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OZET

Amygdalin kayisi, seftali, aci badem, erik ve elma gibi Rosaceae familyasina ait bitki
tohumlarinin ana bilesenidir. Kanserin dnlenmesi, ates diisiirticii ve oksiirigli giderici gibi
farkli farmakolojik 6zelliklerinden dolay1 alternatif tipta kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
Amygdalin'in insan periferal lenfositlerinde in vitro genotoksik ve antigenotoksik etkileri
metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda ve varliginda degerlendirilmistir. Bu amagla
kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve
comet testleri kullanilmistir. S9 karisim igermeyen deneylerde, Amygdalin‘in antigenotoksik
aktivitesi, Mitomisin-C (MMC) ve Hidrojen peroksite (H202) kars1 ii¢ antigenotoksisite
protokolii olan 6n-, es ve ge¢c zamanli muameleler kullanilarak arastirilmistir. Lenfositlere,
Amygdalin'in farkli konsantrasyonlar1 (0,68; 1,72; 3,43; 6,86 ve 13,75 ng/mL) tek bagina ve
MMC (0,20 pg/mL) ve H202 (100 uM) ile birlikte uygulanmistir. S9 karisim varliginda
antigenotoksisite degerlendirmesi Siklofosfamid’e (SF) kars1 es zamanli muamele protokolii
kullanilarak gerceklestirilmistir. Amygdalin, S9 karisim yoklugunda ve varliginda test
edilen higbir konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermemistir. Diger yandan, Amygdalin
tim muamele tipleri ve tiim konsantrasyonda MMC’nin neden oldugu kromozomal
sapmalar1 (6zellikle 48 saatte), KKD ve MN frekanslarini (6n ve es zamanli muamelede 0,86
ug/mL hari¢) onemli dlgiide azaltmistir. Ek olarak, Amygdalin SF ile indiiklenen KA ve
KKD frekanslarim1 en diisik konsantrasyon (0,86 pg/mL) disinda diger tim
konsantrasyonlarda 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Ayrica, Amygdalin genotoksinler (MMC ve
SF) tarafindan biiyiik 6l¢iide azaltilan Mi'yi artirmis, ancak RI ve NBI'yi énemli 6lgiide
etkilememistir. Comet testinde, Amygdalin tiim konsantrasyonlarda ve tim muamele
tiirlerinde H202 tarafindan indiiklenen oksidatif DNA hasarin1 6nemli 6lgiide azaltmustir.
Sonuglar, Amygdalin'in test edilen konsantrasyonlarda genotoksik olmadigin1 ve
antigenotoksik bir etki sergiledigini gostermistir. Amygdalin in vitro insan lenfositlerinde
genomik hasar tesvik eden genotoksik ajanlara kars1 kemopreventif aktivite sergilemistir.
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ABSTRACT

Amygdalin is a major component of the seeds of Rosaceae family of plants such as especially
apricots, peaches, bitter almond, plum, and apple. It is used in alternative medicine due to
its different pharmacological properties including cancer prevention, fever reducer and
cough suppressant. In the present study, in vitro genotoxic and antigenotoxic effects of
Amygdalin have been evaluated in human peripheral lymphocytes in the absence and
presence of metabolic activator (S9 mix). For this purpose, chromosomal aberrations (CA),
sister chromatid exchange (SCE), micronucleus (MN), and comet assays were used. In
experiments without S9 mix, the antigenotoxic activity of Amygdalin was investigated
against the Mitomycin-C (MMC) and Hydrogen peroxide (H202) using three
antigenotoxicity protocols, pre-, simultaneous and post-treatment. The lymphocytes were
treated with different concentrations of Amygdalin (0.68, 1.72, 3.43, 6.86, and 13.75 pg/mL)
alone and in combination with MMC (0.20 pg/mL) and H202 (100 uM). In the presence of
S9 mix, antigenotoxicity assessment was performed against Cyclophosphamide (CP) using
a simultaneous treatment protocol. Amygdalin did not show genotoxic effects at all
concentrations tested, both in the absence and presence of S9 mix. On the other hand,
Amygdalin significantly decreased chromosomal aberrations (especially at 48h), frequencies
of KKD and MN (except 0.86 pg/mL in pre- and simultaneous treatment) induced by MMC
in all treatment types and all concentrations. In addition, Amygdalin significantly reduced
CP-induced CA and SCE frequencies at all concentrations except the lowest concentration
(0.86 ug/mL). Also, Amygdalin enhanced MI which was reduced by genotoxins (MMC and
CP) but it did not significantly effect Rl and NBI. In comet assay, Amygdalin significantly
reduced oxidative DNA damage induced by H20: at all concentrations and all treatment
types. The results demonstrated that Amygdalin exhibited antigenotoxic effects but not
genotoxic effect in tested concentrations. Amygdalin exhibited chemopreventive activity
against genotoxic agents that promote genomic damage in human lymphocytes in vitro.
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1. GIRIS

Kanser, biiylime ve boliinme 6zellikleri bakimindan bozulmus olan hiicrelerin klonal olarak
yayilmasi olarak bilinmektedir. En komplike somatik genetik hastaliklar igerisinde yer alan
kanserin insidans1 oldukga yiiksektir (Yokus ve Cakir, 2012). Gliniimiizde kanser, gelismis
ekonomilere sahip iilkelerde 6nde gelen 6liim nedeniyken, gelismekte olan iilkelerde ikinci
6liim nedenidir (Rahman, locca, Kufta ve Shanti, 2020). Diinya ¢apinda kanserin gériilme
siklig1 ve oliim oranlar hizla yiikselmektedir. Ne yazik ki bu yiik yalnizca 6liim oranlar1 ve
vaka sayisinda gézlenmemekte ayni zamanda da kanserin teshis ve tedavisiyle iliskili olarak

ekonomik anlamda da maliyetli olmaktadir (Sung ve digerleri, 2021).

Normalde genetik faktorlerin etkili oldugu kalitimsal bir hastalik olarak diistiniilen kanserin
olusumunda, son yillarda gevresel faktorlerin (kimyasal ve endiistriyel kanserojenler,
enfeksiyonlar, tiitiin ve beslenme) daha etkili oldugu belirlenmistir (Ruiz ve Hernandez,
2016; Wozniak, Krajewski, Makuch ve Agrawal, 2021). Yapilan arastirmalara gore, hiicre
DNA’sinda farkli mutasyonlarin olusumuna neden olan bu c¢evresel ajanlar, karsinogenezin
¢ok adimli asamalarina miidahil olmaktadir. Bu asamalarin ilki olan inisiyasyon evresinde,
genotoksik hareket neticesinde hiicre DNA’sinda geri doniisiimsiiz olarak onarilamayan bir
hasar sonucu mutant bir ‘baslangi¢’ hiicresi ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle, Snemli genler
veya kromozomlarda meydana gelen mutasyonlar, hiicrenin boliinme oranini artirmakta ve
hiicre 6liimii oranini azaltmaktadir. Inisiyasyon evresinde olusan ’baslangic’ hiicresinden
tirevlenerek gelisen ve ilerleyen ¢ok evreli (inisiyasyon, promosyon ve progresyon) ve bir
dizi karmasik siiregler neticesinde ortaya g¢ikan trasformasyon sonucu malign neoplazmi
gelismektedir. Kanser olusumunun tiim bu siireglerinde ¢esitli genotoksik ve karsinojenik
ajanlarin fonksiyon gosterebildikleri belirtilmektedir (Klaunig ve Wang, 2018; Malacarne
ve digerleri, 2021; Ma ve digerleri, 2021).

Bugiin insanlarda kanserogenezin baglatilmasi ve gelisiminde etkili olan ajanlarin biiyiik
cogunlugunun (%90) dogrudan veya ksenobiyotik metabolizmadan sonra DNA hasarina
neden olan genotoksik karsinojenler olarak hareket ettigi bilinmektedir. Oldukga diisiik
konsantrasyonlarda dahi insanlar igin kanser riski teskil edebilen genotoksik karsinojenlerin
bir kismi, DNA ya da diger hiicresel bilesenlerle metabolik aktivasyondan bagimsiz olarak
dogrudan etkilesime girerken, bazilar1 metabolik aktivasyon bagimli olup reaktif ara

tiriinlere metabolize olduktan sonra, genotoksik veya kanserojenik etki gosterirler. Her iki



tiirlii de kanserojenler hiicresel diizeyde zararli etkilerini ekzojen ya da metabolik olarak
iiretilen elektrofiller ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) aracilifiyla sergilemektedirler (Barnes,
Zubair, John, Poirier ve Martin, 2018; Rendic ve Guengerich, 2012). Klasik kanser tedavileri
arasinda yer alan kemoterapi ve radyoterapi hiicre dongiisiinii durduran ve kanser hiicrelerini
oldiiren ajanlarin kullanimini icermektedir. Ozellikle, kanser kemoterapisinde kullanilan
sitotoksik kimyasallarin ana hedeflerinin DNA olmasi, sadece malign hiicrelerde degil ayni
zamanda normal hiicrelerde de biiylik 6l¢ciide DNA hasarlar1 ve hiicre 6liimlerine yol agarak
genotoksik strese neden olmaktadir. Ornegin, bir¢ok kanserin tedavisinde kullanilan
mitomisin-C (MMC) ve siklofosfamid (SF) gibi antineoplastik ajanlarin DNA’da ¢apraz
baglara neden olan DNA alkilleyici ara triinler ve oksidatif stresi tetikleyebilen ROT
tireterek genotoksik etkilere sebep olduklar: ispatlanmistir (Abdella, 2012; Maatouk ve
digerleri, 2018; Samarth ve digerleri, 2018; Sassi ve digerleri, 2021; Swift ve Golsteyn,
2014).

Aerobik metabolizma sonucu iiretilen serbest radikaller, oksijen ve nitrojenden kdken alan
reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen tiirleri (RNT) olarak bilinmektedirler. Aslinda, bu zararl
oksidan molekiillerin birgok dnemli biyolojik siirecte olumlu gérevleri bulunmaktadir. ROT
diisiik konsantrasyonlarda ve fizyolojik kosullarda homeostazin siirekliligini saglamakta ve
hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesine yardimci olmaktadir (Sharifi-Rad ve digerleri,
2020). Biyolojik sistemlerde oksidatif hasarlara neden olan en 6énemli radikaller hidroksil
radikali (OHe), siiperoksit (O2") ve hidrojen peroksittir (H202). Bu genotoksik molekiiller
DNA basta olmak iizere lipitler, karbohidratlar ve proteinlere ciddi hasarlar vererek hiicresel
fonksiyonlar1 bozabilmektedirler (Jelic, Mandic, Maricic ve Srdjenovic, 2021; Klaunig ve
Wang, 2018). Ote yandan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi enzimatik yapidaki ve serbest radikal siipiiriiciiler (E vitamini, ferritinler, farkl tioller
ve digerleri) gibi enzimatik yapida olmayan hiicre igi antioksidanlar ile serbest radikaller
arasindaki denge hiicresel homeostazi siirdiirmeye yardimci olmaktadir. Bu dengenin serbest
radikaller lehine bozularak endojen savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi oksidatif stresin
olusumuna neden olmaktadir (Celik ve Ayran, 2020; Kakehashi, Wei, Fukushima ve
Wanibuchi, 2013).

Hiicre i¢inde hareket eden ve radikal tiirleri noétrlestiren veya temizleyen antioksidan
savunma sistemine ait bilesenlerin biiyiik bir kismi disaridan beslenme yoluyla alinmaktadir.

Enzimatik olmayan antioksidanlarin en genis grubunu bitkiler igerisinde yer alan biyoaktif



fitobilesikler olusturmaktadir (Ritchie ve Ko, 2021; Sharifi-Rad ve digerleri, 2020). Bu
dogal antioksidan fitobilesiklerin genotoksik stresi azaltarak antigenotoksik etki sergiledigi
bulunmus, bu baglamda anti-mutajenik ve de antikarsinojenik aktiviteleri de aydinlatilmigtir

(Liu ve digerleri, 2018; Stoczynska, Powroznik, P¢kala ve Waszkielewicz, 2014).

Son donemlerde insanlar1 kanser gibi kronik hastaliklara karsi korumada basarili olabilecek
fitobilesiklere olan ilgi 6nemli boyutlarda artmis ve bu bilesikleri saptamak ve tanimlamak
amactyla bir¢ok aragtirma gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda en fazla yenilebilir bitkiler,
tibbi bitkiler ve toksik bir etkisi bulunmayan bitkiler kullanilarak ekstraksiyon islemleri
yapilmis ve bir¢ok saf bilesik izole edilerek test edilmistir (Liu ve digerleri, 2018). Glivelik
ve ekonomik kaygilar bakimindan analiz edilen fitobilesiklerin veya bitki 6ziitlerinin klinik
oncesi genotoksik potansiyellerini saptayarak, antigenotoksik, animutajenik ve
antikanserojen aktiviteleri bulunan bilesiklerin tanimlanmasi yeni kemopreventif
stratejilerin gelistirilmesinde biiylik bir 6nem tagimaktadir. Bu aragtirmalarda genotoksisite
testleri kullanilmakta olup, s6z konusu degerlendirmeler hem in vitro hem de in vivo olarak
gergeklestirilmektedir (D1 Stasi ve digerleri; 2002; Sponchiado ve digerleri, 2016; Tuenter,
Creylman, Verheyen, Pieters ve Van Miert, 2020). Testlere iligkin bilgi ve oneriler testlere
ait adimlar1 aciklayan Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilati (OECD) test kilavuzlarinda
sunulmaktadir. Genotoksik ve antigenotoksik etkilerin taranmasinda genellikle memeli
hiicrelerinin (6zellikle insan lenfositleri) kullanildigi in vitro testler tercih edilmektetir. In
vitro testlerin metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda ve varliginda gergeklestirilmeleri
standart bir uygulama haline gelmistir. Bu sayede hem test edilen ana bilesigin hem de
metabolik enzimler araciligityla agiga c¢ikan metabolitlerinin toksikolojik potansiyelleri
Ol¢iilebilmektedir (Burlinson, 2012; Shao ve digerleri, 2020). Kromozomal anormallik
(KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri en sik
kullanilan genotoksisite testleridir. Bu testlerden pozitif sonuglarin elde edilmesi genotoksik
etkiyi isaret ederken, bir genotoksin veya mutajenin artirdigi genetik hasarda gozlenen

azalma ise antigenotoksik etkiyi ortaya koymaktadir.

Kanser tedavisinde en az yan etkinin yaninda giiclii etkinligi olan yeni molekiillerin
gelistirilmesi gerekliligi, bitkisel metabolitleri diisiik sitotoksisiteleri ve yiiksek aktiviteleri
nedeniyle yeni anti-kanser ilag tasarimlar1 ve hastaliklarin tedavisi igin iyi birer kaynak
haline getirmistir. Bitki tlirlerinin yenilebilir kisimlarinda bulunan ve insanlar tarafindan

siklikla tiiketilen bu bilesikler, son yillarda alternatif tip uygulamasi olarak halk arasinda da



kullanilmaya baslanmis ve besinsel takviye olarak rahatlikla temin edilebilir hale gelmistir
(Kasali, Mtewa ve Tabakam, 2021: 31). Bu bilesiklerden biri olan Amygdalin, siyanojenik
glikozitler grubuna dahil olan bir bitki toksinidir. Amygdalin, dogada Rosaceae bitki
tohumlarinda farkli oranlarda bulunan bir bilesik olmakla birlikte en fazla act badem ve
kayis1 ¢ekirdeginde yer almaktadir. Amygdalin’in yar1 sentetik formu olan Laetrile uzun
yillar antitiimor ilac1 olarak kullanilmistir. Bugiin Amygdalin kullanimi yalnizca birkag tilke
ile smirlandirilsa dahi 6zellikle alternatif tipta bazi hasataliklarin tedavisinde tercih
edilmektedir. Amygdalin 1970'lerde kanser hastalar1 arasinda popiilerlik kazanmis ve 21.
yiizyilin baslarinda bu bilesige ilgi olduk¢a yiikselmistir (Dorr ve Paxinos, 1978; He ve
digerleri, 2020). Son yillarda tamamlayici ve alternatif tibba olan ilginin giderek arttig1 goz
Oniline alinacak olursa, internet promosyonu ve pazarlamasiyla yoOnlendirilen binlerce
Amygdalin {iriiniiniin ve tiiketicilerinin sayis1 halen belirsizligini korumaktadir. Ozellikle
kanser tedavisi i¢in yeni bir umut haline gelen Amygdalin’e yeteri kadar bilimsel ¢aligma
eslik etmemektedir. Uzun yillar ilag olarak kullanilmis olmasina ragmen, farmasdtiklerin
kullanima sunulmadan Once yapilmast mecburi olan genotoksisite testlerini igeren

ulagilabilir bir aragtirmaya rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasimin amaci Amygdalin’in genotoksik ve antigenotoksik etkilerini in vitro
insan lenfositlerinde metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda ve varliginda
incelemektir. Metabolik aktivator yoklugunda gergeklestirilen tiim calismalarda
kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degisim (KKD), mikroniikleus ve comet
testleri, metabolik aktivatér varliginda ise yalmizca KA ve KKD testleri kullanilarak
gerceklestirilmis. Calismanin antigenotoksisite kisminda ise Amygdalin’in hem alkilleyici
kemoterapi ajanlar1 olan MMC ve SF hem de oksidan bir bilesik olan H202’e kars1 genomik
hasar1 engelleme diizeyini 6lgmek planlanmistir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan iig¢
farkli uygulama protokolii olan 6n, es ve ge¢ zamanli muameleler kullanilarak test edilen
bilesegin etki mekanizmasi ile ilgili onemli bilgiler elde edilmistir. Boylece, bugiin hala
gecerliligini koruyan Amygdalin’in arti ve eksilerine iligkin c¢eliskilerin giderilmesine
yonelik 6nemli bilgilere ulasilabilecegi diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglarin ¢agimizin
hastalig1 olan ve uygulanilan pek ¢ok tedavi yontemlerine ragmen goriilme siklig1 giderek
artan kanser hastalig1 icin umut arayiginin yonii konusunda belirleyici bir rol oynayacagina

inanilmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Kiiresel Yiikii

Kanser gelisimi, ¢cok faktorlii etiyoloji, cok adimli ve multi-genetik degisiklikleri kapsayan
bir hastaliktir. Kanser terim olarak bozulmus hiicre 6liimii, sinirsiz hiicre proliferasyonu ve
genellikle metastaz olusturmak {izere uzak dokulara invazyon sonucu malign timor
olusumuna neden olan hiicre fizyolojisindeki zamansal-mekansal degisimleri igeren bir dizi
karmasik siire¢ olarak tanimlanabilir (George, Dellaire ve Rupasinghe, 2017; Seyfried ve
Shelton, 2010). Normalde genetik kdkeni olan bir hastalik olarak diisiiniilmesine ragmen son
yillarda yapilan arastirmalar g¢esitli epigenetik ve c¢evresel faktorlerin de kanserin
gelismesinde ve/veya ilerlemesinde dnemli bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir (Pogribny

ve Rusyn, 2013: 215; Sharma, McClees ve Afaq, 2017).

