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OZET

(Yiiksek Lisans Tezi)

FARE KEMIK iLiGi HUCRELERINDE SiIKLOFOSFAMID TARAFINDAN
INDUKLENEN GENOTOKSISITEYE KARSI TARHUN (Artemisia dracunculus
L.) YAPRAK EKSTRAKTININ OLASI KORUYUCU ETKISININ
MIKRONUKLEUS TESTI ILE BELIRLENMESI

Hatice ULU

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Pinar AKSU KILICLE

Bu c¢alisma; siklofosfamidin (CP) genotoksisitesine karsi, tarhun (Artemisia
dracunculus L.) yaprak ekstraktinin olasi koruyucu etkisinin, mikroniikleus testi ile
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Caligmada her bir grupta 8 hayvan olacak sekilde
toplam 6 grup olusturuldu. Bu gruplar; 1. grup: negatif kontrol grubu, Il. grup: pozitif
kontrol grubu (50 mg/kg, i.p. CP), III. grup: 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubu,
IV. grup: 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubu, V. grup: 75 mg/kg tarhun yaprak
ekstrakti + CP (50 mg/kg, i.p.) grubu, VI. grup: 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti +
CP (50 mg/kg, i.p.) grubu seklindedir. 14 giin boyunca tarhun yaprak ekstrakti oral
gavaj yol ile farelere verildi. Fareler disloke edilmeden 24 saat 6nce (15. giin)
intraperitonal olarak siklofosfamid enjekte edildi. Disloke edilen farelerin kemik iligi

hiicrelerinde mikroniikleus testi yapilarak, mikroniikleus oranlar1 tayin edildi.



Calisma sonunda; mikrontikleus sayilarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
neticesinde negatif kontrol grubu ile kiyaslama yapildiginda, CP uygulanan grubun
MN sayisinin negatif kontrol grubuna gore artis gosterdigi belirlenmis (p<0.001), CP
ile birlikte 75 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda AD uygulamasina bagli olarak ise, MN
sayilarinda CP grubuna gore oldukca Onemli diizeyde azalma tespit edilmistir

(p<0.001).

PCE/NCE oranlar1 agisindan degerlendirme yapildiginda ise, yine negatif kontrol
grubuna gore CP grubu degerlerinin oldukga diisiik oldugu (p<0.001), CP ile birlikte
75 mg/kg AD uygulandiginda (p<0.005) ve 150 mg/kg AD uygulandiginda (p<0.001)
CP grubuna gore PCE/NCE oranlarinin azaldig1 belirlenmistir.

Sonug olarak; Artemisia dracunculus L. yaprak ektraktinin 75 mg/kg ve 150 mg/kg
dozlarimin fare kemik iligi hiicrelerinde siklofosfamidin neden oldugu mikroniikleus

artisini azaltarak koruyucu etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Artemisia dracunculus L., Mus musculus, Siklofosfamid,
Mikroniikleus Testi

2020, 61 sayfa



ABSTRACT
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DETERMINATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF
TARHUN (Artemisia dracunculus L.) LEAF EXTRACT IN THE MOUSE BONE
MARROW CELLS AGAINST CYCLOPHOSPHAMID BY MICRONUCLEUS

TEST
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This work; had been carried out by aiming the determination of the possible protective
effect of the tarragon (Artemisia dracunculus L.) leaf extract against genotoxicity of
cyclophosphamide (CP), by micronucleus test. In the study, 6 test groups were formed
and each group was involved 8 animals. These groups were named as: |. group is
negative control group, Il. group is positive control group which is formed from 50
mg/kg, i.p. CP, Ill. group denotes 75 mg/kg tarragon leaf extract group, 1V. group
denoted 150 mg/kg tarragon leaf extract group, V. group is formed from 75 mg/kg
tarragon leaf extract + CP (50 mg/kg, i.p.) and VI. group is formed from 150 mg/kg
tarragon leaf extract + CP (50 mg/kg, i.p.). The tarragon leaf extract was given to the
mice via oral gavage during 14 days. Cyclophosphamide was injected
intraperitoneally to the mice before 24 hours of the dislocation (day 15) of them. The
micronucleus ratios were determined by the performing of the micronucleus tests to

the bone marrow cells of dislocated mice.



At the end of the study; when the statistical evaluation of micronucleus numbers were
compared with the negative control group, it was determined that the MN numbers
increased in the group which was exposed to CP (p<0.001) according to the negative
control group. On the other hand, it was determined that the MN numbers of CP group
were significantly decreased when the 75 mg/kg and 150 mg/kg doses AD in addition
to the CP (p<0.001) were applied to the CP group.

When an evaluation was carried out upon the PCE/NCE ratios, it was determined that
values of the CP group (p<0.001) were less than values of the control group, on the
other hand, when 75 mg/kg AD applied with CP (p<0.005) it was observed that the
PCE/NCE ratios were decreased compared to the situation that applied 150 mg/kg AD
to the CP group (p<0.001).

As a result; it was determined that 75 mg/kg and 150 mg/kg doses of Artemisia
dracunculus L. leaf extract showed protective effect in mouse bone marrow cells by
leading to decrease of the increase in micronucleus which was caused by
cyclophosphamide.

Key Words: Artemisia dracunculus L., Mus musculus, Cyclophosphamide,
Micronucleus Test

2020, 61 pages
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Insanligin var olusu ile birlikte, bitkiler geleneksel tipta hastaliklarin tedavisi icin
kullanilmistir. Tedaviye ek olarak bitkiler; gida, ilag, kozmetik, viicut bakimi,
baharat, tiitsii, parfiim, alkollii ve alkolsiiz i¢ecekler, aroma, boyacilik, ¢ay, sabun,
hardal ve sirke yapiminda, hatta cesetlerin mumyalanmasi ve dini torenler gibi ¢ok

cesitli alanlarda kendilerine yer bulmustur [1-3].

MO (milattan &nce) 5000 yillarinda, bitkilerin tedavi amaci ile kullanimma ait
kayitlarin ilki Mezopotamya uygarliginda bulunmustur. Eski Misir’da yapilan
kazilarda ise bitkilerin gidalarda kullanilmasina iliskin ilk kayitlara rastlanmistir.
Anadolu insaninin bitkiler ile hastaliklara ¢care aramasi da ¢ok eskiye dayanmaktadir.
Hitit donemindeki tibbi tabletler iizerine ¢izilen regetelerde bitki isimleri tespit
edilmistir. Bitkilerin hastaliklara karsi ¢ézliim olarak kullanimi, iilkelerin geligsmiglik
diizeyi ile paralel sekilde kendini gostermektedir. Gelisim seviyesi diisiik olan

tilkelerde bu oran diisiik iken, gelismis tilkelerde ytiksektir [4-7].

Hastaliklar tedavi etmek i¢in bagvurulan sentetik ilaclar bircok yan etkiye sahiptirler.
Bunun yami sira siirekli kullanim durumunda bu ilaglar direng gdstermektedirler.
Tiketilen sentetik ilaglardaki etken maddelerin etkisi, tibbi bitkilerde bulunan etken
maddelere oranla daha azdir. Bu nedenlerden dolayr dogal bir antioksidan kaynagi
olan bitkilere yonelme ve bu bitkilerin bilimsel olarak arastirilmasinda artis

yagsanmustir [1, 8].

Antioksidanlar, ¢esitli hastaliklara neden olan bir¢ok ajani inaktif hale getiren ve
serbest radikallerin meydana gelmesini 6nleyen maddelerdir. Bu maddeler viicudumuz
tarafindan {iretilebildigi gibi, tiikettigimiz sebze ve meyvelerin tohum, yaprak, ¢icek,
kok ve kabuklarinda da bulunabilmektedir. Sentetik antioksidan kullaniminin toksik
etki yaratmasindan dolayr dogal olan antioksidanlara yonelim giin gegtikce

artmaktadir [9-12].

Alternatif tip alaninda sifa bulmak i¢in tercih edilen bitkilerden bir tanesi de
tarhundur. Farkli dillerde; Artemisia dracunculus, tarragon, tarkhun, estragon gibi

cesitli isimlere sahip olan tarhun “kii¢iik ejderha” anlamina gelen ¢ok yillik otsu bir



bitkidir. Asteraceae (papatyagiller) familyasindan olan tarhunun (Artemisia
dracunculus L.) ana yurdu Sibirya’dir. Sonrasinda Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’ya yayilmistir. Tirkiye’de de Bayburt, Erzurum, Gaziantep ve Sanliurfa’da
yetistirilmektedir. Tarhun bitkisi, Fransiz ve Rus Tarhunu olmak {izere iki varyeteye

sahiptir [13-15].

Tarhun yiizyillar boyunca insanlar tarafindan; istah agici, sindirim kolaylastirici, gaz
ve idrar soktiiriicli, kurt disiiriicii, kramp ¢6ziicii, bocek Oldiiriicli, adet uyarici, dis
agrisin1  gideren, romatizmaya iyi gelen, kan dolasimini artirip zindelik veren,
uykusuzlugu onleyen, cilt iltihaplarint gideren, hayvan 1siriklarini iyilestiren,
kardiovaskiiler hastaliklar, sitma, {ilser, iskorbiit, gece korliigii, epilepsi ve diyabet
gibi ¢ok cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmistir. Ayrica Fransiz tarhunundan
elde edilen ugucu yag; antioksidan, antifungal, antikanser ve antibakteriyel etkiler
gostermektedir [16-19].

Hastaliklara karsi tedavinin disinda, tarhun (Artemisia dracunculus L.) mutfak
diinyasinda da kendine genis bir kullanim alani bulmustur. Aromasindan Otiirii
iceceklerde, yemeklerde, salatalarda, sirkede, corbalarda, konservelerde, likor
yapiminda, barbekiide, omletlerde, sekerlemelerde ve peynir yapiminda

kullanilmaktadir. Tarhun aromas1 mutfak diginda parfiim yapiminda da yer almistir

[20-22].

Insanoglu sahip oldugu bir hayvanin hem etinden, hem siitiinden, hem de derisinden
faydalanmay: bildigi gibi, tarhunun da hem yapragini, hem saplarini hem de koklerini
farkli amagcla kullanmistir. C vitamini kaynagi olan tarhun yapraklar1 baharat olarak
tilketilmistir. Tarhun saplar sert oldugu i¢in insanlar bunlar1 ev temizliginde siipiirge
olarak kullanmistir. Bitkinin kokiinde bulunan quercetin flavonoidinden elde edilen

sar1 renk boya ise yiin, deri ve ipekleri boyamada kullanilmistir [23].

