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OZET

(Yiksek Lisans Tezi)

NAR (Punica granatum L.) KABUK EKSTRAKTININ MITOMYCIN-C
GENOTOKSISITESI UZERINE OLASI ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ
IN VIVO OLARAK ARASTIRILMASI

Erhan ULUMAN

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu

Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Pinar AKSU KILICLE

Bu calisgmanin amaci fare kemik iligi hiicrelerinde mitomycin-C’nin meydana getirdigi
genotoksik etkilere kars1 yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan nar (P. granatum L.)
kabugu ekstraktinin olas1 antigenotoksik etkilerinin kromozomal aberasyon, mitotik
aktivite ve mikroniikleus test Sistemi ile arastiritlmasidir. 1. grup: negatif kontrol grubu,
I1. grup: pozitif kontrol grubu (2 mg/kg mitomycin-C (MMC)), Il1. grup: 150 mg/kg P.
granatum L. (PG) kabuk ekstrakti, IV. grup: 300 mg/kg PG kabuk ekstrakti, V. grup:
150 mg/kg PG + MMC ve VI. grup: 300 mg/kg PG + MMC olmak iizere alt1 grup
olusturuldu. Nar kabugu ekstrakti 15 giin boyunca farelere oral gavaj ile verildi. 15.
giiniin sonunda 2 mg/kg MMC intraperitonal olarak farelere uygulandi. Bu
uygulamadan 24 saat sonra disloke edilen farelerin kemik iligi hiicrelerinde

kromozomal aberasyon, mitotik aktivite ve mikroniikleus oranlar1 belirlendi.



Yapilan incelemeler sonunda kromozomal aberasyon oranlari ve mikroniikleuslu
polikromatik eritrositler (MNPCE) bakimindan MMC grubundaki kromozomal
aberasyon ve mikroniikleus oraninin maksimum seviyede oldugu, MMC ile birlikte 150
mg/kg PG ve 300 mg/kg PG kabuk ekstrakti uygulamasina bagli olarak bu oranin
azaldigi, ayrica MMC ile birlikte uygulanan PG kabuk ekstraktinin doz artisina bagh
olarak bu disiisii 6nemli 6lgiide arttirdigi belirlendi (p<0.001). MMC uygulamasinin
mitotik aktiviteyi ve Polikromatik eritrosit (PCE)/Normokromatik eritrosit (NCE)
oranmni diisiirdiigli gozlemlenirken, MMC ile birlikte P. granatum L. kabuk ekstrakti
uygulanan gruplarda ise bu oranlarin MMC grubuna kiyasla istatistiksel olarak énemli
Olciide arttig1 tespit edildi (p<0.001). Sonug olarak P. granatum L. kabuk ekstraktinin
belirtilen dozlarda, mitomycin-C’nin olusturdugu genotoksisiteye karsi fare kemik iligi

hiicrelerinde antigenotoksik etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Nar, P. granatum L., Mitomycin-C, Kromozomal aberasyon,

Mikroniikleus, Mitotik aktivite, Antigenotoksik, Genotoksisite.

2019, 73 Sayfa



ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)

IN VIVO INVESTIGATION OF THE POSSIBLE ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF
POMEGRANATE (Punica granatum L.) PEEL EXTRACT ON MITOMYCIN-C
GENOTOXICTY

Erhan ULUMAN

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assistant Professor Pinar AKSU KILICLE

The aim of this study was to investigate the possible antigenotoxic effects of
pomegranate (P. granatum L.) peel extract which has a high antioxidant activity against
genotoxicity caused by mitomycin-C’in bone marrow cells by chromosomal aberration,
mitotic activity and micronucleus test system. In total six groups were formed: group I:
negative control, Il. group: positive control (2 mg/kg mitomycin-C (MMC)), I1l. group:
150 mg/kg P. granatum L. (PG) peel extract, I\V. group: 300 mg / kg PG peel extract, V.
group: 150 mg / kg PG + MMC and VI. group: 300 mg/kg PG+MMC. Pomegranate
peel extract was given to the mice by oral gavage for 15 days. At the end of the 15" day,
2 mg/kg MMC was administered to the mice by intraperitoneally. Chromosomal
aberration, mitotic activity and micronucleus ratios were determined in bone marrow

cells of mice dislocated after 24 hours.



At the end of the investigations, regarding chromosomal aberration rates and
micronucleus polychromatic erythrocytes (MNPCE), it was determined that
chromosomal aberration and micronucleus ratio in MMC group are at maximum level,
treatment of 150 mg/kg PG and 300 mg/kg PG peel extract with MMC decreased this
rate, in addition, PG peel extract combined with MMC significantly increased this
decrease due to increase dose (p<0.001). It was observed that MMC application reduced
mitotic activity and Polychromatic erythrocyte (PCE)/Normochromatic erythrocyte
(NCE) ratio, whereas in MMC combination with P. granatum peel extract applied
groups these rates were found to be significantly increased compared to MMC group (p
<0.001). As a result, it was determined that pomegranate (P. granatum L.) peel extract
showed antigenotoxic effect at the indicated doses in mouse bone marrow cells against

the genotoxicity of mitomycin-C.

Key Words: Pomegranate, P. granatum L., Mitomycin-C, Chromosome aberration,

Micronucleus, Mitotic index, Antigenotoxic, Genotoxicity.

2019, 73 pages
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Gegmisten gilinlimiize kadar bitkiler tedavi amaciyla kullanilmanin yanm sira, bitkisel
ilagc hammaddesi olarak giiniimiize kadar 6nemini kaybetmemistir. Bu sebeple bitkiler
tizerinde mikrobiyolojik, farmakolojik ve kimyasal acidan Onemli ¢aligmalar
yapilmaktadir [1]. Bitkisel ilaglarin, sentetik ilaglara gére daha ¢ok tercih edilmesinin
asil sebebi, bitki oziitlerinden elde edilen ilaglarin genellikle 6nemli yan etkilere sahip

olmamasi ve saglik agisindan ¢ok yonlii olarak olumlu etkiler gostermesidir [2].

Canlilarda ilag, organizmanin ksenobiyotik ve kimyasal maddeler tarafindan maruz
birakilmasi ile baslica hidroksil, nitrik oksit, siiperoksit ve lipid peroksit gibi etkin
oksijen gruplart olusturmaktadir. Serbest radikaller ise proteinler, hiicre zar1 ve DNA
gibi yapilarda hasar meydana getirmesiyle canli organizmalarda oksidatif stres olarak
bilinmektedir. Oksidatif stresi Oonleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar
denir. Giiniimiizde antioksidanlarin yaygin olarak kullanilmasinin temel sebebi, serbest

radikallerin organizmada meydana getirdigi zararl etkileri ortadan kaldirmasidir [3, 4].

Antioksidan maddelerin bir kismin1 yedigimiz bazi bitki ve meyvelerden aldigimiz gibi,
bir kismmi da viicudumuz serbest radikallere karsi savunma sistemi olarak firetir.
Antioksidan bakimdan zengin olan bitki ve meyveler tarihten gilinlimiize kadar ¢ok
sayida hastaliklarin tedavisinde kullanildigir bilinmektedir. Son yillardaki teknolojik
gelismeler, bitkisel ilaglarin arastirilmasinda 6nemli derecede katki saglamistir. Yapilan
caligmalarda bitki ve meyvelerde bulunan antioksidanlarin yiiksek antioksidan etkisi ve

Onemsiz yan etkileri rahatca tiiketilmesi gerektigini gostermistir [5].

Punicaceae familyasinin bir {iyesi olan nar (P. granatum L.); Ortadogu, Iran Korfezi ile
Anadolu ve Kafkasya arasinda kalan bolgelerde binlerce yildir iiretimi ve tiiketimi
yapilan bir meyvedir. Olduk¢a yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olan bu meyve,

gecmisten giiniimiize kadar bereket, saglik ve ebedi yasamin sembolii haline gelmistir

[6].



Nar kansere kars1 koruyucu etkiye sahip olan ayni zamanda kalp ve damar hastaliklar1
riskini azaltan yiiksek flavonoid ve polifenol igerige sahip olan Onemli bir
antioksidandir [1]. Son yillarda nar ile ilgili yapilan c¢alismalarda narin igeriginde
bulunan c¢esitli kimyasal bilesenlerin farmakolojik etki bakimindan ne kadar 6nemli
oldugunu ortaya koymustur. Narin meyve ve yaprak kisimlarimin ayri ayri

ekstraksiyonlari ile yapilan ¢alismalar tedavi edici 6zelligini kanitlamistir [7].

Nar kabugu ile yapilan calismalarda genellikle antioksidan aktivitesi ve fenolik icerik
tizerinde durulmustur. Son yillarda ise nar kabugunun antidiyabetik, antiviral,
antikanserojen, antibakteriyal ozelliklerinin oldugu saptanmistir [8]. Nar kabugunda
bulunan bilesenlerin; mandalina, kivi, alig, {iziim, limon gibi 28 meyvenin kabugundaki
bilesenlere oranla yaklasik olarak 3 kat daha fazla antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir [9].

Streptomyces caespitosus bakterisinden izole edilen mitomycin-C (MMC), DNA’da
capraz bag olusumuna sebep olan ayni zamanda kolon, rektum, gogiis, rahim, rahim
agzi, bas ve boyun, gboz, Ozofagus, pankreas, mesane ve akciger kanserlerinin
tedavisinde kullanilan kimyasal olarak reaktif antibiyotiklerdir. MMC kullanim1 eger
uzun siire devam ederse, kemik iligi hiicrelerinde kalict hasar meydana getirmesinin
yani sira normal hiicrelerde de tiimor olusumuna yol agmaktadir. Ayrica MMC’nin;
mutagenez, DNA sentez inhibisyonu, klastogenez gibi genotoksik etkilerinin olduguda
bilinmektedir [10].

Bu calisma ile, icerigindeki polifenoller sayesinde antioksidan aktiviye sahip olan nar
(P. granatum L.) kabuk ekstraktinin, DNA’ya c¢apraz bag ile baglanarak alkilleyici ajan
gorevi yapan, ayn1 zamanda DNA sentez inhibisyonu, klastogenez ve mutagenez gibi
genotoksik etkilere sahip olan MMC’nin fare kemik iligi hiicrelerinde olusturdugu

genotoksik etkilere karsi olasi antigenotoksik etkilerinin arastirilmast amaglanmastir.



1.2. Nar (P. granatum L.)

Latince ad1 P. granatum olan nar, ilk kez tarih¢i Biiyiik Pliny’in yazdigi Natural History
isimli kitabinda Malum punicum (kartaca elmasi) olarak ge¢mektedir. Punicaceae
familyasinin iki {iyesi P. granatum ve yalnizca Yemen’de bulunan Punica
protopunica’dir [6]. P. granatum’un kaynaklara gore kiiltiire alinmasi 5000 y1l 6ncesine
kadar dayanmaktadir. Bu sebeple tarim {iriinleri icerisinde kiiltiire alinan en eski

bitkilerden olan P. granatum, tarih boyunca 6nemini yitirmemistir [11].

Resim 1.1: Nar (P. granatum L.) [12].

Kaynaklarda P. granatum’un anavatam Hindistan ve iran cevresi oldugu ifade
edilmektedir. Tropik ve subtropik iklim meyvesi olan P. granatum Akdeniz iklim
kusagindaki iilkelerin yami sira; Ortadogu, Asya ve Giliney Amerika iilkelerinde
tiretilmektedir. Diinyada P. granatum’un iiretim istatistiklerine bakildiginda Tiirkiye

dordiincti sirada yer almaktadir [13].



P. granatum’un adaptasyon kabiliyetinin yiiksek olmasi, Kisa donemde meyve vermesi
ve saglik acisindan onemli etkilere sahip olmasi iiretiminin giin gectik¢e artmasina

sebep olmaktadir [14].

P. granatum antik caglardan bugiine her gegen giin 6nemi artmuis, ilacin kendisi olarak
degerlendirilen, din ve Kkiiltir sembolii olarak kullanilan ©6nemli bir meyvedir.
Ingiltere’de bulunan bazi saghk kuruluslari tarafindan P. granatum figiirlerinin
armalarinda kullanildig1 bilinmektedir. Bir¢ok {ilkede sanat yapitlarinda sikc¢a
kullanilmis olan P. granatum, tarihten bugiine Cin medeniyetinde bereket ve
dogurganligin sembolii olup, Budizm ve Zerdiistliik gibi dinlerde kutsal meyve olarak
bilinmektedir. Hristiyanlik dininde dirilis ve evrensel Kiliseyi sembolize ederken,
Yahudilikte ise din adamlarinin elbise motiflerinde bulunarak bereket ve dogrulugu
temsil etmistir. Islam dininde ise Kuran-1 Kerim’de nar kelimesi ii¢ ayette gecmektedir
[15].

Genellikle kis miicevheri olarak adlandirilan P. granatum’un c¢iceklenme donemi
yaklasik 1-1,5 ay olarak bilinmekle beraber meyvenin olgunlagmasi Eyliil ile Kasim
arasinda gerceklesmektedir. Uretimi ise genellikle vejetatif veya ¢cimlenme dzelligi olan

tohumlarla yapilmaktadir [16].

P. granatum hacim olarak iri yapili, sekil olarak kiiresel ve kutuplardan baskindir.
Olgunlastig1 donemde kaliks segmentleri sayesinde taglandirilir. Meyve yaklagik 5-14
cm ¢apindadir. Meyvenin i¢ kismi tohumlarla dolu olup, kabuk kismi derimsi bir
yapidadir. Kabuk yaklasik olarak 1-5 mm kalinliginda olup beyaz sari, yesil sar1 veya

kirmizi renklerinde olabilir [17].