Kanser ekonomik olarak gelismis olan iilkelerde 6liimlerin ana nedenidir. Gelismekte olan
tilkelerde ise ikinci siradadir (Jemal ve digerleri, 2011; N. M. Meybodi, Mortazavian,
Monfared, Sohrabvandi ve F. A. Meybodi, 2017; Rahman ve digerleri, 2020; Schottenfeld,
Beebe-Dimmer, Buffler ve Omenn, 2013). Diinya saglk orgiitine (DSO-World Health
Organization) gore kanserden oliimlerin yaklasik %70' diisiik ve orta gelirli {ilkelerde
meydana gelmektedir ve kiiresel olarak, bugiin yaklasik olarak her 6 6limden 1'i kansere
baghidir (WHO, 2021). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (International Agency for
Research on Cancer) tarafindan hazirlanan GLOBOCAN 2020 yili tahminlerine gore diinya
capindaki kanser insidansi ve Oliim oranlar1 agiklanmistir. Buna gore 2020 yilinda 19,3
milyon yeni vaka oldugu tahmin edilmis ve yaklasik 10 milyon kanser nedenli 6liimler
oldugu bildirilmistir. Kadin meme kanseri tahmini olarak 2,3 milyon yeni vaka (%11,7) ile
en sik teshisi konulan kanser tipi olmus ve bunu sirasiyla akciger (%11,4), kolorektal
(%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri izlemistir. Akciger kanseri, tahmini 1,8
milyon 6liimle (%18) kanser nedenli 6liimlerin 6nde gelen sebebi olmay siirdiiriirken, bunu
kolorektal (%9,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve kadin meme (%6,9) kanserleri takip
etmistir. Bununla birlikte, kiiresel kanser yiikiiniin 2040 yilinda 28,4 milyon vaka olmasi
beklenmektedir ki bu da 2020'deki kanser oranlarina gore %47'lik bir artig1 temsil etmektedir
(Sung ve digerleri, 2021). Bunlarin yaninda, kanserin ekonomik etkileri de giderek énemli
oranda artmaktadir. Ornegin, yalmzca 2010 yili igin kanserin toplam yillik ekonomik

maliyetinin 1,16 trilyon ABD dolar1 oldugu tahmin edilmektedir (WHO, 2021). Genel



olarak, kanser insidansi ve 6liim oranlar1 diinya ¢apinda hizli bir artis gostermektedir. Bu
kiiresel yiik, biiyiik 6l¢lide hem yaslanmay1 hem de niifusun biiylimesinin yaninda bir¢ogu
sosyoekonomik gelismeyle iliskili kansere neden olan ana risk faktorlerinin prevalansindaki

ve dagilimindaki degisiklikleri yansitmaktadir (Sung ve digerleri, 2021).

Son yillarda yapilan g¢alismalar, hiicresel seviyede kanserin somatik hiicrelerin genetik
hastalig1 oldugunu dne siirerek, kanser kavramina yeni bir yaklagim getirmistir. Normal bir
hiicreden tam olarak malign bir hiicreye doniisiim hiicre biiylimesini ve hiicreler arasi
etkilesimleri diizenlemede rol oynayan genlerin degisiminden kaynaklanan bir seri
mutasyon araciligiyla meydana gelir. Bu mutasyonlar DNA sentezi ve hiicre replikasyonu
sirasinda ¢evresel ajanlara maruziyet sonucu olusabilir ya da germ hiicre mutasyonlar1 gibi
kalitsal olabilir (Wachsman, 1997; Radu, Mihalache ve Mihalache, 2014). DSO tarafindan
verilen bilgilere gore kanser insidansi ve 6liimlerin biiyiik bir kisminin bazi1 davranigsal ve
besinsel risklerden kaynaklandigi bilinmektedir. Bu riskler, yiiksek viicut kitle indeksi,
meyve ve sebze aliminin az olmasi, fiziksel aktivite eksikligi, tiitiin ve alkol kullanimi,
hepatit B (HBV), hepatit C (HCV) ve baz1 tip insan papilloma viriislerinden kaynaklanan
kronik inflamasyonlardir (WHO, 2021). Bu nedenle kanser bir dizi risk faktoriinii igermesi
nedeniyle yaygin bir yasam tarzi hastaligi olarak kabul edilmektedir. Kansere neden olan
davranislarin giderek ¢ogalmasi ile kanser yiikiiniin artig1 arasinda bir iliski oldugu kabul
gormektedir (Meybodi ve digerleri, 2017; Schottenfeld ve digerleri, 2013). Bu yaklasim,
tiim kanserler i¢in risk faktorlerinden yalnizca yaklasik %5-10"unun genetik faktorlere ve
%90-95'inin ¢evresel faktorlere (%10-15 kimyasal ve endiistriyel kanserojenler, %15-20
enfeksiyonlar, %25-30 tiitin ve %30-35 beslenme) dayanmasi dolayisiyla hakli
gorliinmektedir (Irigaray ve digerleri, 2007; Ruiz ve Hernandez, 2016; Wozniak ve digerleri,

2021).

2.2. Karsinogenez

Karsinogenez, cesitli molekiiler ve hiicresel olaylardan olusan ¢ok adimli neoplazik bir
stirectir. Hiicresel DNA'nin genetik modifikasyonu sonucu mutasyona ugramis bir hiicrenin
ortaya ¢ikmasi ve bu hiicrenin secici olarak biiylimesi neoplazik siirecin temelini
olusturmaktadir. Hiicresel biiylime mutasyona ugramis hiicrenin boliinme oranindaki artis
ve/veya bu hiicrenin 6liim oranindaki (apoptozis) azalma ile tetiklenebilir. Mutasyonlu hiicre

boliinmeye devam ettikge, yeni olusan lezyonda ilave epigenetik ve genetik degisiklikler



olusur. Hiicresel ve patolojik asamalar1 tanimlamak amaciyla, karsinogeneze neden olan
degisimler inisiyasyon (baslangic), promosyon (gelisme) ve progresyon (ilerleme) seklinde
adlandirilarak tanimlanmistir. Baslangi¢c asamasi, bir genotoksik hareket sonucu 6zellikle
onemli genler veya kromozomlarda olusan mutasyon kaynakli pre-neoplastik bir hiicrenin
olusumunu icermektedir (Sekil 2.1). Biliylime faktorleri, transkripsiyon faktorleri, protein
kinazlar, apoptotik sinyalizasyon proteinleri veya adhezyon molekiillerini kodlayan genlerde
olas1 mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi baslangi¢ asamasi sirasinda bir hiicrenin tlimorigenik
hale gelmesine zemin hazirlamaktadir (A. Chahar, N. Chahar, Kabirai ve Gupta, 2020; Ma
ve digerleri, 2021; Spandidos, 1986; Vincent ve Gatenby, 2008). Baslangi¢ hiicresi ayrica
bilinmeyen bir sebepten spontan olarak da olusabilmektedir. Pre-neoplastik baslangi¢
hiicresinin olusumu geri doniisiimii olmayan ve doza bagli bir siirectir. Bundan sonra, hasar
uygun sekilde onarilmazsa kalici olarak genoma dahil edilecektir (Angelieri, Yujra, Oshima
ve Ribeiro, 2017; Digiovanni, 1992; Klaunig ve Wang, 2018; Schulte-Hermann,
Timmermann-Trosiener ve Schuppler, 1983; Schulte-Hermann, Grasl-Kraupp ve Bursch,
1994).
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Sekil 2.1. Kanser olusumunun genel sekli (Salk ve Kennedy, 2020)

Nisbeten uzun siiren promosyon asamasi, hedef hiicre popiilasyonunda gerceklesen
tekrarlayan ¢ogalma dongiileri ve secici klonal genisleme ile karakterize edilir. Bununla
beraber, genetik ve epigenetik degisikliklerden kaynaklanan bir dizi karmasik olaylarin da
dahil oldugu diisiilmektedir. Bu asamada hiicreler siirekli anjiyogenezin eslik ettigi

programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozisten ve immiin denetimden kagma yetenegi



kazanmislardir. Bu evredeki olaylar da doza baglidir ancak tiimor promosyon uyarisi ortadan
kalktiginda geri dondiiriilebilir. Ugiincii asama olan progresyon ise pre-neoplastik evreden
malign neoplaziye gecisin meydana geldigi hiicresel ve molekiiler degisimleri icermektedir.
Karsinogenezin bu asamasi, geri dondiiriilemezdir. Genetik kararsizlik, ¢ekirdek ploidisinde
degisiklikler ve kromozom biitiinliiglinlin bozulmasi gibi farklilagmalar1 barindirmaktadir
(Farber ve Cameron, 1980; Schulte-Hermann ve digerleri, 1994; Klaunig ve Wang, 2018;
Malacarne ve digerleri, 2021). Yapilan pek ¢ok arastirma karsinogenezin ¢ok daha karmagik
oldugunu gostermistir, ancak iic asamali siirecin kullanilmasi kanser siirecini degistiren
durumlarin nerede ve nasil islendigini anlamak agisindan faydali olmaktadir. Kanseri
indiikleyen ¢esitli ajanlarin karsinogenez siirecinin tiim asamalarinda (tam karsinojenler)
veya secici asamalarda (timor baslaticilar-inisiyasyon asamasi) ve promosyon asamasinda

(timor gelistiriciler) islev gorebilecekleri agiktir (Klaunig ve Wang, 2018).

Kanser tedavisi i¢in uygulanan yontemler arasinda cerrahi miidehale, kemoterapi ve
radyasyon ana segeneklerdir. Bu ii¢ yontemin tiimii doku hasar1 ve kanser hiicresinin 6liimii
ile harekete gecen lokal ya da sistemik inflamasyonu indiikler. Kemoterapi ve radyoterapi
kanser hiicrelerini cogunlukla hiicre 6liimiiniin pro-inflamatuvar sekli olan nekroz aracilig1
ile oldiriirken, cerrahi miidahale strese duyarli yolaklarin aktif hale gelmesine yol
acmaktadir (Grivennikov, Greten ve Karin Vakkila, 2010; Vakkila ve Lotze, 2004). Kanser
hiicrelerindeki kontrolsiiz proliferasyonu hedef alan kemoterapi (sitotoksik bilesikler) ve
radyoterapinin (iyonize radyasyon) amaci hiicre dongiisiinii durdurmak ve/veya kanser
hiicrelerini 6ldiirmektir. Aslinda, hiicre dongiisiiniin en 6nemli asamas1 DNA replikasyonu
olmasi dolayisiyla bu tedavilerde kullanilan ajanlarin ana hedeflerinden biri DNA'dir. Bu
nedenle kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin genotoksik strese sebep olma potansiyelleri

oldukca yiiksektir (Attia, 2012; Swift ve Golsteyn, 2014).

2.3. Genetik Toksisite ve Kanser iliskisi

Genotoksisite, farkli ajanlarin genetik materyali hasara ugratma kabiliyetidir. Genetik
toksisiteye neden olan ajanlar ‘genotoksinler’ olarak tanimlanmiglardir. Genotoksinler
kokenlerine gore fiziksel, kimyasal ve biyolojik olabilmelerinin yaninda endojenik veya
ekzojenik de olabilirler. Fiziksel kaynakli genotoksik ajanlara UV 1s1k ve iyonize radyasyon
ornek olarak verilebilir. Kimyasal genotoksinler, pestisitler, poliaromatik hidrokarbonlar

(PAH'lar), agir metaller, organik ¢oziiciiler, baz1 kemoterapi ilaglart vb. bilesikleri



icermektedir. Biyolojik genotoksinler ise bazi bakteri, mantar, viriis, parazit ve bitkiler
tarafindan olusturulabilmektedir (Izquierdo-Vega ve digerleri, 2017; Lopez-Romero ve
digerleri, 2018).

Genotoksik ajanlar, mutajen, karsinojen veya teratojen olabilmektedirler. Mutasyonlar,
minimum bilgi birimleri olan tek bir gende veya yiiksek seviyeli birimler olan kromozomlar
tizerinde birden fazla yerde olusabilirler. Esey hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar
sonucu bazi anormallikler nesillere aktarilabilir. Somatik hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlar, kanserin yani sira kronik inflamasyon, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet ve diger cesitli patolojik durumlar1 igeren farkli hastaliklara yol
acabilirler (Lopez-Romero ve digerleri, 2018; Luca, Miron ve Aprotosoaie, 2016;

Stoczynska ve digerleri, 2014; Tuenter ve digerleri, 2020).

Bugiin kanserin ozellikle tiimor baskilayicilar (Hussain, Hollstein ve Harris, 2000) veya
proto-onkogenler (Lowy ve Willumsen, 1993) gibi biiylime diizenleyici genleri de igine alan
coklu mutasyonlarin birikiminden kaynaklandigi bilinmektedir. Bununla birlikte yapilan
aragtirmalarda K-RAS, H-RAS, BRAF, PTEN ve TP53 gibi 6nemli genlerde olusan
mutasyonlarin farkli kanser tipleri i¢cin karakteristik hale geldigi belirlenmistir (Sonoda,
2016; Zannoni, Angelico ve Santoro, 2020). Bu nedenle kritik genlerde bir¢ok mutasyonun
meydana gelmesi kanser hiicreleri i¢in ayirt edici bir 6zellik olmakla birlikte, kanserin geri
dondiiriilemeyen DNA hasarinin birikmesiyle ortaya ¢iktigi iddiasin1 da desteklemektedir

(Hernandez, Steeg, Luijten ve Benthem, 2009; Wilde ve digerleri, 2018).

Mutasyonlarin, 6zellikle karsinogenez ve genetik hastaliklarin ortaya ¢ikma riskini artirmasi
nedeniyle insan sagligi iizerinde biiyiikk bir etkisi vardir. Mutagenez ve karsinogenez
arasindaki giiclii korelasyon, 50 yili askin siiredir genetik toksikoloji arastirmalarinin
arkasindaki itici giic olmustur (Salk ve Kennedy, 2020). Genetik toksikoloji, kimyasal ve
fiziksel ajanlarin genetik materyal {izerindeki etkilerinin incelenmesidir. Canli hiicrelerde
kansere yol agan DNA hasarinin belirlenmesinin yaninda ayn1 zamanda bir nesilden digerine
aktarilabilen DNA'daki degisiklikleri de arastirmaktadir. Kimyasal ve fiziksel ajanlarin
neden oldugu hiicresel degisiklikler, bu degisikliklerin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar ve bu tiir bilgilerin risk degerlendirmelerine katki saglamaktadir (Gupta,
2020).
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2.3.1. Kanser’in ‘Genotoksik’ ve ‘Genotoksik Olmayan’ mekanizmalar1

Kanser vakalarinin yaklasik %90-95'inin kimyasal, %5-10'unun fiziksel ve %2-5’inin ise
biyolojik ajanlarla iligkili oldugu goriilmiistiir. Karsinogenezin ¢ok adimli siireglerine
(inisiyasyon, promosyon ve progresyon) miidahale ederek bu evrelerden herhangi birini
degistirebilme kabiliyetinde olan karsinojenler, spesifik patojenik mekanizmalarina gore
'genotoksik' ve 'genotoksik olmayan' ajanlar olarak kategorize edilirler. Bunlarin %10-
20'sini olusturan genotoksik olmayan karsinojenler, apoptotik sinyallemede degisiklikler,
hiicre ¢ogalmasi, hiicreler arasi iletisim, endokrin sistem, epigenetik degisimler ve oksidatif
hasarin uyarilmasi gibi siireclere daha fazla miidahale ederek ve birden fazla yolag es
zamanli olarak degistirerek genotoksik olmayan mekanizmalar araciligi ile kanseri
indiiklemektedirler (Bartsch ve Malaveille, 1989; Liskova ve digerleri, 2020; Nohmi, 2018;
Wilde ve digerleri, 2018).

Bir¢ok kanserojenin hem epigenetik degisiklikleri (anormal DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1) hem de genetik degisiklikleri (mutasyonlar) indiikleyerek timor
gelisimini uyarabilmektedir (Sekil 2.2). Ancak bireysel genetik polimorfizmler ve
epigenetik yapi (epigenetik polimorfizmler), ¢evresel strese olan hiicresel yanitta da 6nemli
roller oynayabilir ve bu nedenle, bir bireyin kanser gelistirmeye yatkinliginin bir parcasini
temsil edebilirler. Epigenetik terimi, DNA dizisinden bagimsiz olabilen ve hiicre
boliinmeleri iizerinden mitotik olarak kalitilabilen gen ifadesi ve kromatin
organizasyonundaki tiim kararli degisiklikleri ifade etmektedir. Genomik damgalanma, X
kromozomu inaktivasyonu, DNA metilomunun genel olarak yeniden yapilandirilmas,
kromatin kompaksiyon (sikistirma) durumunda ve histon modifikasyon paternlerindeki
degisiklikler gibi epigenetik fenomenler bir organizmanin 6mrii boyunca korunan soy-
spesifik epigenoma katkida bulunmaktadir (Herceg ve digerleri, 2013). Literatiirde,
"genotoksik olmayan" ve "epigenetik" terimleri bazen birbirinin yerine kullanilmaktadir
(Klaunig, Kamendulis ve Xu, 2000). Bununla birlikte, genotoksik olmayan tiim kanserojen
maddeler, epigenetik durumlart (DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 veya
kodlamayan RNA'lar) degistirerek etki gostermez. Yani bazi epigenetik ajanlar ayni
zamanda genotoksik olmalarmma ragmen, genotoksik olmayan karsinojenlerin tiimii
epigenetik mekanizmalar araciligs ile hareket etmez. Ilging olarak, epigenetik degisiklikler,

cevresel kimyasallara maruziyetin bir sonucu olabildikleri i¢in genotoksik aberasyonlardan
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bagimsiz olarak ya da bu aberasyonlarla beraber meydana gelebilmektedir (Herceg ve
digerleri, 2013; Liskova ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.2. Kanser gelisimi ve ilerleme siirecinde genetik ve epigenetik degisimler (Herceg
ve digerleri, 2013)

Cogu durumda karsinojenler dogrudan veya ksenobiyotik metabolizmadan sonra DNA
hasarina neden olur ve 'genotoksik' bir sekilde hareket ederler. Genotoksik karsinojenlerin
birgogu (nitrosaminler, ultraviyole, iyonize radyasyon ve alkilleyici ajanlar gibi) metabolik
aktivasyon veya herhangi bir molekiiler modifikasyon gerektirmeden kovalent bag
olusturarak DNA ile dogrudan etkilesime girebilen ve sonugta DNA-Karsinojen
kompleksleri olusturabilen elektrofillerdir. Bu kompleksler DNA'nin iki sarmali arasinda
capraz baglarin olusmasi, yakin bazlar arasinda kimyasal baglarin olusumu, DNA bazlarinin
¢ikarilmasi (hidrasyon) ve DNA zincirinin boliinmesini igeren ¢esitli DNA hasar tiplerine
neden olarak DNA'da depolanan bilgiyi degistirmekte veya DNA eklentilerinin (DNA-
adduct) olusumuna neden olmaktadir. Bu tip mutasyonlar genellikle DNA tamir
mekanizmalar1 tarafindan diizeltilebilmektedir ancak onarim mekanizmasindan 6nce
replikasyon gerceklesmigse mutasyonlar kalict hale gelebilmekte ve sonunda timor

gelisimine neden olabilmektedir (Jacobs ve digerleri, 2020; Lee ve digerleri, 2013).
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Bir kisim karsinojen, pro-karsinojen formunda bulunmakla birlikte metabolizasyon siirecine
ihtiyag duymaktadir. Ornegin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), heterosiklik
aromatik aminler (HAA'lar), N-nitrozaminler ve mikotoksinler gibi reaktif olmayan ana
bilesikler biyoaktivasyonlart sonucu kanserojen metabolitler veya genotoksik etkiler
olusturabilen reaktif ara maddelere doniisiirler. Bu trasformasyon genellikle faz | ve/veya
faz Il reaksiyonlar1 araciligiyla gerceklesir. Faz 1 reaksiyonlar1 temel olarak sitokrom P450
(CYP) karma islevli oksidaz izoformlarinin dahil oldugu oksidasyon, indirgeme veya
hidrolizi icermektedir. Bu enzimler (CYP'ler) kanserojenleri bagimsiz olarak veya
stilfotransferazlar ve N-asetiltransferaz gibi faz 1l enzimleriyle birlikte aktive etme
kabiliyetine sahiptirler. Kanserojenlerin ¢esitli metabolik siire¢ler yoluyla aktivasyonu DNA
eklentileri (adduct) olusturma kabiliyetine sahip olan elektrofilik reaktif ara maddelerin
olusumuna neden olurlar. Reaktif metabolitler daha sonra DNA'ya baglanarak bdylece
mutasyonlarin olusumuna ve karsinojenik yanitlarin baslamasina katkida bulunmaktadir
(Barnes ve digerleri, 2018; Guengerich, 2000; Hartwig ve digerleri, 2020; Rendic ve
Guengerich, 2012).