Uzun yillardir yapilan bilimsel ¢aligmalarda tarhun bitkisinden elde edilen yaglardaki
mevcut bilesenler arastirilmistir. Bu bilesenler bolgelerin ekolojik durumuna gore
degisiklik gostermektedir. Farkli cografik bolgelerde yapilan c¢alismalarda tarhun
bitkisinde en sik rastlanan bilesenler; estragol, elemisin, metil 6jenol ve terpinolen

olmustur [24-26].



Kimyasal veya fiziksel toksik ajanlarin  genetik materyal yani DNA
(deoksiriboniikleik asit) ilizerinde meydana getirdigi hasarlara genotoksik etki veya
genotoksisite denilmektedir. Sonraki nesillere aktarilabilen bu hasarlar DNA kalitim,
SBB (tek zincir kirig1), DSB (¢ift zincir kirig1) ve ALS (alkali labil bolge) olarak
kendini gostermektedir. Genotoksisite; DNA kalittm, SBB, DSB, ALS ve bunlara

benzer DNA hasarlarint ve mevcut etmenleri inceleyen bir bilim dalidir [27-29].

Organizmalar yagsamlart boyunca DNA hasarina maruz kalabilmektedirler. Genetik
materyalde meydana gelen hasarlara, dogrudan veya dolayli yoldan etki eden
alkilleyici ajanlar sebep olmaktadir. Dolayli etkiye sahip ajanlardan biri olan
siklofosfamid (CP) hiicresel proteinlerin fonksiyonlarini degistirip DNA yapisina
zarar vermektedir. Siklofosfamid sitotoksik bir ila¢ olarak malign (kotii huylu)
olmayan hastaliklarin ve kanserin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica sahip oldugu
immunosiipresif aktivite 6zelligi sayesinde organ transferlerinde ve bazi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu avantajlarinin aksine yiiksek dozda

alinan siklofosfamid kemik iligi ve kanda toksisiteye neden olmaktadir [30-32].

Bu c¢alisma ile, hiicresel proteinlerin islevini degistirip DNA’ya hasar vererek
alkilleyici ajan gorevi goren siklofosfamidin, fare kemik iligi hiicrelerinde meydana
getirdigi genotoksiteteye karst Artemisia dracunculus L. yaprak ekstraktinin koruyucu

etkisinin mikroniikleus testi ile arastirilmasi amag¢lanmistir.

1.2. Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Tarihgesi

Cicekli bitkilerin icerisinde yaklasik olarak 1000 cins ve 20.000 tiir ile en zengin
familya tinvan1 Asteraceae familyasina aittir. Bu zengin familyanin 1333 cinsi ve 1156
tiri Tirkiye’de bulunmaktadir. Kuzey Yarim Kiire bolgesinde Asteraceae
familyasinin Artemisia cinsine ait 250 tiirii goriilmektedir. Ulkemizde ise Artemisia
cinsine bagli 22 tiir mevcuttur. Artemisia dracunculus L. (tarhun), bu 22 tiirtinden
sadece biridir [33-35].

Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Asteraceae familyasina ait, otsu ve ¢ok yillik bir
bitkidir. Dogrusal olarak biiyiiyen, demet halinde bulunan ve yukari kisimlari gatallara
ayrilan bitki, kuvvetli koklere ve kisa yan koklere sahiptir. Bitkinin gdvdesi ise

yuvarlak hathidir ve 60-120 cm uzunluga kadar erisebilmektedir. Tarhun acik veya



koyu yesil, mat veya parlak renkte olup, bitkinin alt kisimlarma indik¢e renk
kahverengi bir hal almaktadir. Bitkinin yaprak uglari sivri, dikenimsi ve kenarlar1 hafif
digli yapidadir. Sapsiz ve muzrak seklindeki yapraklar, genellikle 2-10 mm
genisligindedir. Sadece orta damari belirgin olan tarhun yapraklari az veya orta
derecede tiiylii yapiya sahiptir. Tarhun yapraklarinin alt kisminda bulunan yag
bezeleri sayesinde, bitki aromatik bir 6zellik kazanmaktadir. Artemisia dracunculus L.

(AD), Fransiz ve Rus tarhunu olmak {izere iki varyeteye sahiptir [36-38, 23].

Resim 1.1: Tarhun (Artemisia dracunculus L.)

Artemisia dracunculus L., kokeni Farsga olan “tarhun”un Latince adi1 olup; tarkhun
(Arapga, Rusca), estragon (Fransizca, Rusga, talyanca, Almanca ve Norvegge), estrag
(ispalyonca), targone (italyanca), tarhun (ibranice), esutoragon (Japonca), estragao
(Portekizce), ejderha (Hollandaca, Isvecge) olmak iizere bitki ¢ok cesitli sekilde
adlandirilmaktadir. Ana vatani Sibirya olan bitkinin bati ile tanismasi Mogollar
sayesinde olmustur [39,40]. Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler tarhunu Anadolu ve

[ran’a getirmis ve sonrasinda bitki diinyaya yayilmistir [19].

Tarhun bitkisi agir killi topraklarda kendini tolere edemez. Hafif ve orta kumlu, killi
topraklar tercih eden tarhun, humuslu, giines alan ve zengin topraklarda yiiksek verim

gdstermektedir. Ideal sonug¢ almak igin iyi drene edilmis veya kuru verimli topraklar



bitki acisindan olduk¢a uygundur. Ayrica en iyi verim i¢in tarhun bitkisinin ekim
siklig1 45-60x30 cm olarak bildirilmektedir [36, 41, 42]. Belirtilen toprak 6zellikleri
bakimindan Tiirkiye’de de basta Dogu Anadolu ve Gilineydogu Bolgeleri olmak {izere,
Bayburt, Erzurum, Gaziantep, Sanliurfa ve Ankara’da tarhun yetistirilmektedir [13,

16].

1975 yilinda botanik¢i Davis, yabanci kokenli bir bitki tiirli olan tarhunun Tirkiye’de
Istanbul civarinda ve olasilikla diger yerlerde baharat olarak kiiltiire alindigini rapor
etmistir. Davis’e gore tarhun ¢ok yillik, aromatik 6zelikte, basit veya disli yaprakli,
hermafrodit olan ama disiler steril oldugundan (haploit) kisir yapida bulunan bir bitki
tiradiir [33].

Artemisia dracunculus L. kisir bir yapiya sahip oldugu igin bitkinin gogaltilmasi
vegetatif yontemlerle yapilmaktadir. Bunun igin tarhun kokleri pargalara ayrilip ekilir
ve yeni tarhun bitkileri elde edilir. Bitkinin ticari olarak tiretimi mikrogogaltim (doku
kiiltiirli) yontemi ile yapilmaktadir. Mikrocogaltim (MC) yonteminde amag; yeni bir
bitki meydana getirebilme potansiyeli olan bitkinin kok, gévde, tohum, embriyo,
stirgiin, polen veya kallus kisimlarinin aseptik sartlarda ve yapay besin alanlarinda
yeni bir bitki olusturabilmesidir. Bir¢cok bitki tiiriiniin liretiminde kullanilan bu
yontem, tarhun bitkisinin de c¢ok miktarda ve hizli bir sekilde iiretilebilmesini

saglamaktadir [43-45].



Resim 1.2: Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Bitkisinin MC Yéntemi ile Uretimi
[46]

1.2.1. Tarhun Bitkisinin Kullanim Alanlar1

1.2.1.1. Tarhun Bitkisinin Alternatif Tip Alamindaki Kullanim

Bitkilerin ekstrakt haline getirilerek sifa amaci ile kullanilmasi, Cin’de MO 2700
yillarina kadar dayanmaktadir. Hitit donemi tibbi tabletleri iizerinde bulunan
regetelerdeki bitki isimleri ise Anadolu insaninin uzun yillardir yabani bitkilerden sifa

aradiginin bir gostergesidir [6, 7].

AD’nin alternatif tiptaki yeri de insanlik tarihi kadar eskidir ve kullanim alan1 olduk¢a
genistir. Tarhun tamamen kurutulduktan sonra Ogiitilerek veya ezilerek
kullanilabildigi gibi, taze olarak dogranip veya cekilerek de kullanilabilmektedir.
Kurutulmus olan tarhun bitkisi, taze olana oranla daha az aromaya sahiptir. Buna
karsin kurutulmus tarhun Iran’da hiperlipidemi, koagiilopati ve epilepsiyi kontrol

altinda tutmak amaci ile regete edilen oral bir ilagtir [47-49].

Eski Sovyetler Birligi’nde AD alternatif tip alaninda; sinir sisteminde antiepileptik ve

hafifletici, bosaltim sisteminde diiiretik, karacigerde koleretik, yara iyilesmesi,



antiiilser, antikanser ve antibakteriyel olmak {izere ¢ok genis bir yelpazede
kullanilmigtir [50, 51].

Tarhun sindirim salgilarini arttirtp sindirimi kolaylastirmaktadir. Viicuttaki birikmis
olan tuz ve suyu atarak hazimsizlig1 gidermektedir. Bagirsak ve mide gazlarini gideren
bitki mide sikayetlerinide azaltmakta, aym1 zamanda gii¢lendirici tonik etkisi
yaratmaktadir. Tarhun antiseptik, kramp ¢06ziicli, kurt disiiriici ve romatizma
engelleyici olarak uzun yillar kullanilmistir. Ayrica kansizlik ve sindirim bozukluklari
yasayan insanlar tarafindan yaygin olarak tercih edilmektedir [17]. Tarhun bitkisi,
gece korliigii tedavisinde, iskorbiit ve nevroz hastaliginda antikolviilsan olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin suda ¢6ziinebilen bilesenlerinden, Cin’de tip alaninda cilt
ve dig eti iltihabi, yanik, iilser ve eklem hastaliklarinin tedavisi i¢in ayrica, karacigeri

koruyan bir ajan olarak yararlanilmaktadir [52].

Arap kiiltiiriinde tarhun dis agrilarinda, yara ve kesiklerde, cilt tahriglerinde, dermatit
ve alerjik dokiintli tedavisinde cogunlukla kullanilan bir bitkidir. Bunlara ek olarak
tedavi amaci ile alinan ilaglarin tadin1 donuklastirmak i¢in tarhun vazgeg¢ilmezdir [53].
AD, allelopatik, antibakteriyel, antifungal ve bocek oldiiriicii etkiye sahip oldugu i¢in,
endiistriyel alanda siklikla kullanilmaktadir [54]. Azerbaycan kiiltiiriinde alternatif tip
alaninda yemeklerden once cay olarak yapilan tarhunun tiiketilmesinin, miishil,
antiepileptik ve antispazmodik etki gosterdigi inanci yaygindir [55, 56]. Antioksidan
Ozellik gosteren tarhun bitkisinin yapraklar1 yiiksek oranda A ve C vitamini, tuz,

mineral ve iyot icermektedir [14].