Icerisinde bulunan daneler yenilebilir kisimlar1 olusturur. Bu daneler kabuk uzantilariyla
olusmus zar ile ayrilmis ve odaciklara yerlesmistir. Meyvenin sap ile baglantili oldugu
kisimda bir gobek, sonra yaklasik 2 ile 5 adet arasi alt odacik ve 5 ile 8 adet arasi iist
odacik bulunmaktadir. Bu odaciklar1 ayiran zar kisimlari ince yapili olup, alt ve {list

kisimlarda daha kalin ve etli yapilardadir. Bu kalin ve etli yapilara daneler gomiilii bir

sekilde baglidir [18].



Tohum, pulp ve ince bir zardan olusan daneler, genellikle beyaz ve sari, pembe ve
kirmizi ayni zamanda koyu kirmizi ve mora kadar renk degisiklikleri gostermektedir.
Tohumlar sert ve koselidir. P. granatum’un bazi c¢esitlerinde tohum kabugu (testa)
yumusaktir ve nar daneleri yenilirken tohumlari yumusak oldugundan agizda fark

edilmez. Bu sekildeki narlara ¢ekirdeksiz nar adi verilmistir [19].

Geleneksel tipta daha c¢ok atesli hastaliklara karsi ates diisiiriici olarak kullanilan P.
granatum tansiyon disiirlicii, bagirsak parazitlerini azaltici, dizanteri ve ishali
lyilestirici etkileri bilinmekle beraber, son yillarda yapilan ¢alismalar P. granatum’un
bu ozelliklerini kanitlamustir [20]. P. granatum’un, igeriginde bulunan polifenoller
sayesinde kan sekerini kontrol altina aldigi, aym1 zamanda kan damarlarinda olusan

zararlari inhibe ettigi bilinmektedir [21].

P. granatum c¢esitli tibbi 6zellikler kazandiran degerli biyoaktif bilesiklere sahiptir.
Giglii bir antioksidan olmasinin yani sira antitiimoral, antidiyabetik ve antimikrobiyal
etkiler de gostermektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu etkisi bilinmekte

ayni zamanda agiz ve cilt sagliginda kullanilmaktadir [22].

Yenilebilir kisim
~ Tohum zar+tohum

Tohum zar
/

/
Tohum

Resim 1.2: Nar (P. granatum L.) Meyve Kisimlar1 [12].



1.2.1. Nar (P. granatum L.) Cicegi

P. granatum’un ¢igekleri biiyiik ve cift cinsiyetlidir [18]. Renklerinin kirmizi, beyaz
veya karisik oldugu bilinmektedir. Cicekler kismen sapsiz, tek veya bir arada
bulunabilirler. Canak yapraklar1 etli ve dokiilmez yapidadir. Ileride meyve yapisina

donecek tiip seklinde bir koni yapis1 bulunmaktadir [23].

Resim 1.3: Nar (P. granatum L.) Cigegi [12].

P. granatum ¢iceklerinin, petrol eter ile yapilan ekstraksiyonunda; ursolik asit ve
sitosterol elde edilmisken, kloroform ekstraksiyonunda asiatik asit, maslinik asit,
sitosterol, asetat ekstraksiyonunda daukosterol, urolik asit, metilelajik asit, ve maslinik
asit, aseton ekstraksiyonunda etil brevifolinkarboksilat, etanol ekstraksiyonunda; elajik
asit, gallik asit, D-mannitol ve metanol ekstraksiyonunda pomegranatat, ursolik asit,
urolik asit, daukosterol, pelargonidin 3,5 diglikozit, brevifolinkarboksilat, maslinik asit,

asiatik asit ve alkan yapilarindaki maddeler izole edilmistir [24-26].



1.2.2. Nar (P. granatum L.) Suyu

P. granatum’un yenilebilir kismin1 olusturan danelerin ya da biitiin meyvenin mekanik
preslenmesi sonucu elde edilen sivi kisimdir. Biitiin meyvenin mekanik preslenmesi ile
elde edilen P. granatum suyunun, sadece meyvenin yenilebilir kismindaki danelerin
preslenmesiyle elde edilen P. granatum suyuna gore 20 kat daha fazla antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ve ayni zamanda 6 kat daha fazla fenolik madde igerdigi
bilinmektedir. Bunun sebebi biitiin meyvenin mekanik preslenmesi ile P. granatum
meyve kabugunda bulunan ve suda ¢oziilebilen tanenlerden meydana geldigi yapilan

calismalarla belirlenmistir [27, 28].

Insiilin bagimlis1 olmayan diyabet hastalarina 3 ay boyunca giinliik 50 ml P. granatum
meyve suyu verilerek kan degerleri incelenmis ve diyabet parametrelerini diizenledigi
ayni zamanda makrofaj ve serumda antioksidatif tesirler gosterdigi ve ateroskleroz

seviyesinde dnemli derecede diisiiriicii etki gosterdigi belirtilmistir [29].

P. granatum meyve suyu ile yapilan arastirmalarda Ozellikle serbest radikalleri
temizleyici etkileri kanitlanmigtir. Aragtirmalarda antioksidan etkinin yalnizca in vitro
caligmalarda degil, in vivo c¢aligmalarda bile yiiksek antioksidan etkileri
gbzlemlenmistir. P. granatum meyve suyunun bir graminda tasidigi polifenol bilesik

miktar: yaklasik olarak 63 mikrogramdir [30-32].

P. granatum meyve suyu tiiketildikten yaklasik 48 saat sonra kandaki antioksidan
kapasitesini arttirdig1 ve damar sertligini 6nemli derecede diizelttigi, bilimsel calisma ile
kamtlanmistir [33]. Igeriginde hidrolize edilebilir tanenler arasinda en yiiksek degere
sahip olan punicalagindir. Glukoz, fruktoz ve inorganik madde kalintisinin yarisini
olusturan kalsiyum ayni zamanda 6nemli aminoasitlerden glutamik ve aspartik asit
bulunur. P. granatum meyve suyu kalori bakimindan diisiik, zengin vitamin degerlerine
sahip olan, kalp sagligin1 olumlu yonde etkileyen ve antikanserojen etki mekanizmasi

bulunan dogal bir {irlindiir [34].



1.2.3. Nar (P. granatum L.) Tohumu

P. granatum, dilimize g¢ekirdekli elma seklinde ¢evrilmektedir. Aril denilen meyvenin
yenilebilir kisminin merkezinde bulunan tohum sert ve koselidir. Meyvenin yaklasik
olarak % 4 ile % 10’luk kismini tohum olusturmaktadir. Tohumun % 6 ile % 20’sinde
lipid bulunmaktadir. Geri kalan kisimda Onemli miktarda seliiloz, lignin ve

polisakkaritler bulunmaktadir [17, 35].

P. granatum tohumu yiiksek miktarda C ve K vitamini igermektedir. Viicudun giinliik
ihtiyaci olan C vitamininin yaklagik olarak % 20’si, 100 gr P. granatum tiiketilerek
alinabilir. Bunlarin yaninda B1, B2, B3, B5, B6 ve B9 gibi 6nemli B grubu vitaminlerin

¢ogunu P. granatum tiiketimi ile alinmaktadir [36].

Resim 1.4: Nar (P. granatum L.) Meyve I¢ Kismi [12].

Meyve igerigi ve kabuk kisimlarinda oldugu gibi, P. granatum tohumlar1 da yiiksek
oranda polifenol igermektedir. Ozellikle tanen, antosiyaninler ve quercetin bakimindan
oldukca zengin olmasi, kanser ve kalp rahatsizliklarinda koruyucu etkisinin oldugunu

gostermektedir [37, 38].



Resim 1.5: Nar (P. granatum L.) Tohum ve Tohum Zar1 [12].

P. granatum tohumlarinda bulunan yag asidi bilesenleri; monogliserit, digliserit,
trigliseritlerdir. Serbest yag asitlerinin major bilesenleri ise 4-metillaurik asit, steroller,
1-3 dimetilstearik asit, punisik asit ayn1 zamanda igerdigi hormonlar; estriol, testosteron,
estrone ve 178-estradiol bunlarin yaninda glikozitler, fosfolipidler ve fenil alifatik tespit
edilmistir [39, 40].

1.2.4. Nar (P. granatum L.) Kabugu

P. granatum kabugu orami tiirlere gore degisiklik gostermekle birlikte, meyvenin
yaklasik olarak % 40'lik kismini olusturmaktadir. Ticari meyve sularmin 6nemli atik
tiriinlerinden biri olan P. granatum kabuklar1 oldukga yiiksek fenolik madde miktarina
sahiptir. Antik ¢aglardan giinimiize kadar boyar madde olarak kullanilan P. granatum
kabuklari, varyeteye gore sari, pembe, kirmizi ve mor gibi cesitli renklerde
goriilmektedir [41, 42].

Iceriginde oldukea diisiik miktarda alkaloid barindiran P. granatum kabuklari, yiiksek
miktarda ise triterpen ve tanen bulundurmaktadir [1]. Yapilan bir antioksidan
caligmasinda, P. granatum kabuklarinin antioksidan kapasitesi ¢ekirdeklerine gore
yaklagik iki kat daha fazla oldugu saptanmistir [43]. P. granatum kabuk ekstraktinin in
vitro bir ¢alismada meyvenin yenilebilir etli kismina oranla yaklasik olarak 10 kat daha

fazla antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir [44].



Resim 1.6: Nar (P. granatum L.) Tim Meyve [12].

Tarihten giiniimiize kadar geleneksel tipta 6nemli bir yere sahip olan P. granatum
kabuklari, toz haline getirildikten sonra kanli yaralanmalarda kullanilarak kani

durdurucu ve yara iyilestirici olarak kullanilmistir [45].

Bagirsak parazitlerini azaltici, ishal kesici, cilt enfeksiyonlari, kurt diisiiriicli ve viral
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir [1]. P. granatum kabuklarindan elde
edilen ekstraktlar gebeligi onleyici, akne, dizanteri, diyare, genital enfeksiyon, ziihrevi
hastaliklar, meme iltihabi, orta kulak iltihabi, agiz hastaliklar1 gibi ¢esitli saglik
bozukluklarinda tavsiye edilen ilaglarin bilesimlerinde kullanilmaktadir [46]. Canli
organizmalarda P. granatum kabuk ekstraktinin, gastrik ilser tedavilerinde olumlu
etkiler gosterdigi ve lipid peroksidasyonunda 6nemli derecede azalma sagladigi tespit

edilmistir [47].
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Ayrica P. granatum kabuk ekstrakti, posasinin ekstrakti ile karsilagtirildiginda, kabuk
ekstraktinin fenolik, proantosiyanin ve flavonoid maddeleri bakimindan posasina
nazaran oldukca fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle kabuk ekstraktinin serbest
radikalleri engelleme ve uzaklastirma ayni zamanda LDL oksidasyonunu engelleme
yoniinden, meyvenin posasina gore daha fazla antioksidan etkiye sahip oldugu
kanitlanmistir [48].

P. granatum kabuklarinin Farmakoloji alaninda kullanilmasinin temel sebebi
hepatoprotektif, anti-inflamatory ve antigenotoksik etkilerinden kaynaklanmaktadir.
Fareler 1lizerinde yapilan c¢alismalarda, P. granatum kabuklarinda bulunan
punicalagininin, metabolize edilebildigi ve plazmaya gegis yaptigi gdzlemlenmistir [49,
50].

Sekil 1.1: Punicalagin Bilesiginin Kimyasal Yapis1 ve Ug Boyutlu Goriintiisii
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P. granatum ‘un kabuk kisimlarinda bulunan punicalagin, suda ¢oziinebilen ve yiiksek
molekiil agirligina (1084 g/mol) sahip olan fenolik bir bilesiktir. Ayni zamanda minor
diizeyde bulunan ve punicalaginin bilesikleri olan punicalin, ellagic ve gallik asit
bilesikleride kabuk kisimlarinda mevcuttur. P. granatum kabuklarinda bulunan fenoller;
serbest radikalleri kararli hale getirebilmek igin elektron vererek veya tepkimeye girerek
serbest radikalleri uzaklastirmaktadir. Metanol ekstraktinda DPPH analizi ile P.
granatum kabuk ekstraktlarinin yaklasik % 91 oraninda serbest radikalleri uzaklastirdigi

tespit edilmistir [51-53].

Sekil 1.2: Ellagic Asidin Kimyasal Yapisi ve U¢ Boyutlu Gériintiisii
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Sekil 1.4: Punicalin Bilesiginin Kimyasal Yapist ve U¢ Boyutlu Gériintiisii
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P. granatum kabuklarinda yiiksek oranda bulunan punicagalin iizerine yapilan bir
calismada, 37 giin boyunca yiiksek dozda punicagalin farelerin diyetlerine eklenmistir.
Sonug olarak, punicagalinin herhangi bir toksik etkiye sebep olmadigi, tam tersine
antigenotoksik etkilerinin oldugu bu sebeple saglik alaninda bu bilesigin ¢ok yonlii

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [49].

P. granatum kabuk kisimlarinda baglica tanenler (kasuarin, pedunkulajin,
tellimagrandin, elajik asit, gallik asit, granatin A, granatin B, Kkorilajin), flavan-3-oller
(epigallokatesin-3-O-gallat, epikatesin, katesin), fenil propanoitler (klorojenik, kafeik
asit, p-kumarik asit, kuinik), flavon (luteolin 7-O-glikozit, luteolin), antosiyanin
(siyanidin, pelargonidin, delfinidin), flavonol (kemferol, rutin, kersetin, kemferol 3-O-
glikozit, kemferol 3-O-ramnoglikozit) ve alkoloidler (pelletierin) gibi bilesikler tespit
edilmistir [54-56].