Sonug olarak, genotoksik karsinojenler mutasyonlarin indiiksiyonu yoluyla kanserojenite
gosterebilen bilesiklerdir. Aslinda bilinen karsinojenlerin birgogunun genotoksik oldugu
diistiniilmektedir. DNA etkilesim 6zellikleri nedeniyle, bu ajanlarla iliskili giivenli bir doz
veya maruziyet esigi bulunmamaktadir. Genotoksik kanserojenlerin ¢ok diisiik dozlarda bile
insanlar icin kanser riski olusturduklar1 diisiiniilmektedir. Buna karsilik, hormonal etkiler,
sitotoksisite, hiicre proliferasyonu veya epigenetik degisiklikler gibi mutasyonlar digindaki
mekanizmalar yoluyla kanseri indiikleyen genotoksik olmayan karsinojenlerin giivenli bir
maruz kalma esigine veya dozuna sahip olduguna inanilmaktadir (Nohmi, 2018). Daha da
Oonemlisi, metabolik aktivasyon bagimsiz (dogrudan hareket eden) karsinojenler, elektrofilik
gruplara bagli olarak DNA veya hiicresel bilesenlerle dogrudan etkilesime girerken,
metabolik aktivasyon bagimli (dolayli hareket eden) karsinojenlerin, kanserojenik veya
genotoksik etkiler uygulayan reaktif ara {iriinler haline gelmeleri i¢in elektrofilik formlara
aktivasyonlar1 gerekmektedir. Nihayetinde kanserojen ajanlarin genetik materyalde ve diger
hiicresel bilesenlerde olusturduklari zararli etkilerine ekzojen veya metabolik olarak iiretilen
elektrofiller ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) aracilik etmektedir (Barnes ve digerleri, 2018;
Li, Jia ve Trush, 2016; Rendic ve Guengerich, 2012; Talalay ve Fahey, 2001).
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2.3.2. Karsinojen aracili oksidatif stres

Normal fizyolojik kosullarda, aerobik organizmalarda oksijen ve nitrojen metabolizmanin
bir sonucu olarak devamli reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (ROT/RNT) gibi ¢esitli zararl
oksidan bilesikler iiretilmektedir (Aslankog ve digerleri, 2019; Nowsheen, Aziz, Kryston,
Ferguson ve Georgakilas, 2012; Ritchie ve Ko, 2021). Reaktif oksijen tiirleri, siiperoksit
anyonu (*O2-) ve hidroksil radikali (OH¢) gibi radikallerin yan1 sira hidrojen peroksit gibi
(H202) radikal olmayan molekiilleri igerirken, reaktif nitrojen tiirleri nitrik oksit (NOe) gibi
radikalleri ihtiva eder. Ote yandan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimatik yapidaki ve serbest radikal siiptiriiciiler (E vitamini,
ferritinler, farkli tioller ve digerleri) gibi enzimatik yapida olmayan hiicre i¢i antioksidanlar
ile serbest radikaller arasindaki denge hiicresel homeostazi siirdiirmeye yardimei olmaktadir.
Bu dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi yani endojen savunma sistemlerinin yetersiz
kalmas1 hiicresel oksidatif stresin olusumuna neden olmaktadir (Celik ve Ayran, 2020;

Kakehashi ve digerleri, 2013).

Serbest radikaller her nekadar zararli bilesikler olsalar da aslinda bir¢ok biyolojik siirecte
onemli ve pozitif yonde rol oynamaktadirlar. Fizyolojik kosullar altinda, diistik
konsantrasyonlarda ROT, homeostazin siirdiiriilmesinin yani sira ¢ok cesitli hiicresel
fonksiyonlar1 igeren siireclerin diizenlenmesinde faydali olmaktadir (Bhattacharyya,
Chattopadhyay, Mitra ve Crowe, 2014; Finkel ve Holbrook, 2000; Sharifi-Rad ve digerleri,
2020). Arastirmacilar, serbest radikallerin redoks sinyalizasyonu olarak bilinen bazi hiicresel
sinyallesme stireglerinde de rol oynadigina inanmaktadir (Finkel ve Holbrook, 2000; Sharifi-
Rad ve digerleri, 2020). Hiicresel aktivitenin diizenleyicileri olan ROT’lar esasen ikincil
haberciler olarak hareket ederler ve hiicresel bilesenlerin fizyolojik oksidasyonuna katilirlar
(Sies, 2014). Ornegin, H202 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sinyalizasyon molekiilii ve
inflamasyon/immiin cevaplarda énemli bir rolii bulunan giiclii bir bakterisidaldir (Clifford
ve Repine, 1982; Drevet ve Aitken, 2020; Reth, 2002). Dahast ROT ve RNT fagositoz ile
enfeksiyonlara karsi savunma, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar kullanilarak kanser
hiicrelerinin ~ dldiiriilmesi, sitokrom P450 yolagi araciligiyla ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, mitokondrial ATP sentezi, diisiik konsantrasyonlarda hiicresel biiyiime ve

mitojenik yanitlarin olusumu gibi olumlu etkilere sahiptirler (Karabulut ve Giilay, 2016).
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Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) endojen kaynaklar1 inflamatuvar hiicreler, mitokondri ve
peroksizomlardir. Inflamatuvar hiicreler ve mitokondriyal solunum zincir reaksiyonu
sirasinda siiperoksit anyonu (Oz2¢7) gibi ROT’lar olusabilmektedir. Bununla birlikte, H202 ve
02¢ ¢ogunu tlireten organeller peroksizomlardir (Jelic ve digerleri, 2021; Sullivan ve
Chandel, 2014). Diger yandan, organizmalar iyonize radyasyon ve bazi ¢cevresel Kirleticiler,
kimyasal maddeler, alkol, gida, tiitiin, kemoterapétik ajanlar (mitomisin C, doksorubisin vb.)
ve bazi enfeksiyonlar gibi ROT iiretimine katkida bulunan ekzojen kaynaklara maruz
kalmaktadirlar (Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum ve Kalayci, 2012; Jelic ve digerleri,
2021; Kakehashi ve digerleri, 2013; Nowsheen ve digerleri, 2012). Bu maruziyet hiicresel
ROT miktarin1 artirarak lipid, protein ve DNA hasarlarina neden olmaktadir (Finkel ve
Holbrook, 2000; Sharifi-Rad ve digerleri, 2020).

Oksidatif DNA hasar1 6nemli bir mutasyon kaynagidir. Reaktif oksijen tiirleri genel olarak
DNA'da hem tek hem de ¢ift zincir kiriklari, DNA ¢apraz baglar1 ve baz modifikasyonlarini
indiikleyebilmektedir. Cesitli olaylar ve yollarla ortaya ¢ikabilen ROT/RNT
konsantrasyonlar1 kritik bir seviyeye ulastiginda, inflamatuvar hiicreler ve biiylime faktorleri
bakimindan zengin bir ortamda hiicresel hasarin devamli olarak indiiklenmesi karsinogenez
potansiyeline sahip olan stirekli hiicre proliferasyonuna yol agmaktadir. Genotoksik ve
genotoksik olmayan ajanlara maruziyetin bir sonucu olan ve endojen veya ekzojen olaylarin
aracilik ettigi ROT/RNT, genetik mutasyonlara ve hiicre biiyiimesinde degisimlere neden
olabilmektedir. Reaktif oksijen radikallerindeki artis ile kanser olusumu arasinda bir baglanti
kurulmustur. DNA'ya hasar verebilme potansiyelleri nedeniyle ROT/RNT prensip olarak
genotoksiktirler. Ozellikle peroksitler ve siiperoksit anyonlarinm (¢O2") hiicresel sistemlerde
sitotoksik ve genotoksik etkilere neden olduklart bildirilmistir (Giilgin, Bursal, Sehitoglu,
Bilsel ve Géren, 2010; Yurt ve Celik, 2011). Ustelik kimyasal karsinojenlerin serbest
radikallerin iiretimini artirarak hiicresel antioksidan sistemleri ve/veya DNA onarim
sistemlerini gecersiz kildig1r gosterilmistir. Bu yiizden insan viicudunda olusan ROT ve
RNT’ye karsi koymada endojen antioksidan savunma sistemleri her zaman yeterli
olmamaktadir. Boyle bir durumda DNA, lipidler ve proteinlerde meydana gelen oksidatif
hasar kanser ve genetik hastaliklarin yani sira birgok kronik hastaliklarin gelisimine de
katkida bulunabilmektedir (Halliwell, 1996). Bununla birlikte ROT, genellikle baz
oksidasyonu araciligiyla DNA’ya hasar vererek genotoksik strese aracilik etmekte ve pro-

onkogen aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu gibi kanserojenik
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mekanizmalarin inisiyasyon ve progresyon asamalarina dahil olabilmektedir (Jelic ve

digerleri, 2021; Kakehashi ve digerleri, 2013; Klaunig, Kamendulis ve Hocevar, 2010).

2.3.3. Antioksidan savunma sistemleri

Serbest radikaller diisiik konsantrasyonlarda yasam i¢in gerekli oldugundan, bu radikaller
tarafindan indiiklenen hasarlar1 en aza indirmek ve asir1 serbest radikal liretimine karsi
koruma saglamak i¢in ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Bu savunma mekanizmalarinda
‘antioksidan’ denilen maddeler hayati bir rol oynamaktadir. Antioksidanlar, serbest
radikallerin olusumunu engelleyen ve bunlarin neden oldugu hasar1 arayan, notralize eden
veya onaran maddelerdir. Saglikli organizmalarda, reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerine
kars1 koruma, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas dengeyi siirdiirerek elde
edilmektedir. Bu nedenle aerobik organizmalarda devamli olarak serbest radikal iiretimi
benzer bir antioksidan tiiketimi oraniyla esitlenmelidir (Clark, Cowden ve Hunt 1985;
Sharifi-Rad ve digerleri, 2020). Genel olarak antioksidan maddelerin etki mekanizmalar1

asagidaki gibi ifade edilebilir (Celik, ve Ayran, 2020):

1. Serbest radikalleri baglamak ve kararli hale getirmek suretiyle toplayici ve giderici etki
gosterirler.

2. Serbest radikalleri agiga ¢ikaran kimyasal reaksiyonlart durdurarak zincir kirici etki
gosterirler.

3. Reaksiyon hizimi diisiirerek baskilayici etki gosterirler.

4. Lipit, protein ve DNA gibi biyolojik molekiillerde olusan oksidatif hasar1 tamir ederek
ve hasarlar1 rejenere ederek onarici etki gosterirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarina engel olarak oksidasyon reaksiyonlarinin oniine gecerler.

6. Enzimatik (SOD gibi) ve enzimatik olmayan antioksidan maddelerin sentezini artirarak

etkileri sergilemektedirler.

Dogal antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynaklardan tiiretilebilmekle birlikte ROT'un
neden oldugu hasar1 onleyebilmekte ve tamir edebilmektedirler. Bu bilesiklerin bir kismi
beslenme araciligiyla (enzimatik olmayan) viicuda alinirken, bir kismi hiicresel seviyede
(enzimatik olan) sentezlenmektedir (Cizelge 2.1). Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GPx), Katalaz (KAT) birincil basamak enzimatik antioksidanlar olup ROT'un
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iyi huylu tirtinlere doniistimiinii katalize ederler (Aslankog ve digerleri, 2019; Ritchie ve Ko,

2021; Scandalios, 2005).

SOD, GPx ve KAT, siiperoksit ve diger peroksitleri selatlayarak hareket etmektedir.
Hiicrelerdeki ROT aktivitesini ve birikimini temizlemenin yaninda redoks dengesini
koruyan antioksidan savunma sistemleri olarak hareket ederler. Serbet radikallere kars1 ilk
savunma hattindan biri olan SOD, siiperoksit anyon radikallerinin (O2¢) hidrojen peroksite
(H202) dismutasyonunu katalizlemektedir (Abreu ve Cabelli, 2010). Olusan oksidan H20z,
daha sonra peroksizomlardan sentezlenen KAT tarafindan su (H20) ve oksijene (O2)
dontstiiriilir. GSH, glutatyon dongiisiine ait elzem bir antioksidan molekiil olup GPX,
glutatyon-S-transferaz (GST) gibi enzimler tarafindan indirgeyici bir bilesik olarak
kullanilmaktadir. GPx, lipit hidroperoksitlerini (ROOH) onlarin alkollerine ve H202'yi de
suya indirgemektedir. GST ise elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda GSH'yi
kullanarak elektrofillerin 6nemli hiicresel makromolekiillerle (protein veya lipit) etkilesime
girmesine mani olmaktadir (Begas, Liedgens, Moseler, Meyer ve Deponte, 2017; O. Elmas

ve S. Elmas, 2020; Mannervik, 1987).

Cizelge 2.1. Dogal antioksidan maddeler (Celik ve Ayran, 2020)

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Melatonin
Katalaz (KAT) Albumin Urik asit
Glutatyon peroksidaz (GPx) Biluribin Selenyum
Glutatyon rediiktaz (GR) Koenzim Q 10 Tioller (lipoik asit)
EKZOJEN ANTIOKSIDANLAR

A vitamini (B-karoten)

E vitamini (a-Tokoferol)

C vitamini (Askorbik asit)

Fitokimyasallar (Glikozitler, terpenoidler, ve polifenoller vb.)
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Enzimatik olmayan antioksidanlarin biiyiik bir kismi viicutta sentezlenemez ve genellikle
disaridan beslenme yoluyla temin edilirler. Bu bilesikler ise E ve C vitaminleri, koenzim Q,
ve glutatyonun yani sira bircok meyve, sebze, tahillarda bulunan cesitli fitokimyasallar
(allelokimyasallar) igeren maddelerdir. Genellikle serbest radikalleri siipiiriicii etkileri ile
ROT saldirisina karst 6nemli bir biyolojik savunma goérevi goriirler (Rahal ve digerleri,
2014; Ritchie ve Ko, 2021). Antioksidatif etkiye sahip olan ve dogal olarak olusan birgok
bilesigin hiicresel bilesenleri oksidatif hasardan korudugu ve hastaliklart o6nledigi
bilinmektedir. Bu yiizden besinsel antioksidanlarin kanser basta olmak {izere ¢ok sayida
kronik hastaliga karsi korunma ve tedavide 6nemli olabilecegi ortaya konmustur (Halliwell,
1996; Vendemiale, Grattagliano ve Altomare, 1999).

2.4. Antigenotoksisite

Hizla gelisen bilim ve teknoloji modern hayatta genotoksik riski tamamen ortadan
kaldirmay1 imkansiz hale getirmistir. Genotoksik ajanlarn kanser gibi bir¢ok hastaligin
baslangi¢ ve gelisim asamalarinda rol oynadigi géz oniine alinacak olunursa mutajenik ve
kanserojenik etkileri dnlemede yeni biyoaktif dogal bilesiklerin 6nemi bugiin daha da
artmistir. Fiziksel ve kimyasal mutajenlerin, mutajenik etkilerini azaltan boyle kimyasallara
‘anti-mutajenler’ denir. Ancak tiim mutajenlerin genotoksik oldugu, tiim genotoksik
maddelerin ise mutajenik olmadig1 goze alinacak olursa, genotoksik ajanlarin neden oldugu
DNA hasarini azaltan bilesikler ‘antigenotoksik ajanlar’ olarak adlandirilmaktadir (De Flora

ve Ferguson, 2005; Ferguson, Bronzetti ve De Flora, 2005; Izquierdo-Vega ve digerleri,

2017).

Genel olarak, anti-mutajenler etki mekanizmalarina gore yani dogrudan mutajen ile
etkilesime girip girmemelerine bagli olarak desmutajenler ve biyo-antimutajenler olmak
tizere iki genis kategoride siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirmaya gore desmutajenik
bilesikler (Onleyiciler) hiicre disinda fonksiyon gosterirler ve genotoksik ajanlarin
eliminasyonunu tesvik etmenin yani sira mutajenlere geri doniisiimsiiz olarak (dogrudan)
baglanirlar. Béylece mutajenik ajanlart DNA’ya ulasmadan 6nce enzimatik ya da kimyasal
etkilesim yoluyla kismen ya da tamamen inaktif hale getirirler. Ote yandan, biyo-
antimutajenik bilesikler ise desmutajenlerin aksine mutajen ile reaksiyona girmezler, hiicre
icinde hareket ederek mutajenik etkileri geri dondiiriirler ve mutasyonlarin kalici hale

gelmesini Onleyerek hareket ederler. Baska bir deyisle bu bilesikler, genler mutajenler
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tarafindan hasara ugradiktan sonra mutasyon siirecini baskilayabilirler. Bu bilesikler DNA
tamiri ve replikasyon siirecinde rol oynarlar, ayrica mutasyon sikliginda diislise neden
olurlar (De Flora ve Ferguson, 2005; Ferguson ve digerleri, 2005; Hoffmann, Shorter,
Quaranta ve McMaster, 1999; Kada, Inoutee ve Maniki, 1982: 1013,1025; Okuno,
Marumoto ve Miyazawa, 2019; Stoczynska ve digerleri, 2014).

Antigenotoksik ajanlarin etki mekanizmalar1 karmagsiktir ve etki ettikleri bolgeye veya
spesifik olarak etki tiplerine gore kategorize edilebilirler. Normalde, toksik maddelerin
genotoksik etkilerinin fizyolojik detoksifikasyon siire¢lerinin modiile edilmesiyle en aza
indirilebilecegi beklenir. Cogu antigenotoksik etkili maddenin antioksidan etki,
deoksifikasyon kabiliyeti, sindirim sisteminde kanserojenlerin baglanmasi/seyreltilmesi,
epigenetik degisimler veya hiicresel modiilasyon ve sinyalizasyon yolaklar1 dahil olmak
tizere birbiriyle Ortlisen ve tamamlayici mekanizmalar araciligiyla islev gordiigii

belirtilmektedir (Shankar, Kumar ve Srivastava, 2013).