ABD (Amerika Birlesik Devletleri)’de Michigan eyaletine bagli Chippewa ilgesinde
adet dongiisii yasayan yerli bayanlar, akintinin oranini diisiirmek i¢in uzun yillar
boyunca tarhun kokii kullanmistir. Ayrica bitkinin kokii cocuk ve yaslilar
giiclendirmek icin buhar banyolarinda kullanilmistir. Kalp carpintist i¢in tarhun
bitkisinin yapraklar1 ¢ignenmistir. Kanada Shuswap’da ise sinekleri kovmak i¢in
yakilan tarhun bitkisi, ayn1 zamanda dogum esnasinda yardimci olarak kullanilmistir.
Bunlara ek olarak ABD’nin Ramah Navajo bdlgesinde, iyilesmeye katki saglamasi

amaci ile AD losyon haline getirilerek kullanilmistir [57, 58].



1.2.1.2. Tarhun Bitkisinin Mutfak Alanindaki Kullanim

AD alternatif tibbin disinda, mutfak diinyasinda da kendisine genis bir kullanim alan1
bulmustur. Rus tarhunun mutfak alanindaki tiiketim orani ¢ok azdir. Bu durumun
aksine Fransiz tarhunu genis bir yelpaze ile mutfakta tercih edilmektedir [43]. “Sef
olan bir insanin en iyi dostu” olarak tanimlanan tarhun bitkisi baharat olarak Fransa
mutfagi basta olmak iizere, Giliney Avrupa topraklarinda yaygin olarak
tiikketilmektedir. Burada yasayan halk, lezzetli et, sebze ve balik yapmak icin tarhuna
basvurmuslardir. Ayrica Dijon hardali iiretiminde, sirke yapiminda ve bazi diger

baharatlarin iiretilmesinde AD 6nemli rol oynamaktadir [40, 59].

“Licoriceanise” olarak adlandirilan aromatik tarhun yapraklar1 Avrupa’da gidalarda
kullanilmasi amactyla yetistirilmektedir. Barbekiileri siisleyen tarhun bitkisinden elde
edilen esansiyel yag, gida endiistrisinde lezzet ve aroma verici olarak kullanilmaktadir
[36, 60]. Rusya, Azerbaycan, Giircistan, Ukrayna, Estonya ve Ermenistan’da 1980
yillarinda popiiler olan, giinlimiizde de bu popiilerligini koruyan ve “Tarkhun” adi
verilen alkol icermeyen igecegin kaynagi tarhun bitkisidir. Ayrica diger ticari
iceceklerde yesil renkte sanatsal bir goriinim elde etmek i¢in AD siklikla

kullanilmaktadir [61].

Anadolu halki tarhunu tat vermesi igin g¢esitli c¢orbalarda ve salatalarda
kullanmaktadir. Misir’da AD yapraklar1 baharat olarak yemeklere katilmaktadir.
Tarhun esansiyel yagi lezzet verici olarak mayonez, ¢orba, konserve, likor ve soslarda
kullanilmaktadir. Kiymetli yagindan 6tiirti AD’nin ticari tarimi Fransa onderliginde
birgok iilkede yapilmaktadir. Tarhun bitkisi hos kokusu ve verdigi lezzetten dolay1

biberin, tuzun ve sirkenin yerine ge¢ebilmektedir [13, 21].

1.2.1.3. Tarhun Bitkisinin Diger Kullamim Alanlari

Artemisia dracunculus yapraklarindan iiretilen ve hos kokuya sahip olan esansiyel yag
kozmetik, sabun ve parfiim sanayisinde yer almaktadir. Bitkinin sap kisimlar1 sert
yapili ve yiiksek oldugu icin siiplirge olarak kullanilmaktadir. Tarhunun kokiinden,
sar1 renk veren quercetin flavonoidi elde edilir. Insanlar ipek, yiin ve deriyi sar1 renge

boyamak i¢in tarhun kokiinden faydalanmaktadir [23].



1.3. Antioksidanlar

Molekiiler veya atomik yapida olan, ¢iftlenme yasamayan, bir ya da birden fazla tek
halde atom barindiran molekiiller, serbest radikaller olarak adlandirilirlar. Bu
maddeler; ilag, UV (ultraviyole) isini, stres, radyasyon, alkol, sigara, immunolojik
reaksiyon ve yag oksidasyonu gibi ¢ok ¢esitli yollar ile de olusabilmektedirler. Birgok
hastaliga neden olan bu ajanlari inaktive etme gorevi ise antioksidanlara diismektedir.
Viicutta belirli oranda siirekli olarak dogal antioksidanlar mevcuttur. Mevcut dogal
antioksidanlar ~ bir noktaya kadar, olusan oksidan molekiill  yiikselisini
engelleyebilmektedir. Fakat serbest radikal ajanlarin sayisinin, endojen selliiler ¢opgii

sistem sinirini asmasi durumunda ciddi hiicresel hasarlar olusabilmektedir [62, 63].

Antioksidan savunmasini asmayi basaran serbest radikaller, yaslanma ile kendini
gosteren patolojik hasarlara ek olarak; kalp hastaliklari, alkolik karaciger hastaliklari,
ateroskleroz, serebrovaskiiler hastaliklar, bronsit, norodejeneratif hastaliklar ve

kansere sebebiyet vermektedirler [64, 65].

Antioksidanlar; prooksidanlarla baslayan oksidasyon olaymi, yiikseltgenebilen
substratlar1 engelleme adina, diisiik derisimler ile 6nemli oranda geciktirmekte ya da
onlemektedirler. Lipid, protein ve niikleik asitlerde c¢esitli hastaliklarin temelini
olusturan ve oksidatif bozukluk yaratan prooksidanlar, cagimizda degerli bir konumda

bulunan antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilmektedirler [66].

Yapisinda fenolik bilesikler olan antioksidanlar, serbest radikal olusumu ve bu
ajanlarin meydana getirdigi rahatsizliklart Onleyen molekiillerdir [67]. Bu
molekiillerin dogal olanlar1 bitkilerin tohum, gévde ve yapraklarinda olusabilen;
vitamin, flavonoid, karetenoid, glutatyonin, endojen ve fenol metabolitleridir. Bitki
kokenli bu dogal antioksidanlar; serbest radikal giderici, enzim inhibitorii, peroksit
pargalayici olarak goriilmektedirler [68]. Siralanan bu dogal antioksidanlarin arasinda
en Onemlileri fenollerdir. Bu degerli bilesik; zincir reaksiyon olusumunu oOnleme,
birincil serbest radikal ajanlar1 tutma, metal iyon katalizorleri baglama ve singlet
oksijeni tutma 6zelligi gostererek oksijen derisimini azaltma gibi cok dnemli gorevler

iistlenmektedirler [69].



Antioksidan Serbest Radikal

Sekil 1.1: Antioksidanlarin elektron transferi ile serbest radikali nétralize etmesi [70]

Cok miktarda antioksidan igeren meyve ve sebze tiikketiminin hastaliklarla yiiz yiize
gelme riskini azaltip, kanser, kalpdamar hastaliklar1 ve hatta 6liim oranlarinda ciddi

bir azalig sagladigi rapor edilmistir [71].

Okside olma 06zelligi olan maddelerin okside olabilme hizini azaltan ya da siirecin
baslangicin1 geciktirebilen antioksidanlarin sentetik olanlari, gidalarin depolanma
slirecini uzatma amac ile endiistriyel alanda siklikla kullanilmaktadirlar. Fakat bu
yapay antioksidanlarin olas1 toksik ve kanserojen etki Ozelliklerinden Otiirti
kullanimlar1 sinirli hale getirilmistir. Bu nedenle, sentetik antioksidanlarin yerini

alabilecek dogal antioksidanlara olan talep giin gectik¢e artmaktadir [10].
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1.4. Genotoksisite

Her tlirli canlinin kendine 6zgli genetik yapisinda, gen rekombinasyon olayindan
hari¢ farkli nedenlerle aniden meydana gelen genetik degisiklikler yasanabilir.
Mutasyon olarak tanimlanan bu olay, kendiliginden olusabildigi gibi, mutajen veya
genotoksin adi verilen kimyasal veya fiziksel ajanlarin etkisi ile de meydana gelebilir
[72, 73].

Normal sartlar altinda DNA’daki genetik bilgi, rekombinasyon sonrasinda kendinden
sonraki nesle aktarilmaktadir. Bu aktarim esnasinda genotoksinler ile etkilesime gecen
DNA’nin yapisinda bozulmalar meydana gelmektedir [28]. Genotoksinlerin genetik
materyal olan DNA ve RNA {izerinde yarattigi hasara genotoksik etki veya
genotoksisite denilmektedir. Meydana gelen hasarlara 6rnek olarak; gen mutasyonlari,
kromozom anomalileri, ¢ekirdek ve kromozomda ortaya ¢ikan DNA eklentileri, alkali
labil bolgeler (ALS), ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) ve tek zincir kiriklar1 (SSB) verilebilir.
Genetik materyalde olusan bu hasarlar DNA tarafindan tamir edilmeye ¢alisilir. Hasar
onarimi yapilamadig1 durumda, yaslanma, doku hasari, kanser, mutasyon ve infertilite

olusabilir [27, 74, 75].

1927 yilinda Muller, Drosophila melonagaster ve X isinlan ile ilgili bir deney
yapmustir. Deney sonrasinda X i1smnlarimin standart mutasyon oranini 15 bin kat
arttirdigl tespit edilmistir. Muller’in bu aragtirmasi genotoksisite bilim dalinin
baslangict olmus ve gelisim gosteren teknolojinin katkilar1 ile gilinlimiize kadar

gelmistir [76, 77].

Canlilar iizerinde olumsuz etki meydana getiren ve bu etki sonrasinda mutasyona
neden olan fiziksel ve kimyasal maddelerin belirlenmesi amaci ile bir¢ok test sistemi
gelistirilmistir. Giliniimiizde oldukc¢a fazla kullanilmakta olan bu test yontemleri,
bilesiklerin genotoksik etkisinin tespitini yapmaktadir. En ¢ok da kimyasallar, ¢evre
kirliligi ve ilaclar ile olusan zehirlerde bu test yontemleri tercih edilmektedir. Fakat
yapilan bu testler ¢ogunlukla yeterli olmaz. Ek olarak akut ve kronik toksisite

yontemleri, antioksidan aktivite ve alerjik testlere de bagvurulabilir [78].