1.3. Nar (P. granatum L.) ile Yapilan In vivo Calismalar

Hiperlipidemik 6zellikli fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada, diyetlerine P. granatum
cekirdek yagi eklenmis farelerin, karaciger triacilgliserol birikiminde kontrol

gurubundaki farelere nazaran iyilesme oldugu belirlenmistir [57].

Rosenblat ve ark. yaptiklari bir ¢alismada 4 ay boyunca yagli diyetle beslenmis ve
ateroskleroz gelistirilen farelere, P. granatum igeriginde bulunan gallik asiti 17 ve 51,5
ug equv/kg/giin dozunda enjekte etmisler. Sonug¢ olarak gallik asit verilen farelerin,
peritonal makrofajlarda oksidatif stres belirteglerinde azalma gorildigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada, gallik asit verilen grup ile yalmizca su verilen grup
arasinda kiyaslama yapildiginda; hiicresel lipid peroksidasyonda yaklasik % 42 azalma

ve rediikte gutasyon seviyesinde % 50 oraninda artis oldugu belirlenmistir [21].
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Chidambara-Murthy ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada kurutulmus P. granatum
kabuklarinin metanol ekstraktini ¢ikardiktan sonra bu ekstraktla bir grup rati beslemisler
diger gruba ise karbontetrakloriir (CCls) vermislerdir. Daha sonra bu iki deney grubunu
karaciger katalaz ve glutasyon peroksidaz degerlerini Karsilastirmiglardir. CCls verilmis
ratlarda karaciger katalaz ve glutasyon peroksidaz degerlerinde diisiis meydana
geldigini gozlemlemislerdir. Bu degerlerin diismesinin yani sira lipid peroksidasyon
degerinin yaklasik ti¢ kat artis gosterdigi tespit edilmistir. P. granatum kabuk
ekstraktinin uygulandigi grupta ise 14 giin boyunca kabuk ekstrakti verilip son giin
CCly verilerek degerlerine bakildiginda, karaciger katalaz ve peroksidaz seviyelerinin
kontrol grubuyla neredeyse ayni oldugunu ayni zamanda lipid peroksidasyon degerinin

% 54 oraninda azaldigini gézlemlemislerdir [58].

Noda ve ark. yaptiklar1 bir arastirmada farelerin beyninde hidrojen peroksit (H203)
indiiklii LDL oksidasyonunun tizerine, biitiin P. granatum meyvesinin aseton-su (70:30)
ekstresine ve 3 major antosiyanidinin (delfinidin, siyanidin, pelargonidin) antioksidan
etkinligine ESR teknigiyle bakilmistir. Hidroksil (OH), stiper oksit (O2) radikalleri ve
nitrik oksit (NO) kullanilmistir. P. granatum ekstrakti, OH ve O iyonuna kars: serbest
radikal stipiiriicli etki gostermistir. Antosiyanidinler buna ek olarak H202 iyonuna karsi
da bu etkiyi gostermistir. Bu sonuglardan antosiyanidinlerin P. granatum meyvesinde

antioksidan etkinligine katkida bulundugu anlasilmistir [59].

Aviram ve ark. {i¢ ay boyunca yaptiklart bir in vivo aragtirmada 200 pg gallik asite
esdeger c¢esitli P. granatum ekstraktlar1 verdikleri farelerde, ateromatéz plak
olusumunun azaldigini gézlemlemislerdir. P. granatum g¢ekirdeginin kolesterol, glikoz
ve trigliserid miktarlarin1 azalttigini, P. granatum tanesinin ¢ekirdeksiz boliimiiniin ise
trigliserid diizeyinde azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Bu etkilerin ise
P. granatum iceriginde bulunan fenolik maddelerin ve kompleks sekerlerin varligindan

kaynaklandigin belirtmislerdir [34].

Faria ve ark. 1 ay boyunca P. granatum meyve suyu verilen farelerde, karaciger
homojenatlarina MDA agisindan degerlendirmis Ve gruplar arasinda gozle goriiliir bir
deger degisimi olmadigini, fakat P. granatum suyunun Kkaraciger GSH diizeyi ile GSH-
Px, SOD ve CAT aktivitesini azalttigini, MDA diizeylerinin ayn1 kalmasi nedeniyle bu

azalmanin oksidan ve antioksidan dengeyi ¢ok fazla degistirmedigini, fakat antioksidan
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enzimlerdeki azalma mekanizmalarinin baska ¢alismalarla ortaya konulmasi gerektigini
ifade etmislerdir [60].

Mandal ve ark. bir ¢aligmalarinda streptozotosin ile diyabet olusturulmus bir grup rata
300 mg/kg ve diger grup rata ise 600 mg/kg dozunda P. granatum ¢ekirdek ekstrakti
uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, P. granatum cekirdek ekstraktinin serum

glukoz diizeyini diisiirdiigii gézlemlenmistir [61].

Celik ve ark. bir ¢alismada trikloroasetik asit (TCA) verilen ratlara 5 giin boyunca
P. granatum cay1 uygulanmistir. Calisma sonrasinda TCA verilen grubun AST ve ALT
seviyelerinde ylikselme; TCA ve P. granatum c¢ayi verilen grupta ise ALT, LDH, AST
ve CK seviyelerinde gozle goriiliir derecede diisiis oldugu belirlenmistir. Yapilan bu
calismanin verileri de P. granatum cekirdek yagmim, PCP'nin protein, seker ve yag
metabolizmasi tlizerindeki genotoksik etkileri azaltici ve karaciger hasarini diizenleyici

etkinliginin oldugunu kanitlamaktadir [62].

Bouroshaki ve ark. hekzabiitadien (HCBD) ile nefrotoksisite olusturmus rat gruplarina
0.16, 0.32 ve 0.64 mg/kg intraperitonal P. granatum c¢ekirdek yagi vererek
antigenotoksik etkisini kontrol etmislerdir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda HCBD
verilen rat grubunda bir giin sonra idrarda glikoz, protein, serum kreatinin ve {iire
seviyesinde Onemli derecede artis gozlemlendigini, HCBD’nin ratlarda bobrek
yetmezligini ortaya g¢ikardigini, bobrek MDA degerini artirdigini, P. granatum g¢icek
yag1 uygulanan gruplarda ise serum kreatinin ve tire seviyesi ile idrar glikoz ve protein

degerlerinde azalma oldugunu belirtmislerdir [63].

P. granatum ¢igek yagmin antitiimor etkilerini, konjuge linolenik asitler ayni zamanda
linoleik asitlerin farmakolojik ozellikleri ile ilgili literatiir arastirmalart yapilmistir.
Literatiir arastirmalari sonucunda P. granatum c¢icek yaginin antigenotoksik
ozelliklerinin, farkli mekanizmalar ve bilesiklerin etkisiyle oldugunu gostermektedir.
Yapilan bir arasgtirma sonucunda, diger arastirmalarda oldugu gibi P. granatum ¢icek
yaginin antigenotoksik etkileri ve antilipid peroksidatif etkilere sahip oldugunu
gostermektedir. Yapilan bu aragtirmada P. granatum cicek yaginin, PCP’nin GSH-Px ve
CAT aktivitesi ile NO diizeyinde kontrol grubuna yakin degerler icerdigi, ozellikle
H>0. ve peroksinitrit tarafindan olusan genotoksik etkilere karsi antigenotoksik
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ozelliklerin oldugunu gozlemlemislerdir. P. granatum c¢igek yaginin antigenotoksik
ozelliklerinin hangi bilesikler tarafindan ortaya ¢iktigi detayli calismalar sayesinde
literatiir bilgisine eklenebilir. Sonug¢ olarak yapilan bu arastirmada, P. granatum ¢icek
yaginin, ratlara oral gavaj yontemi ile 40 mg/kg uygulanarak PCP’nin karaciger hasari,
lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim etkinliklerinde azalmalara neden oldugu; 15
mg/kg dozunda 28 giin siireyle verilen P. granatum ¢igek yaginin ratlarda protein,
karbonhidrat ve yag metabolizmas: {izerine genotoksik etkilere sahip olmadigy,
karaciger {lizerinde toksik etkilere yol agmadigi, lipid peroksidasyonu olusturucu
etkilerinin bulunmadigi, P. granatum ¢icek yagiin PCP'nin genotoksik etkileri iizerinde
antigenotoksik etki gosterdigi belirlenmistir [64].

1.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, canli organizmalarda serbest radikallerin olusumunu ve serbest
radikallerin meydana getirdigi hasarlar1 engelleyen, yapisinda fenolik bilesikler
barindiran molekiillerdir [65]. Antioksidanlar; diisiik derisimlerle, yiikseltgenebilen
substratlara kars1 onemli derecede etki ederek substratin, prooksidanlar ile baslayan
oksidasyonunu ciddi diizeyde engeller veya geciktirirler. Prooksidanlar; lipidler, niikleik
asitler ve proteinlerde oksidatif hasar meydana getiren ve cesitli hastaliklara zemin
hazirlayan toksik bir maddedir. Bu tehlikeli madde ve bilesiklerin hasarlarini ortadan

kaldiran antioksidanlar giiniimiizde 6nemli bir yere sahiptir [66].

Antioksidanlar, disaridan alinabildigi gibi, viicut hiicreleri tarafindan da tiretilmektedir.
Disaridan gida yoluyla alinan antioksidanlar, flavonoidler, karotenoidler, vitaminler ve
polifenollerdir. Yapilan aragtirmalarda kalp ve kanser hastaliklari riski meyve ve sebze
tiketimi ile yliksek derecede azalmaktadir [67]. Antioksidanlar arasinda en Onemli
bilesik polifenollerdir. Bu bilesik birincil serbest radikalleri tutma 6zelligi gostererek,
zincir reaksiyonlarin olusumunu engeller, singlet oksijeni tutarak oksijen derisimini
azaltir ve metal iyon katalizorlerini baglayarak 6nemli derecede oksidatif hasarlari
inhibe ederler [68].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla dogal antioksidanlara olan ilgi olduk¢a artmustir.

Bunun temel sebebi, sentetik antioksidanlarin kanserojen etkilerinin ortaya ¢ikmasindan
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kaynaklanmaktadir. Dogal antioksidanlar canli organizmalarda genellikle 6nemli yan

etkilere sahip degildir. Bu sebeple gida sanayisinde kullanimi giin gegtikge artmigtir

[69].
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Sekil 1.5: Antioksidan Bilesenleri [70].

Antioksidanlarin, serbest radikallere karsi onemli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir.

Bunlar serbest radikalleri tutma ya da zayif bir molekiil haline getirme seklinde,

stiplirici veya toplayic1 etki, zincir reaksiyonlarinda serbest radikallere baglanip
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reaksiyonu belli bolgelerinden ayirarak zincir kirici etki, serbest radikallerin yapisina bir
hidrojen verip aktiviteyi inaktif hale getirerek bastirici veya giderici etki son olarak
onarict ve tamir edici etki gostererek oksidan molekiillerin hasarlarindan hiicreleri

korumaktadir [71, 72].

1.5. Genotoksisite

Fiziksel veya kimyasal ajanlar tarafindan genetik materyalde meydana gelen hasarlar
genotoksisite olarak tanimlanmaktadir. Tek zincir kiriklar1 (SSB), ¢ift zincir kiriklar
(DSB), DNA kalitimlar1 ve alkali labil bolgeler (ALS) bu hasarlara 6rnek verilebilir
[73]. DNA igerisinde bulunan genetik bilgi, replikasyondan sonra aslina uygun bir
sekilde, bir sonraki jenerasyona aktarilmaktadir. Bu aktarimda DNA’nin kimyasal,
fiziksel ve biyolojik faktorlerle etkilesimi sonrasinda birtakim bozulmalar ortaya
cikmaktadir. Genotoksisite bu hasarlar1 ve ortaya ¢ikaran etmenleri tanimlamak ig¢in

kullanilan bilim dalidir [74].

Muller, 1927 yilinda Drosophila melonagaster iizerinde yapilan bir deneyde X
1sinlarinin, normale gére 15 bin kat daha fazla mutasyonu arttirdigini gézlemlemis ve bu
calisma 15181inda Genetik Toksikoloji Bilim Dalina giris yapilmis, giiniimiize gelinceye

kadar gelisen teknoloji ile 6nemli arastirma alanlarindan biri haline gelmistir [75, 76].

Her canlinin kendine ait genetik bilgiyi tasiyan farkli sayilarda kromozomlardan olusan
genetik materyali mevcuttur. Cesitli kimyasal ve fiziksel etkiler sonucunda bu genetik
materyallerde ortaya ¢ikan degisimlere mutasyon denir [77]. Mutasyonlar fiziksel ve
kimyasal etmenler ile ortaya cikabildigi gibi kendiliginden de olusabilmektedir. Bu
mutasyonlar, bir sonraki nesile aktarilarak canlinin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinde
degisimler meydana getirmektedir. Mutajenlerin olusturduklar1 hasarlar iki sekilde
gozlemlenir. Bunlar viicudun tampon ve savunma sistemi ile onarabildigi hasarlar ya da
enzim sistemi ve viicut savunma mekanizmasi ile onarilamayan kalici hasarlardir.
Mutasyonlar sonucu meydana gelen en Onemli hastaliklar teratojenite, kanser ve
alerjidir. Canlilarda olumsuz etkilere sahip olan ve sonucunda mutasyona sebep olan
kimyasal ve fiziksel maddelerin tespiti i¢in ¢esitli test yontemleri gelistirilmistir. Bu test

yontemleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bilesiklerin genotoksisitesinin
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tespit edilmesinde kullanilan bu yontemler daha ¢ok ilag, kimyasal madde ve gevre
kirliligi sorunu ile ortaya ¢ikan birtakim zehirlere karsi kullanilmaktadir. Yapilan
genotoksisite testleri cogu zaman yeterli olmayip, bu testlerin yam sira alerjik testler,

antioksidan aktivite, akut ve kronik toksisite testlerine de ihtiya¢ duyulabilir [78].