Yapilan arastirmalar sonucunda insanda genotoksik stresteki artisin kanser riskini artirdigi,
genotoksik streste meydana gelecek azalmanin ise kanser riskindeki azalma ile iliskili
oldugu bulunmustur (Chahar ve digerleri, 2020; Hagmar ve digerleri, 1998; Siddique, Ara,
Beg, Gupta ve Afzal, 2010). Insanlart DNA hasar1 ve bu hasarin doguracag1 sonuglara kars
koruyabilecek bilesikleri tanimlamak amaciyla son yillarda sayisiz arastirma
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda diinya ¢apinda yenilebilir bitkilerin (meyveler, sebzeler)
yani sira tibbi bitkiler ve diger toksik olmayan bitkilerden elde edilen saf bilesikler veya
oziitler araciligiyla en etkili fito-antimutajeni kesfetmek igin siirekli ve yogun bir ¢aba
bulunmaktadir. Bu bilesikler 6zellikle miikemmel diizeyde antioksidan ve serbest radikal
stiptiriicli aktivite sergilemekle birlikte DNA hasarina engel olmakta ve dolayisiyla kanserin
baglatilmasini inhibe edebilmektedir (Liu ve digerleri, 2018). Ayrica bu fitobilesiklerin
birgogu antimutajenik ve antikarsinojenik aktiviteye sahip olmakla birlike miikemmel
immiinomodiilator, hepatoprotektif, antihiperglisemik, antihiperlipidemik, kardiyoprotektif,
antiinflamatuvar ve antiromatizmal etkileri gibi baska yararli etkiler de sergilemislerdir
(Stoczynska ve digerleri, 2014). Bu nedenle, bu tiir fitobilesiklere maruz kalmak insan
saglig1 icin faydali olabilmektedir. Ek olarak, ¢ogu dogal fitobilesigin fizyolojik islevler ve
detoksifikasyon siirecine dahil olan biyotransformasyon reaksiyonlar {izerinde modiilator
bir role sahip oldugu ve boylece cevresel toksik bilesiklerin tesvik ettigi sitotoksik,

genotoksik ve metabolik etkilere karsi koruma sagladigi ortaya konmustur (Saha ve Das,
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2003; Yurt ve Celik, 2011). Kanserogenezin baslatilmasi (inisiyasyon) ve gelisiminde
(promosyon) rol oynayan 1iyi bilinen risk faktorlerinden ka¢inmak, malign
transformanyonlardan korunmak i¢in en olasi ve agik yaklagimdir. Ayrica, hem organizmay1
mutajen ve kanserojenlere karsi daha direngli hale getirmek hem de kronik hastaliklarin
ilerlemesini Onlemek amaciyla yeni ve tamamlayict olan kemopreventif stratejiler

gelistirmek ragbet gbren bir yaklasim haline gelmistir (Izquierdo-Vega ve digerleri, 2017).

2.5. Genotoksisite ve Antigenotoksisite Degerlendirmelerinde Kullanilan Testler

Farmasotikler, endiistriyel kimyasallar, gida katki maddeleri, kozmetik bilesenleri ve ayrica
tibbi bitkiler ve bunlarin yaglar1 veya biyoaktif bilesenlerinin dahil oldugu dogal iiriinler gibi
tiim yeni ve halen var olan ajanlarin kullanimina iliskin olarak insan saglig1 i¢in bir risk
olusturmadiklarindan emin olmak amaciyla test edilmeleri gerekmektedir (Sponchiado ve
digerleri, 2016; Vilar, Ferreira, Ferri, Guillo ve Chen-Chen, 2008). Bu maddeler
genotoksisite degerlendirmelerini iceren her toksikolojik son noktada (endpoint) test
edilmektedirler. Genotoksisite testlerinin iki amaci vardir: i) tehlike degerlendirmesi ve ii)
Kiiresel Uyumlastirma Sistemine (GHS) gore siniflandirma ve etiketleme (Steiblen,
Benthem ve Johnson, 2020).

Farklt mekanizmalar aracilig1 ile dogrudan veya dolayli olarak genetik materyalde hasara
neden olan bilesikleri saptamak i¢in tasarlanan genotoksisite testleri, test edilen bilesigin
neden oldugu DNA hasarin1 takiben gen mutasyonlarinin olusumu ve kromozomal
degisiklikleri 6lgmekte ve bu bilesiklerin kanserojen potansiyellerini tahmin etmek igin
kullanilmaktadir (Kirkland ve digerleri, 2007; Sponchiado ve digerleri, 2016). Bu testlerde
saptanan pozitif sonuglar, sadece zincir kiriklari, mutasyonlar ve DNA eklentilerine
(adducts) neden olan dogrudan DNA etkilesimlerini tanimlamamaktadir. Ayni zamanda bu
pozitif sonuglar oksidatif stres, topoizomeraz inhibisyonu, niikleotid havuz dengesizligi veya
kromozom segregasyonunun bozulmasi gibi dolayli mekanizmalardan da kaynaklaniyor
olabilmektedir (David, 2020; Thybaud, Le Fevre ve Boitier, 2007). Ote yandan, genotoksik
etkilerin arastirilmasinda kullanilan testler ayn1 zamanda genotoksisiteye karst antagonistik
bir etkiye sahip olan yani antigenotoksik, antimutajenik ve antikanser aktiviteleri bulunan
bitkisel Oziitleri veya fitobilesikleri tanimlayabilmektedir (Di Stasi ve digerleri, 2002;
Siddique, Beg ve Afzal, 2008; Unal, Taner, Yiizbasioglu ve Yilmaz 2013; Yiizbasioglu,
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Zengin ve Unal 2014; Stoczynska ve digerleri, 2014; Soltani, Moghadam, Nadalizadeh,
Emami ve Javadi, 2021; Sponchiado ve digerleri, 2016; Tuenter ve digerleri, 2020).

Genotoksisite testleri iic genotoksik son noktaya (endpoint) sahiptir. Bunlar gen
mutasyonlart (mutajenisite), yapisal kromozomal anormallikleri (klastojenisite) ve sayisal
kromozom anormallikleridir (andploidi). Test edilen maddelerin genotoksik etkilerinin tam
olarak degerlendirilebilmesi icin kullanilan testlerin tiim son noktalar1 igermesi
gerekmektedir. Malesef, tiim son noktalar1 igeren bir genotoksisite testi bulunmamaktadir,
bu nedenle tiim son noktalart kapsayici bir genotoksisite degerlendirmesi igin test

kombinasyonlar1 gerekmektedir (Steiblen ve digerleri, 2020).

Genotoksisite degerlendirmeleri i¢in hem in vitro hem de in vivo testler mevcuttur. 1982'den
beri yaygin olarak kullanilan testlerin yiiriitiilmesine yonelik Oneriler, testlerin ana
adimlarm aciklayan Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Teskilati (OECD) test kilavuzlarinda
verilmektedir. Ancak, bir¢ok test daha eskidir ve OECD test kilavuzlar1 programina
baslanmadan 6nce uzun bir siire gelistirilmistir. 2014 yilinda Kardes Kromatid Degisimi
(KKD), Saccharomyces ve Drosophila testlerinin yani sira in vitro Programlanmamig DNA
Sentezi (UDS) testleri gibi bir ka¢ test OECD yonergelerinden kaldirilmistir. Bu testler
nadiren kullanildig1 gézlemine ve ayni son nokta i¢in daha iyi performans gosteren daha
yeni testlerin mevcudiyetine dayanilarak yonergelerden silinmistir (Cartus ve Schrenk,
2017; David, 2020; Guo, Seo, Li ve Mei, 2020; Steiblen ve digerleri, 2020). Bir bilesigin
olas1 genotoksik ve/veya antigenotoksik etkilerini degerlendirmek igin kullanilan bazi in

vitro ve in vivo testler Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.



Test

Model organizmalar

OECD klavuz kodlari/referanslar

In vitro test metodlar1

Mutajenite (ters mutasyon)

Ames testi, Ames fluktasyon testi

Salmonella thyphimurium, Escheria
coli

OECD TG 471, Ames, Durston, Yamasaki ve Lee, 1973

Mutajenite (ileri | Hprt testi Memeli hiicre hatlar OECD TG 476

mutasyon)

Mutajenite Timidin kinaz-/fare lenfoma testi | TK6 insan lenfoblastoid hiicre hattr; | OECD TG 490

(ileri L51178Y fare lenfoma hiicre hatt:

mutasyon/kromozomal

hasar)

Kromozomal hasar Kromozomal anormallik testi in | Memeli hiicre hatlar1 OECD TG 473
vitro

Kromozomal hasar Mikroniikleus testi in vitro Insan ve memeli primer lenfositler | OECD TG 487

ve hiicre hatlar1

DNA zincir kiriklari Comet testi Hiicreler ve hiicre hatlar Singh, McCoy, Tice ve Schneider, 1988
In vivo test metodlar
DNA zincir kiriklart Comet testi Memeli dokulart OECD TG 489
DNA tamirinin | Programlanmamig DNA sentezi | Memeli karaciger hiicreleri OECD TG 486
indiiksiyonu in vivo
Mutajenite (gen | Transgenik rodent somatik ve | Transgenik rat ve fareler OECD TG 488
mutasyonu) germ hiicresi gen mutasyon
testleri
Kromozomal hasar Mikrontikleus test in vivo Memeli eritrositler/ kan hiicreleri OECD TG 474

Kromozomal hasar

Kromozom anormallikleri testi in
vivo

Memeli kemik iligi ve memeli
spermatogonial hiicreler

OECD TG 475; OECD TG 483
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Genotoksisite testlerinin bazi temel prensipleri vardir. Maksimum bilgi diizeyi minumum
sayida test ile elde edilmelidir. Bu ylizden testlerin ¢ok yeterli ve verimli olmasi
gerekmektedir. Bunun yaninda genotoksisite testlerinin kapsami potansiyel insan
maruziyetinin kapsamu ile iligkili olmalidir. Son olarak, hayvanlarin sayisi veya kullanimi
azaltilmalidir. Bu da in vitro testlerin 6zellikle tercih edildigi anlamina gelmektedir (Steiblen
ve digerleri, 2020). Ancak, in vitro testlerden elde edilen biyolojik etkiler test edilen
bilesiklerin gercek toksisitelerini agiklamak icin sinirlamalara sahiptir. Cilinkii bu testler
genellikle dogrudan in vivo maruziyet ile karsilastirilabilir degildir (Liebsch ve digerleri,
2000). In vitro ve in vivo durumlar arasindaki en belirgin farklardan biri Faz I metabolik
stireglerin yoklugudur. Metabolik siiregler test edilen bilesiklerin toksisitelerini saptamada
onemli bir faktordiir. Cilinkii bu bilesikler Faz I sitokrom P450 monooksijenaz (CYP)
enzimleri ve Faz Il konjugasyon enzimleri (Glukuronosiltransferazlar, siilfotransferazlar ve
glutatyon-S- transferaz) tarafindan aktive edilebilirler veya detoksifiye edilebilirler (Lepri
ve digerleri, 2017; Shao ve digerleri, 2020; Yoon, Campbell, Andersen ve Clewell, 2012;
Yu, 2020). Bu nedenle in vitro sistemler, ana bilesigi metabolitlerine doniistiirebilen
metabolik enzimlere sahip olmadikga, yalnizca ana bilesiklerin toksikolojik potansiyelini

belirleyebilmektedirler (Chitrangi, Nair ve Khanna, 2017; Shao ve digerleri, 2020).

Metabolik aktivasyon, genetik toksisite degerlendirmelerinde ¢ok Onemli bir husustur.
Salmonella typhimurium ve diger mikroorganizmalarin metabolik eksiklikleri nedeniyle, in
vitro yontemlerde metabolizma yoklugunun iistesinden gelebilmek i¢in memeli aktivasyon
sistemlerinden olan ve karaciger dokusundan elde edilen homojenatlar kullanilarak farkli
populasyonlardan enzimleri izole etmek amaciyla cesitli fraksiyon protokolleri
gelistirilmistir. Genellikle S9 olarak adlandirilan post-mitokondriyal veya 9000 x g doku
homojenat siipernatanlar1 gibi memeli metabolik enzim preparatlari, in vivo ksenobiyotik
aktivasyonu ve detoksifikasyonu simiile etmek amaciyla in vitro Kkiiltiirlere
eklenebilmktedir. Boylece in vitro biyo-testlerde memeli metabolizmasini uygulamak ve test
edilen ana bilesige ait metabolitlerin etkilerinin saptanmasi miimkiin olmaktadir (Cox,
Fellows, Hashizume ve White, 2016; Ku ve digerleri, 2007; Shao ve digerleri, 2020;
Wienkers and Heath, 2005).

Karacigerden elde edilen S9 fraksiyonlar memeli hiicrelerinin kullanildig: in vitro genetik
toksisite testlerinde de kullanilabilmektedir. In vitro memeli hiicresi genetik toksisite

testlerinde genellikle metabolik olarak yetersiz olan dliimsiizlestirilmis ve/veya transforme
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edilmis hiicre hatlar1 kullanilarak gergeklestirilmektedir. Yukarida bahsedilen prokaryotlar
gibi, bu hiicre hatlar1 da bir eksojen metabolik enzim preparati (S9 mikrozomal aktivator)
yoklugunda bir¢ok pro-mutajeni aktive etme yetenegine sahip degildir (Cox ve digerleri,
2016). Bu nedenle, in vitro modellerde metabolizasyonu gergeklestirebilmek igin fareler,
siganlar, baliklar, kopekler, maymunlar ve hatta insanlardan elde edilen gesitli karaciger
tiirevli iirlinler kullanilmaktadir (Shao ve digerleri, 2020; Yoshihara ve digerleri, 2004).
Aslinda S9 c¢esitli dokulardan hazirlanabilmekle birlikte siklikla karaciger tercih
edilmektedir. Ciinkii bu organ sitokrom P450 (CYP) tarafindan katalizlenen reaksiyonlar
araciligtyla ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ile yakindan iligkilidir (Guengerich, 1997).

Kimyasal ajanlarin potansiyel mutajenik ve genotoksik aktivitelerine yonelik taranmasinda,
testlerin hem S9 karisim yoklugunda hem de varliginda gergeklestirilmesi in vitro
protokollerin standart bir 6zelligi haline gelmistir (Burlinson, 2012: 144). Giiniimiizde en
sik tercih edilen in vitro genotoksisite testleri kromozomal anormallik (KA) testi, kardes
kromatid degisim (KKD) testi, mikroniikleus (MN) ve comet testleridir (Doak, Manshian,
Jenkins ve Singh, 2012; Izquierdo-Vega ve digerleri, 2017; Steiblen ve digerleri, 2020;
Yiizbasioglu, Celik, Yilmaz, Unal ve Aksoy, 2006). Bu testlerden bazilar1 indikatér testler
(KKD ve comet testi) olup mutasyonlarla ilgili olarak dogrudan bir iliski gdstermezler.
Bununla birlikte bu testlerin pozitif sonu¢ vermesi genotoksik etkiyi ortaya koymaktadir.
KA ve MN testleri ise dogrudan mutajenite testleri olarak bilinmektedir (Topaktas, 2014:
365, 376). Ozellikle insan lenfositlerinin siklikla kullamildigi bu testler i¢in Onerilen
protokoller Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (Organisation for Economic Co-
operation and Development- OECD) yonergelerinde mevcuttur (OECD, 2021). Memeli
hiicrelerinde in vitro kardes kromatid degisimi testi OECD yonergelerinden g¢ikarilmig
olmasina  ragmen  halen  genotoksisite/antigenotoksisite  degerlendirmelerinde
kullanilmaktadir. Ayrica bu testler bitkisel oziitlerin ve fitobilesiklerin genotoksik ve

antigenotoksik etkilerinin arastirilmasinda da en sik tercih edilen yontemler arasindadir.

2.5.1. Kromozomal anormallik (KA) testi

Kromozomal anormallik testi, ilaglar, kozmetik, gida katki maddeleri ve fitobilesikler gibi
genis uygulama alanlarina sahip olan farkl: tiirdeki ajanlarin giivenlik tahmini i¢in hayati bir
oneme sahiptir. Genotoksisite arastirmalar1 icin Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii

(OECD) tarafindan kabul edilen bu testte in vitro kosullarda (OECD-473) insan ve
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kemirgenlerden koken alan hiicre hatlar1 veya primer hiicre kiiltiirleri (insan periferal kan
lenfositleri ve Cin hamster fibroblast kokenli hiicreler) kullanilmaktadir. Yani sira in vivo
kosullarda kosullarda memeli kemik iligi (OECD-475) ve memeli spermatogonial (OECD-
483) hiicrelere uygulanabilmektedir (Cartus ve Schrenk, 2017; OECD, 2021).

Kromozomal anormallikler, kromozomlarda belirli segmentlerin kaybi, kazanimi veya bu
segmentlerin yeniden diizenlenmesi Yyoluyla genetik materyalde meydana gelen
degisimlerdir. Genellikle hiicre boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan bu anormallikler yapisal
kromozom anormallikleri ve sayisal kromozom anormallikleri olarak iki ana kategoride
degerlendirilmektedir. Yapisal kromozom anormallikleri kromatid kirigi, kromozom kirigi,
fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatidlerde birlesme,
translokasyon, inversiyon ve izokromozomlar olarak gozlenirken, sayisal anormallikler
oploidi (poliploidi gibi) ve andploidi (monozomi ve trizomi gibi) seklinde ortaya
cikmaktadir. Kromozomal anormallikler DNA diizeyinde ortaya c¢ikan Onemli hasarlar
nedeniyle olugmaktadir. Her hiicre boliinmesi sirasinda oOzellikle oksidan bilesikler
tarafindan DNA'da tek zincir kiriklart olugsmakta ve bu kiriklarin yaklasik olarak %1'lik bir
kismu ¢ift zincir kiriklarina doniistiiriilmektedir. DNA c¢ift zincir kiriklar1 onarilmadiginda
veya yanlis onarildiginda hiicre igin ciddi bir tehdit olusturur. Cilinkii bu hasarlar
kromozomal degisimlere ve hatta hiicre oliimlerine yol acarak genomik kararsizliga sebep
olabilmektedir. Kromozomal anormallik olusumu, DNA ¢ift zincir kiriklar sirasinda olusan
ana degisimlerden biri olup molekiiler mekanizmasi ve kromozomal hasara doniisiim
mekanizmasi halen tam olarak anlagilamamistir (Jain, Singh, Dubey, Maurya ve Pandey,
2018a: 69, 92). Kromozomal anormalliklerin infertilite, farkli evrelerde gebelik kaybina ve
yenidoganlarda gelisimsel bozukluklara anlamli bir katkis1 bulunmaktadir. Bununla birlikte,
bir¢ok kanser tliriinde hem yapisal hem de sayisal kromozom anormalliklerin yaygin oldugu
ve bu kromozomal kararsizligin kanserlerin baslica ayirt edici 6zelliklerinden biri oldugu
bildirilmistir. Ayrica 6zellikle insan lenfositlerinde gozlenen kromozomal anormallik
artiginin genotoksik karsinojenlere maruz kalmanin bir gdstergesi olmasinin yani sira artmis
kanser riski ile dogrusal bir iliski gosterdigi saptanmustir (Avuloglu-Yilmaz ve digerleri,
2020; Bonassi ve digerleri, 2008; Dhillon, Deo, Bonassi ve Fenech, 2021; Hagmar ve
digerleri, 1998; Jain ve digerleri, 2018a; 69, 92).

Genotoksik ajanlar, mutasyonlar1 indiikleyerek dolayli olarak cift zincir kiriklarina veya

nihayetinde kromozomal anormalliklerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Bu mutasyonlar
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ya DNA zincir kiriklari, baz hasari, bazlarin hidrolizi gibi dogrudan ya da DNA
topoizomerazlarin inhibisyonu, ROT olusumu gibi dolayli mekanizmalar ile ortaya
cikmaktadir (Jain ve digerleri, 2018b; 53, 54). Bunlarin yani sira bir¢ok c¢aligmada
antigenotoksik aktivitesi bulunan dogal bilesiklerin genellikle antioksidan mekanizmalar
araciligiyla kromozomlar1 ve DNA’y1 koruyarak genotoksik karsinojenlerin neden oldugu
kromozom anormalliklerin frekansini azalttig1 gosterilmistir (Luca ve digerleri, 2016; Sassi
ve digerleri, 2021; Sponchiado ve digerleri, 2016; Roy, Chakrabarty, Sinha, Bhattacharya
ve Siddiqi, 2003).