Kimyasal maddeler gliniimiizde basta tarim olmak iizere hemen her alanda kullanima

sunulmustur. Yaygin kullanim alanina sahip bu kimyasal maddelerin, genom {izerinde
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mutasyon olusturup olusturmayacagi bilgisi 6nem tasimaktadir. 1970’lerde kromozom
ve gen fonksiyon tespitinde kimyasal mutagenez 6nemli bir rol almistir. Robson ve
Auerbach 20. yy. (yiizyil)’da ¢esitli kimyasallarin Drosophila melonagaster iizerinde
mutasyon yarattigin1 bulmustur. Bu bulus ile genetik toksikoloji ilgi kazanmistir.
Fakat bu test sonuglart bakimindan giivenilir olmayip, duyarliligi da disiiktiir. Bu
nedenle test, mutajenite izleminde kendine yer bulamamistir. 1950 yillarinda
Escherichia coli tizerinde siispansiyon ve baz degisimine karsi duyarli olan plaka
testleri uygulanmistir. Arastirma sonrasinda uygulanan yontemin, kalip kaymasina
neden olan mutajenlerin tespitini yapamadigi goriilmiistiir. Bruce Ames 1971’ de spot
test yontemini gelistirmis ve ames test yontemini kesfetmistir. Bakteriyel mutajenite
test yontemi olan ames testinin bulusu ile birlikte bircok test sistemi gelistirilmistir.
Bunlar; memeli hiicreleri {izerinde kromozom aberasyon (CA) test yontemi, gen
mutasyon testi, kardes kromatid degisimi (SCE) testi, mikroniikleus testi (MN),
kromozomal aberasyon (CA), comet assay testi ve kemik iligi aberasyon test yontemi
gibi test sistemleridir [27, 75, 79, 80]. Schmid’ in bulup sonrasinda gelistirdigi kemik

iligi mikroniikleus testi zamanla bu test yontemlerinin yerini almistir [81].

Genetik toksisite test yontemlerinde ilk olarak hedeflenen DNA’dir. Bu nedenle test
sonuglar1 insan saghigi agisindan degerli tahmin olusumuna katki saglar. Oyle ki, bir
kimyasal maddenin bir tiirin DNA’sinda hasar meydana getirmesi, ayni kimyasal
maddenin bagka tiirlerde de paralel etki gosterebilmesi miimkiindiir. Giiniimiizde
mikroorganizma (MO), omurgali hayvan, bitki ve bocekler lizerinde test edilebilecek,

kisa siireli, 200’1 agkin genotoksisite test yontemi mevcuttur [82].

1.4.1. Mikroniikleus (MN) Testi

Mikroniikleuslar, hiicre béliinmesi esnasinda anafaz safhasinda asentrik
kromozomlarin veya kutuplara c¢ekilemeyen kromozomlarin parcalarindan, gesitli
ajanlarin yarattigr etki ile meydana gelmis, ana cekirdegin disindaki nuklear kékenli
fragmentlerdir [83, 84]. ilk kez Howell tarafindan 1886’da anemiye sahip kedilerin
eritrositlerinde mikroniikleus olusumu gozlenmistir. Howell’in ¢aligmalart 1907°de
Jolly tarafindan desteklenmistir. Bu durumdan 6tiirti mikroniikleuslar “Howell-Jolly

cisimcikleri” olarak da adlandirilmaktadirlar [85].
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Andploidiyi aktiflestiren ajanlar, ig ipliklerinde fonksiyon hasarimi ve sentromerde
yasanan bdliinmedeki birtakim bozukluklar1 beraberinde getirmektedir. Meydana
gelen bu hasarlar mikroniikleus olusumunu tetiklemektedir. Mikroniikleus sayisinin
artis1 ile bazi ajanlar tarafindan hiicrede gergeklesen sayisal ve yapisal anomalilerden

kaynakl1 bozukluklar paralellik gostermektedir [86].

Telofaz sathasi esnasinda ig ipliklerinde olusan hasar dolayisiyla, geride kalmis olan
kromozomlarin ve bu kromozomlarin parcalarinin ¢evresinde niikleer yapida bir zar
olugmaktadir. Meydana gelen bu niikleer zar yapisinin g¢ekirdekten kiigiik olmasi
nedeniyle, yapt mikroniikleus adin1 almaktadir. Bu kii¢iik yapilar, kromozomda olusan
kirllma ve kayiplari 6grenebilmemiz i¢in bize 151k olan 6nemli birimlerdir. Hiicre
dongiisiiniin bintikleer safhasinda, ¢ekirdek boliinmesi sonlandiktan sonra meydana

gelen mikroniikleuslar1 gérmek miimkiindiir [87].

Normal Hiicre Olusumu

Hiicre
Bélinmesi
o {
DNA 000“
Hasan
O,
%
QL Hicre
% Boliunmesi

Mikronukleus Olusumu

Sekil 1.3: Mikroniikleus Tastyan Bir Hiicrenin Olusum Asamalari

Mikrontikleus, sitoplazmada bir niikleoplazma ile birlikte ana niikleusun yaninda
bulunmaktadir. Organizmalarin karsinojenik, klastojenik ve mutajenik ajanlarla
etkilesimi sonucunda DNA iizerinde meydana gelen hasarlar, MN olusumunu

saglamaktadir. Kisaca; MN olusumu = DNA hasar1 gostergesidir [88].
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Mikroniikleus testi; in vivo ve in vitro seklinde degerlendirilebilen, birtakim kimyasal
ve fiziksel maddelerin neden oldugu klastojenik ve andjenik etkilerin tespitinde
kullanilan, genotoksisite test yontemlerinden biridir. MN test yontemi 1950’lerde ilk
kez bitki hiicrelerinde meydana gelen kromozom anomalilerinin tespitinde
kullanilmigtir [29]. MN test yonteminin gelistirilmesi ise 1976’da Heddle ve
Countryman’in X 1ginlarinin neden oldugu genotoksik etkiyi arastirmasi ile olmustur.
Heddle ve Countryman ilk kez kromozom anomalilerinin, periferal kan lenfositlerinde

MN artis1 yasattigini savunmuslardir [89].

Mikroniikleus test yontemi fazla sayida hiicre tiirline uygun, ekonomik, kisa siirede
uygulanabilen ve ekstra kiiltlir islemine gerek duymayan bir testtir. Bu 6zellikleri
bakimindan sitogenetik arastirmalarda ve genetik toksikoloji alaninda ¢okga tercih
edilmektedir. MN test yontemi; kromozom kirigi, kromozom kaybi, niikleoplazmik
kopriiler, apoptosis, nekrosis, gen aplikasyonu ve hiicre boliinmesinin inhibe
edilmesinin morfolojik olglitler kapsaminda in vivo ve in vitro sartlarda

degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir [90, 91].

1.4.1.1. Mikroniikleus Sayiminda Kullanilan Kriterler
Mikroniikleus sayiminda dikkat edilmesi gereken bazi kriterler bulunmaktadir.
Bunlar;
1. MN igeren hiicreler, niikleus zar1 ile belirgin sekilde cevrilmis, oval ya da
yuvarlak yapiya sahip olmalidir.
2. MN’nin ¢apinin ana niikleusa oran1 1/3 ya da bu orandan kii¢iik olmalidir.
3. MN’ler belirgin bir sekilde ana niikleustan ayri konumlanmig olmali ya da
niikleer sinir ile mikroniikleer sinir birbirinden ayirt edilebilmelidir.

4. MN'’ler ile ana niikleusun boya alma yogunlugu es deger olmalidir [92-94].

1.5. Siklofosfamid (CP)

Siklofosfamid, azotlu hardal (nitrojen mustard) tiirii olan alkilleyici 6zellige sahip
ilaglardan biridir. CP, molekiiler formiilii; C;H15C,N20,P, molekiiler agirligi; 279.10
g/mol olan, kokusuz, ince beyaz kristal yapidadir. CP’nin aktif metaboliti FAM
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(fosforamid mustard)’dir ve CP karacigerde bu yapiya doniiserek etkili hale
gelmektedir. Doniistim sonrasi aktiflik kazanan CP, DNA’ya baglanarak alkillesir ve
DNA transkripsiyonu ve DNA replikasyonunda hasar meydana getirmektedir [95, 96].

Siklofosfamid, DNA iizerinde genellikle guanin bazinin yedi sayili azot atomuna
baglanir. Baglant1 yerinin alkillenmesi, DNA molekiilii iizerinde ii¢ ayr1 degisimden
birine neden olur. Bunlardan ilki; guanin bazinin yedinci azotunun alkillenmesidir.
Boylelikle bir numarali azot atomu asiditesinde artis meydana gelir [97, 98]. Ikinci
degisim; molekiilde meydana gelen degisimden dolay1r guanin bazi sitozin bazinin
yerine timin ile baz c¢ifti olusturmaya sevk edilir. Sonug¢ olarak alkilleyicilerin
molekiile baglanmasi anormal baz ¢iftinin olusmasma ve bununla birlikte genetik
kodun yanlis okunmasina neden olur. Nihayetinde transkripsiyon ve replikasyon
esnasinda guanin bazi adenin gibi okunur ve onun gibi islem géormek durumda kalir
[98]. Olusan bu durum; guanin bazinin imidazol halkasinin agilmasina ve guanin
bazinin pargalanip yok olmasina yol agar. Bunun sonucunda yeni DNA zincirinde
onemli hasarlara sebep olur ve DNA zinciri bu noktadan kirilir. Ugiincii degisim ise;
meydana gelen reaktif metabolit, iki ayr1 zincir tizerindeki guaninlere ¢apraz baglanir
yani koprii olusturur. Bu yiizden DNA transkripsiyonu ve DNA replikasyonu
gergeklesemez [97-99].

Siklofosfamid uygulamas ile ikincil kanserler arasinda bir bag oldugu belirtildiginden
dolayr; CP, insan karsinojeni smifina dahil edilmekte ve pro-ilag olarak
adlandirilmaktadir. Metabolik aktivasyonun yasanmamasi durumunda, alkilleyici ajan
olarak ACR (acrolein) ve FAM rol almaktadir. Bu nedenden dolayi CP DNA’ya
baglanamamaktadir [100].