Genetik yapida meydana gelen hasarlarin tespit edilmesi i¢in kullanilan genotoksisite
testleri, genotoksik ve mutajenik 6zelliklerde bulunan maddelerin karsinojenik etkilerini

degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir [79].

Genotoksisite testlerinde ilk hedef DNA molekiilii oldugu i¢in, bu testlerden elde edilen
sonuglar, insan sagligi tizerinde 6nemli tahminler olusturulmasinda katki saglamaktadir.
Bu sebeple herhangi bir tiir tizerinde DNA hasart meydana getirdigi bilinen kimyasal
maddenin, diger tiirler iizerinde benzer etki gosterebilecegini sdylemek miimkiindiir.
Giiniimiizde 200’den fazla mikroorganizma, bitki, bocek ve omurgali hayvanlar

tizerinde uygulanabilecek kisa siireli genotoksisite test yontemleri bulunmaktadir [80].

Bir madde iizerinde yapilan deneylerde genotoksik veya mutajenik 6zelliginin bulunup
bulunmadigint 6grenmek amaciyla ¢esitli  yontemler kesfedilmistir. Bunlar;
kromozomal aberasyon (CA), kardes kromatid degisimi (SCE), mikronukleus (MN),
ames ve comet assay yontemleridir. Bu yontemler sayesinde kromozom anomalileri,
gen mutasyonlari, DNA kiriklari, DNA eklentileri, andploidi ve klastojenite gibi
hasarlar tespit edilmektedir. Bu testler sayesinde dogal iiriinler {izerinde anti-mutajenik

ve anti-karsinojenik ¢alismalar yapilabilmektedir [81-83].

1.5.1. Mikroniikleus

Hiicrenin mitoz safthasinda ortaya ¢ikan, asil ¢ekirdekte bulunmayan, asentrik
kromozom veya tam kromozom yapilarindan kdken alan kisimlardir. Hiicre igerisinde
cesitli ajanlar tarafindan olusturulan yapisal ve sayisal anomalilerden kaynaklanan
bozukluklar, mikroniikleus sayisinda artis meydana getirmektedir. Mikroniikleus
olusumunun temel sebebi ise, andploidiyi aktive eden ajanlar tarafindan sentromer
boliinme problemlerini ve ig ipliklerinin fonksiyon bozukluklarini ortaya cikararak

mikroniikleus olusumuna temel olusturmaktadir [84].
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Mikroniikleus olarak isimlendirmenin nedeni, telofaz safhasinda ig ipliklerinin
bozukluklar1 sebebiyle geride kalan kromozomlar ve bu kromozomlarin pargalar
etrafinda niikleer bir zar yapisi olusturmasi, bu yapmin ise ¢ekirdekten daha kiiclik
olmasindan kaynakli olarak soylenmektedir. Mikroniikleuslar, kromozom kayiplar1 ve
kirtlmalar1 hakkinda bilgi almamizi saglayan onemli yapilardir. Cekirdek bolinmesi
bittikten sonra ortaya ¢ikan mikroniikleuslar, hiicre dongiisiiniin biniikleer agamasinda

gbzlemlenebilmektedir [85].

Mikrontikleus testi, 1950 yillarinda sadece bitki hiicrelerinin kromozom bozukluklarinin
tespit edilmesinde kullanmilmigtir. Yaklasik 20 yil sonra arastirmaci Haddle ve
arkadaslar1 vasitasiyla insan lenfosit hiicrelerinde karsinojenlerin tespit edilmesi
amaciyla kullanilmistir. Daha sonra arastirmacilar, gelistirdikleri baz1 modifiye yollar
sayesinde andploidiye sebep olan klastojen ile ajanlar1 ayirmak amaciyla mikrontikleus
biiytikliiklerinden faydalanmislardir. Klastojenler tarafindan uyarilan mikroniikleuslarin
kiiciik, ajanlar tarafindan uyarilan mikroniikleuslarin ebat olarak daha biiyiik oldugunu

tespit etmislerdir [86].

Mikroniikleus analizinin eksfolyatif hiicrelere yapildigi da bilinmektedir. Bu analiz
yonteminin brons, iirotelyal, burun ve agiz hiicrelerinde enfeksiyon ve kimyasallarin
etkileri tespit edilebilmektedir. Bolinme hizlart oldukga yiiksek olan bu hiicrelerin,
genotoksik etkiler tarafindan hasara ugradiklar1 kolay bir sekilde gozlenmektedir [87].
Bu sayede hiicrelerin olusturduklari dokularda ortaya ¢ikan morfolojik bozukluklar,
kromozom kiriklart uygulanan mikroniikleus analiziyle ortaya c¢ikarilmakta, ayni
zamanda bu analiz yonteminin pestisit, sigara ve enfeksiyon gibi c¢evresel etkilerin

hasarlarini belirlemek i¢in kullanildig1 bilinmektedir [88].

Mikroniikleus testi, ekstra kiiltiir basamagina ihtiyag duyulmadan, kolay ve fazla sayida
hiicre tipinde uygulama yapilabilen bir yontemdir. Klastojenik igerikli bilesikler
vasitastyla olusturulan, kromozomal bozukluklarin degerlendirilmesinde sikca
kullanilan ayni zamanda in vivo ve in vitro c¢alismalarda kullanilabilen 6nemli bir

genotoksisite testidir [89].
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1.5.2. Kromozomal Aberasyon

Kromozom sayisinda ve yapisinda meydana gelen degisikliklere kromozomal aberasyon
(KA) denir. Bu test yontemi ile sayisal ve yapisal anomaliler incelenmektedir.
Kromozomlarin sayisal ve yapisal bozukluklari sonucu genlerin yerlesim diizenleri ve
sayilarinda degisiklikler olmaktadir. Buna baglh olarak genotipik degisimler olur. Bu
yontemde genellikle kolsisin ve kolsemid gibi maddeler kullanilmaktadir. Tubilin
polimerizasyon inhibitorii olarak kullanilan bu maddeler, hiicre boliinmelerini metafaz
evresinde durdurarak kromozomlarin yapisal ve sayisal durumlarini kontrol etmemize
yardimc1 olur. Yapisal kromozomal aberasyonlar; kromozom kirigi, kromatid kirigi,
kardes kromatid birlesimi, disentrik kromozom, halka kromozom, fragment,

translokasyon, inversiyon ve izokromozomlardir [90, 91].

Her iki kromatidin ayni1 bolgesinde kirilma meydana gelir ise bu duruma kromozom
kirig1 denir. Boyle durumda hiicreler defisiyens kromozom bulundurmaktadir. Yalnizca
kromozomun bir kromatidinde kirilmalar meydana gelir ise bu durum kromatid kirigi
olarak isimlendirilir [92, 93].

Kromozom kirilmasinin meydana gelmesinin ardindan, kardes kromatidler kirilan
bolgelerden birbirlerine tutunmasiyla kardes kromatid birlesimi olur. Mitoz béliinmenin
anafaz sathasinda zit kutuba g¢ekilen kromatidler kromozom kopriisii kurarlar. Sentrik
fragmentlerin, iki kromozomun u¢ kisimlarinda olusan kromozom kirigina benzer

kiriklarin kopuk olan kisimlarini birlestirmesiyle ise disentrik kromozom olusur [93].

Bir kromozomda meydana gelen iki ucun kopmasi sonucu kirilan uglarin halka seklini
alarak birbirlerine yapismasina halka kromozom denir. Kirilmig olan kromozom
pargalarina ise fragment denir. Metafaz sathasinda meydana gelir ve kopmus oldugu
kromozomla birlikte zit kutuplara cekilirler. Kromozomlardan kopan parga yerine,
homolog olmayan kromozomlardan kopan parcanin gelip yapismasina translokasyon
denir. Bu parganin yer degisimleri karsilikli ya da tek tarafli olabilir. Kromozomun
iginden kirilan parganin ters donerek ayni1 bolgeye yapismast durumu inversiyondur. Bu
sebeple kromozomlardaki gen dizilisinde degisimler olur. Primer bogumdaki kirilmalar
sonucunda, kardes kromatidlerin birbirlerine yapismasina ise izokromozom denir.

Bunun sonucunda kromozomun her iki koluda ayni olur [93-95].
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1.6. Mitomycin-C

Streptomyces caespitosus’dan izole edilen mitomycin-C (MMC), ilk kullanimlarda
aminoglikozit antibiyotik amaciyla kullanilmig, 1983 yillar1 sonrasinda antitimor
aktivite ozelligi ile kullanilmaya devam edilen bir antibiyotiktir. Alkilleyici bir ajan
olan MMC, DNA c¢apraz bag olusumunu kirarak RNA ve protein sentezini inhibe eder
ve antineoplastik ozellik gosterir. Geleneksel olarak genitoiiriner sistemde bulunan
adenokarsinom ve transisyonel tiimoérlerin tedavisi amaciyla kullanilan ilagtir. MMC
yalniz basina DNA’da reaktif etki gostermemektedir [96-98]. Capraz baglanmanin yani
sira alkilleyici 6zellik gosterebilmesi i¢in kinon rediiksiyonu ve takiben C-10 (liretan

grubu) ayn1 zamanda C-7 (aziridin grubu) ile aktive olmaktadir [99].
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Sekil 1.6: Mitomycin-C nin Kimyasal Yapis1 ve Ug Boyutlu Goriintiisii

MMC, mavi ile mor renkli kristal seklinde bir tozdur. Molekiil agirlig 334,33 g/mol
olup, kimyasal yapis1 7-amino-9a-metoksimitozandir. Kapali formiilii ise C1sH18N4Os
seklindedir [100]. MMC’nin ¢apraz baglayici ve alkilleyici ajan olarak DNA’da
meydana getirdigi hasar etkileri sirasinda, serbest radikaller olusturarak baska bir yolak
ile DNA iizerinde yeni bir hasar meydana getirmektedir. MMC; fagosit NADPH-
oksidaz, NADPH- sitokrom P450, Ksantin oksidaz, Mitokondrial NADH-dehidrogenaz
gibi enzimlerin aktivitelerini engellemektedir. Cogu enziminde tesir gosterdigi redoks
sikluslart ile elektron rediiksiyon reaksiyonlarinda serbest radikal olusturmakta ve

semiquinon ara tirtiinii meydana getirmektedir [101, 102].
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Hayvan Materyali

*Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 26.04.2017/
2017/46 sayili izni ile ¢aligma onayi alindi.

Calismada 20 ile 30 gram arasinda agirliklara sahip olan, 8 haftalik disi fareler
(Mus musculus var. albinos) kullanildi. Calismada, kromozomal aberasyon ve
mikronukleus analizlerinin yapilmasi amaciyla toplam 48 adet fare kullanildi. Fareler
polikarbon malzemeler ile yapilmis ve 121C’de otoklove edilebilen kafeslerde 8’li
gruplar halinde standart deney hayvanlari bakim kosullarina gore yerlestirildi. Fareler
distile su ve normal fare yemi ile beslenip, su ve yem ihtiyaglarinin ad libitum olmasi
saglandi. Giinliik olarak 3 kez kontrol edilen fareler, % 50 bagil nem ve 20 + 2°C
sicakliga sahip, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik 151k periyotlu laboratuvar ortam ve
kosullarinda barindirildi. Calismada kullanilacak maddelerin dozlari farelerin giinliik
agirliklarina gore hazirlanmis olup, distile suda ¢oziilerek oral gavaj ve intra-peritonal

yol ile verildi.

2.1.2. Cahismada Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

2.1.2.1. Kullanilan Ekstraksiyon Teknigi

Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti

Calismada kullanilan Nar (P. granatum L.) Akdeniz bélgesinden temin edilmis olup,
mevsiminde ve taze olarak laboratuvar ortamina ulastirildi. Meyvenin kabuk kisimlari
alinip hava sirkiilasyonuna sahip ve giines gormeyen alanda kurutularak ogitiicii
yardimu ile 6giitiildii. Ogiitiilen bitki 6rneklerinden 50 gr alinarak ekstraksiyon ¢dziiciisii

ile yikanan soxhlet cihazi1 kartusu 500 ml’lik soxhlet ekstraktorii icerisine yerlestirildi.
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Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanol kullanildi. Kaynama balonuna 650 ml etanol
¢Oziiciisii konuldu.

Coziicli berrak bir hal alincaya kadar yaklasik olarak 10 saat siire ile ekstrakte (10-15
sifon) edildi. 10. saat sonunda elde edilen siv1 ekstraktlar mavi band siizge¢ kagidindan
stiziilerek partiikiiller uzaklastirildi. Siiziilen ekstrakt 6rnegi rotary evaporator ile 35-45
°C’de goziiciileri uguruldu. Balon igerisinde kalan nar kabugu ekstrakti 12 saat siire ile
desikatorde bekletildi. Coziiciisiinden tamamen uzaklastirilan nar kabugu ekstrakti 0,1
mg hassasiyetle tartilip ekstrakt kutusuna konularak +4 °C’de yapilacak olan ¢alisma
icin muhafaza edildi [103].

