uzaklastirma mekanizmasi eksik Escherichia coli 1C202 oxyR
mutant susunda spontan mutagenezi ve oksidatif mutajen olan t-BOOH tarafindan
indiklenen mutasyonu dnemli diizeyde azaltmistir (Bugarin ve ark. 2014). Ocimum
kilimandscharicum (Afrika mavi feslegeni) esansiyel yaginin anti-enfmatuvar,
antioksidan ve antikanser etkisinin oldugu aciklanmistir (de Lima ve ark. 2014).
Bitki esansiyel yaglarinin antioksidan, demir selasyon ve DNA koruyucu etkinliginin
arastirlldigr  bir calismada (Horvathova ve ark. 2014) Rosmarinus officinalis
(biberiye)’in islenmemis yag1 sadece anti-radikal etki gostermis, 1,8-cineole ise
herhangi bir antioksidan aktivite gostermemistir. Karbon tetra klorit tarafindan
indiklenen sican karaciger hasarlarina karsi biberiye esansiyel yaginin (%43.77
oranminda 1,8-cineole igeriyor) antioksidan o6zelliginin DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) deneyi ile arastirildig: caligmada esansiyel yagin, hem serbest radikal
yakalayici etki hem de fizyolojik savunma mekanizmasini aktive ederek
hepatoprotektif etki gosterdigi anlasiimistir (Raskovi¢ ve ark. 2014). Soliman ve ark.
(2014) tarafindan yapilan ve Eucalyptus cinerea bitkisi esansiyel yaginin (ana
bilesen 1,8-cineole) antibakteriyel ve antioksidan 6zelliginin arastirildig1 ¢calismada
bitkinin geng yaprak ve diger kistmlardan esansiyel yaglar elde edilmistir. Calismada
genc yaprak esansiyel yaginin diger kisimlardan elde edilenlere gore, test edilen
bitin  mikroorganizmalara  (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus faecalis, Candida albicans ve Aspergillus flavus) karsi oldukca gucl

aktivite gosterdigi ve ilaveten geng yaprak Ozutlinin daha ylksek antioksidan
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nitelige sahip oldugu anlasilmistir. Sicilya’da yetisen biberiye esansiyel yagi ve
organik 6zuti onemli Olglide antioksidan/serbest radikal yakalayici aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir (Napoli ve ark 2015). Salvia lavandulifolia (ana bileseni 1,8-
cineole ve a-pinen) esansiyel yagi, U373-MG (insan malignant astrositoma) hicre
hattin1 H,O, tarafindan indiklenen oksidatif hasara kars1 korumakta ve ROS (retimi,
lipid peroksidasyonu ve artmis endojen antioksidan statuyd inhibe etmektedir
(Porres-Martinez ve ark. 2015). Eugenia aromatica Kuntze (baharat olarak kullanilan
karanfil) tomurcugu esansiyel yagi, selasyon 0Ozelligi ile OH ve nitrik oksit (NO)

radikallerini yakalayarak antioksidan aktivite etkisi gostermistir (Oboh ve ark. 2015).