Cl

Sekil 1.4: CP’nin Kimyasal Yapis1 [101]
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Siklofosfamid immunosiipresif 6zelligi sayesinde romatoid artrit, sistemik lupus
eritematosuz, multipl skleroz gibi hastaliklarin tedavisinde ve organ transferlerinde
kullanilmaktadir. CP organ transplantasyon islemlerinde tolerasyonu gelistirme gorevi
iistlenmistir. Kemoterapi tedavisinde ise antikanser ilaglarla kombin yapilarak veya
tek basina kullanilmaktadir [31]. Klinik kullanimda genis bir yelpazeye sahip olan CP
akut-kronik 16semi, lenfoma, multiple myelom, nefrotik sendrom, Behget hastalig1 ve

birgok otoimmiin hastaliklarinda tedavi amaciyla tercih edilmektedir [103].

Lenfositler CP’den en ¢ok etkilenen hiicrelerdir. Lenfositlerde gézlemlenen islev ve
say1 degisikligi bagisiklik sisteminin baskilandigini gostermektedir. Yiiksek doz
kortikosteroidler bagisikligi baskilayan ilag grubudur. CP bu ilag¢ gruplar ile birlikte
kullanildigi zaman bagisiklig1 baskilamakta ve enfeksiyon riskini arttirmaktadir [104].

Kendisine klinikte genis bir kullanim alanit bulan CP, insan ve deney hayvanlari
hiicrelerinde sitotoksik bir etki yaratmaktadir. CP kullanan insanlarda, tibbi
endikasyonun yasandigi cesitli durumlarda, ikinci bir kanser vakasinin olusma

olasiliginin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir [105, 106].

Siklofosfamidin yan etkileri ilk kez 1960°da bildirilmistir. Kusma, bulanti, diger bazi
gastrointestinal hastaliklar ve kemik iligi depresyonu CP’nin 6nemli belirtilerindendir.
Kemik iligi depresyonu; trombositopeni, alopesi ve 1okopeni gibi bazi hastaliklar1 da
beraberinde getirmektedir. Ayrica deney hayvanlar1 ve insanlarda goriilen mesane
kanseri, CP’nin neden oldugu bir hastalik olarak goriilmektedir [32]. CP’nin
kendisinin ve metabolitlerinin klinikteki kullanimi sonrasinda yarattiklar1 yan

etkilerden dolay1, CP kullanimina 6nemli bir sinirlandirma getirilmistir [107].
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2.MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali
Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2019/133 sayili

izin ile galisma onay1 alindi.

Calisma esnasinda 12 haftalik, agirliklar1 32-47 gram arasinda degisen, Mus musculus
cinsi albino fare kullanildi. Mikroniikleus analizinin yapilmasi amaciyla ¢alismada
farelerden toplam 48 adet kullanildi. Fareler standart hayvan kosullarina uygun bir
sekilde, 121 °C’de otoklove edilebilen ve polikarbon malzemelerden iiretilmis olan
kafeslerde 8’li gruplar halinde konumlandirildi. Su ve yem ihtiyaglarinin ad libitum
olmasi saglanarak, fareler distile su ve normal fare yemi ile beslendi. Fareler 20 + 2
°C sicakliga ve % 50 bagil neme sahip, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik 151k
periyodu olan laboratuvar ortam ve kosullarinda barindirildi. Farelerin giinliik
agirliklarina goére calismada kullanilacak maddelerin dozlar1 belirlendi. Maddeler

distile su ile ¢o6ziiliip, oral gavaj ve intraperitonal (i.p.) yontemler ile farelere verildi.

2.1.2. Cahismada Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Siklofosfamid (CP)

Calismada siklofosfamid pozitif kontrol olarak kullanildi (Sigma Aldrich USA, 314-
771-5765).

Sorenson Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi

Sorensen tamponu iki stok ¢dzelti halinde hazirlandi; eriyik tampon A ve tampon B
seklinde. Farkli miktarlarda birbirleriyle karistirilip hazirlanan sorensen tamponu cam
kaplarda agz1 kapali sekilde, oda sicaklig1 sartlarinda muhafaza edildi.

Tampon A: 250 ml saf su igerisinde, 11.34 g KH,PO, (Mono Potasyum Fosfat)
¢ozdirtildi (pH= 4.80).

Tampon B: 250 ml igerisinde, 14.83 g Na,HPO,4.12 H,0 (Disodyum Hidrojen Fosfat)
¢ozdiirtldi (pH= 9.30).
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Giemsa
Calismada sorensen tamponu igerisinde hazirlanan % 20’lik boya erigi seklinde
giemsa (Sigma, Cat. No: 51811826) boyasi kullanildi. % 20’lik giemsa boyasi; 5 ml

tampon A, 5 ml tampon B, 70 ml distile su ve 20 ml giemsa boyasi ile hazirlandi.

May Griinwald

May Griinwald boyasi (Mediko Kimya, Cat. No: 25010231000) mikroniikleus

preparatlarinin boyanmasi asamasinda kullanildi. May Griinwald boyasi, sorensen

tamponu igerisinde % 0,25 ve % 0,125’lik oranlarda hazirlandi.

Eter (Dietil Eter, Etoksietan)

Diisiik kaynama noktast ve kendine 6zgii kokusu olan eter, dietil eter veya etoksietan
(Merck, Cat. No: 100926) olarak da adlandirilmaktadir. Bu organik ¢oziiciiniin
kimyasal formiili; C4H100 (C,HsOC,Hs), molekiil agirligi ise 74.12 g/mol’diir.
Yaptigimiz deneyde anestezik etki olusturmasi igin, servikal dislokasyon Oncesinde

farelere eter uygulandi.

Etanol (Ethanol, Etil Alkol)
Ekstraksiyon isleminde ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 650 ml etanol (Merck, CAS-No
64-17-5) kullanilmastir.

Entellan

Calismada lam ile lameli birbirine yapistirarak, preparatlarin kullanim dmriinii daimi

hale getiren entellan soliisyonu (Merck, Cat. No: 107961) kullanildi.
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2.1.3. Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlar

Hassas Terazi

Caligmada tarhun yapragi ve kimyasallarin tartim islemleri, 0,0001 gr hassasiyete

sahip olan PRECISA XB 220 A marka hassas terazi kullamilarak yapildi.

Santrifiij

Santrifiij islemleri, ELEKTRO-MAG marka, 8 tiip kapasiteli, devir hiz1 5000 rpm’ye

kadar ¢ikabilen ve 20 dakikalik zamanlayic1 ayar1 olan cihaz ile yapildi.

Mikroskop

Calismalarda hazirlanan preparatlar1 incelemek igin koordinat cetveline sahip ve
fotograf makinesi ile kamera monte edilebilen Olympus CX21 marka binokiiler 151k
mikroskobu kullanildi.

Etiv

Deney esnasinda bazi eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda, 0 °C ile 100 °C arasinda

ayarlama yapilabilen Elektro-mag M 420 Bp marka etiiv kullanildi.

2.1.4. Tarhun Bitkisinin Ug¢ucu Yag Analizi

Tarhun yaprak ekstraktinin ugucu yag bilesenlerinin ve bu bilesenlerin bagil
yiizdelerinin tayin edilmesi i¢in, kurutulmus 40 gr tarhun bitkisi Anadolu Universitesi
Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne gonderildi.
Merkezde Gaz Kromatografisi (GC) yontemi ile yag analizi yapildi. Yapilan analiz

sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Yontem
Omek maddenin ugucu yagmm bilesenlerinin  tanimlanmas1  i¢in = Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi, bagil yiizdelerinin belirlenmesi icin ise Gaz

Kromatografisi yontemi kullanilmastir.

Numune Hazirlama

Hekzan ile hazirlanan (% 10 h/h) 6rnek 40:1 split orani ile 1 pL olarak sisteme

enjekte edilmistir.

Gaz Kromatografisi (GC) Sartlari

Sistem: Agilent 7890B GC System

Kolon: Agilent HP-Innowax (60 m x 0.25 mm i¢ ¢ap % 0.25 um film kalinlig1)
Dedektér: Alev Iyonlasma Dedektorii (FID)

Enjeksiyon Sicakligi: 250°C

Dedektor Sicakligi: 250°C

Sicaklik Programi: 60°C (10 dk), 4°C/dk. 220°C (10 dk) 1°C/dk 240°C Toplam 80 dk
Tastyic1 Gaz: Helyum (0.7 mL/dk)

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Sartlar

Sistem: Agilent 7890B GC 5977B Mass Selective Dedector System

Kolon: Agilent HP-Innowax (60 m, 0.25 mm i¢ ¢ap, 0.25 um film kalinlig1)
Enjeksiyon Sicakligi: 250°C

Iyon Kaynag Sicakligi: 230°C

Iyonizasyon Modu: El

Elektron Enerjisi: 70 ev

Kiitle Araligt: 35- 450 m/z

Sicaklik Programi: 60°C (10 dk), 4°C/dk. 220°C (10 dk) 1°C/dk 240°C, Toplam 80 dk
Tastyict gaz: Helyum (0.7 mL/dk)

Tanimlamalar: Wiley 9-Nist 11 Mass Spectral Database [108]
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2.1.5. Genotoksisitenin Arastirilmasi

2.1.5.1. Calismada Kullanilan Ekstraksiyon Teknigi

Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Yaprak Ekstrakti

Calismada kullanilan tarhun (Artemisia dracunculus L.) Bayburt ili Yerlice
Koyii’nden haziran ayinda toplandi. Bitki mevsiminde ve taze olarak laboratuvar
ortamina ulastirildi. Kafkas Universitesi Botanik Anabilim Dal1 uzmanlar tarafindan
teshis edildi. Bitkinin yaprak kisimlar1 alinarak giines gormeyen ve hava
sirkiilasyonuna sahip olan alanda kurutuldu. Tamamen kurutulan bitki yapraklar
ogiitlicli yardimi ile ogiitiildii. Ekstraksiyon c¢oziiclisli ile yikanan soxhlet cihazi

kartusunun igerisine 40 gram 6giitlilmiis yaprak orneklerinden alinarak konuldu.

Tarhun yaprak Ornegini igeren kartus 500 ml’lik soxhlet ekstraktorii icerisine

yerlestirildi. Kaynama balonuna ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 650 ml etanol konuldu.