2.5.2. Kardes kromatid degisim (KKD) testi

Kimyasal ajanlarin potansiyel 'kromozomal mutajenisitesini' belirlemek amaciyla
1970'lerden bu yana kullanilan kardes kromatid degisim testi, 2 Nisan 2014 tarihinde test
tarafindan tespit edilen etkiye ait hareket mekanizmalarinin anlagilmasindaki eksikliklerden
dolay1r OECD test klavuzundan (OECD 479) cikarilmistir (OECD, 2015; Steiblen ve
digerleri, 2020; Stults, Killen ve Pierce, 2014; 440). Buna ragmen, hala fiziksel ve kimyasal
ajanlarin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin degerlendirildigi arastirmalarda yaygin
olarak kullanilan testlerden biridir (Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2020; Laham, Khabour,
Alzoubi ve Sadig, 2019; Purushothaman, Sufiya, Meenatchi, Sundaram ve Saravanan, 2020;

Yiizbasioglu, Engiizel-Alperen ve Unal, 2018).

KKD testi, DNA hasarinin kantitatif ve kalitatif degerlendirmesi i¢in iyi bir ara¢ olup
ozellikle genotoksik ajanlarin, iki kardes kromatid arasinda meydana gelen DNA
degisimlerini gelistirme yeteneklerini saptamada kullanilan bir tekniktir (Velickova ve
Milev, 2020). Metafaz kromozomlarinda bu olaylar1 gorsel olarak tespit etmek igin,
kromatidlerin farkli sekilde boyanmasi gerekmektedir. DNA replikasyonunun yari
korunumlu mekanizmasindan yararlanilarak gerceklestirilen bu teknikte, iki hiicre dongiisii
boyunca BrdU ile kiiltiire edilmis olan hiicrelerden elde edilen metafaz plaklarindaki
kromozomlar UV 1s181na maruz birakilarak Giemsa ile boyanir. Bu asamadan sonra Giemsa
boyasina kars1 farkli afiniteler iireten BrdU bazli DNA fotodegradasyonu sayesinde kardes
kromatidlerde gézlenen boyanma farkliliklar1 KKD’lerin sitogenetik diizeyde saptanmasina
izin verir (Sekil 2.3) (Perry ve Evans, 1975; Tumini ve Aguilera, 2021: 385; Wietmarschen
ve Lansdorp, 2016).
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Sekil 2.3. BrDU’nun katilimi ile kardes kromatidlerde gelisen siire¢ (Tumini ve Aguilera,
2021: 385)

Replikasyon mekanizmasini etkileyebilen ve DNA’da hasar olusturabilen bir¢ok genotoksik
bilesige maruziyet sonucu ve hatali DNA onarim mekanizmasina sahip olan bazi
hastaliklarda (Bloom sendromu, Fankoni anemisi ve Kseroderma pigmentosum vb.) KKD
frekans1 6nemli 6lgiide artmaktadir (Salawu ve digerleri, 2018; Velickova ve Milev, 2020).
Sadece genotoksik ajanlarin neden oldugu DNA hasar diizeyinin 6lgiilmesinde degil ayni
zamanda olas1 antigenotoksik etkilerin anlagilmasinda da kullanilan KKD testinde, 6zellikle
antioksidan kapasitesi bulunan dogal antimutajenik bilesiklerin KKD frekansini anlaml
oranda azalttiklar1 bildirilmistir (Kumar ve digerleri, 2020; Sassi ve digerleri, 2021; Unal,
Taner, Yiizbasioglu ve Yilmaz, 2013).

2.5.3. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus testi ¢esitli maddelerin ve ajanlarin genotoksik potansiyellerini belirlemek
i¢in uluslararasi diizeyde kabul gormekte olup in vitro (OECD 487) ve in vivo (OECD 474)
yontemleri iceren genotoksisite degerlendirmeleri i¢in Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma
Teskilatt (OECD) tarafindan onerilen bir test yontemidir (OECD, 2021). Y 6ntemin temelini
olusturan biniikleatlarin elde edilebilmesi i¢in sitokinezin durdurulmasi gerekmektedir. Bu
amacla aktin filamentlerinin polimerizasyonu ve kontraktil mikrofilamentlerinin olusumu
inhibe eden sitokalasin B (Cyt B) kullanilmaktadir. Bu sayede bdliinen hiicrelerde sitokinez
engellenerek iki ¢ekirdekli (biniikleat) hiicrelerin olusumu tesgvik edilir. Bu nedenle bu
metoda “‘Sitokinezi Bloklanmig Mikroniikleus Testi’ de denilmektedir (Sommer,

Buraczewska ve Kruszewski, 2020; Topaktas, 2014: 365, 376).
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Mikroniikleus frekansinin belirlenmesi insanlarda DNA hasar1 ve kromozomal kararsizligin
en ¢ok incelenen biyobelirtecleri arasindadir. Mikroniikleuslar, mitoz sirasinda yavru
cekirdeklerde bulunmayan kromozom fragmentleri veya tam bir kromozomdan kdken
almaktadirlar. Mikroniikleus olusumunun ana sebebi kromozom fragmentleri veya tiim
kromozomlarda fonksiyonel sentromer kaybi ya da mitotik sistemin bir veya daha fazla
proteininde olusan kusurlar nedeniyle kromozomlarin diizgiin bir sekilde ayrilmasinda
basarisiz olunmasidir (Sekil 2.4 ve 2.5). MN'de hapsolmus olan kromozomlarin yiiksek
oranda fragmentasyona ugrayabildigini ve biiylik Olclide yeniden diizenlenebildigini
gosteren yeni bilgiler ortaya ¢ikmistir. Buna gére MN olusumunun yalnizca indiiklenmis
DNA hasarinin bir biyobelirteci degil ayn1 zamanda hipermutasyonu harekete gegiren bir

mekanizma olma olasilig1 da bulunmaktadir (Fenech ve digerleri, 2020).

Sekil 2.4. Geri kalmis tiim bir kromozomun ve bir asentrik kromozom fragmentinin neden
oldugu mikroniikleus olusumu (Fenech ve digerleri, 2020)

Sekil 2.5. Sentromerlerinden hiicrenin zit kutuplarina ¢ekilen bir disentrik kromozomun
neden oldugu niikleoplazmik koprii ve bu kopriiniin birden fazla noktada
kirilmasi sonucu ortaya g¢ikan fragmentlerden meydana gelen mikroniikleus
olusumu (Fenech ve digerleri, 2020)
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Mikroniikleus testleri olumsuz c¢evre, yasam tarzi ve mesleki faktorlerin genotoksik
etkilerini ve DNA hasarina genetik yatkinlig1 arastirmanin yanisira hizlanmis yaslanma
riskinin saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalarda mikroniikleus
frekansindaki artig ile kanser riski arasinda dogrusal bir iliski oldugu rapor edilmistir. Bu
nedenle gelisimsel bozukluklar ve kanser gibi genomik kararsizligin etkiledigi hastaliklarin
saptanmasinda da mikroniikleus ve diger niikleer anormalliklerin frekansi Ol¢iilmektedir
(Bonassi ve digerleri, 2008; Fenech ve digerleri, 2020; Zaguia ve digerleri, 2020). Bununla
birlikte, son yillarda antioksidan bilesiklerin genotoksik ajanlara karsi antogonistik etkilenin
degerlendirildigi ¢aligmalarda, test edilen bilesigin genotoksinlerin indiikledigi
mikroniikleus ve diger niikleer anormalliklerin frekansi tizerindeki azaltici etkilerinin
olgiilerek antigenotoksik potansiyellerinin incelendigi arastirmalar da gergeklestirilmektedir

(Kocaman ve Asfuroglu, 2021; Lépez-Romero ve digerleri, 2018).

2.5.4. Comet testi

Ik olarak 1984 yilinda Ostling and Johanson tarafindan nétral sartlar altinda tek hiicre
seviyesinde DNA hasarin1 tespit etmek amaciyla bir mikrojel elektroforez teknigi
gelistirilmistir (Ostling ve Johanson, 1984). Bugiin comet veya tek hiicreli jel elektroforezi
(SCGE), olarak bilinen bu teknik, daha sonra Singh ve digerleri (1988) tarafindan daha da
gelistirilerek alkali sartlara (pH >13) modifiye edilmis ve testin Ozginligii ve
tekrarlanabilirligini 6nemli 6l¢iide artirilmistir. Notral comet testi cogunlukla DNA ¢ift
zincir kiriklarinin tespit edilmesine izin verirken, alkali comet testi DNA tek ve ¢ift zincir
kiriklari, alkali labil bolgeler, DNA-DNA veya DNA-protein ¢apraz baglari, eksik eksizyon
tamir bolgeleri ile iligkili DNA tek zincir kiriklar1 dahil olmak iizere daha kiigiik
miktarlardaki DNA hasarlarina duyarlidir (Cordelli, Bignami ve Pacchierotti, 2021; Lu, Liu
ve Yang, 2017; Tice ve digerleri, 2000). Genel olarak, testin prensibi bir elektrik alanda
DNA fragmentlerinin niikleoid gévdenin (comet basi) disina ¢ikmasi ve agaroz jelde bir
DNA lekesi (comet kuyrugu) olusturmasidir. DNA hasarinin boyutu boyanan ve tek hiicreli
elektroforez tarafindan olusturulan "kuyruklu yildizlar (comet)" analiz edilerek

belirlenebilmektedir (Lu ve digerleri, 2017).

In vivo ve in vitro sartlarda gergeklestirilebilen alkali comet testi prensip olarak tek
hiirelerin/gekirdeklerin elde edilebildigi herhangi bir dokuya uygulanabilmektedir.

Laboratuvarda kolaylikla uygulanabilmesi, hizli ve ekonomik olmasi bakimindan tercih
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sebebidir. Cok yonlii bir test olmasi nedeniyle, genotoksisite arastirmalari, insan biyoizlem
caligmalari, ekogenotoksikoloji ve temel arastirmalar dahil bir ¢ok alanda kullanilmaktadir
(Azqueta ve Collins, 2013; Cordelli ve digerleri, 2021). DNA hasar1 ve tamirini 6lgmek
amactyla besinsel calismalar ve kanser arastirmalarinda da siklikla kullanilmaya
baslanmistir (Gyori, Venkatachalam, Thiagarajan, Hsu ve Clement, 2014). In vivo comet
testi Uluslararast1 Beseri Kullanima Yonelik Farmasotiklerin Teknik Gerekliliklerini
Uyumlastirma Konseyi (The International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use/ICH) ve ayni zamanda gida ve hayvan
yemlerindeki bilesiklerin genotoksisite degerlendirmeleri icin Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (European Food Safety Authority/EFSA) tarafindan onerilmektedir (EFSA, 2011,
Enciso ve digerleri, 2018; ICH, 2011). Bununla birlikte, bu test ilk kez 2014 yilinda OECD
tarafindan onaylanarak (OECD 489) yonergelere dahil edilmis ve son versiyonu 29 Temmuz
2016'da kabul edilmistir (Singh, 2016). Testin in vitro versiyonu ise, yeni kozmetiklerin,
nanomalzemelerin ve ilaglarin genotoksisite taramasinda yaygin olarak kullanilmakla
birlikte Avrupa Komisyonu'nun Kimyasalarin Kaydi, Degerlendirilmesi, Izni ve
Kisitlanmast (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical
Substances-REACH) programi kapsaminda kullanim igin uygun bir test olarak

onerilmektedir (Enciso ve digerleri, 2018).

2.6. Tamamlayici, Alternatif ve Biitiinleyici (Integratif) Tip

Konvansiyonel tibbin yan1 sira tamamlayici ve alternatif tibbin (TAT) tedavi segenekleri ve
son zamanlarda da biitlinleyici (integratif veya entegratif) tip onkoloji alaninda fazlasiyla yer
almaya baslamistir (Miinstedt ve Minnle, 2020). Tamamlayict ve alternatif tip (TAT),
Ulusal Tamamlayic1 ve Biitiinleyici Saglik Merkezi (National Centre for Complementary
and Integrative Health/NCCIH) tarafindan “konvansiyonel veya allopatik tibbin bir pargasi
olarak kabul edilmeyen cesitli tibbi ve saglik bakim sistemleri, uygulamalar1 ve {iirlinleri”
olarak tanimlanmaktadir (Albabtain, Alwhaibi, Alburaikan ve Asiri, 2018; Saghatchian ve
digerleri, 2014; White, 2020:500). Temel olarak “tamamlayici tip” ve “alternatif tip”
terimleri birbirinin yerine kullanilmaktadir, ancak iki terim farkli kavramlar1 ifade eder:
“Tamamlayic1” tedaviler konvansiyonel tip ile birlikte kullanilan konvansiyonel olmayan
uygulamalar olup, “alternatif” tedaviler konvansiyonel tibbin yerine kullanilan

yontemlerdir. Ister tamamlayici ister alternatif olsun NCCIH bu uygulamalari ii¢ ana
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kategoriye ayirmaktadir (Keene, Heslop, Sabesan ve Glass, 2019; NCCIH, 2021, Ng ve
Kishimoto, 2021):

1- Besinsel yaklasimlar, diyet takviyeleri, sifali otlar, vitaminler, mineraller, probiyotikler
ve mikrobiyal bazli tedavileri iceren dogal {irtinlerdir.

2- Psikolojik ve fiziksel yaklasimlar, yoga, akupunktur, masaj terapisi, omurga
manipiilasyonu, sanat terapisi, miizik terapisi, dans gibi zihin ve beden uygulamalarini
icermektedir.

3- Diger tamamlayici saglik yaklagimlari, geleneksel sifaci yontemleri, Ayurveda tibbi,

geleneksel Cin tibb1, homeopati ve naturopati gibi metodlari icermektedir.

Biitlinleyici (integratif) tip, kisiyi yasam tarzlar1 tim yonleriyle dahil olmak {izere bir biitiin
olarak (beden, zihin ve ruh) ele alarak, mevcut en iyi kanitlar1 kullanan tip uygulamalari ve
yaklagimlar1 olarak ifade edilebilir. Ayrica bu yaklasim hem konvansiyonel hem de
tamamlayici/alternatif yaklagimlart kullanarak terapotik iliskiyi vurgular (Kligler ve
digerleri, 2004; White, 2020:500). Bagka bir deyisle biitlinleyici saglik bakimi, genellikle
konvansiyonel ve tamamlayici yaklasimlar1 koordineli bir sekilde bir araya getirmektedir
(NCCIH, 2021).

Son yillarda Tamamlayici veya Alternatif Tip yontemlerinin halk arasindaki popiileritesi
giderek artmaktadir. Ozellikle kanser hastalar1 arasinda son derece yaygin hale gelen bu
yaklagim hem hastalig1 tedavi edecegi diislincesi ile hem de klasik tedavilerin (kemoterapi,
radyoterapi) neden oldugu yan etkilerle miicadele etmek amaciyla siklikla tercih edilmeye
baslanmistir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletlerinde kanser hastalarinin %80'den fazlasi
ve Avrupa'daki kanser hastalarinin ise %50'den fazlasinin bu alternatif yontemleri
konvansiyonel tip ile beraber veya konvansiyonel tibbin yerine kullandiklar1 bildirilmistir
(Blaheta, Nelson, Haferkamp ve Juengel, 2016; Huebner ve digerleri, 2014; Saghatchian ve
digerleri, 2014).

2.7. Kemoprevensiyon ve Onemi
Kanser olusumunun her agamasinda karsinogenez ile miicadele etmeyi amaglayan tiim

onlemler, ‘kemoprevensiyon’ terimi altinda toplanmistir (Janda, Taukin, Kaldunska ve

Jakubczyk, 2019). ik kez 1976 yilinda Michael Sporn tarafindan kullanilan
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kemoprevensiyon terimi hem kanserojen ve mutajenlere karst hem de kanserlere karsi
miicadelede oldukca tercih edilir hale gelmistir. Basitce ‘Kemoprevensiyon’ invaziv
kanserlerin ortaya ¢ikmasina neden olan neoplastik siireglerin gelisimini veya ilerlemesini
tersine cevirebilen, baskilayabilen veya oOnleyebilen dogal, sentetik ya da biyolojik
bilesiklerin kullanimi olarak tanimlanmistir (Sporn, 1976; Surh, 2003; Kotecha, Takami ve
Espinoza, 2016; Suvarna ve digerleri, 2020). Karsinogenezin ¢ok asamali siiregleri temel

alinarak ii¢ ana kemoprevensiyon siireci tanimlanmustir;

» Birincil (anti-inisiyasyon) kemoprevensiyon
> Ikincil (anti-promosyon ve anti-progresyon) kemoprevensiyon

> Ugiinciil kemoprevensiyon

Birincil kemoprevensiyon kanserin baslangi¢ asamasini engelleyen ajanlarin kullanimim
ifade etmektedir. Bu nedenle ila¢ metabolize edici enzimlerden Faz I inhibisyonu ve Faz II
indiiksiyonu, serbest radikallerin/nihai karsinojenlerin siipiiriilmesi, DNA tamirinin
baslatilmas1 6nemli anti-inisiyasyon kemopreventif hareket mekanizmalaridir (Janda ve
digerleri, 2019; Kuo, Chen ve Chiang 2012; Maru, Hudlikar, Kumar, Gandhi ve Mahimkar
2016; Zakowicz-Miegtkiewicz, 2021). Ikincil kemoprevensiyon prekanserdz kosullari
saptayarak tiimor biiylimesini durdurmay1 ve tanimlanmis premalign lezyonlarin tedavisine
yardime1 olmay1 amaglamaktadir (Janda ve digerleri, 2019; Zakowicz-Mietkiewicz, 2021).
Hiicre dongiisiiniin durdurulmasiyla klonal gelismenin inhibisyonu, sinyal transdiiksiyonu,
inflamasyon, anjiyojenez modiilasyonu ve apoptoz indiiksiyonu, temel anti-promosyon
kemopreventif hareket mekanizmalarini temsil etmektedir (Kuo ve digerleri, 2012; Maru ve
digerleri, 2016). Ugiinciil kemoprevensiyonda ise kanserin tekrar niiksetmesini engellemek
hedeflenir. Ayrica terapoétik etkinin stirdiiriilmesinde ve kemoterapinin desteklenmesinde rol

oynamaktadir (Janda ve digerleri, 2019; Zakowicz-Mietkiewicz, 2021).

Kemopreventif ajanlar Wattenberg (1985) tarafindan ‘Bloke edici ajanlar’ ve ‘Baskilayici
ajanlar’ olmak iizere iki ana kategoride siniflandirilmistir. Bloke edici ajanlar (inisiyasyon
inhibitorleri, birincil kemoprevensiyon), detoksifikasyon enzimlerini indiikleyerek veya
karsinojen olusumunu bloke ederek hareket ederler. Yani karsinogenezin baslangi¢
(inisiyasyon) asamasini engellerler. Baskilayici ajanlar (ikincil kemoprevensiyon) ise, hiicre

boliinmesini yavaslatarak, apoptozisi indiikleyerek ve hiicrelerin neoplastik farklilagsmasini
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inhibe ederek kanser gelisimine (promosyon) ve ilerlemesine (progresyon) karsi koyarlar

(Wattenberg, 1985; Surh, 2003).