Mitomycin-C (MMC)

Bu calismada pozitif kontrol olarak kullanilan Mitomycin-C’nin (Sigma cat. No:
MO0440) kapali formulii: C1sH1gN4Os’dir.

Kolsisin (Colchicine)

Mitotik zehir olarak bilinen Kolsisin (colchicine (Sigma cat. No: C9754)), kromozom
preparatlarinin hazirlanmasi ig¢in kullanildi. Steril saf su igerisinde hazirlanan kolsisin
cozeltisi servikal dislokasyondan 2 saat 6nce 4 mg/kg dozda intra-peritonal olarak

farelere enjekte edildi. Molekiil agirligi: 399.4 g/mol ve kapali formiilii: C22H2sNOg’dir.

Eter (Dietil Eter, Etoksietan)

Etoksietan veya dietil eter (Merck cat. No: 100926) olarak da isimlendirilen eter, diisiik
kaynama noktasina ve karakteristik bir kokuya sahiptir. Calismada servikal
dislokasyondan once anestezik olarak kullanilmistir. Etil eter, etoksietan, 3-oksapentan,
etil oksit gibi isimlerde kullanilabilir. Molekiiler agirligi: 74.12 g/mol ve kimyasal
formiilii: C4H100’dur.
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Glasiyal Asetik Asit

Kromozomal aberasyon testinin hazirlanmasinda kullanildi (Merck cat. No: 100056).
Hydrogen acetate (HAc), acetyl hydroxide (AcOH), methanecarboxylic acid ve ethylic
acid seklinde ¢esitli isimleri vardir. Molekiil agirligi: 60.05 g/mol, kapali formiilii:
C2H40O, dir.

Hipotonik Eriyik

Calismamizda hipotonik eriyik olarak % 0,4’liik KCI (Merck cat. No: 1049360250)
kullanildi. Yapilan her preparasyondan 2 saat 6nce yeterli 6lgiide alinip, inkiibatorde 37

°C 1s1ya getirilerek kullanildi.

Carnoy Fiksatifi

Kromozomal aberasyon testinde kullanilan fiksatif, 3 kisim metanol ve 1 kisim glasiyal
asetik asit karisimu ile hazirlandi. Fiksatif kullanimindan 15 dakika 6nce hazirlanarak +4
°C’de agz1 kapali erlenmayerde bekletildi. Her preparat hazirlama isleminden 15 dakika

once hazirlanarak kullanildi.

Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi

Sorensen tamponu, eriyik tampon A ve tampon B seklinde iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanarak ¢alismaya uygun olarak birbiriyle degisik miktarlarda karistirilip kullanildi.
Hazirlanan sorensen tamponu agzi kapali cam kaplarda oda sicakliginda muhafaza
edildi.

Tampon A: 11. 34 g KH2PO4 250 ml saf su iginde ¢ozdiirtildi (pH=4.8).

Tampon B: 14. 83 g NazHPO4.12 H20 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiirtildi. (pH=9.3).
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Giemsa

Giemsa boyasi (Sigma cat. No: 51811826), calismada sorensen tamponu igerisinde
hazirlanmis % 10’luk ve % 20’lik boya eriyigi seklinde preparat boyama isleminde
kullanildi. 80 ml distile su, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B, 10 ml giemsa ile % 10’luk
giemsa boyasi1 hazirlanmigtir. 70 ml distile su, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B, 20 mi

giemsa ile % 20’lik giemsa boyas1 hazirlanmistir

May Griinwald

Calismada kullanilan May Griinwald boyas1 (Mediko Kimya, cat no: 25010231000)
mikroniikleus preparatlarinin  boyama asamasinda kullanildi. Sorensen tamponu
igerisinde % 0,25°lik ve % 0,125’1ik olarak hazirland.

Entellan
Preparatlar1 daimi kullanim haline getirmek icin kullanilan preparat kapatma
solisyonudur (Merck cat. No: 107961). Calismamizda lam ile lameli birbirine

yapistirmak amaciyla kullanildi.

Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)

Kromozomal aberasyon yonteminde fiksatif soliisyonunda kullanilmistir (Merck cat.
No: 106009). Bu kullanimda 3 hacim metanol ve 1 hacim glasiyal asetik asit seklinde

hazirlanmstir.

2.1.3. Calismada Kullamlan Deney EKipmanlari

Hassas Terazi

Tartim islemlerinde Precisa XB 220 A marka 0,0001 gr hassasiyetinde terazi kimyasal

ve nar kabugu tartimlarinda kullanildi.
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Santrifiij

Calismamizda 5000 rpm’ye kadar devir hizina sahip, 8 tiip kapasiteli ve 20 dakikalik

zamanlayici ayari ozellikleri bulunan Elektro-mag marka santrifiij kullanildi.

Mikroskop

Preparat incelemelerinde kamera ile fotograf makinasi monte edilebilen, immersiyon
objektifi bulunan ve koordinat cetveline sahip Olympus CX21 marka binokiiler 151k
mikroskobu kullanildi.

Etiv

Calismamizda kullanilan bazi eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasi igin O ile 100 °C
ayarlanabilir Elektro-mag M 420 Bp marka etiiv kullanildu.

2.2. Metot

1. Grup (n:8): Negatif kontrol. Bu gruptaki farelere 15 giin boyunca distile su oral yol
ile verildi. (Diger gruptaki fareler ile ayni stresi yasamalari igin) 16. giin eter anestezisi

altinda servikal dislokasyon yapildi.

2. Grup (n:8): 2 mg/kg Mitomycin-C. Bu gruptaki farelere 15 giin boyunca distile su
oral yol ile verildi. Farelere 2 mg/kg mitomycin-C 15. giin intraperitonal yol ile verildi.

16. giin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.
3. Grup (n:8): 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti. Bu gruptaki farelere

150 mg/kg nar kabuk ekstrakt1 15 giin boyunca oral gavaj yol ile verildi. 16. giin eter

anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.
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4. Grup (n:8): 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti. Bu gruptaki farelere
300 mg/kg nar kabuk ekstrakti 15 giin boyunca oral gavaj yol ile verildi. 16. giin eter

anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

5. Grup (n:8): 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C. Bu
gruptaki farelere 150 mg/kg nar kabuk ekstrakti 15 giin boyunca oral gavaj yol ile
verildi. 15. giiniin sonunda 2 mg/kg dozda MMC intraperitonal yol ile verildi. 16. giin

eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

6. Grup (n:8): 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C. Bu
gruptaki farelere 300 mg/kg nar kabuk ekstrakti oral gavaj yol ile 15 giin boyunca
verildi. 15. giin sonunda 2 mg/kg dozda MMC intraperitonal yol ile verilip 24 saat sonra

eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

2.2.1. Kromozomal inceleme ve Mitotik Indeksin Tespiti

Mitotik aktivite, mikronukleus testi ve kromozomal aberasyon testi igin olusturulan
gruplar ayr1 dozlarda ve kontrol grubu olmak iizere toplam 6 grup olusturuldu. Her
gruba 8 adet agirliklari 20 ile 30 gr arasinda degisen 8 haftalik disi fareler (Mus
musculus var. albinos) yerlestirildi. Calismada toplamda 48 adet fare kullanildi. Farelere
tartim sonuglarina gore, oral gavaj ve intraperitonal enjeksiyon yontemleriyle maddeler
agirlik sonuglarina baglh olarak verildi. Viicut agirliklarina gore 150 ile 300 mg/kg
P. granatum kabuk ekstrakti oral gavaj yol ile verilirken 2 mg/kg MMC intraperitonal

yol ile verildi. Calismada kullanilan maddeler distile suda hazirlandi.

Kromozomal aberasyon testi i¢in farelere Gtenaziden 2 saat once 4 mg/kg kolsisin
intraperitonal yol ile distile suda ¢oziilerek verildi. Fareler eter anestezisi yapildiktan
hemen sonra servikal dislokasyon yapilarak femur kemikleri ¢ikarildi. Cikarilan femur
kemikleri kaslardan temizlenerek mitotik indeks tespiti ve kromozomal aberasyon testi
icin kullanildi. Femur kemigine ait kemik iligi enjektdr yardim ile alinarak icerisinde 3

ml fotal dana serumu bulunan santrifiij tiiplerine alindu.
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Femur kemiklerinden birine ait olan 6rnekler, 1100 devirde 10 dakika boyunca santrifiij
edilerek siipernatant kismi atildi. Daha sonra 37° C’ye ayarlanmis etiivde 0.075 M 5 ml
KCI soliisyonu 30 dakika siire ile 1sitildi. Hiicreler 1sitilan hipotonik ¢dzeltide 20-30
dakika siire ile inkiibe edildi. Yapilan inkiibasyon sonras1 tekrar 1100 devirde 10 dakika

boyunca hiicreler santrifiij edildi ve slipernatant kismi atildu.

Hiicreler galismadan 1 giin once hazirlanan, soguk 5 ml Carnoy’s (metanol:glasiyel
asetik asit 3:1) ¢oOzelti icerisinde fikse edildi. Bu asamadan sonra tekrar santrifiij
yapilarak siipernatant kismi atildi. Daha sonra 3 kez fiksasyon islemi tekrarlanarak, tiip
igerisinde 0,5 ml kalacak sekilde siipernatant kismi atildi. Dipte kalan hiicreler, pastor
pipeti yardimiyla siispanse edildi ve nemli temiz lamlara 3-4 cm yukaridan damlatilarak
yayildi. Mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon i¢in metafaz preparatlari Preston’a

gore laboratuvar ve ¢aligma kosullarimiz g6z dniinde bulundurularak yapilmistir [104].

Bovyama Islemi

Preparatlar yayma islemi yapildiktan sonra oda sicakhiginda 24 saat kurutularak 10
dakika % 10’luk giemsa boyasi ile boyandi. Tekrar kurutulmaya birakilan preparatlar
entellan ile kapatilarak daimi hale getirildi. Yapilan mikroskobik incelemeler Olympus
CX21 marka 151k mikroskobunun 100X10’luk obje biiyiitmesi ile her fareden mitotik
aktivite i¢in rastgele 1000 adet hiicre sayimi yapildi. Kromozomal aberasyonun tespit
edilmesi i¢in ise her fareden rastgele 100 adet metafaz incelendi. Yapilan sayimlarda
metafaz sathasinda olan hiicrelerin sayilar1 ve kromozom hasarlar1 tespit edilerek

istatistiksel olarak sonuglar belirlendi.

2.2.2. Mikroniikleus Frekans Testi

Calismada mikronukleus testi i¢in kemik iligi kullanildi. Cikarilan femur kemikleri
kromozomal aberasyonda oldugu gibi kaslardan iyice temizlenerek iki ugtan kesildi.
Kemik iligi enjektor yardimi ile icerisinde 3 ml fotal dana serumu bulunan santrifiij

tiipline alindi. 2000 devirde 5 dakika boyunca santrifiij edilen tiipler ¢ikarildiktan sonra
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slipernatant alinarak geriye kalan kisim iizerine bir damla fotal dana serumu konuldu ve

stispanse edildi.

Tiiplerden alinan birer damla 6rnekler nemli ve temiz lamlar tizerine konularak yayma
yapildi. Hazirlanan preparatlar kurutulduktan sonra metil alkolde 10 dakika fikse edildi.
Incelemeye aldigimiz kemik iligi preparatlart 1975 yilinda Schmid tarafindan

gelistirilmis olup, ¢aligma kosullarimizin kaynagi olmustur [105].

Bovyama Islemi

Fikse edilen preparatlar ilk asamada 5 dakika boyunca % 0,25°lik May Griinwald boyasi
ile boyandiktan sonra distile suda yikandi. ikinci asamada ise yine 5 dakika boyunca
% 0,125’lik May Griinwald boyas: ile boyanarak tekrar distile suda yikandi. Preparatlar
son asamada ise 30 dakika % 20’lik Giemsa boyasi ile boyandiktan sonra tekrar distile
sudan gegirilerek kurumaya birakildi. Boyama asamasi biten preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi hale getirildi. Mikroniikleus tespitinde Olympus CX21 marka 151k
mikroskobunda 100X10’1u obje ile her fareye ait preparatlardan rastgele 2000 adet PCE
sayllarak MNPCE sayilari, 1000 adet PCE ve NCE sayilarak PCE/NCE yiizdeleri

belirlendi.

[statistik Analiz Ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri igin SPSS 22 paket programi
kullanildi. Kontrol ve deney gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesi igin, tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) yapildi ve p<0.05 istatistiksel olarak énemli kabul
edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kontrol ve Deney Gruplarimin Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Kromozomal

Aberasyon Oranlari

Icerigindeki polifenoller sayesinde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan nar kabugu
ekstraktinin genotoksik etkilere sahip olan mitomycin-C’nin disi fare (Mus musculus
var. albinos) kemik iligi hiicrelerindeki, kromozomal aberasyon ve mitotik aktivite
tizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigini belirlemek igin her grupta 8 hayvan
olmak tizere 6 grup olusturuldu. Gruplar; negatif kontrol grubu, mitomycin-C grubu,
150 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubu, 300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti
grubu, 150 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti + mitomycin-C grubu ve 300 mg/kg
P. granatum kabuk ekstrakti + mitomycin-C grubu, olmak tizere 6 grup olarak

belirlendi.