4.2.2.1,8-Cineole’un Hiicre Proliferasyou Uzerindeki Etkileri

Test maddesi 1,8-cineole, gesitli sitolojik etkilerle replikasyon (proliferasyon)
hizint  mitoz  bélinmeyi ve nikleus bolunme hizint  ozellikle  yiksek
konsantrasyonlarda anlamli sekilde azaltmistir. Bu sonucglara gore test maddesinin
sitotoksik (nekrotik veya apoptotik) ya da sitostatik potansiyele sahip oldugu
degerlendirilebilir. Ancak saptadigimiz sitotoksik/sitostatik etkinin, oksidatif stresle
baglantili olup olmadig: belirsizligini korumaktadir. Dolayisiyla bu olgunun farkl:
yontemlerle daha kapsaml:i arastirilmas: ve irdelenmesi gerekmektedir. Farkl
calismalarda ekseriyetle bizim bulgulara benzer sonuclar ortaya ¢ikmistir. Ornegin,
Moteki ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismaya goére 1,8-cineole, insan losemi
Molt 4B ve HL-60 hiicrelerinde apoptozu uyarmisken insan mide kanserini KATO
Il hicre hatlarinda apoptozu uyarmamistir. Molt 4B and HL-60 hiicrelerinde ise
apoptozun temel karakteristigzi olan oligonukleozomal boyuttaki DNA
fragmentasyonlari, uygulanan 1,8-cineole konsantrasyonuna ve uygulama slresine
bagh olarak ortaya c¢ikmistir. 1,8-cineole, fare lenfoma hiicrelerinde comet assay
sonuclarina gére DNA hasar diizeyini artirmazken, tripan mavisi testi sonuclarina
gore ise guclu sitotoksik etki gostermistir (Ribeiro ve ark. 2006). Benzer sekilde 1,8-
cineoletin Swiss fareleri peritonal makrofaj kultlrlerinde 6nemli sitotoksik etki
gosterdigi ifade edilmistir (Zaccaro Scelza ve ark. 2006). Ajanmin kdltire edilmis

hlcrelerde ¢ok dusuk sitotoksisite gosterdigi belirtilmistir (Schnitzler ve ark. 2008).
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Bircok bitkisel esansiyel yag ve ozitun iginde c¢esitli oranlarda 1,8-cineole
bulundugu bilinmektedir. Ornegin icinde 1,8-cineole, kafur, alpha-pinene ve beta-
caryophyllene gibi terpenoidler bulunan Ricinus comminis (hint yag: bitkisi) yaprak
0z0tl bircok insan timor hicre hattinda doza bagh tarzda sitotoksik etki
gostermektedir. Ayrica SK-MEL-28 insan melanoma hicrelerinde apoptozun
indlklendigi cesitli yontemlerle gosterilmistir (Darmanin ve ark. 2009). Ana bileseni
1,8-cineole olan japon anasonu (lllicium anisatum) esansiyel yaginin, insan deri
fibroblast ve HaCaT (spontan transfom andploid immortal) keratinosit hiicreleriyle
yapilan MMT testi sonuclarina gore zayif sitotoksisite gosterdigi ifade edilmistir
(Kim ve ark. 2009). Kolinesteraz inhibitoru ve anti-inflamasyon 0zelliklerine sahip
Salvia leriifolia (ates c¢igegi) esansiyel yaginin (1000 microg/mL) insan deri
fibroblast (142BR) hiicreleriyle yapilan MTT testinde gore sitotoksisite gostermedigi
rapor edilmistir (Loizzo ve ark. 2009). Yine baska bir ¢alismada, Laurus nobilis’e
(defne) ait yaprak ve tohum esansiyel yaginin, K562 timor hicre hattinda
proliferasyonu inhibe ettigi ifade edilmistir (Saab ve ark. 2012). Benzer olarak ana
komponenti 1,8-cineole olan Malus domestica (elma) taze yaprak ugucu yag: farkl
kanser (glioma, insan akciger karsinoma ve insan akut monositik I6semi) hiicre
hattinda test edilmistir. Esansiyel yagin en yiksek sitotoksik aktiviteyi glioma
hlcrelerinde gosterdigi bulunmustur (Walia ve ark. 2012). En fazla oranda (%27)
1,8-cineole barindiran Rosmarinus officinalis (biberiye) bitkisi esansiyel yagi
antibakteriyel aktiviteye sahipken tek basina en c¢ok dusiik antibakteriyel aktivite
goOstermistir. Ayrica insanda gortlen ug tip kanserde (iki farkli ovaryum karsinoma
ve hepatoseliler karsinoma hicrelerinde) oldukga gicli sitotoksik aktiviteye sahiptir
(Wang ve ark 2012). Baska bir calismada, Lavandula luisieri (lavanta) bitkisi
esansiyel yaginin memeli hiicrelerine kars: herhangi bir sitotoksik etki géstermezken
Candida albicans maya mantarina kars1 disik konsantrasyonda bile inhibisyon
gosterdigi ifade edilmistir (Zuzarte ve ark. 2012). En yogun bulunan monoterpenin
1,8-cineole oldugu Salvia officinalis (adagay1) esansiyel yagi, makrofaj ve keretinosit
canlihigini  etkilemeksizin  dermatofit mantarlar Gzerine antifungal aktivite
gostermektedir (Abu-Darwish ve ark. 2013). Myrtus nivellei (Buylik sahra mersini)