Cevresel kemopreventif bilesikler arasinda insanlarin siirekli ve uzun siire maruz kalmalari,
yuksek toleraslari, diisiik toksisiteleri ve sahip olduklar1 bircok biyolojik aktiviteleri
dolayisiyla insan diyetinden tiirevlenen ajanlar kemoprevensiyon i¢in ana hedefler haline
gelmislerdir (Maru ve digerleri, 2016; Patel, Garg, Erande ve Maru, 2007; Surh, 2003). Son
yillarda meyvelerde, sebzelerde ve bitkilerde bulunan dogal fitobilesikler timor olusumuna
ve gelisimine miidahale etme potansiyelleri nedeniyle 6zel ilgi gérmektedir. Besinsel
olmayan bitki ikincil metabolitleri olan bu fitobilesiklerin ¢ogu sahip olduklari farmakolojik
ozellikler nedeniyle kemoprevensiyon stratejileri gelistirmek amaciyla kullanilmaktadir

(Ruiz ve Hernandez, 2016).

2.8. Bitki Metabolitleri

Bitkilerde birincil ve ikincil olmak iizere baslica iki tiir metabolit liretilmektedir. Birincil
metabolitler, bilyiime ve gelisme icin gerekli olup her bitkide bulunmaktadir. Ikincil
metabolitler ise bitki birincil metabolitleriden tiiretilmekle birlikte ¢esitli fizyolojik, hiicresel
ve biyokimyasal islevlere sahiptirler. Ayrica bu dogal bilesikler tibbi bitkilerin tedavi edici
ozelliklerinden sorumludurlar (Hidalgo ve digerleri, 2018; Guerriero ve digerleri, 2018;
Sharanya, Sabu ve Haridas, 2020: 7). ikincil metabolitler, metabolizmanin diizenlenmesinde
(fotosentez, fotorespirasyon ve ATP iiretimi vb.), bilylime (organlarin gelisimi vb.) ve diger
bircok siireclerde (simbiyoz gelisimi, hiicre sinyalizasyonu ve tozlasma vb.) 6nemli roller
oynamaktadir (Bourgaud, Gravot, Milesi ve Gontier, 2001; Chen ve digerleri, 2020).
Tirlere, dokuya, organa ve hiicreye ozgiidiirler. Patojen ve herbivorlara karsi, belirli stres
sartlarinda ve fertilizasyon veya tohum dagitimi i¢in bdcek ve hayvanlari ¢ekmek gibi
sartlara 6zgii olarak tretilmektedirler (Hidalgo ve digerleri, 2018; Guerriero ve digerleri,

2018; Sharanya ve digerleri, 2020: 7).
2.8.1. Allelokimyasallar
Ikincil metabolitlerin en Onemli alt gruplarindan biri 'Allelokimyasal' olarak

isimlendirilmektedir. Bu biyokimyasallar dondr bitkilerin rekabet etmesine ve alict

organizmalarin (alic1 bitkiler) gelisimini etkilemeye yardimci olmaktadir. Allelokimyasallar,
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esas olarak donor bitkilerin kok, tohum, ¢igek ve yapraklarindan sentezlenmektedir (Latif,
Chiapusio ve Weston, 2017; Schandry ve Becker, 2020). Allelokimyasal bilesikler diger
organizmalarin bilylimesini, gelisimini, fizyolojisini, davranigini ve yasam dongiilerini
etkilemek amaciyla cevreye salinirlar. Bu fenomen yaygin olarak 'allelopati' olarak

bilinmektedir (Latif ve digerleri, 2017).

Allelokimyasal etkiler alict organizma igin uyarict veya zararl olabilmektedir. Bu nedenle
allelokimyasallar hedef organizma toplulugunda faydali etkiler olusturabilecegi gibi diger
organizmalarin gelismesine ve hayatta kalmasina miidahale ederek zararli da olabilmektedir
(Ashraf, Sultana, Yaqoob ve Igbal, 2017; Faroog, Abbas, Tanveer ve Jabran, 2020). Hem
biyotik hem de abiyotik streslere karsi koruma gelistirmenin yani sira, allelokimyasal
metabolitler ates diisiiriicii, anti-kanser, antioksidan, anti-diyabetik, immiinosupresif, anti-
fungal, anti-inflamatuar, antimalarial, anti-bakteriyel, insektisidal, nematisidal ve anti-viral

etkili ajanlarin 6nemli bir kaynagidir (Akram ve digerleri, 2014; Borges ve digerleri, 2016).

2.8.2. Bitki Toksinleri (Fitotoksinler)

Allelokimyasallara benzer sekilde fitotoksinler de bitkilerde kimyasal olarak sentezlenen
ikincil metabolitlerdir. Bu fitobilesikler, ayrica bitki zehirleri, fitokimyasallar ve bitki
allelokimyasallar1 olarak da adlandirilmaktadirlar. Bitkiler, bu toksinleri biyotik (&rn.
hasereler, bocekler, patojenler ve parazitler) ve ¢evresel (sicaklik, pH, nem, tuz orani,
kuraklik gibi) streslere karsi savunma ajanlar1 olarak sentezlemektedirler. Ek olarak,
fitotoksinler bitkinin biliylimesini ve hayatta kalmasini desteklemekte, ayn1 zamanda
biliylimeyi artiran ajanlar ve savunma proteinleri olarak gorev yapmaktadirlar (Bucheli,
2014). Kimyasal olarak kiiclik organik molekiillerden biiytlik peptidler ve proteinlere kadar
cok cesitli yapisal 6zellikler sergileyen bu bilesikler, alkaloidler, siyanojenik glikozitler,
terpenler, poliketitler, glukozinolatlar, peptitler, kumarinler, flavonoidler ve fenolik
bilesikler gibi farkli ailelere dahil edilebilmektedirler (Chen ve digerleri, 2020; Wink, 2003).

Fitotoksinlerin bir kismi ¢esitli bitki tiirlerinin yenilebilir kisimlarinda yer almakla birlikte
insanlar tarafindan siklikla tiiketilebilmektedir. Litaratiire gére meyve, sebze ve diger bitki
bilesenlerinde tanimlanan birgok fitotoksin bulunmaktadir. Bu dogal bilesikler genellikle
belirli maruziyet diizeylerinde giivenli kabul edilmektedir. Insanlar tarafindan gida olarak

tiikketilebilen fitotoksinlerin kanser, hipertansiyon ve diyabet gibi ciddi hastaliklara karsi
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terapOtik etkilere sahip olabildigi bilinmektedir. Ancak bu toksinler potansiyel
karsinojenisite ve tiimor tesvik edici aktivitelerinin yaninda oliimcil etkilere de sahip
olabilmektedir. Buna ragmen bitki toksinleri, ila¢ tasarimlar1 ve hastaliklarin teshisi icin
model olusturma roliinii iistlenebilmektedir (Bucheli, 2014; Kasali ve digerleri, 2021: 32;
Peres ve digerleri, 2013). Kimyasal yapilarina bagh olarak fitotoksinler, ribozom inaktive
edici proteinler (RIP’ler), protein olmayan amino asit toksinler, terpenler, alkaloidler ve

siyanojenik glikozitler olarak siniflandirilabilir (Chen ve digerleri, 2020).

2.9. Siyanojenik Glikozitler

Siyanojenik glikozitler veya a-hidroksinitril glikozitler, nitril ve seker igeren glikolise bir
bitki sekonder bilesik grubudur. Ayni zamanda fitoantispinler (phytoanticipins) ad1 verilen
ve mikroorganizma hiicumundan 6nce bitkide var olan veya enfeksiyon sonrasi iiretilen bir
bitki antibiyotigidir (Borges ve digerleri, 2016; VanEtten, Mansfield, Bailey ve Farmer,
1994; Wang, Sandrock ve VanEtten, 1999). Siyanojenik glikozitler, bir aglikon ve bir seker
pargasi olmak lizere iki ana kisimdan olusur (Sekil 2.6). R1, aglikon kismini temsil etmekte
olup R2, R3, R4 ve R5, bir glikosidik bag ile ya monosakkarit (glikoz) ya da disakkarit
(gentiobioz) sekerlerin baglandig1 olas1 ornatik pozisyonlari temsil eder. Aglikon kismi, bir
alifatik, siklik, aromatik veya heterosiklik kisma bagli bir nitril grubundan olusur.
Siyanojenik glikozitlerin aglikonlari, asagidaki amino asitlerden birinden baslayarak
biyosentezlenir: fenilalanin, tirozin, valin, izoldsin, 16sin, 2-(2'-siklopentenil)-glisin ve 2-(2'-

hidroksi-3'siklopentenil)- glisin (Cressey ve Reeve, 2019; Yulvianti ve Zidorn, 2021).
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Sekil 2.6. Siyanojenik glikozitlerin temel yapis1 (Yulvianti ve Zidorn, 2021)

Siyanojenik glikozitlerin dogada siyanojenik monosakkaritler olarak bulunmaktadirlar,

ancak alternatif olarak (R)-amygdalin, (R)-vicianin ve linustatin gibi siyanojenik
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disakkaritler de olduk¢a yaygindir (Kende, 1989; Ndubuisi ve Chidiebere, 2018). Insanlar
tarafindan gida olarak tiiketilen bazi siyanojenik glikozitler ve bunlarin iiretildigi bitkisel

kaynaklar Cizelge 2.3 de listelenmistir.

Cizelge 2.3. Insanlarin gidalarinda bulunan énemli siyanojenik glikozitler ve bitkisel
kaynaklar1 (Cressey ve Reeve, 2019)

Glikozitler Bulundugu Besinler
) Bademler, ¢ig findik, elma, kayisi, kiraz, seftali vb. meyve
Amygdalin
¢ekirdekleri
) Bademler, elma, kayisi, kiraz, seftali vb. sert ve yumusak
Prunasin ) )
cekirdekli meyveler
Dhurrin Sorgumlar
Linustatin Manyok (Cassava), keten tohumu
Linamarin Manyok, lima fasulyesi, keten tohumu, 1spanak
Lotoustralin Manyok, lima fasulyesi, keten tohumu
Sombunigin Baklagiller ve miirver meyvesi
Taksifilin Bambu filizi

3000 ila 12,000 bitki tiirinlin siyanojenik glikozit iirettigi tahmin edilmekle birlikte
Compositeae, Araceae, Passifloraceae ve Rosaceae familyalarma ait bir¢ok bitkide
bulunmaktadirlar (Ndubuisi ve Chidiebere, 2018; Mosayyebi ve digerleri, 2020; Poulton,
1990). Siyanojenik glikozitlerin aci tatlart ve bitki dokusunun pargalanmasi sonucunda
toksik hidrojen siyaniir salinimi nedeniyle herbivorlara kars1 savunmada bitkilerde 6nemli
rol oynadig1 kabul edilmektedir (Iriti ve Faoro, 2009). Bitkilerin yenilebilir kismi, agizda
1slatilarak yumusatildiktan sonra katabolik intraseliiler enzim f-glukosidazin salinmasini
takiben hidrolize olan siyanojenik glikozitler, hidrojen siyaniir (HCN), glikoz, keton veya
benzaldehitlere ayrismaktadir (Bolarinwa, Oke, Olaniyan ve Ajala; 2016: 181; Chaouali ve
digerleri, 2013).

Cogunlukla bitkilerin yenilebilir kisimlarinda bulunan yaklasik 25 siyanojenik glikozit
tanimlanmistir (Cizelge 2.3). Kayis1 ¢ekirdegi, seftali ¢ekirdegi, manyok, badem, bambu
filizi, sorgum, keten tohumu diinya ¢apinda insanlar tarafindan gida veya bitkisel ila¢ olarak

tilketilmekte olan ana siyanojenik bitkilerdir (Kolesar, Halenar, Kolesarova ve Massanyi,
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2015; Nyirenda, 2020). Bu bitkilerin tiikketiminin doza bagli olarak hem akut hem de subakut
saglik sorunlarina neden oldugu bildirilmistir. Siyanojenik glikozitlerin potansiyel
toksisitesi, akut siyaniir zehirlenmesine neden olan hidrojen siyaniiriin iiretilmesini saglayan
enzimatik bozunmadan kaynaklanmaktadir. Akut siyaniir toksisitesinin insanlarda viicut
agirligi baz alindiginda 0,5 ve 3,5 mg/kg arasindaki dozlarda ortaya ¢ikabildigi bildirilmistir
(Bolarinwa, Orfila ve Morgan, 2014; Speijers, 1993). Akut siyaniir zehirlenmesinin Klinik
semptomlar1 arasinda hizli solunum, kan basincinda diisiis, hizli nabiz, bas agrisi, bas
donmesi, kusma, ishal, zihinsel karisiklik, sersemlik, oksijen eksikligi nedeniyle ciltte mavi
renk degisikligi, segirme ve konviilsiyonlar yer almaktadir (Cressey ve Reeve, 2019;
Speijers, 1993). Yiiksek dozlarda maruz kalinmasi sonucunda solunum yetmezligi ve
kardiyovaskiiler ¢okiis oliimciil olabilmektedir (Akintonwa, Tunwashe ve Onifade, 1994;

Burns, Bradbury, Cavagnaro ve Gleadow, 2012).

2.9.1. Amygdalin

Bir siyanojenik diglikozit olan Amygdalin (D-mandelonitril-B-gentiobiosid; sinonim: D-
mandelonitril-B-D-glukozido-6-B-D-glukozit), kayist (Prunus armeniaca), seftali (Prunus
persica), ac1 badem (Prunus amygdalus amara), elma (Malus pumila), kiraz (Prunus avium),
erik (Prunus domestica) gibi Rosaceae bitki tohumlarinda bulunan ve dagilimi bakimindan
kozmopolit bir bilesiktir (He ve digerleri, 2020; Milazzo, Lejeune ve Ernst, 2007; Santos-
Pimenta, Schilthuizen, Verpoorte ve Choi, 2014). Ornegin, kayis1 ¢ekirdeginde yaklasik
olarak %3,6 ve %S5,2 arasindaki bir oranda bulunabilmektedir; genellikle tath kayisi
cekirdeklerinde bulunmazken ac1 kayisi ¢ekirdeklerindeki konsantrasyonu (5,5 g/100 g) ¢ok
yiiksek olabilmektedir (Femenia, Rossello, Mulet ve Canellas, 1995; Tanaka, Nitta ve
Nagatsu, 2014). Ac1 badem c¢ekirdeginde yaklasik olarak 50 g/kg (%3-5) (Lee ve digerleri,
2013), seftali cekirdeginde ise %2,7-%3,1 oraninda bulunmaktadir (Tanaka ve digerleri,
2014). Buna karsin, elmalardan (Malus domestica) elde edilen tohumlarin Amygdalin icerigi
1-4 g/kg arasinda degismektedir (Bolarinwa, Orfila ve Morgan, 2015). Ek olarak,
Amygdalin piring, olgunlasmamis seker kamisi, sorgum, bazi findik tiirleri ve yam (tath
patates) benzeri bitkilerde de Linamarin gibi diger siyanojenik glikozitlerle birlikte
kombinasyon halinde bulunmaktadir (Oke, 1979; Osuntokun, 1980; Saidu, 2004).
Amygdalin kimyasal olarak iki glikoz molekiiliine bagl anti-neoplastik bir bilesik olan bir

hidrosiyanik asit ve analjezik etkisi bulunan bir benzaldehit molekiilii igermektedir (Sekil



37

2.7) (Isozaki, Matano, Yamamoto, Kosaka ve Tani, 2001; Kolesar ve digerleri, 2018;
Omelka ve digerleri, 2021).

g&,, l . Amygdalin
L /CL ‘oo || Molekiil formiili: CaoHzrONss
’ Hg Okrox 1; N Sinonimi: D -mandelonitril- B- D —gentiobiosid
e J/ Molekiil agirligi: 457,43 g/mol

Sekil 2.7. Amygdalin’in kimyasal yapis1 ve 6zellikleri (PubChem, 2021a)

2.9.2. Amygdalin’in metabolizmasi

Strugala, Rauws ve Elbers (1986), Amygdalin’in farmakokinetigi ile ilgili yaptiklar
caligmada oral olarak uygulanan Amygdalin’in iki farkli metabolik yola girebilecegini ileri
siirmiislerdir. ilk yolak bagirsagin proksimal kisminda terminal glikoz rezidiisiiniin
enzimatik P(1-6)-glukosidaz aktivitesi sayesinde ayrilarak Amygdalin’in, prunasine
metabolize olmasi karaciger 6ncesi veya ‘ilk gegis’ metabolizmasidir. Ikincisi ise bagirsak
mikrobiotasina ait olan B-glukosidaz tarafindan glukoz, siyaniir ve benzaldehide dogrudan

metabolize olmay1 icermektedir (Sekil 2.8) (Oduwole ve Abdelnaser, 2020).

Freese, Brady ve Gal (1980), insan dokularindaki B-glukosidaz enziminin esas olarak
memeli dokusunun nétr pH sitozoliinde bulunmasi, bakteriyel B-glukosidazin ise asidik
lizozomlarda lokalize olmasi nedeniyle 'ilk gecis' etkisinden sorumlu olan memeli
dokularindaki B-glukosidazin, son hidrolizden sorumlu olan bakteriyel B-glukosidazdan
farkl1 olabilecegini One siirmiistiir. Arastirmacilar, antibiyotik uygulamasini takiben
bagirsak biotasina ger¢eklesen azalmanin, Amygdalin’in prunasine hidrolitik bolinmesini
etkilenmedigini ancak, Amygdalin’in benzaldehit ve siyaniire total hidrolizinin
baskilandigini gostererek bu 6n goriiyii dogrulamiglardir. Bu sonuca dayanarak bagirsak
bakterilerinden elde edilen B-glukosidazin, Amygdalin’in benzaldehit ve siyaniire hidrolizini
biiylik oOlgiide etkiledigi icin Amygdalin metabolizmasinda baskin bir rol oynadigi
bildirilmistir (Blaheta ve digerleri, 2016; Strugala ve digerleri, 1986). Intravendz olarak
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uygulanan Amygdalin, siyaniir veya benzaldehit liretimine neden olmadigi, ancak oral
uygulamanin 6nemli kan siyaniir diizeylerine yol agtigi g6z Oniine alinacak olunursa
bakterilerin hidrolitik rolii dogrulanmaktadir (Moertel ve digerleri, 1981; Newton, Schmidt,
Lewis, Lawrence ve Conn, 1981).