Negatif kontrol olarak belirlenen gruba 15 giin boyunca distile su oral gavaj yol ile,
150 mg/kg-300 mg/kg olarak belirlenen P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki
hayvanlara ise 15 giin boyunca ekstrakt oral gavaj yol ile verildi. Ayrica pozitif kontrol
grubu ve 150 mg/kg-300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti verilen gruptaki
hayvanlara 2 mg/kg dozda mitomycin-C, servikal dislokasyondan 24 saat Once

intraperitonal olarak uygulandi.

Doz gruplarinin her birinden bes preparat hazirlandi. Her ornege ait elde edilen
preparatlardan metafaz sathasinda olan toplam 100 hiicre sayildi. Bu 100 hiicre
icerisinde goézlemlenen yapisal kromozomal aberasyon oranlari belirlenerek, Tablo

3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3.1: Kontrol ve Deney Gruplar1 Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Kromozomal

Aberasyon Oranlart

Kontrol ve Deney Gruplari Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Kromozomal
Aberasyon Oranlan

- 1 1 1 3

19 30 17 20 86
14 28 10 11 63

*NK: Negatif Kontrol Grubu, MMC: Mitomycin-C, PG: P. granatum L., KK:
Kromozom kirigi, Kk: Kromatid kirigi, KKB: Kardes kromatid birlesimi, F: Fragment

Incelemeler sonucunda gruplar arasinda yapilan istatistiki verilere gore; kromozomal
aberasyon oranlart bakimindan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda, MMC
grubundaki kromozomal aberasyon oraninin maksimum seviyede oldugu, MMC ile
birlikte 150 mg/kg ve 300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti uygulamasina bagl
olarak ise bu oranin azaldigi, ayrica MMC ile birlikte uygulanan P. granatum kabuk
ekstraktinin doz artisina bagli olarak bu diislisii onemli 6l¢iide arttirdigi belirlendi
(p<0.001) (Tablo 3.2, Sekil 3.1).

Tablo 3.2: Kontrol ve Deney Gruplarma ait Kromozomal Aberasyon Istatistik

Sonuglari

NK 150PG 300 PG 150 PG 300 PG MMC P Degeri

+ +

MMC MMC
SO 3.00+0.767  4.0041.07¢ 4.00+1.07% 86.13+2.03° 63.25+1.67° 134.00+2.45%
Aberasyon

0.001

* Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel 6nemliligi ifade etmektedir.
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Sekil 3.1: Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait Kromozomal Aberasyon Oranlari

Resim 3.1: Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde Kromozom Kirig
Goriintisii (KK) (x1000)
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5 % oo’ .

Resim 3.2: Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde Fragment (F) ve Kardes
Kromatid Birlesmesi (KKB) Goriintiisii (x1000)

Resim 3.3: Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde Kardes Kromatid
Birlesmesi (KKB) Goriintiisii (x1000)
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Resim 3.4: Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde Kromatid Kirig1 (Kk)
Goriintiisii (x1000)

3.2. Kontrol ve Deney Gruplarimin Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite

Oranlari

Her hayvandan bes preparat hazirlandi. Hazirlanan kemik iligi preparatlarindan her
hayvanda rastgele 1000 hiicre sayildi. Metafaz evresindeki hiicreler sayilarak mitotik
aktivite oranlar1 tespit edildi (Tablo 3.3).

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri igin SPSS 22 paket programi
kullanildi. Kontrol ve Deney gruplari arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in, tek yonli
varyans analizi (One-Way ANOVA) yapild1 ve p<0.05 istatistiksel olarak 6nemli kabul
edildi.
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Tablo 3.3: Kontrol ve Deney Gruplar1 Fare Kemik 1ligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite

Oranlan

Gruplar Toplam interfaz Metafaz Grup Metafaz hiicre

hiicre hlicre hiicre ortalamasi  orani ortalamasi
Negatif
kontrol

sayisi sayisl sayisl (%)

150 mg/kg
300 mg/kg
PG+MMC

Mitotik aktivite sonuglarinin gruplarda kiyaslanmasina gére, MMC uygulamasinin
mitotik aktiviteyi diislirdiigii gozlemlenirken, MMC ile birlikte P. granatum kabuk
ekstraktinin uygulanan gruplarda ise bu oranin MMC grubuna kiyasla istatistiksel
olarak 6nemli 6lgtide arttigi tespit edildi (p<0.001) (Tablo 3.4, Sekil 3.2).

Tablo 3.4: Kontrol ve Deney Gruplarina ait Mitotik Aktivite Istatistik Sonuglari
150 PG 300 PG 150PG+ 300 PG+ MMC P

MMC MMC Degeri
39.00+2.00° 38.63+2.00° 21.13+1.13° 20.63+1.41° 16.25+1.28° 0.001

[\ Il e 39.25+1.83°2
Aktivite

* Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel 6nemliligi ifade etmektedir.
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Sekil 3.2: Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait Mitotik Aktivite Oranlar

3.2.1. Negatif Kontrol Grubu Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite

Oranlar

Kontrol grubunda bulunan farelere 15 giin boyunca distile su oral gavaj yol ile verildi.
Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi preparatlarindaki sayimlardan mitotik
aktivite, grup ortalamalar1 ve yilizde ortalamalar1 belirlendi. Kontrol grubu igin elde

edilen mitotik aktivite oranlar1 Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5: Negatif Kontrol Grubu Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite

Oranlari
Ornek No Toplam hiicre ~ Interfaz hiicre =~ Metafaz hiicre = Metafaz hiicre
sayisi sayis1 sayisl orani (%)
1 1000 960 40 4,0
2 1000 960 40 4,0
3 1000 963 37 3,7
4 1000 961 <2 oF
5 1000 959 41 4,1
6 1000 958 42 4,2
7 1000 963 37 3,7
8 1000 962 38 3,8
Grup Ortalamasi 39,25 3,925
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3.2.2. Mitomycin-C Grubu Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite

Oranlari

Pozitif kontrol olarak belirlenen mitomycin-C grubundaki farelere 15 giin boyunca
distile su oral gavaj yol ile verildi. Servikal dislokasyondan 24 saat 6nce 2 mg/kg dozda
mitomycin-C intraperitonal olarak verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik
iligi preparatlarindaki sayimlardan mitotik aktivite, grup ortalamalar1 ve yiizde
ortalamalar1 belirlendi. Pozitif kontrol (Mitomycin-C) grubu igin elde edilen mitotik
aktivite oranlar1 Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.6: Pozitif Kontrol (Mitomycin-C) Grubu Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mitotik
Aktivite Oranlari

Pozitif Kontrol (Mitomycin-C)

Ornek No Toplam hiicre  Interfaz hiicre =~ Metafaz hiicre =~ Metafaz hiicre

sayisi sayisl sayisi orant (%)
1 1000 983 17 1,7
2 1000 985 15 1,5
3 1000 986 14 1,4
4 1000 984 16 1,6
5 1000 982 18 1,8
6 1000 983 17 1,7
7 1000 984 16 1,6
8 1000 983 17 1,7
Grup Ortalamasi 16,25 1,625

3.2.3. 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti Grubu Fare Kemik Iligi
Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlari

150 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt
oral gavaj yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi
preparatlarindaki sayimlardan mitotik aktivite, grup ortalamalar1 ve yiizde ortalamalari
belirlendi. 150 mg/kg nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti grubu igin elde edilen
mitotik aktivite oranlar1, Tablo 3.7’ de gosterilmistir.
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Tablo 3.7: 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti Grubu Fare Kemik iligi
Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlar

150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti

Ornek No Toplam hiicre  Interfaz hiicre =~ Metafaz hiicre =~ Metafaz hiicre

sayist say1s1 sayis1 orant (%)

1 1000 961 39 3,9
2 1000 960 40 4,0
3 1000 958 42 4,2
4 1000 959 41 4,1
5 1000 962 38 3,8
6 1000 964 36 3,6
7 1000 963 37 3,7
8 1000 961 39 3,9

Grup Ortalamasi 39 3,9

3.2.4. 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu
Fare Kemik 1ligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlar:

150 mg/kg nar kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt oral gavaj
yol ile verildi. Ayrica servikal dislokasyondan 24 saat dnce 2 mg/kg dozda mitomycin-
C intraperitonal yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi
preparatlarindaki sayimlardan, mitotik aktivite grup ortalamalari ve yiizde ortalamalart
belirlendi. 150 mg/kg nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti + mitomycin-C grubu igin
elde edilen mitotik aktivite oralari, Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.8: 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu
Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlar

150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C
Ornek No Toplam hiicre ~ Interfaz hiicre =~ Metafaz hiicre =~ Metafaz hiicre

sayis1 sayis1 sayis1 orani (%)

1 1000 980 20 2,0
2 1000 979 21 2,1
3 1000 980 20 2,0
4 1000 977 23 2,3
5 1000 978 22 2,2
6 1000 978 22 2,2
7 1000 979 21 2,1
8 1000 980 20 2,0

Grup Ortalamasi 21,125 2,11
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3.2.5. 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti Grubu Fare Kemik ligi
Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlari

300 mg/kg nar kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt oral gavaj
yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi preparatlarindaki
sayimlardan mitotik aktivite, grup ortalamalar1 ve yiizde ortalamalar1 belirlendi. 300
mg/kg nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti grubu icin elde edilen mitotik aktivite
oranlari, Tablo 3.9°da gosterilmistir.

Tablo 3.9: 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakt1 Grubu Fare Kemik Iligi
Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlari

300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti

Ornek No Toplam hiicre  Interfaz hiicre =~ Metafaz hiicre =~ Metafaz hiicre

sayisl sayisl sayisl oran1 (%)
1 1000 959 41 4,1
2 1000 964 36 3,6
3 1000 965 35 3,5
4 1000 961 39 3,9
5 1000 961 39 3,9
6 1000 962 38 3,8
7 1000 960 40 4,0
8 1000 959 41 4,1
Grup Ortalamasi 38,625 3,862

3.2.6. 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu
Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlari

300 mg/kg nar kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt oral gavaj
yol ile verildi. Ayrica servikal dislokasyondan 24 saat 6nce 2 mg/kg dozda mitomycin-
C intraperitonal yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi
preparatlarindaki sayimlardan, mitotik aktivite grup ortalamalar1 ve yiizde ortalamalari
belirlendi. 300 mg/kg nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakt1 grubu + mitomycin-C igin

elde edilen mitotik aktivite oranlar1 Tablo 3.10°da gosterilmistir.
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Tablo 3.10: 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu
Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mitotik Aktivite Oranlar1
300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C

Ornek No Toplam hiicre  Interfaz hiicre =~ Metafaz hiicre =~ Metafaz hiicre

say1st say1st say1st orani (%)
1 1000 980 20 2,0
2 1000 981 19 1,9
3 1000 979 21 2,1
4 1000 978 22 2,2
5 1000 977 23 2,3
6 1000 979 21 2,1
7 1000 980 20 2,0
8 1000 981 19 1,9
Grup Ortalamasi 20,625 2,0625

3.3. Kontrol ve Deney Gruplarimin Fare Kemik 1ligi Hiicrelerinde Mikroniikleus

Frekanslari

Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan nar kabugu ekstraktinin, genotoksik etkilere
sahip olan mitomycin-C’nin disi fare (Mus musculus var. albinos) kemik iligi
hiicrelerinde sitotoksisite iizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigini belirlemek i¢in

her grupta 8 hayvan olmak {izere 6 grup olusturuldu.

Gruplar; negatif kontrol grubu, mitomycin-C grubu, 150 mg/kg P. granatum kabuk
ekstrakti grubu, 300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubu, 150 mg/kg P. granatum
kabuk ekstraktt + mitomycin-C grubu ve 300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti +

mitomycin-C grubu, olmak {izere 6 grup olarak belirlendi.

Negatif kontrol olarak belirlenen gruba 15 giin boyunca distile su oral gavaj yol ile, 150
mg/kg-300 mg/kg olarak belirlenen P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki hayvanlara
ise 15 giin boyunca ekstrakt oral gavaj yol ile verildi. Ayrica pozitif kontrol grubu ve
150 mg/kg-300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti verilen gruptaki hayvanlara 2 mg/kg
dozda mitomycin-C servikal dislokasyondan 24 saat Once intraperitonal olarak

uygulandi.
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Mikroniikleus testi i¢in hazirlanan kemik iligi preparatlarindan her hayvana ait bes adet
preparat hazirlandi. Toplam olarak bir hayvandan 2000 adet PCE hiicre sayimi yapilarak
mikroniikleus frekanslar1 belirlendi (Tablo 3.11).

Tablo 3.11: Kontrol ve Deney Gruplarinin Mikroniikleus Test Sonuglari

Gruplar  Toplam MNPCE MNPCE Grup
PCE (%) Ortalamasi

Negatif 16000 1,987
kontrol

- 16000 757 4,730 94,62 8000 3895 4105 0,94
150 mg/kg [REE0) 329 2,056 41,12 8000 5374 2626 2,04
PG

el 16000 565 3,531 70,62 8000 4121 3879 1,05
PG+MMC

Rl 16000 331 2,060 41,37 8000 5437 2563 2,11
PG

Rl 16000 482 3,012 60,25 8000 4731 3269 1,44
PG+MMC

* MNPCE: Mikroniikleuslu Polikromatik Eritrosit, PCE: Polikromatik Eritrosit, NCE:

Normokromatik Eritrosit,

PCE NCE PCE/NCE
Sayis1  Sayisi (0)¢:) 1)1

Toplam
Eritrosit

39,75 8000

MNPCE oranlar incelendiginde ise diger parametrelerde oldugu gibi MMC uygulanan
gruptaki hayvanlarin MNPCE oranlarinin artis gosterdigi ve P. granatum kabuk
ekstrakti uygulamasiyla da bu artisin azaldigi, uygulanan P. granatum kabuk
ekstraktinin doz artisina bagli olarak bu disiisiin paralellik gosterdigi gozlemlendi

(p<0.001) (Tablo 3.12, Sekil 3.3).