bitkisinin toprak ustu kisimlarindan elde edilmis hidrodestilasyon Grininin insanda
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enfeksiyona neden olan mantarlara (Cryptococcus neoformans) karsi aktivite
gostermisken aksine HaCaT keratinositlerine sitotoksisite gostermemistir (Bouzabata
ve ark. 2013). Farklh bir calismada 1,8-cineoletn kultire edilmis fibroblast
hlcrelerinde distk bir sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Mendanha ve
ark. 2013). Ayrica insan kolon kanseri (HCT116 ve RKO) hucre hatlarinda tlimor
progresyonu (ilerlemesi) ve hiicre proliferasyonunu kontrol grubuna gore 6nemli
sekilde inhibe etmistir (Murata ve ark 2013). Farkl: bir ¢calismada 1,8-cineole dahil 6
terpenin duslk sitotoksisiteye sahip oldugu anlasiimistir. Bu terpenlerin HaCaT
keratinosit hticrelerinde membran akiskanligint 6nemli dizeyde artirarak anilan
hicrlerin membran potansiyellerini azaltmistir. Ayni1 zamanda terpen muamelesi
HaCaT hiicrelerinde Ca(2)+-ATPaz aktivitesini ve hiicre ici Ca™ seviyesini onemli
duzeyde azaltmistir (Lan ve ark. 2015).

Ozetle ve onceki yapilan calismalarin sonuclarina gore test maddesi 1,8-
cineole (eucalyptol) bilesiginin genel olarak genotoksik 6zellik gostermedigi ancak

belirgin bir sitotoksik potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu yuksek lisans tez calismasinda test maddesi olarak kullanilan 1,8-cineole
(1,8-sineol, eucalyptol) monoterpenoid bilesigi sinanan butlin konsantrasyon ve
stirelerde kardes kromatid degisimini uyarmamastir.

Test maddesi kromozom aberasyonu ve mikronukleus olusumu (zerinde
belirgin bir etki gdstermemistir. Ancak bizim c¢alistigimiz testler, varsa DNA’da
ortaya ¢ikan submikroskobik yap: degisiklikleri (nokta mutasyonlar: vs.) konusunda
aydinlatict olmamistir. Bu husus ayrica farkl: testlerle incelenmelidir.

1,8-.Cineole’un sadece 24 saatlik muamelede en yiksek iki konsantrasyonda
oksidatif stresi artirdigi ortaya cikmistir. Bu stres artisi total oksidan statiinin
artisiyla ilintili oldugu anlasilmaktadir. Bu kisimda test maddesi kaynakli oksidan
etkiler artmigken antioksidan mekanizmanin uyarilmamis olmas: dikkat cekicidir.
Antioksidan sistem (zerine test ajaninin olast supresyon (baskilama) etkisi
irdelenmelidir.

Calismadaki en dikkat cekici sonu¢ hucrelerde g06zlenen sitotoksisite
bulgulardir. Ozellikle 1,8-cineole’un yiiksek konsantrasyonlarinda niikleus boliinme
indeksi, proliferasyon indeksi ve mitotik indeks bariz sekilde azalmistir. Bu sonuglar
1,8-Cineole’un sitotoksik oldugunu gostermektedir.

Bu calismadan elde ettigimiz bulgulara ilaveten farkli test sistemleri ve/veya
farkl hicre tiplerinin (kanser hiicre hatlari vs.) kullaniimas: ve 6zellikle de in vivo
deneylerin yapilmasiyla saptanacak bulgularin 1,8-cineole ile ilgili yeterince

aydinlanmamisg sonuclar: belirgin sekilde netlestirecegi goriistindeyiz.
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