Gastrointestinal kanalda kalan prunasin B-glukosidaz tarafindan mandelonitrile ayrigabilir.
Mandelonitril kararsizdir ve son iiriin olarak benzaldehit ve siyaniire doniismektedir.
Amygdalin uygulanmasindan yaklasik 1,5-2 saat sonra kandaki maksimum diizeyine ulasan
siyaniir, eliminasyon hizi dakikada yaklasik 17 ug/kg olacak sekilde rodanaz (sinonim:
tiyosiilfat stilfiir transferaz) ve 3-merkaptopiruvat siilfiir transferaz tarafindan katalize edilen
stilfiirasyon ile tiyosiyanata (SCN-) hizlica detoksifiye edilir (H. Z. Hill, Backer ve G. J.
Hill, 1980; Zagrobelny ve digerleri, 2004). Tiyosiyanat agirlikli olarak idrar ile viicuttan
disar1 atilirken, kiigiik bir kismi format (HCOO-) ve karbondioksit (CO2) olarak
cikarilmaktadir (Blaheta ve digerleri, 2016; Singh, Rao ve Bhattacharya, 2013). Siyaniir
oldukga toksiktir, mitokondriyal sitokrom oksidaz a3'iin Fe*® 'iine baglanir, boylece elektron
tasima zincirini ve oksidatif metabolizmay1r bloke eder. Oksidatif fosforilasyonun
inhibisyonu sonunda hiicresel ATP tiikenerek laktik asidoz ile aerobik metabolizmadan

anaerobik metabolizmaya gecise neden olmaktadir (Deng ve digerleri, 2021; Mani ve
digerleri, 2019).
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Sekil 2.8. Amygdalin metabolizasyon yolagi (Blaheta ve digerleri, 2016; PubChem, 2021b)

2.9.3. Amygdalin’in toksik etkileri

Siganlarda oral olarak uygulanan Amygdalin’in ortalama letal dozu (LDso) 880 mg/kg'dir

(Adewusi and Oke, 1985). Yine sigcanlarda intravendz enjeksiyon ve intragastrik

uygulamalarda elde edilen LDso konsantrasyonlar1 sirasiyla 25 g/kg ve 0,6 g/kg olup

intraperitonal enjeksiyon sonucu LDso dozu 8 g/kg olarak belirlenmistir. Farelerde

intravendz enjeksiyon ve intragastrik uygulama sonrasi saptanan LDso konsantrasyonlari ise

strastyla 25 g/kg ve 887 mg/kg'dir (He ve digerleri, 2020). Bunlarin yan1 sira, fare, tavsan

ve kopek i¢in Amygdalin’in maksimum tolerans konsantrasyonlari intravendz veya
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intramiiskiiler enjeksiyon sonrasi 3 g/kg olup bu deger intragastrik uygulamada 0,075 g/kg
olarak bulunmustur (Mu, 2002; Rauws and Olling, 1982; Zhang and Jin, 1986).

Akut toksisite aragtirmalarina gére Amygdalin’in oral olarak uygulanmasinin, intravenz
enjeksiyona gore yaklasik 40 kat daha fazla toksisiteye neden olacagini gostermistir. Buna
gore Shragg, Albertson ve Fisher (1982) 500 mg/kg'lik Amygdalinin intravendz enjeksiyonu
sonrasinda deney hayvanlarinda 6liime neden olmadigini, ancak ayni konsantrasyonun
intragastrik uygulamasini takiben 48 saat iginde hayvanlarin %80'inin dldiigiinii
gostermislerdir (He ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Kanser Enstitiisii klinik denemelerinden birinde, kanser tedavisi goren 6 hastaya 7 giinliik
bir siire boyunca giinde 3 kez 0,5 g Amygdalin verilmesi sonucu kan siyaniir diizeylerinde
artls gdzlenmistir. Yine ilave olarak 6 kanser hastasmna 21 giin boyunca giinde 4,5 g/m?
dozda (giinde yaklasik 120 mg/kg viicut agirligl) Amygdalin intraven6z enjeksiyon yoluyla
uygulanmistir. Sonugta kandaki siyaniir konsantrasyonu "esasen tespit edilemez" olarak
tanimlanmis olup, toksik yan etkiler kaydedilmemistir (FAO/WHO, 2012; Moertel ve
digerleri, 1981). Tiim bunlarin aksine insanlarda 4 g/giin Amygdalin oral olarak 15 giin veya
intravendz olarak 1 ay siireyle uygulandiginda sistemik toksisiteye neden olabildigi
bulunmustur (Carter, McLafferty ve Goldman, 1980). Ancak giinliik olarak uygulanan oral
doz araligi 0,6-1 g olacak sekilde ayarlandiginda veya Amygdalin kullanimi
sonlandirildiginda toksik etkilerden kaginilabilecegi bildirilmistir (Song and Xu, 2014).

Amygdalin normalde toksik olmayan bir bilesiktir ancak oral olarak alinan dozlarda cesitli
enzimlerin hareketi altinda Once prunasine, son olarak da hidrojen siyoniire (HCN)
ayrismaktadir. Diinya Saglik Orgiitii, Avrupa Gida Giivenligi Ajansi ve Cevre Koruma
Ajansi tarafindan 50-60 kg agirhigindaki bir yetigkin icin giinliik oral HCN dozu sirasiyla
0,6-0,72 mg, 0,18-0,22 mg ve 6-7,2 mg olarak tanimlanmustir (He ve digerleri, 2020). 1 gram
Amygdalin’den 59 mg HCN serbest birakilabilmektedir (Wahab, Breitbach, Armstrong,
Strattan ve Berthod, 2015). Bu agidan bakildiginda Amygdalin’in oral uygulamasini takiben
siyaniir zehirlenmesine neden olan ciddi yan etkilerin gelisme olasilig1 oldukea yiiksektir.
Bir¢ok calismada yliksek miktarlarda tiiketilen ac1 bademlerin ve kayisi ¢cekirdeklerinin hem
¢ocuk hem de yetiskinlerde siyaniir zehirlenmelerine neden olabildigi belirtilmistir
(Akyildiz, Kurtoglu, Kondolot ve Tung, 2010; Mouaffak ve digerleri, 2013). Toksikoloji
Komitesi'ne goére siyaniiriin insanlar igin letal dozu yaklasik 0,5-3,5 mg/kg olarak ifade

edilmistir (Speijers, 1993). Bu baglamda 50 adet ac1 badem tiiketiminin yetigkinler ve 5-10
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adet ac1 badem tiiketiminin kiigiik cocuklar i¢in 6liimciil oldugu bildirilmistir (Chaouali ve
digerleri, 2013; He ve digerleri, 2020). Ote yandan Amygdalin’in diger bilesiklerle
etkilesiminden kaynaklanan toksisitesi oldugu saptanmistir. Amygdalin’in C vitamini ile
beraber tiiketildiginde hastalarda siyaniir toksisitesinin arttig1 gozlenmistir. Ger¢ektende C
vitamininin Rodanaz enzim aktivitesini azaltarak, HCN detoksifikasyonunu engelledigi ve
siyaniir detoksifikasyonunu kolaylastiran, kiikiirt iceren amino asit sisteinin kandaki
diizeyini azalttig1 bildirilmistir (Basu, 1983; Bromley, Hughes, Leong ve Buckley, 2005;
Mosayyebi ve digerleri, 2020).

Yapilan ¢alismalar Amygdalin’in  oral uygulanmasi ile kandaki Amygdalin
konsantrasyonunun distiigiinii, siyaniir konsantrasyonunun ise arttigini gostermektedir.
Ayrica plazmada sadece Amygdalin’in metaboliti olan prunasine rastlandig: bildirilmistir
(Blaheta ve digerleri, 2016). Intravenéz enjeksiyon sonrasinda ise Amygdalin’in kanda
konsantrasyonu yiikseldigi bulunmus ve neredeyse hi¢ siyaniir saptanmamistir. Amygdalin
prototipi prunasin plazmada tespit edilebilmistir. Ek olarak Intravendz infiizyondan sonra,
Amygdalin agirlikli olarak orijinal formunda idrarla atilirken, en yiiksek atilim oranina
infiizyondan 2 saat sonra ulasildig1 belirlenmistir (Li ve digerleri, 2014; He ve digerleri,
2020). Biitiin bu arastirmalar, Amygdalin’in intraven6z inflizyonunun gastrointestinal
sistemdeki enzimatik bozunmay1 atlayabildigini ve Amygdalin’in yikimu ile iliskili siyantir
toksisitesi olusturmadigini, ancak oral uygulamanin 6nemli oranda kan siyaniir diizeylerine

neden olabilecegini gostermektedir (Mani ve digerleri, 2019).

2.9.4. Amygdalin’in anti-kanser tarihi

Anti-kanser tedavisinin savunuculari, Amygdalin’in tiimore 6zgii aberasyonlardan dolay1
tiimor hiicrelerinde segici siyaniir zehirlenmesine neden oldugunu savunmaktadir.
Detoksifiye edici enzim rodanaz kaybina bagl olarak zenginlesen B-glukozidazin etkilerine
dayanan bu kanitlanmamis teoriye gore, Amygdalin’i son iiriin olan hidrosiyanik asite
hidrolize eden B-glikosidaz enzimleri tiimor hiicrelerinde, normal hiicrelerdekine kiyasla
1000-3000 kat daha yiiksek aktivite gostermektedir. Enzim aktivitesindeki bu farklilik
neoplastik aktiviteye sahip tiimdr hiicrelerinde asirt miktarlarda serbest hidrosiyanik asit
biriktirmesine izin verir. Hidrosiyanik asidin daha ileri detoksifikasyonu sonucu tiyosiyanat
olusur. Bu reaksiyonda gérev alan mitokondriyal enzim rodanaz ise normal dokularda daha

aktifken kanser hiicrelerinde neredeyse Onemsiz bir aktiviteye sahiptir. Bu nedenle, bol
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miktarda siyaniir salinimi1 saglayan B-glikosidaz aktivitesi ile birlikte siyaniir detoksifiye
edici rodanaz enzim aktivitesi eksikliginin kombinasyonu araciligiyla Amygdalin'in normal
hiicreler lizerinde énemli bir zararl etkisi olmaksizin kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi igin
secici bir avantaj saglayabilecegi one siiriilmektedir. Bu ilging hiicre 6ldiirme yaklagimindan
yararlanilarak, insan tiimorlerine karsi bir anti-kanser ajan olarak Amygdalin kullanimi i¢in
birgok girisimde bulunulmustur (Abboud, Al Awaida, Alkhateeb ve Abu-Ayyad, 2019;
Liczbinski ve Bukowska, 2018).

Ik olarak iki Fransiz kimyac1 Robiquet and Boutron-Charlard tarafindan 1830'larda izole
edilen (Dorr ve Paxinos, 1978) Amygdalin’in, bir kanser hastasi iizerinde ilk kez denenmesi
Rusya’da 1845 yilinda gergeklestirilmistir. Bu denemeye ait raporlar etkisiz ve toksik oldugu
sonuclar1 icermekle beraber pozitif sonuglara da yer vermektedir. 1920 yilinda ABD’de de
kanser hastalarima benzer bir tedavi girisimi uygulanmistir. Ancak Amygdalin oldukca
toksik cevaplara neden olmus ve kanseri tedavi etmek i¢in kullanimi terkedilmistir
(Chandler, Anderson ve Phillipson, 1984; Milazzo ve Horneber, 2015; Abboud ve digerleri,
2019). Daha sonra 1950'lerde Ernst T. Krebs (Dr. Krebs’in oglu) tarafindan yar1 sentetik,
daha az toksik ve enjekte edilebilir bir formu gelistirilmistir (Liczbinski ve Bukowska,

2018).

Amygdalin'in yar1 sentetik tiirevi olan ABD patentli Laetrile’nin (L-mandelonitril-8-
glukuronid) kimyasal bilesiminin, Meksikal1 {ireticiler tarafindan ezilmis kayisi
¢ekirdeklerinden tretilen Laetrile/Amygdalin’den (D-mandelonitril-pB-gentiobiosid) farkli
oldugu bildirilmistir (Dorr ve Paxinos, 1978; Milazzo ve Horneber, 2015). Ancak, Ulusal
Kanser Enstitiisii, Meksika'da Cyto Pharma tarafindan iiretilen oral ve enjekte edilebilir
Amygdalin’in safligina iliskin gergeklestirdikleri analizlerde her iki {irinin de ABD
farmasétik {irlin standartlarin1  karsilamadigini gostermislerdir (Davignon, Trissel ve
Kleinman, 1978; Song ve Xu, 2014). Bu nedenle Gida ve Ila¢ Dairesi'nden (FDA) onay
almamamistir. Buna ragmen, 1978 yilina kadar 70.000 Amerikali kanser hastasinin
Amygdalin’i (Laetrile) tamamlayici ve alternatif bir tedavi olarak kullandig1 ve 1970'lerde
en ¢ok tercih edilen anti-kanser yaklagimlarindan biri haline geldigi bildirilmektedir (Dorr
ve Paxinos, 1978; He ve digerleri, 2020; Milazzo ve digerleri, 2007; Moss, 2005). Bunun
lizerine etkinligini arastirmaya karar veren Ulusal Kanser Enstitiisii, 22 hastadan 6'sinda iyi
terapOtik etki gozlendigi, ancak bu kamtlarin Amygdalin’in anti-kanser etkilerini

desteklemek i¢in yetersiz oldugunu bildirmistir (Ellison, Byar ve Newell, 1978). Daha sonra
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FDA 1979 yilinda, Amygdalin’in ila¢ olarak kullanilamayacagini ve toksisitesinin
kanitlandigin1 agiklamustir (Bitting, 1978; He ve digerleri, 2020; Shishkovsky, 1980).
Amygdalin ve metabolik tedavi alan 178 kanser hastasi ile yapilan incelemelerde, tedavi,
kanser stabilizasyonu, kanser ile iligkili semptomlarin iyilestirilmesi veya yasam siiresinin
uzatilmasi acisindan Onemli bir fayda gozlenmedigi ileri slriilmistiir. Sonuclar
Amygdalin’in antikanser aktivitesi gosterme konusunda basarisiz oldugunu ve bunun yerine
siyaniir zehirlenmesine ait yan etkilerin ortaya ¢iktigin1 agiklamaktadir (Moertel ve digerleri,
1982). Boylece, Laetrile’in yiiksek dozlarda karaciger hasari, sinir hasari, ates ve koma gibi
yan etkilere sebep oldugu ve etkili bir anti-kanser tedavisi gostermede basarisiz oldugu
bildirilmistir. Bu verilere dayanilarak ve toksisite gelistirme potansiyeli sebebiyle FDA
karartyla Laetrile’in Amerika ve Avrupa’da anti-kanser ajani olarak kullanimindan
vazgecilmis ve yasaklanmustir (Curran, 1980; Song ve Xu, 2014). Ingiltere’de ise
siyanogenetik maddeler "yalnizca regeteyle satilan ilaglar" olarak kabul edilmekte ve ancak
tibbi gozetim altinda recete edilebilmektedirler. Buna karsin, laetrile 6zellikle Meksika’da
antikanser terapisi olarak tiretilmeye ve uygulanmaya devam edilmektedir (Moss, 2005;

Milazzo ve digerleri, 2007, Milazzo ve Horneber, 2015).

Amygdalin’in sinonimi olarak siklikla ‘Laetrile’ ve ‘Vitamin B-17’ terimleri de
kullanilmaktadir. Ancak Amygdalin’in bir vitamin olmadigi ve laetrileden de kimyasal
olarak farkli bir bilesik oldugu ifade edilmektedir (Fenselau ve digerleri, 1977). Laetrile ise
laevorotator ve mandelonitrilin akronimi olup Amygdalin yapisinin bir bdliimiinii paylasan
yar1 sentetik bir molekiildiir ve mandelonitrile bagli sadece bir glikoz molekiiliinden

olugmaktadir (Sekil 2.9) (Blaheta ve digerleri, 2016; Liczbinski ve Bukowska, 2018).
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Sekil 2.9. Laetrile’nin kimyasal yapisi ve dzellikleri (PubChem, 2021c)
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Geleneksel olarak, tibbi materyallerdeki kimyasal bilesiklerin ekstraksiyon yontemi su ile
kaynatilarak gerceklestirilmektedir. Ancak kayisi ¢ekirdeklerinden Amygdalin eldesi i¢in
kullanilan yaygin tekniklerde bir kissm Amygdalin’in, epimeri olan neoamygdalin’e
dontistiigi  saptanmigtir (Lv, Ding ve Zheng, 2005). Bu nedenle ezilmis kayisi
¢ekirdeklerinden elde edilen dogal ftriinlerde Amygdalin veya neoamygdalin oldugu
bildirilmistir. Dogal Amygdalin, aktif form olarak kabul edilen dekstrorotator (R)
konfigiirasyon (R-amygdalin) gdstermektedir. Inaktif (S) izomeri olan neoamygdalin (L-
mandelonitrile-B-gentiobiosid) ise dogada olusmamaktadir (Blaheta ve digerleri, 2016;
Takayama ve Kawai, 1984; Young, Pyo, Hoon ve Hee, 2003). D-amygdalin’nin kaynar suda
neoamygdaline epimerize oldugu bulunmustur. Bir teoriye gore, kanser tedavisindeki
etkinligi lizerinde literatiirde dnemli bir ¢eliskisi bulunan (Koeffler, Lowe ve Golde, 1980;
Moertel ve digerleri, 1982; Newmark ve digerleri, 1981) Amygdalin’in, sudaki etkisiz
epimeri olan neoamygdaline degisimi nedeniyle tartismali sonuglara sebep oldugu
diisiiniilmektedir (Takayama ve Kawai, 1984; Young ve digerleri, 2003). Bu nedenle
arastirmacilar, neoamygdalinin antitiimor aktivitesi olmadigi i¢cin D-amygdalinin suda
epimerizasyon yoluyla neoamygdaline donlismesini Onlemek amaciyla yontemler
gelistirilerek maksimum ekstraksiyon verimini elde etmislerdir (Koo ve digerleri, 2005;

Kwon, Lee ve Hong, 2010; Yan, Tong, Li ve Lou, 2006; Young ve digerleri, 2005).

2.9.5 Amygdalin’in anti-kanser etkileri

Amygdalin talya, Japonya, Cin ve Amerika gibi 20 iilkede geleneksel ydntemlerle kanser
tedavisi i¢in dretilmis ve kullanmlmistir (Qadir ve Fatima, 2017). FDA tarafindan
yasaklanmis olmasina ragmen, Amygdalin’in alternatif tipta kanserin Onlenmesi, atesin
hafifletilmesi ve Oksiiriik giderici olarak kullanilanildigi bildirilmistir. Ayrica migren,
hipertoni, kronik iltihaplanma, astim, bronsit, amfizem, clizzam, diyabet, kolorektal kanser
ve vitiligomun Onlenmesi ve tedavisi icin uygulandigi da bilinmektedir (Halenar,
Medved’ova, Maruniakova, Packova ve Kolesarova, 2014; A. Todorova, Pesheva, Iliev,

Bardarov ve T. Todorova, 2017; Yan ve digerleri, 2006).

Amygdalin’in, anti-fibroz (Chen, Hu, Mou, Wang ve Xie, 2021; Guo, Wu, Sheng, Yang ve
Tan, 2013; Zhang ve digerleri, 2018), anti-inflamasyon, analjezik etki (Hwang ve digerleri,
2008), yardimci antikanser etkisi (Song ve Xu, 2014), immiinoregiilasyon (Baroni ve

digerleri, 2005), anti-ateroskleroz (Jiagang ve digerleri, 2011; Zhao ve Yang, 2012), anti-
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tilser (Cai, Li ve Zhong, 2003; Song ve Xu, 2014) ve anti-diyabet etkilerini (Heikkila ve
Cabbat, 1980; Mirmiranpour ve digerleri, 2012) i¢eren farmakolojik etkileri yillar boyunca
iyi bir sekilde belgelenmistir. Ek olarak, sperm hiyaliironidaz aktivitesini ve sperm
hareketliligini inhibe edebildigi (Tanyildizi ve Bozkurt, 2004), yumurtlamay1 tesvik
edebildigi (Halenar, Medvedova, Maruniakova ve Kolesarova, 2015), endometriyozisi
hafifletebildigi (Dogru ve digerleri, 2017) ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin
imkan sunabilecegi agiklanmistir (Cheng, Yang, Zhao, Tse ve Rong, 2015).