Yaklasik olarak 7.30 saat siire ile ¢6ziicii berrak hale gelinceye kadar 7-10 kez sifon
edilerek ekstrakte edildi. 7.30 saatin sonuna gelindiginde siv1 ekstrakt elde edildi. Siv1
ekstrakt icerisinde bulunan partikiiller, mavi band silizge¢ kagidi kullanilarak
uzaklastirildi. Partikiillerinden armnan ekstrakt 6rnegindeki ¢oziiciiler, 35-45 °C’de
rotary evaporatOr ile uguruldu. Balon igerisinde geriye kalan tarhun yaprak ekstrakti,
desikatorde 12 saat siire ile bekletildi. Cok dikkatlice, ¢oziiciisiinden tamamen
ayrilmis olan tarhun yaprak ekstraktt 0,1 mg olacak sekilde hassas terazide tartildi.
Sonrasinda numune ekstrakt kutusuna konularak, yapilacak olan ¢alisma i¢in +4 °C’de
muhafaza edildi [109].
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(b)
Resim 2.1: (a) Kurutulmus Tarhun Yapraklari, (b) Toz Haline Getirilmis Tarhun Yapraklari

(@) (b)

Resim 2.2: (a) Ekstraksiyon Islemi, (b) Evaporator ile Coziiciiniin Uzaklastirilmas1 islemi
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2.1.5.2. Deney Gruplari

1. GRUP (n:8): Negatif kontrol. Diger gruptaki fareler ile ayni stresi yagamalart igin,
bu gruptaki farelere 14 giin boyunca distile su oral gavaj yol ile verildi. 15. giin eter

anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

2. GRUP (n:8): 50 mg/kg siklofosfamid (CP). Bu gruptaki farelere 14 giin boyunca
distile su oral gavaj yol ile verildi. Farelere 50 mg/kg siklofosfamid 14. giin
intraperitonal yol ile verildi. 15. giin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon
yapildi. (CP’nin 24 saatlik etkisine bakild1).

3. GRUP (n:8): 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti. Bu gruptaki farelere 75 mg/kg
tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti 14 giin boyunca oral gavaj yol ile

verildi. 15. giin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

4. GRUP (n:8): 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti. Bu gruptaki farelere 150
mg/kg tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti 14 giin boyunca oral gavaj

yol ile verildi. 15. giin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

5. GRUP (n:8): 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti + CP. Bu gruptaki farelere 75
mg/kg tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti 14 giin boyunca oral gavaj
yol ile verildi. 14. giiniin sonunda 50 mg/kg dozda CP intraperitonal yol ile verildi. 15.

giin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

6. GRUP (n:8): 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti + CP. Bu gruptaki farelere 150
mg/kg tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti oral gavaj yol ile 14 giin
verildi. 14. giiniin sonunda 50 mg/kg dozda CP intraperitonal yol ile verildi. 15. giin

eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

2.1.5.3. Mikroniikleus Testi

Yapilan calismada mikroniikleus testi igin fare kemik iligi kullanildi. incelemede
kullanilmak {izere hazirlanan preparatlar, ilk kez Schmid tarafindan 1975 yilinda
gelistirilen kemik iligi preparat yontemi 1s181inda yapildi.

Oncelikle ilik icin farelerden ¢ikarilan femur kemigi kaslarindan tamamen temizlendi

ve iki ucundan bistiiri yardimu ile kesildi. Enjektor ile kemik igerisindeki ilik, 3 ml
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fotal dana serumu igeren santrifiij tiipiine aktarildi. Tapler 5 dakika boyunca 2000
rpm’de santrifiij edildi ve sonrasinda siipernatantlar1 pasteur pipetle alinarak atildi.
Sonrasinda tiip igerisine bir damla fotal dana serumu eklendi ve hiicreler slispanse
edildi. Tiiplerden birer damlalik 6rnekler alindi ve temiz lamlara yayildi. Yayma
isleminden sonra havada kurutulan preparatlar, 10 dakika boyunca metil alkolde fikse
edildi [81].

Boyama Islemi

Preparatlar fikse edildikten sonra, ilk olarak % 0.25’lik May Grunwald boyasi ile 5
dakika boyunca boyandi ve saf su ile yikandi. Sonrasinda preparatlar % 0.125’lik May
Grunwald boyasi ile tekrar 5 dakika boyunca boyanip, saf su ile yikandi. Son olarak %
20’lik Giemsa boyasi ile 30 dakika boyunca boyanan preparatlar, saf su ile yikanip
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Boyanip kuruyan preparatlar daimi olmalar1 igin
etellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlarin incelenmesi, Olympus CX21 marka 151k
mikroskobu kullanilarak yapildi. immersiyon objektifinde (1000’lik biiyiitme) her
deney grubundan gelisigiizel 2000 adet polikromatik eritrosit (PCE) hiicre sayildi.
Mikroniikleuslu polikromatik eritrosit (MNPCE) iceren hiicreler sayilarak, MNPCE
oranlar1 belirlendi. Bunlara ek olarak 1000 adet normokromatik eritrosit (NCE) ve
PCE sayilarak, PCE/NCE ylizdelik oranlar tespit edildi.

[statistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri icin SPSS 22 paket programi
kullanildi. Kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in, tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) yapildt ve p<0.05 istatistiksel olarak 6nemli
kabul edildi.
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3. BULGULAR

Anadolu Universitesi Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde yapilan Gaz Kromatografisi yontemi ile bitkinin ugucu yag bilesenleri ve

bunlarin bagil yiizdeleri belirlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Artemisia dracunculus Ugucu Yaginin Bilesimi

(2)- B-Osimen

Spatulenol

Metil §jenol

3.1. Kontrol ve Deney Gruplarinin Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus
Frekansi Uzerindeki Etkileri

Onkolojide tiimor tedavisinde kullanilan, alkilleyici etkiye sahip ve toksik o6zellik
sergileyen siklofosfamidin, antioksidan etki gdsteren Artemisia dracunculus (tarhun)
yaprak ekstraktinin Mus musculus var. albinos cinsi disi fare kemik iligi hiicrelerinde
sitotoksik etki yaratip yaratmadigmin tespiti i¢in her bir grupta 8 fare olmak iizere

toplam 6 grup (48 fare) olusturuldu.

Gruplar; 1. grup negatif kontrol, 2. grup siklofosfamid CP (50 mg/kg, i.p.), 3. grup 75
mg/kg tarhun yaprak ekstrakti, 4. grup 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti, 5. grup 75
mg/kg tarhun yaprak ekstrakt1 + CP (50 mg/kg, 1.p.), 6. grup 150 mg/kg tarhun yaprak
ekstrakt1 + CP (50 mg/kg, i.p) sekilde olusturuldu.

14 giin boyunca oral gavaj yol ile; negatif kontrol grubuna distile su, 75 mg/kg ve 150
mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubuna belirtilen miktarda tarhun yaprak ekstrakti

29



distile su ile sulandirilarak verildi. Servikal dislokasyondan 24 saat once pozitif
kontrol grubu olan CP grubuna, 75 mg/kg ve 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti
grubuna 50 mg/kg oraninda CP intraperitonal olarak uygulandi.

Mikroniikleus testi i¢in gruplardaki her bir fare i¢in 3 adet kemik iligi preparati
hazirlandi. Mikroniikleus frekansinin belirlenmesi adina her bir hayvandan 2000 adet

PCE (Polikromatik Eritrosit) sayimi yapildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Kontrol ve Deney Gruplarinin Mikroniikleus Test Sonuglari

*PCE: Polikromatik Eritrosit, NCE: Normokromatik Eritrosit, MNPCE:
Mikrontikleuslu Polikromatik Eritrosit.

PCE/NCE oranlar1 agisindan degerlendirme yapildiginda; negatif kontrol grubuna
gore CP grubu degerlerinin oldukea diisiik oldugu (p<0.001), CP ile birlikte 75 mg/kg
AD yaprak ekstrakti uygulandiginda (p<0.0.05) ve 150 mg/kg AD yaprak ekstrakti

30



uygulandiginda (p<0.001), CP grubuna goére PCE/NCE oranlarinin azaldigi

belirlenmistir.

Mikroniikleus sayilarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi neticesinde; negatif
kontrol grubu ile kiyaslama yapildiginda, CP uygulanan grubun MN sayisinin negatif
kontrol grubuna gore artig gosterdigi belirlenmis (p<0.001), CP ile birlikte 75 mg/kg
ve 150 mg/kg dozlarinda AD yaprak ekstrakti uygulamasina bagl olarak ise MN
sayilarinda CP grubuna gore oldukca Onemli diizeyde azalma tespit edilmistir
(p<0.001).

Tablo 3.2: Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Mikroniikleus ve PCE/NCE Oranlarinin

Istatistiki Sonuglar1

* Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel 6nemliligi ifade etmektedir.
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Sekil 3.2: Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait MNPCE Oranlar:
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Resim 3.2: Deney Grubu Farelerinin Kemik iligi Hiicrelerinde MNPCE, PCE ve
NCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)
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Resim 3.3: Deney Grubu Farelerinin Kemik Iligi Hiicrelerinde 2 Mikroniikleuslu
MNPCE, PCE ve NCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)

Resim 3.4: Deney Grubu Farelerinin Kemik [ligi Hiicrelerinde 2 Mikroniikleuslu
MNPCE, PCE ve NCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)
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3.1.1. Negatif Kontrol Grubu Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test

Sonuc¢lan

15 giin boyunca negatif kontrol grubu farelerine oral gavaj yol ile distile su verildi.
Gruptaki her hayvan i¢in yapilan 3 adet kemik iligi preparatlarinda PCE, NCE ve
MNPCE sayimlar1 yapilarak oranlar belirlendi. Kontrol grubunun mikroniikleus

oranlari, Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: Negatif Kontrol Grubu Farelerin Mikroniikleus Test Sonuglari

3.1.2. 50 mg/kg Siklofosfamid Grubu Fare Kemik 1ligi Hiicrelerinde
Mikroniikleus Test Sonuclar:

Pozitif kontrol grubu olan CP grubuna, diger gruptaki hayvanlar ile ayni stresi
yasamalar1 i¢in 14 giin boyunca oral gavaj yol ile distile su verildi. Servikal
dislokasyondan 24 saat 6nce intraperitonal yol ile 50 mg/kg CP enjekte edildi. Grupta

bulunan her hayvan i¢in hazirlanan 3 adet kemik iligi preparatlarindaki sayimlar ile
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PCE, NCE ve MNPCE oranlar1 belirlendi. Pozitif kontrol mikroniikleus oranlar1 Tablo
3.4°de gosterilmistir.