PCE/NCE oranlarina bakildiginda MMC grubunun diger gruplara gore disiik
seviyelerde oldugu, P. granatum kabuk ekstrakti uygulanan MMC gruplarinda ise bu
oranin artmaya bagladigi, P. granatum kabuk ekstraktinin doz artisiyla da dogru orantilt
olarak bu oranin arttig1 ve istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptand: (p<0.001) (Tablo
3.12, Sekil 3.4).
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Tablo 3.12: Kontrol ve Deney Gruplarina ait Mikroniikleus ve PCE/NCE Oranlarinin

Istatistiki Sonuclari

150 PG 300 PG 150PG 300PG

+ +
MMC MMC Degeri

o =\[o/= 2.22+0..08% 2.04+0.04° 2.1240.06® 1.06+£0.01°  1.44+0.02¢  0.94+0.03F 0.001
Oranlan
VIS 39.75+1.679 41.13+2.429 41.38+1.69¢ 70.63+1.06° 60.25+1.49° 94.63+1.412 0.001
Oranlar

* Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel onemliligi ifade etmektedir.

MNPCE Oranlari
120.00
100,00
80,00

60.00

40.00

miii
0.00

150PG  300PG 150 300
PG+rMMC PG+MMC

Sekil 3.3: Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait MNPCE Oranlari
PCE/NCE Oranlari

2.00
1.50
1.00
alls
0,00

150 PG 300 PG 150 300
PG+rMMC PG+MMC

Sekil 3.4: Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait PCE/NCE Oranlari
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Resim 3.5: Deney Grubu Farelerin Kemik Higi Hiicrelerinde PCE, NCE ve
MNPCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)
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Resim 3.6: Deney Grubu Farelerin Kemik 1ligi Hiicrelerinde PCE, NCE ve
MNPCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)
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Resim 3.7: Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde PCE, NCE ve 2
Mikroniikleuslu MNPCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)

3.3.1. Negatif Kontrol Grubu Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test

Sonuclarn

Kontrol grubunda bulunan farelere 15 giin boyunca distile su oral gavaj yol ile verildi.
Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi preparatlarindaki sayimlardan PCE,
MNPCE ve PCE/NCE oranlar belirlendi. Kontrol grubu i¢in elde edilen mikroniikleus

oranlar, Tablo 3.13’de gosterilmistir.
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Tablo 3.13: Negatif Kontrol Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus

Test Sonuglar

Negatif Kontrol Grubu

Ornek Toplam  MNPCE MNPCE Toplam PCE NCE PCE/NCE
No PCE Orani Eritrosit Sayis1  Sayist Orani
(%) (PCE+NCE)

1 2000 40 2,00 1000 685 315 2,17
2 2000 41 2,05 1000 700 300 2,33
3 2000 42 2,10 1000 680 320 2,12
4 2000 38 1,90 1000 693 307 2,25
5 2000 37 1,85 1000 700 300 2,33
6 2000 39 1,95 1000 692 308 2,24
7 2000 40 2,00 1000 686 314 2,18
8 2000 41 2,05 1000 681 319 2,13

Grup Ortalamas1 | 39,75 1,9875 Grup Ortalamasi 2,21

3.3.2. Mitomycin-C Grubu Fare Kemik 1ligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test

Sonuclan

Pozitif kontrol olarak belirlenen mitomycin-C grubundaki farelere 15 giin boyunca
distile su oral gavaj yol ile verildi. Servikal dislokasyondan 24 saat 6nce 2 mg/kg dozda
mitomycin-C intraperitonal olarak verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik
iligi preparatlarindaki sayimlardan PCE, MNPCE ve PCE/NCE oranlar1 belirlendi.
Mitomycin-C grubu i¢in elde edilen mikroniikleus oranlari, Tablo 3.14°de

gosterilmistir.

Tablo 3.14: Mitomycin-C Grubu Farelerin Kemik Iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test

Sonuglari

Ornek  Toplam MNPCE MNPCE Toplam PCE NCE PCE/NCE

No PCE Orant Eritrosit Sayis1  Sayist Orani

(%) (PCE+NCE)

1 2000 93 4,65 1000 489 511 0,95
2 2000 97 4,85 1000 496 504 0,98
3 2000 95 4,75 1000 475 525 0,90
4 2000 94 4,70 1000 483 517 0,93
5 2000 93 4,65 1000 484 516 0,93
6 2000 96 4,80 1000 486 514 0,94
7 2000 95 4,75 1000 495 505 0,98
8 2000 94 4,70 1000 487 513 0,94

Grup Ortalamasi 94,625 4,73 Grup Ortalamasi 0,94
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3.3.3. 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti Grubu Fare Kemik ligi

Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglari

150 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt
oral gavaj yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi
preparatlarindaki sayimlardan PCE, MNPCE ve PCE/NCE oranlar1 belirlendi. 150
mg/kg nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti grubu i¢in elde edilen mikroniikleus

oranlari, Tablo 3.15’de gosterilmistir.

Tablo 3.15: 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstraktt Grubu Farelerin Kemik

Mligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglar

150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti

Ornek  Toplam MNPCE MNPCE Toplam PCE NCE PCE/NCE
No PCE Orant Eritrosit Sayis1  Sayist Orant
(%) (PCE+NCE)

1 2000 45 2,25 1000 663 337 1,96
2 2000 40 2,00 1000 678 322 2,10
3 2000 39 1,95 1000 673 327 2,05
4 2000 41 2,05 1000 669 geil 2,02
5 2000 44 2,20 1000 670 330 2,03
6 2000 40 2,00 1000 672 328 2,04
7 2000 38 1,90 1000 675 325 2,07
8 2000 42 2,10 1000 674 326 2,06

Grup Ortalamas1 | 41,125 2,056 Grup Ortalamasi 2,04

3.3.4. 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu
Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonu¢lari

150 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt
oral gavaj yol ile verildi. Ayrica servikal dislokasyondan 24 saat énce 2 mg/kg dozda
mitomycin-C intraperitonal yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik
iligi preparatlarindaki sayimlardan PCE, MNPCE ve PCE/NCE oranlar belirlendi. 150
mg/kg Nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti + mitomycin-C grubu igin elde edilen

mikrontikleus oranlar1, Tablo 3.16°da gosterilmistir.
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Tablo 3.16: 150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu

Farelerin Kemik Iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglar1

150 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C

Ornek  Toplam MNPCE MNPCE Toplam PCE NCE PCE/NCE
No PCE Orani Eritrosit Sayis1  Sayist Orani
(%) (PCE+NCE)
1 2000 71 3,55 1000 513 487 1,05
2 2000 70 3,50 1000 517 483 1,07
3 2000 72 3,60 1000 512 488 1,04
4 2000 70 3,50 1000 519 481 1,07
5 2000 71 3,55 1000 514 486 1,05
6 2000 72 3,60 1000 513 487 1,05
7 2000 70 3,50 1000 515 485 1,06
8 2000 69 3,45 1000 518 482 1,07
Grup Ortalamas1 | 70,625 3,531 Grup Ortalamasi 1,05

3.3.5. 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti Grubu Fare Kemik Iligi

Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuclari

300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt
oral gavaj yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik iligi
preparatlarindaki sayimlardan PCE, MNPCE ve PCE/NCE oranlar1 belirlendi. 300
mg/kg Nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti grubu i¢in elde edilen mikroniikleus

oranlari, Tablo 3.17°de gosterilmistir.

Tablo 3.17: 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstraktt Grubu Farelerin Kemik

Mligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglar

Ornek  Toplam MNPCE MNPCE Toplam PCE NCE PCE/NCE
No PCE Orant Eritrosit Sayis1  Sayist Orani
(%) (PCE+NCE)
1 2000 40 2,00 1000 672 328 2,04
2 2000 42 2,10 1000 681 319 2,13
3 2000 42 2,10 1000 689 311 2,21
4 2000 40 2,00 1000 674 326 2,06
5 2000 41 2,05 1000 675 325 2,07
6 2000 44 2,20 1000 685 315 2,17
7 2000 39 1,95 1000 681 319 2,13
8 2000 43 2,15 1000 680 320 2,12
Grup Ortalamas1 | 41,375 2,06 Grup Ortalamasi 2,11

50



3.3.6. 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakt1 + Mitomycin-C Grubu

Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuclar

300 mg/kg P. granatum kabuk ekstrakti grubundaki farelere 15 giin boyunca ekstrakt
oral gavaj yol ile verildi. Ayrica servikal dislokasyondan 24 saat 6nce 2 mg/kg dozda
mitomycin-C intraperitonal yol ile verildi. Her hayvandan bes adet hazirlanan kemik
iligi preparatlarindaki sayimlardan PCE, MNPCE ve PCE/NCE oranlar1 belirlendi. 300
mg/kg Nar (P. granatum L.) kabuk ekstrakti + mitomycin-C grubu i¢in elde edilen

mikrontikleus oranlar1 Tablo 3.18’de gosterilmistir.

Tablo 3.18: 300 mg/kg Nar (P. granatum L.) Kabuk Ekstrakti + Mitomycin-C Grubu

Farelerin Kemik Iligi Hiicrelerinde Mikroniikleus Test Sonuglart

300 mg/kg Nar (P. granatum L.) + Mitomycin-C

Ornek Toplam  MNPCE = MNPCE Toplam PCE NCE PCE/NCE
No PCE Orant Eritrosit Sayis1 = Sayisi Orani
(%) (PCE+NCE)
1 2000 62 3,10 1000 586 414 1,41
2 2000 59 2,95 1000 593 407 1,45
3 2000 60 3,00 1000 596 404 1,47
4 2000 61 3,05 1000 591 409 1,44
5 2000 58 2,90 1000 592 408 1,45
6 2000 61 3,05 1000 595 405 1,46
7 2000 62 3,10 1000 590 410 1,43
8 2000 59 2,95 1000 588 412 1,42
Grup Ortalamasi 60,25 3,012 Grup Ortalamasi 1,44
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4. TARTISMA ve SONUC

P. granatum, tohum, su ve kabuk kisimlarindan olusan bir meyvedir. Birgok calisma ile
P. granatum’un farmakolojik ve terapotik etki mekanizmalar1 ortaya konmustur.
Flavonoid polifenoller ve fenolik asitler bakimindan oldukca zengin olan P. granatum

ayni zamanda tanenler de igermektedir [106-108].

Gegmisten giiniimiize kadar yapilan ¢esitli ¢alismalarda P. granatum’un, antioksidan,
antiviral, antibakteriyel, antidiyabetik, antihelmintik, antidiyaretik ve antineoplastik
ozellikleri belirlenmistir. P. granatum meyvesinin ¢esitli kisimlarinda bulunan fenolik
bilesiklerden dolay1 tiimoriin metastazi 6nlemesi ve antikarsinojenik etki gosterdigi de
bilinmektedir [106, 109-113].

Genetik materyalde meydana gelen defektlerin belirlenebilmesi igin ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu analiz yontemleri birgok mutajenin DNA {izerindeki hasar olusturma
risklerinin, bununla birlikte genotoksik etkilerinin ortaya g¢ikarilmasinda ¢ogunlukla
kullanilan kisa siireli yontemlerdir. Bu yontemler igerisinde en ¢ok kullanilanlar;
mikroniikleus, kromozomal aberasyon, ames, comet assay ve kardes kromatid degisimi
test yontemleridir [114 -120].

Genetik materyalde olusan hasarlara karsi cesitli bilesikler ile canlinin savunma
sistemlerini gelistirmek olduk¢a Onemlidir. Cesitli oksijen radikalleri olusturan
kanserojen ve mutajen maddeler genetik materyal olan DNA tizerinde hasarlara neden
olmaktadir. Bu nedenle antikanserojenik ve antimutajenik olarak bilinen bilesikler
serbest radikalleri ortadan kaldiran antioksidan ve serbest radikalleri stipiiriicii etkiye
sahip maddelerdir [121-124].

Fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA’da olusturdugu genotoksik etkileri minimum
seviyede tutmak icin, son zamanlarda yapilan caligmalarla dogal bitkisel {iriinlerin
antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi dogal antioksidanlarin 6nemini arttirmigtir [121].
Insanlar, viicutlarinda bulunan dogal antioksidanlar sayesinde maruz kaldiklar1 mutajen
maddelerin olumsuz etkilerine karst1 koymaktadirlar. Viicutta bulunan dogal
antioksidanlarin tiretimi yas ilerlemesine bagl olarak yavaslamaktadir. Bundan dolay:

insanlar antioksidan takviyesine ihtiya¢ duymaktadirlar. Canli viicudunda meydana
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gelen genotoksik ajanlarin DNA’da olusturdugu hasarlarin etkilerini minimize etmek
icin ¢esitli antigenotoksik bilesiklerin kullaniminin arttirilmasi, mutasyonlar sonucunda
meydana gelen kanser gibi hastaliklardan korunmada ¢ok O©nemli oldugu
bildirilmektedir. Cesitli in vivo ¢alismalar, P. granatum igeriginde, yiiksek miktarda
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin varligini ortaya c¢ikarmistir. Bu yararh
antioksidanlar polifenol olarak bilinmekle beraber viicuttaki serbest radikallere karsi
gui¢li bir savunmacidir [5, 122, 125-127].