Tablo 3.4: Siklofosfamid Grubu Farelerin Mikroniikleus Test Sonuglari

3.1.3. 75 mg/kg Tarhun Yaprak Ekstrakti Grubu Fare Kemik iligi Hiicrelerinde

Mikroniikleus Test Sonuc¢lari

75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubundaki hayvanlara 14 giin boyunca oral gavaj
yol ile tarhun yaprak ekstrakti verildi. Grupta bulunan her bir hayvan i¢in hazirlanan 3
adet kemik iligi preparatlarindaki sayimlar ile PCE, NCE ve MNPCE oranlar
belirlendi. 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubu i¢in belirlenen mikroniikleus

oranlar1 Tablo 3.5’de gdsterilmistir.
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Tablo 3.5: 75 mg/kg Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Yaprak Ekstrakti Grubu

Farelerin Mikroniikleus Test Sonuglar

3.1.4. 150 mg/kg Tarhun Yaprak Ekstrakti Grubu Fare Kemik iligi Hiicrelerinde

Mikroniikleus Test Sonuc¢lari

150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubundaki hayvanlara 14 giin boyunca oral gavaj
yol ile tarhun yaprak ekstrakt1 verildi. Grupta bulunan her bir hayvan i¢in hazirlanan 3
adet kemik iligi preparatlarindaki sayimlar ile PCE, NCE ve MNPCE oranlari
belirlendi. 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubu icin belirlenen mikroniikleus

oranlar1 Tablo 3.6’da gdsterilmistir.
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Tablo 3.6: 150 mg/kg Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Yaprak Ekstrakti Grubu

Farelerin Mikroniikleus Test Sonuglari

3.1.5. 75 mg/kg Tarhun Yaprak Ekstrakti + 50 mg/kg CP Grubu Fare Kemik

Mligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglar

75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubundaki hayvanlara 14 giin boyunca oral gavaj
yol ile tarhun yaprak ekstrakti verildi. 15. giin (servikal dislokasyondan 24 saat 6nce)
intraperitonal yol ile 50 mg/kg CP enjekte edildi. Grupta bulunan her bir hayvan igin
hazirlanan 3 adet kemik iligi preparatlarindaki sayimlar ile PCE, NCE ve MNPCE
oranlar1 belirlendi. 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti + 50 mg/kg CP grubu igin

belirlenen mikroniikleus oranlari Tablo 3.7’de gosterilmistir.

38



Tablo 3.7: 75 mg/kg Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Yaprak Ekstrakti +

Siklofosfamid Grubu Farelerin Mikroniikleus Test Sonuglari

3.1.6. 150 mg/kg Tarhun Yaprak Ekstrakti + 50 mg/kg CP Grubu Fare Kemik

Mligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglar

150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubundaki hayvanlara 14 giin boyunca oral gavaj
yol ile tarhun yaprak ekstrakti verildi. 15. gilin (servikal dislokasyondan 24 saat 6nce)
intraperitonal yol ile 50 mg/kg CP enjekte edildi. Grupta bulunan her bir hayvan i¢in
hazirlanan 3 adet kemik iligi preparatlarindaki sayimlar ile PCE, NCE ve MNPCE
oranlar1 belirlendi. 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti + 50 mg/kg CP grubu igin

belirlenen mikroniikleus oranlar1 Tablo 3.8’de gOsterilmistir.
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Tablo 3.8: 150 mg/kg Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Yaprak Ekstrakti +

Siklofosfamid Grubu Farelerin Mikroniikleus Test Sonuglari
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4. TARTISMA VE SONUC

Artemisia dracunculus L. (tarhun), kiigiik ¢ali formunda, ¢ok yillik bir bitkidir.
Tarhun, yiiksek genotip ve fenotip ¢esitlilige sahiptir. Tarhunun, antiseptik,
antimikrobiyal, antiparazitik ve antifungal etki mekanizmalar1 ortaya konmustur.
Ayrica bitki, biyolojik aktivite agisindan Oonem tasiyan; flavonoidler, ugucu yaglar,

kumarinler ve fenolkarbonik asitler gibi zengin bir igerige sahiptir [110, 111].

Yemeklerde baharat olarak tiiketilen tarhunun, alternatif tiptaki kullanim alani olduk¢a
genistir. Antiseptik, antigenotoksik, antifungal etkilere sahip tarhun, ge¢misten
bugiine bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Tarhun bu o&zelliklerinin
disinda, aromatik kokusundan dolay1 sanayide parfiim yapiminda da kullanilmaktadir

[17, 112, 113].

Serbest radikallerin olusumu yani oksidasyon, canli metabolizmasinda yasanan dogal
bir durumdur. Canli viicudunda oksidanlar ile antioksidanlar denge durumdadir. Bu
dengenin bozulmasi ve oksidan seviyesinin artmasi durumunda canli organizma
viicudu tehlike altina girer. Bunun nedeni ise; oksidan artist ile DNA hasari,
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum bozukluklari, yaslanma, diyabet, kanser ve buna
benzer bir¢ok hastaligin meydana gelmesidir. Ortaya ¢ikan bu hastaliklar dogrudan
oksidan seviyesiyle alakalidir. Bu ve benzer hastaliklarin onlenmesi adina canl

viicudundaki oksidan ve antioksidan seviyelerinin dengesi korunmalidir [114].

Sentetik antioksidanlarin genetik materyalde meydana getirdigi dejenerasyondan
dolay1, son zamanlarda dogal antioksidanlara olan ilgide artis olmustur. Canl
organizmalar {iizerinde Onemli yan etkileri bulunmayan dogal antioksidanlarin
kullanimi, bu 6zellikleri bakimindan gida sanayisinde de her giin bir dncekine oranla
artarak kullanilmaya devam etmektedir. Dogal antioksidanlardan bir tanesi de tarhun
bitkisidir. Dogal antioksidan 6zelliginin disinda tarhun antifungal ve antiseptik 6zellik
de gostermektedir [46, 115, 116].

Son zamanlarda fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA’da meydana getirdigi
genotoksik etkileri en az seviyede tutabilmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan
bu ¢aligmalar ile dogal bitkisel tiriinlerin antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi, dogal

antioksidanlarin 6nemini arttirmigtir.  [117].
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Insanoglu, maruz kaldiklar1 mutajenlerin negatif etkilerine kars1, viicutlarinda var olan
dogal antioksidanlar ile korunmaktadirlar. Yasin ilerlemesine bagli olarak
viicudumuzda var olan dogal antioksidanlarin iiretiminde yavaslama meydana
gelmektedir. Bu sebepten Otiirli insanlar disaridan antioksidan destegine ihtiyag
duyarlar. Cesitli antigenotoksik bilesiklerin kullanimi, canlilarin viicudunda olusan ve
genotoksik ajanlarin neden oldugu DNA hasarlarinin etkilerini en aza indirgemek
amaciyla arttirllmaktadir. Bu durumun, mutasyonlarin neden oldugu kanser ve bunun
gibi hastaliklardan korunmak i¢in Onem tasidigi bildirilmektedir. Artemisia
dracunculus igeriginde antioksidan aktivite 6zelligi olan bilesiklerin var oldugu, ¢esitli
in vivo ¢alismalar ile belirlenmistir. Polifenol olarak bilinen bu faydali antioksidanlar,
viicudumuzda bulunan serbest radikallere kars1 giiglii bir savunma sistemidir [12, 118-
120]. Bu g¢alismada bitkideki polifenolik igerikler belirlenmemistir. Ancak bitkinin
ucucu ve doymamis yag asitleri yoOniinden analizi yapilmistir. Doymamis
olduklarindan bu yag asitlerinin diger arastirmacilar tarafindan tespit edilen

polifenoller gibi antioksidan etkide rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, CCl, (karbon tetrakloriir) ile 60 adet Wistar albino ratta
olusturulan akut karaciger hasarina karsi, tarhun yaprak ekstraktinin koruyucu etkisi
arastirtlmistir. 6 hafta boyunca giin asir1 gavaj yoluyla 250, 500, 750 mg/kg dozlarinda
AD vyaprak ekstrakti ve intraperitonal yol ile zeytinyag: ile karistirllmis CCly (0.2
mg/kg) verilmistir. Deney sonrasinda ratlarin karaciger dokular1 histopatolojik agidan
incelenmistir. Etanolik AD ekstrakti verilen biitlin gruplarda, bitkinin histopatolojik ve
biyokimyasal agidan olumlu etki yarattigi, AD’nin ratlarin karacigerinde CCly etkisi
ile olusturulan hasara kars1 koruyucu etki gosterdigi ve karacigeri giiglendirdigi rapor

edilmistir [122].

Zarezade ve arkadaglari, CCly ile olusturulan hepatotoksisiteye karsi, tarhun bitkisinin
govde ve yaprak kisimlarindan elde edilen hidro-alkolik Artemisia dracunculus
(HAAD) ekstraktinin, ratlar tizerindeki antioksidan ve hepotoprotektif etkisini
arastirmiglardir. 36 adet rata, 50, 100 ve 200 mg/kg HAAD 7 giin boyunca oral gavaj
ile verilmistir. Caligmada yapilan FRAP (Fe3+ (ferik iyonu) indirgeme giicii), DPPH
(Radikali giderme aktivitesi) ve ABTS (Radikal katyon yakalama aktivitesi)
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biyokimyasal testleri sonucunda; HAAD’in giiglii bir aktivite gosterdigi, olusan

hepatik hasara kars1 koruyucu etki sergiledigini rapor etmislerdir [123].

Hong ve Ying yaptiklar1 bir ¢calismada; 6zefagus skuamoz hiicre karsinomuna karsi,
Artemisia dracunculus bitkisinin siirglin ve kok kismindan elde edilen ekstraktin ve
bilesenlerinin antitiimor etkisini arastirmislardir. Mevcut karsinomun tedavisinde AD
ekstraktt kullanilmistir. Yapilan flow sitometri testi sonucunda; bitki ekstraktinin
Ozefagus hiicre karsinomuna karsi giiglii sekilde hiicre ¢ogalmasini 6nleyici aktiviteler
gosterdigi goriilmiistir. Ayrica AD bitkisinden elde edilen sakuranetin ve 6-
metoksikapillarisin bilesenlerinin, 6zefagus skuamoz hiicrelerinde DNA hasarmi

indiikleyerek giiglii antikanser etkiler sergiledigi gozlenmistir [124].

Modaresi ve arkadaslarinin fareler lizerinde yaptiklar1 bir calismada, farelerin
hematolojik parametreleri tizerinde, hidro-alkolik AD yaprak ekstraktinin yaratacagi
etkileri aragtirmiglardir. 5 gruba ayrilmis 40 fareye 20 giin boyunca giin asir1 sirasiyla
50, 100 ve 200 mg/kg dozunda hidro- alkolik AD yaprak ekstrakti verilmistir. Deney
sonunda yapilan 6l¢ciim (RBC, WBC, nétrofil, monosit ve lenfosit) ve analizler
(varyans test) sonucunda; kontrol gruplarina oranla tedavi gruplarinda monosit, RBC
ve WBC oranlarinda kayda deger bir degisikligin yasanmadigr gortilmiistiir. 100
mg/kg ve 200 mg/kg tedavi gruplarinda, kontrol gruplarina oranla lenfosit sayisinda
azalis yasanirken, notrofil sayisinda anlamli bir artis yasanmistir. Yapilan arastirma
sonucunda, immiinostimiilatdr bir ajan olarak tercih edilebilecek nétrofil tiretiminin,

etanolik AD yaprak ekstrakti sayesinde uyarildigi sonucuna varilmistir [125].

Abraham, farelerde trans-anetol ve jenoliin antigenotoksik etkisini mikroniikleus testi
ile aragtirmistir. Genotoksin olarak farelere 40-400 mg/kg oraninda trans-anethol, 50-
500 mg/kg oraninda 6jenol oral gavaj yol ile verilmistir. Genotoksin olarak verilen
maddelerden biri de siklofosfamid olmustur. CP farelere intraperitonal olarak
verilmistir. Yapilan mikroniikleus analizi sonucunda, farelere uygulanan trans-anethol
ve Ojenoliin siklofosfamidin neden oldugu genotoksisiteye karsi koruyucu etKi

gosterdigi rapor edilmistir [126].

Tiiylii ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada; Artemisia dracunculus bitkisinden elde

edilen esansiyel yagin, anti-mikrobiyal, genotoksik ve sitotoksik etkisi arastirilmistir.
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Calismada; Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Aspergillus niger gibi toplam 28 adet mikroorganizma kullanilmistir. Kirby ve Bauer
disk difiizyon yontemi ile Artemisia dracunculus esansiyel yagmin belirtilen
mikroorganizmalara karst anti-mikrobiyal etki sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica
mikroniikleus testi i¢in iki saglikli insandan elde edilen periferik kan kullanilmistir.

Sonug olarak bitki ekstraktinin genotoksik etki yaratmadigi gozlemlenmistir [127].

Bolandian ve arkadaslari; 70 wistar ratinda asetik asit tarafindan indiiklenen tlseratif
kolite kars1 tarhun sulu yaprak ekstraktinin etkilerini arastirmiglardir. 10 giin boyunca
ratlara mesalazine, asacol ve asacol + tarhun sulu yaprak esktrakti oral gavaj yol ile
verilmistir. Deneyde yapilan Elisa testiyle birlikte histopatolojik incelemeler
sonucunda; kontrol grubuna gore, mesalazine ve asacol tedavi gruplarinda
histopatolojik hasar artmistir. asacol + tarhun sulu yaprak ekstrakti verilen tedavi
gruplarinda ise olusan histopatolojik hasarin 6nemli diizeyde azaldigi goriilmiistiir.
Sonug olarak tarhun sulu yaprak ekstraktinin anti-kolit etki sergiledigi ve kolit

tedavisinde dogal bir ilag olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir [128].

Reza ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; 48 wistar albino ratta tarhun sulu yaprak
esktraktinin, sulandirilmis fruktoza kars1 antienflamatuar ve nosiseptif etkileri
aragtirtlmistir. Olusturulan 1. gruba hi¢gbir madde verilmemistir. 2. gruba 100 mg/kg
oraninda tarhun sulu yaprak ekstrakti, 3. gruba ise % 10 oraninda sulandirilmis fruktoz
ve 100 mg/kg oraninda tarhun sulu yaprak ekstraktir verilmistir. 4 haftanin sonunda;
ratlarda olusturulan insiilin direncinin, tarhun sulu yaprak ekstarakti tarafindan 6nemli

sekilde azaltildigi gosterilmistir [129].

Benli ve arkadaslari, AD’nin aseton, kloroform ve farkli iki konsantrasyondaki
metanol ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi lizerinde ¢aligmislardir. Bu ekstraktlar,
disk diflizyonu yontemi ile 9 bakteri ve 4 maya susuna karsi test edilmistir. Sonug
olarak; AD’nin, metanol ekstraktinin, aseton ve kloroform ekstraktlarmma oranla
mikroorganizmalara kars1 daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir

[130].

Ribnicky ve arkadaslari, tarhun bitkisinin diyet takviyesi olarak kullaniminin

toksikolojik degerlendirmesi ile ilgili ratlar iizerinde ¢alismalarda bulunmuslardir.
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Yapilan ¢aligmalar ve kullanilan AD yaprak ekstrakt dozlari; 14 giin tekrar doz oral
toksisite ¢aligsmasi (1000 mg/kg), 90 giin tekrar doz oral toksisite ¢alismasi (10, 100 ve
1000 mg/kg), ames testi (5000 mg/kg) ve akut oral toksisite testi (5000 mg/kg)
seklindedir. Yapilan c¢alismalarda tarhun bitkisinin ratlar {izerinde mutajenik etki

yaratmadigi, bitkinin kullaniminin non-toksik ve giivenilir oldugu tespit edilmistir
[131].

Mercankosk ve tarhun yaprak ekstraktlarinin, gida patojeni olarak bilinen Salmonella
spp., E. Coli, Listeria monocytegenes ve Staphylococcus aureus’un logaritmik sayilari
tizerindeki etkileri Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile incelenmistir. Hamburger
koftelerine bu MO’larin inokiile edilmesi ile elde edilmis olan numunelerin,
mercankdsk ve tarhun ekstreleri ile muamelesi yapilmistir. Sonu¢ olarak kontrol
numunelerine oranla ekstreler ile islem gormiis numunelerin MO’larin logaritmik
sayisinda diisiis saptadigi ve bu etkiyi en ¢ok tarhun yaprak ekstraktinin yarattigi
saptanmigtir. Ayrica Listeria monocytegenes’in tarhun yaprak ekstraktina karsi en

hassas MO oldugu rapor edilmistir [14].

Dogu Karadeniz halkinin tibbi amagla kullandigi tarhun dahil 20 farkli bitkinin
antioksidan etkilerini arastiran Harsit, calismasinda Toplam Flavonoid, FRAP,
CUPRAC (Cu (Il) (bakir) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite) ve DPPH olmak
lizere ¢esitli antioksidan test yontemleri kullanilmistir. Deney sonrasinda yaklagik
olarak 10 gr kullanilan tarhun kuru yaprak ve sap numunesinin antioksidan 6zellik

gosterdigi rapor edilmistir [2].

Olszewska-Kaczynska ve Suchorska yaptiklari ¢alisma ile, AD’nin ii¢ ayr1 kiiltiir
formunu ugucu yag bilesenleri ve morfolojik Ozellikleri agisindan kiyaslayarak
incelemislerdir. Ug kiiltiir formunun morfolojik yapismin ayni oldugu ve 24 adet
ucucu yag bilesenine sahip olduklarini belirlemislerdir. En yiiksek oranda tespit edilen
ucucu yag bileseninin, % 58,38 oraninda capillene ve % 50,53 oraninda sabinene

oldugu tespit edilmistir [132].

Tak ve arkadaglari, AD bitkisinin yagmi elde ederek fitokimyasal acidan
incelemislerdir. GC-MS ve GC-FID metotlar1 uygulanarak bitkinin ugucu yag: analiz

edilmis ve 34 bilesik tespit edilmistir. Tanimlanan 34 bilesenin temel olanlari; %
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28.06 oraninda trans-anetol, % 15.79 oraninda (Z)-B-osimen, % 10.12 oraninda o-

terpinolen, % 10.08 oraninda elemisin, % 7.71 sineol ve % 2.78 oraninda o- copaen

seklindedir [25].

Mezzoug ve arkadaslar1 Artemisia dracunculus ile birlikte toplam 6 bitkiden elde
edilen esansiyel yagin Drosophila melanogaster iizerindeki genotoksisitesini SMART
(somatik mutasyon ve rekombinasyon testi) ile arastirmiglardir. Sonug¢ olarak
Artemisia dracunculus ve diger bitkilerden elde edilen esansiyel yagin Drosophila

melanogaster’in somatik hiicrelerine kars1 genotoksik olmadigi rapor edilmistir [133].

Behbahani ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; tarhun yaprak ekstraktinin ugucu
yag bilesenleri, antioksidan aktivitesi ve antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Yapilan
yag analizi sonucunda ana bilesen olarak % 84 oraninda p-allillanisol tespit edilmistir.
Antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in DPPH yontemi kullanilmis ve tarhun
yaprak ekstraktinin antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. Bitkinin antimikrobiyal
etkisi i¢in yapilan disk difiizyon, dokme plaka ve delikli plaka diflizyon yontemleri
uygulanmistir. Bu yontemler sonucunda, tarhun yaprak ekstraktinin mantarlara karsi

gliclii antimikrobiyal etki segiledigi goriilmiistiir [134].

Halk arasinda hem tibbi amagli hem de tiiketime yonelik olarak kullanilan Artemisia
dracunculus L. nin antigenotoksik, antifungal, antioksidan, antitiimoral vb. dzellikleri
birgok in vivo ve in vitro ¢alisma ile bildirilmistir. Bu ¢alisma sonuglari, daha 6nce

yapilan diger ¢alisma sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Bu aragtirma sonucuna gore; tarhun yaprak ekstraktinin uygulanan dozlarinin (75-150
mg/kg) genotoksik etkili olmadigi ve siklofosfamid tarafindan indiiklenen
mikroniikleus artisini azalttigi sOylenebilir. Kullanilan bitki ekstraktinin ortaya
cikardig1 antigenotoksik etkilerin tam anlamiyla belirlenebilmesi ve antigenotoksik
etkilerin hangi maddelerden kaynaklandiginin tespit edilebilmesi igin, bitki
bilesenlerinin yapisindaki kimyasallarin izole edilmesi gerekmektedir. Tarhun
bitkisinden elde edilen ektrakt icerisinde tespit edilecek kimyasal bilesiklerin
etkilerinin sitogenetik analiz ve ileri molekiiler testler ile tespit edilmesinin, konunun

anlasilmasina fayda saglayacagi ileri stirtilebilir.
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