Valadares ve ark. yaptiklar bir in vivo ¢caligmada P. granatum yaprak ve meyvesinden
alinan etanol ekstraktinin, alkilleyici ajan olarak bilinen siklofosfamid genotoksisitesi
lizerine antigenotoksik etkilerini fareler iizerinde mikroniikleus test yontemi ile
arastirmiglardir. Calismada P. granatum yaprak ve meyve ekstrakti 10 giin boyunca oral
gavaj yol ile 12.5, 25, 50 ve 75 mg/kg dozlarinda farelere verilmistir. Servikal
dislokasyondan 24 saat dnce ise 200 mg/kg siklofosfamid intraperitonal yol ile farelere
enjekte edilmistir. Bu ¢alisma sonucuna gore yalnizca P. granatum verilen gruplardaki
farelerde herhangi bir mutajenik etkiye rastlanmamustir. Siklofosfamid ile olusturulan
DNA hasarma karst ise 50 ve 75 mg/kg P. granatum meyve ekstraktinin DNA’da
olusan hasarlari Onemli derecede inhibe ettigi gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak
P. granatum yaprak ve tim meyve ekstraktinin herhangi bir mutajenik etkiye sahip
olmadigin1 ve siklofosfamid ile indiiklenen oksidatif DNA hasarna karst ise
P. granatum’un doza baglh olarak koruyucu etki gosterdigi literatiir bilgisine
kazandirilmistir [128].

Abdou ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada P. granatum kabuk ve tohum
ekstraktinin, CCls genotoksisitesi tizerindeki inhibe etkisi ratlar {izerinde arastirilmustir.
Bu arastirmada testislerin kromozomal sapmalari, sperm anomalileri, molekiiler
analizler ve niikleik asit tayini kullanilmistir. Sonuglar CCls’iin  kromozomal
bozukluklar arttirdigi, sperm anomalilerine yol agtig1 ve amplifiye fragman DNA sayis1
olarak genotoksisite {iirettigi ayni zamanda toplam ¢0Oziinebilir protein igerigini
azalttigin1 belgelemistir. Fakat CCls genotoksisitesi iizerine, P. granatum cekirdegi
ekstrakti verilen gruplarda, P. granatum’un genotoksisiteyi onemli Olciide azalttigi
gozlemlenmistir. Sonug olarak CCls genotoksisitesine karsi antigenotoksik etki gésteren

P. granatum kabuk ve tohum ekstraktinin, bu koruyucu etkisini igeriginde bulunan
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antioksidanlar ve serbest radikallere kars1 savunucu olmasindan kaynaklandigr algisini

olusturmustur [129].

Al-Megrin yaptigi bir in vivo calismada, farelerde Giardia lamblia tarafindan
olusturulan enfeksiyona karsi P. granatum kabuk ekstraktini uygulamistir. Farelere
10°/mL enjekte edilen Giardia lamblia Kisti iizerine 300 mg/kg P. granatum kabuk
ekstrakti gavaj yol ile verilmistir. Sonu¢ olarak fare diskilari incelendiginde mevcut
bulgular, Giardia lamblia enfeksiyonuna karsi P. granatum kabuk ekstraktinin

iyilestirici etkisi gozlemlenmistir [130].

Gharzouli ve ark. fareler tizerinde yaptigi bir deneyde etanol ile olusturulan gastrik
hasara kars1 P. granatum kabuk ekstraktinin mide koruyucu etkisini arastirmislardir. 5
ile 50 mg/kg gavaj yolu ile verilen P. granatum kabuk ekstraktinin farelerde olusturulan
mide hasarlarmma karst koruyucu etki gosterdigi gozlemlenmistir [131]. Yine bu
calismaya benzer bir deney ise Ajaikumar ve ark. tarafindan yapilmistir. Yapilan in vivo
caligma, etanol ve aspirin ile olusturulan gastrik ilsere karst P. granatum kabuk
ekstraktinin koruyucu etkisi aragtirtlmistir. Sunulan bu ¢alismada P. granatum kabuk
ekstraktinin dozlar1 250 mg/kg ve 500 mg/kg seklinde oral gavaj yol ile uygulanmastir.
Calisma sonucuna gore P. granatum kabuk ekstraktinin gastroprotektif etkisi oldugu ve

bu etkinin antioksidan etkisinden kaynaklandig: bildirilmistir [132].

Hussein ve ark. erkek albino fareler lizerinde yaptiklari bir ¢alismada, malathion ve
atrazin pestisitlerinin neden oldugu genotoksisiteye karsi P. granatum kabuk
ekstraktinin antigenotoksik etkilerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada comet assay analiz
yontemini kullanan arastirmacilar 30 giin boyunca yaptiklari bu deneyde kullandiklar1
maddeleri oral gavaj yol ile vermislerdir. Bu ¢alismada alinan sonuglar P. granatum
kabuk ekstraktinin, tek bagina malathion ve atrazin pestisitlerinin genotoksisitesine karsi

onemli dlciide antigenotoksik etki gostermedigini rapor etmiglerdir [133].

Karwasra ve ark. kemoterapotik bir ajan olan sisplatinin nefrotoksisitesi {izerine
P. granatum kabuk ekstraktini ratlar tizerinde arastirmislardir. Calismada intraperitonal
yolla 8 mg/kg™ verilen Cisplatine kars1 P. granatum kabuk ekstraktin1 50, 100, 200
mg/kg™ olarak oral gavaj yol ile uygulamislardir. Bu ¢alisma sonucunda P. granatum

kabuk ekstraktinin, sisplatinin olusturdugu bobrek hasarina karsi, apoptoz, oksidatif
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stres ve inflamasyonu azalttigi dolayis1 ile renoprotektif etki gosterdigini rapor

etmislerdir [134].

Mestyr ve ark. yaptiklar1 ¢alismada streptozotocin (STZ) ile deneysel olarak diyabet
olusturulan ratlar tizerine, P. granatum metanolik yaprak ekstrakti uygulamasi
yapmuslardir. Bu ¢alismada tek doz olarak 45 mg/kg intraperitonal yol ile verilen STZ
izerine 2 ay boyunca oral gavaj yol ile 100, 200 ve 400 mg/kg P. granatum yaprak
ekstrakt1 verilmistir. Deney sonucuna goére P. granatum yaprak ekstraktinin antioksidan,
antihiperglisemik ve antiglikasyon ozellikler gostererek diyabetli ratlar iizerinde 6nemli

derecede iyilestirici etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur [135].

Padma ve ark. yaptiklart in vivo ¢alismada c¢evreye ve insan sagligina neden olan
organik klorlu lindan pestisitinin bobrek ve karaciger hiicrelerinde getirdigi hasarlara
kars1 gallik asitin koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Ratlar iizerinde yapilan bu
calismada lindan pestisitinin uygulandig1 grupta bobrek ve karaciger dokularinin hasara
ugradigi  sonucuna varilirken, gallik asit uygulamalarinda koruyucu etki
gozlemlenmistir. Sonug olarak lindan pestisitinin olusturdugu oksidatif hasarlara kars:
gallik asidin antioksidan etki mekanizmasi ile koruyucu etki gosterdigi literatiir

bilgisine kazandirilmigtir [136].

Malviya ve ark. nar kabugunun antioksidan ve antibakteriyel Ozelliklerini
arastirmiglardir. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak yapilan P. granatum kabuk ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteleri en yiiksek etanolik ekstraktindan alinirken, antibakteriyel
aktivitesi dort bakteri susuna karsi test edilmistir. Test edilen tiim bakterilere karsi
P. granatum kabugunun antibakteriyel etki gosterdigi ve yliksek fenolik igerigi
bakimindan 6nemli derecede antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir
[137].

Cerda ve ark. P. granatum kabugunda yiiksek miktarda bulunan punicalagin ve
ellagitanin bilesiklerinin herhangi bir toksik etkisinin olup olmadig1 yoniinde ¢aligma
yapmuslardir. Ratlar {izerinde yapilan bu ¢alismada, yaklasik olarak % 6 punicalagin
diyetlerine eklenerek 37 giin boyunca beslenmeleri saglanmistir. Calisma sonucuna gore
glutasyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzim degerlerinde kontrol

grubu ile benzerlik gostermistir [3].
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Avila ve ark. fare kemik iliginde kromun meydana getirdigi genotoksisiteye karsi
P. granatum meyve ekstraktinin antigenotoksik etkilerini arastirmislardir. 10 giin siire
ile yapilan bu ¢alismada nar meyve ekstrakti dozlar1 25, 50 ve 75 mg/kg olarak oral
gavaj yol ile verilirken, krom dozu 30 mg/kg dozunda intraperitonal yol ile verilmistir.
P. granatum meyve ekstraktinin en fazla antigenotoksik etki gosterdigi dozun 50 mg/kg
oldugu gozlemlenmistir. Calisma sonucuna gore, P. granatum meyve ekstrakti krom
genotoksisitesi  iizerine Onemli derecede antigenotoksik etkiler gosterdigini

bildirmislerdir [138].

Zahin ve ark. ratlar tizerinde yaptiklari bir in vivo ¢alismada P. granatum kabugunda
yiiksek miktarda bulunan punicalagin ve ellajik asit bilesiklerinin olasi antioksidan
etkilerini ames test yontemi ile arastirmiglardir. Calismada mutajenite olarak benzo (a)
piren (CooHz12) kullanilmistir. Sonug olarak benzo (a) piren ile olusturulan mutajeniteye
kars1 P. granatum kabugunda bulunan punicalagin ve ellajik asit bilesiklerinin doza

bagl olarak 6nemli derecede antimutajen etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir [139].

Siddique ve Afzal tarafindan yapilan bir ¢alismada MMC genotoksisitesine karsi
apigenin antigenotoksik etkilerine fare kemik iligi hiicrelerinde, kromozomal aberasyon
ve kardes kromatid degisimi analiz yontemleri kullanilarak incelenmistir. Arastirmacilar
apigenin dozlarin1 10, 20 ve 40 mg/kg seklinde intraperitonal yol ile uygulamislar ve
genotoksik olarak kullanilan MMC dozunu 2 mg/kg seklinde vermislerdir. Sonug
olarak, apigenin kardes kromatid degisimi ve kromozomal aberasyon oranlarinda

onemli bir azalmanin var oldugunu rapor etmislerdir [140].

Maatouk ve ark. MMC genotoksisitesi lizerine naringinin antigenotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Erkek fareler tizerinde yapilan bu ¢alismada naringin dozlar1 20 ve 40
mg/kg seklinde ayarlanmis ve intraperitonal yolla termal olarak verilmistir.
Genotoksisite i¢in kullanilan MMC ise 6 mg/kg olarak intraperitonal yol ile farelere
enjekte edilmistir. Ames test yontemi kullanilan ¢alismada naringinin herhangi bir
genotoksik etkiye sahip olmadigi, MMC tarafindan olusturulan genotoksisiteye karsi
antigenotoksik etki gosterdigi yapilan bu ¢alismayla literatiire kazandirilmigtir [141].

Calismada yapilan kromozomal aberasyon, mitotik aktivite ve mikroniikleus analiz

sonuglarina gore P. granatum kabuk ekstraktinin belirlenen dozlar1 herhangi bir
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genotoksik etki gostermemistir. P. granatum kabuk ekstrakti igin incelenen
parametrelerin  kontrol grubuna olduk¢a yakin degerler icerdigi go6zlemlendi.
Kromozomal aberasyon oranlarima bakildiginda MMC grubundaki aberasyonun en
yiiksek degerlere sahip oldugu ve MMC ile birlikte uygulanan 150 mg/kg ve 300 mg/kg
P. granatum kabuk ekstrakti uygulamalarinda, ekstraktin doz artigina bagli olarak bu

seviyeleri diislirdiigii belirlendi (p<0.001).

Mitotik aktivite oranlar1 agisindan yalnizca MMC uygulanan grupta mitotik aktivite
seviyesinin diisik oldugu, MMC ile birlikte uygulanan P. granatum kabuk ekstrakti
gruplarinda ise yalmiz MMC uygulanan gruba gore 6nemli Olglide mitotik aktivite
oranini yiikselttigi tespit edildi (p<0.001).

Mikroniikleus analiz incelemeler sonucuna goére PCE/NCE oranlari agisindan, MMC
grubunda diisiik seviyeler gozlemlenirken, P. granatum kabuk ekstrakti uyguladigimiz
gruplarda bu orani arttirdig1 ve bu degerlerin doz artisiyla dogru orantili oldugu, ayrica

istatistiksel sonuglar bakimindan 6nemli oldugu saptandi (p<0.001).

MNPCE oranlart incelendiginde diger parametrelerde oldugu gibi MMC uyguladigimiz
grupta bulunan hayvanlarda MNPCE oranlarinin yiiksek degerler gosterdigi ve
P. granatum kabuk ekstraktinin bu yiiksek degerler tizerinde inhibe edici etkisinin ve bu

durumu doza bagli olarak gosterdigi gézlemlendi (p<0.001).

Ayrica P. granatum bitki kisimlarinin fenolik bilesiklerce zengin oldugu cesitli
caligmalarla ortaya konuldugundan bu ¢alismada kullanilan kabuk ekstrakt dozlarinin
antigenotoksik etkilerinin fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi, bununla birlikte P.
granatum kabuk ekstraktinin igeriginde bulunan bilesiklerin ayr1 ayri saflastirilarak
daha ileri molekiiler tekniklerle arastirilmasinin literatiire Onemli derecede katki

saglayacagi kanisina varildi.
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