Son yillarda ‘alternatif kanser tedavileri” arasinda en sik tercih edilen tedavilerden biri haline
gelen Amygdalin’in, antikanser etki mekanizmasi ile ilgili birgok veri bulunmasina ragmen
bu veriler tartigmalidir. Yapilan literatiir taramasinda Amygdalin’nin antikanser aktivitesinin
incelendigi pek ¢ok calismaya ulasilmistir. Bu ¢aligmalarda Amygdalin’in anti-kanser
aktivitesine sahip oldugunu gosteren oldukga fazla ¢alisma bulunmakla birlikte 6zellikle 70-
85’11 yillara ait caligmalarda tiimor biiyiimesini engellemede basarisiz oldugunu bildirenler
de bulunmaktadir. Ornegin, iki farkli fare modeli galismasinda Amygdalin'in anti-tiimor
aktivitesi tek basina ve aktive edici bir ajan olan beta-glukozidaz enzimi ile birlikte,
transplantasyon yapilan kemirgen tiimorlerine (Ridgway osteojenik sarkom, Lewis akciger
karsinomasi, P388 16semi, L1210 lenfoid 16semi, B16 melanoma ve Walker 256
karsinosarkomu) kars1 degerlendirilmistir. Amygdalin’in tek bagina timor sistemlerinin
herhangi birine kars1 6nemli antitimor aktivite gostermedigi bulunmustur. Benzer sekilde
Amygdalin ve beta-glukozidaz kobinasyonunun da bu {i¢ tiimor sistemine karsi antitimor
etkinlik gostermedigi saptanmustir. Ayrica beta-glukosidaz ile Amygdalin'in eszamanli
kombinasyon halinde verildigi tiim ¢alismalarda letal toksisite gdzlenmistir. Arastirmacilar,
Amygdalin’in test edilen tiim konsantrasyonlarinin si¢anlarda ve farelerde solid osteojenik
sarkom, melanoma, karsinosarkom, akciger tiimorleri ve Idsemiyi etkilemedigini
belirtmislerdir. Ancak Amygdalin ile tedavi edilen bazi hayvan gruplarinin yasam
stirelerinde hafif bir artis gozlendigi belirlenmistir (Laster ve Schabel 1975; Wodinsky ve
Swiniarski,1975).

G. J Hill, Shine, H. Z. Hill ve Miller (1976) parenteral Amygdalin’in anti-kanser aktivitesini
incelemigler ve 50 ile 5000 mg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda intraperitonal olarak
implante edilen B16 melanomali C57BL/6 fareleri ve BW5147 lenfatik 16semili AKR
farelerinde kanser gelisimi iizerine bir etkisi olmadigini saptamislardir. Ayrica en yiiksek

konsantrasyonlarda (4000-5000 mg/kg) toksisiteye bagli oOliimlere neden oldugu
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bildirilmistir. Arastirmacilar parenteral (i.p) Amygdalin’in ¢alisilan fare tiimorleri igin

etkisiz bir anti-kanser ajani oldugu yorumunu yapmuslardir.

Stock, Tarnowski, Schmid, Hutchison, ve Teller (1978) 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene
tarafindan indiiklenen rat meme karsinomu ve farkli tiimoér hiicrelerinin sarkom 180, plazma
hiicresi tiimorii LPC-1, 16semi L1210, Mekka lenfosarkomu, Ridgway osteojenik sarkom,
sarkom T241, meme karsinomu E0771, Konik karaciger tiimdrii, Ehrlich karsinomas1 ve
Walker karsinosarkomu 256 transplantasyonu yapilan hayvan modellerine 6 giin boyunca
Amygdalin (500 ve 1000 mg/kg/giin, intraperitonal) uygulamislardir. Amygdalin’in timor
inhibisyonuna neden olmadigini gozlemlemislerdir. Baska bir ¢alismada ise ticari olarak
Laetrile adin1 alan Amygdalin’in anti-tlimor aktivitesi BDF1 farelerinde P388 lenfositik
16semi ve P815 mast-hiicre 16semi kullanilarak arastirilmistir. Birinci ve besinci giinlerden
sonra 200 mg/kg ila 2,000 mg/kg arasinda degisen konsantrasyonlar kullanilmistir. En
yuksek Amygdalin konsantrasyonlarinda bile P388 veya P815 tiimorii tagiyan farelerin

Omriiniin uzamadig1 agiklanmistir (Chitnis, Adwankar ve Amonkar, 1985).

Son yillarda Amygdalin’in anti-tiimor etkisi tizerine giderek artan bir ilgi bulunmaktadir.
Birgok calisma prostat kanseri, akciger kanseri, mesane kanseri, kolon kanseri ve rektum
kanseri iizerindeki terapétik etkilerini ortaya koymustur. Ancak metabolik yolakta son iiriin
olarak zehirli benzaldehit ve hidrosiyanik aside ayrisan prunasin ve mandelonitril iirettigi
i¢cin tartigmali bir anti-timdr tedavisi olarak kabul edilmektedir (He ve digerleri, 2020,

Liczbinski ve Bukowska, 2018; Shi ve digerleri, 2019; Song ve Xu, 2014).

2.9.6. Amygdalin’in genotoksik ve antigenotoksik etkileri

Amygdalin’in insan lenfosit kiiltiiriinde potansiyel genotoksik ve antigenotoksik etkilerini
inceleyen herhangi bir arastirmaya ulagilamamustir. Bu tez calismasinda Amygdalin’in insan
lenfositlerinde in vitro genotoksik ve antigenotoksik etkileri ilk kez aragtirtlmistir. Yani sira
Amygdalin’in ait oldugu fitotoksin grubu siyanojenik glikozitler ile ilgili olarak da herhangi
bir genotoksisite veya antigenotoksisite ¢caligmasina rastlaniimamigtir. 2012 yilinda JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives-Gida Katkilar1t FAO/WHO Ortak
Uzmanlar Komitesi), siyanojenik glikozitlerin genotoksisitesine dair higbir bilgi
bulunmadigi sonucuna varmistir (FAO/WHO, 2012). Ayni sekilde CONTAM Paneli (EFSA

Panel on Contaminants in the Food Chain), izole siyanojenik glikozitlerin genotoksisitesi ile
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ilgili herhangi bir ¢alisma tanimlamamistir (CONTAM Paneli, 2019). Ancak
genotoksisite/mutajenisite testlerinin kullanildigi ve ¢esitli model organizmalar ile
gercelestirilen Amygdalin veya Amygdalin i¢erigi oldukca fazla oldugu diisiiniilen kayis1 ve
seftali ¢ekirdegi Oziitlerinin etkinligini {izerine gerceklestirilen farkli arastirmalar

bulunmaktadir.

Amygdalin’in mutajenik/antimutajenik ve rekombinojenik etkilerinin Saccharomyces
cerevisiae test sistemi (diploid D7tsl suslari) kullanilarak incelendigi bir arastirma da
Amygdalin’in farkli konsantrasyonlar1 (25, 50 ve 100 pug/mL) degerlendirilmis olup bu
konsatrasyonlarin sitotoksik ve mutajenik bir etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir. Ayrica
Amygdalin’in bir alkilleyici ajan olan metil metansiilfonata (MMS, 16 mM) karst 6n
muamelesinde, MMS tarafindan indiiklenen ters mutasyon frekansim1 azaltarak tiim
konsantrasyonlarda anti-mutajenik etki gosterdigi bulunmustur. Ozellikle 100 pg/mL’lik
Amygdalin’in 6n muamelesi hiicre canliliginin iki katina ¢ikmasina ve MMS tarafindan
indiiklenen ters mutasyon frekansinin azalmasina neden olmustur. Buna dayanilarak
Amygdalin konsantrasyonlariin hem hatali hem de hatasiz rekombinasyon olaylarini aktive
ederek alkilleyici ajanlarin neden oldugu mutasyonlari 6nleyebildigi one stiriilmiistiir. Aym
calismada Amygdalin’in kanserojenik hekzavalent kroma (CrVI, SmM) kars1 yine on-
muamele protokolii ile anti-karsinojenik aktivitesi maya temelli in vivo bir test (Ty1 test, S.
cerevisiae 551 suglari) ile arastirilmistir. Amygdalin CrVI tarafindan indiiklenen
transpozisyon oranini ii¢ kat (25 ve 50 ug/mL) ve dort kat (100 pg/mL) oraninda azaltarak
anti-karsinojenik etki gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle Amygdalin’in CrVI gibi giiglii bir
oksidatif stres ajaninin tesvik ettigi retrotranspozisyon olaylarini azaltabildigi tahmin
edilmektedir. Ayrica Amygdalin’in tiimorigenezin baslangi¢ asamalari ile iliskili olan
mitotik gen konversiyonunun indiiklenmesi, ters mutasyonlar, mitotik kros-over ve Tyl
retrotranspozisyon gibi degisimlere neden olmadig1 agiklanmistir (Todorova ve digerleri,

2017).

Vitamin B17’nin (Amygdalin) Ehrlich asit karsinomunun neden oldugu karaciger ve renal
toksisitesi iizerine iyilestirici etkilerinin incelendigi iki farkli calismada 100 mg/kg Vitamin
B17 intramuskiiler olarak uygulanmistir. Bu c¢alismada yalnizca Vitamin B 17 uygulanan
grubun yani sira, vitamin B17 uygulandiktan 2 hafta sonra Ehrlich asit karsinom hiicrelerinin
intraperitonal olarak transfer edildigi (6n muamele) bir grup ve ayni giin karsinom hiicreleri

ile vitamin B17’nin 2 hafta siire ile uygulandigi (es zamanli muamele) baska bir grup
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bulunmaktadir. Uygulama siireleri tamamlandiktan sonra karaciger ve bobrekler DNA hasari
acisindan comet testi ile degerlendirilmistir. Vitamin B17°nin tek basina DNA hasarimi
onemli oranda etkilemedigi, ancak 6n ve es zamanli uygulamalarda Vitamin B17 nin Ehrlich
asit karsinomun neden oldugu artmis DNA hasarini anlamli oranda azalttig1 bulunmustur.
Bu sonuglara gore vitamin B17°nin Ehrlich asit karsinom tarafindan indiiklenen karaciger
ve bobrek hasarina karsi potansiyel bir koruyucu oldugu bildirilmistir (Mutar ve digerleri,

2020; Tousson ve digerleri, 2020).

Baska bir calismada ise vitamin B17’nin farelerde Ehrlich solid tiimdr iizerine etkileri comet
testi ile degerlendirilmistir. Yalnizca vitamin B17 (175 mg/kg, oral olarak, 2 hafta)
uygulanan grubun yani sira, farelere subkutan olarak Ehrlich asit karsinom hiicreleri transferi
yoluyla solid tiimor olusumunu takiben 2 hafta siire ile vitamin B17 uygulanan bir baska
grup da calismada yer almaktadir. Vitamin B 17’nin tek basina 6nemli diizeye DNA hasar1
olusturmadigi, ancak tiimorlii dokularda vitamin B 17°nin DNA hasarin1 anlamli oranda
azalttig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Amygdalin’in (vitamin B17) Ehrlich solid
timor tedavisi lizerinde faydali olabilecegi agiklanmistir (EI-Masry, Al-Shaalan, Tousson,
Buabeid ve Al-Ghadeer, 2020).

Amygdalin’in DNA hasar iizerine etkilerinin comet testi ile incelendigi bir ¢alismada,
kirlilik orani oldukg¢a yiiksek olan Augusta limanindan (Syracuse, italya) toplanan C.
julis’den alinan kan 6rnekleri, Amygdalin (100 uM, 200 uM) ile muamele edilmistir. Hi¢bir
uygulama yapilmayan kan Orneklerinde yiiksek diizeyde DNA hasar1 belirlenirken,
Amygdalin’in bu hasar1 6nemli dl¢lide azalttig1 ortaya konmustur. Amygdalin’in DNA
onarim kapasitesini uyararak DNA’y1 koruma 6zelligini tetikledigi yorumu yapilmistir (Di

Mauro, Ferrito, Scifo, Renis ve Tomasello, 2017).

Curlej, Halenar, Kolesarova, Curlejova ve Chrenek (2016)’in Amygdalin’in andploidi
tizerine olast etkilerinin incelendigi bir ¢alismada ise, bir grup hayvana (tavsan) izole
Amygdalin intramuskiiler olarak (P1: 0,6 mg/kg; P2: 3 mg/kg) uygulanirken, diger gruplar
ticari diyet ve kayis1 ¢ekirdegi (P3: 60 mg/kg, P4: 300 mg/kg) karisimiyla 1 ay siire
beslenmistir. Sonu¢ olarak, Amygdalin’in tavsan kan hiicrelerinde andploidi olusumu

tizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 ifade edilmistir.
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Yamamoto, Osaki, Kato ve Miyazaki (1992), kayis1 tohumu (Armeniacae semen-Prunus
armeniaca L.), seftali tohumu (Persicae semen -P. persica Bat.), kiraz (P. avium L.), erik
(P. salicina Lindle) ve badem (P. dulcis Mill) tohumlarmin hekzan o&ziitlerinin anti-
mutajenik etkilerini Ames/Salmonella/mikrosom testi kullanilarak incelemislerdir. Kayisi
ve seftali tohumu hekzan oziitlerinin benzo[a]piren (B[a]P) mutajenitesini 6nleyebildigi,
ancak kiraz, erik ve badem tohumlarmnin ayni etkiyi gostermedigi bildirilmistir. Ayrica
kayis1 ve seftali tohum 6ziitlerinin 3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido [4,3-b] indol (Trp-P-1) ve
2-2-furil)-3-(5-nitro-2-furil) akrilamid (AF-2) kimyasallarinin neden oldugu mutajenik

etkileri de 6nleyebildigi saptanmistir.

Seftali ¢ekirdegi (Prunus persica L.) metanol 6ziitlerinin siklofosfamidin (SF) yan etkilerini
azaltmadaki etkisini inceleyen bir ¢alismada fareler bes farkli gruba ayrilmistir. Negatif
kontrol (hi¢ bir uygulama yapilmayan) grubu, pozitif kontrol (75 mg/kg SF, intraperitonal
uygulama) grubu, seftali ¢ekirdegi 6ziitiiniin (500 mg/kg) uygulandig1 bir grup ayrica SF (75
mg/kg, i.p) muamelesinden sonra seftali g¢ekirdegi Oziitlerinin (500 ve 250 mg/kg)
uygulandigi gruplar olusturulmustur. Seftali ¢ekirdegi Oziitleri ardarda 5 giin siire ile oral
olarak uygulanmustir. ilk ii¢ grupta son uygulamadan 24 saat sonra toplanan kemik iligi
ornekleri, 4. ve 5. gruplardan 1, 2, 7 ve 14 giin sonra elde edilmistir. Oziitlerin SF'ye kars1
etkinligini saptamak amaciyla mikroniikleus ve kromozomal anormallik testleri
gergeklestirilmistir. Sonuglara gore, SF'nin tek basina mikroniikleus ve kromozomal
anormallik frekanslarini 6nemli Slglide artirarak genotoksik oldugu bulunmustur. Seftali
Oziitii tek basina kontrol grubuna kiyasla yiiksek oranda kromozomal sapma ve onemli
toksisite gostermistir.  Bunun nedeninin seftali Oziitlerinin igerdigi Amygdalin’in
metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan siyaniir olabilecegi one siirlilmiistiir. Seftali 6ziitlerinin
ise SF'nin neden oldugu hasar1 biiyiik oOl¢lide azalttigi saptanmistir. Seftali metanolik
Oziitlerin SF'nin neden oldugu genetik hasar1 hafifleterek koruyucu bir etki gdsterdigi ifade

edilmistir (Salah, Aboul-Ela ve Swelim, 2019).

Aci kayisi gekirdegi (Semen Armeniacae amarum, SAA) Cin tibbinda balgam soktiiriicii ve
anti-astmatik aktivitelerinden dolay1 uzun siiredir akut alt solunum yolu enfeksiyonu ve
astim1 kontrol etmek amaciyla kullanilmaktadir. SAA sulu 6ziitlerin (3,906; 7.812; 15,625;
31,25; 62,5; 125 ve 1000 mg/ mL) mutajenitesinin standart ve iki farkli modifiye Ames testi
kullanilarak incelendigi bir ¢alismada S. typhimurium TA100 ve TA98 suslari kullanilmistir.

Standart Ames testi sonuglart SAA’nin mutajenik etkisi ile ilgili olarak pozitif sonuglar
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ortaya koymustur. Ancak modifiye edilmis petri birlestirme ve modifiye edilmis
siispansiyon Ames testlerinde SAA mutajenitesine iliskin olarak negatif sonuclar elde
edilmistir. Standart Ames testinin SAA’nin mutajenitesini degerlendirmek i¢in uygun
olmadig1 aciklanmistir. Elde edilen pozitif sonucun SAA igeriginde bulunan histidin
iceriginden kaynaklanmis olabilecegi vurgulanmistir. Bununla birlikte modifiye edilmis iki
Ames testi sonuglart SAA’daki histinin etkili olabilecegini ortaya koymustur. Bu iki
modifiye edilmis Ames testinde yanlis pozitif sonu¢ diglanmistir. Bu ¢alisma ile SAA’nin in
vitro test sisteminde mutajenik etkili olmadigi belirlenmistir. Ancak bu sonucun daha fazla

deneysel veri ile desteklenmesi gerektigi yorumu yapilmistir (Jin ve digerleri, 2009).

Amygdalin metabolitleri ile ilgili olarak ise yalnizca siyaniir genotoksisitesi ile ilgili

calismalara ulasilabilmistir.

De Flora (1981) Salmonella typhimurium'da ters mutasyonlar i¢in potasyum siyaniiriin
(KSN) negatif etkili oldugunu bildirmistir. Ancak Kushi ve digerleri (1983) yine S.
typhimurium'da  hidrojen siyaniirin (HCN) diisiik oranda mutajenik oldugunu
aciklamiglardir. Bir baska ¢alismada ise in vitro sigan timositlerinde siyaniiriin neden oldugu
DNA hasar1 aragtirilmis ve KSN’ye (1.25-10 mM) maruz birakilan timositlerde hem doza
hem de zamana bagl (1-24 saat) olarak siyanir sitotoksisitesinin eslik ettigi DNA hasari

belirlenmistir (Bhattacharya ve Rao, 1997).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada Amygdalin’in genotoksik ve antigenotoksik potansiyelini in vitro insan
periferal lenfositlerinde metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda ve varliginda farkl
test sistemleri kullanilarak incelenmistir. Bu amacgla metabolik aktivatér (S9 karisim)
yoklugunda kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD),
mikrontikleus (MN) ve izole insan lenfositleri kullanilarak comet testleri gergeklestirilmistir.
Ayrica Amygdalin’in antigenotoksik aktivitesi Mitomisin-C (MMC) ve Hidrojen peroksit
(H202) adli genotoksinlere karsi ii¢ farkli antigenotoksisite uygulama protokolii (6n, es ve
ge¢ zamanli muamele) kullanilarak incelenmistir. Metabolik aktivator (S9 karisim)
varliginda ise kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testleri
uygulanmis olup, Siklofosfamid (SF) adli genotoksik ajana karst es zamanli muamele

protokolii kullanilarak antigenotoksisite degerlendirmesi gerceklestirilmistir.

Bu arastirma Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 27.03.2017-87 tarih ve
sayili izni ile gergeklestirilmistir. Periferik kan, sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi
bir hastalig1 olmayan ve bir genotoksik bir ajana maruz kalma 6ykiisii bulunmayan 18-27
yas aras1 goniillillerden temin edilmistir. Metabolik aktivatdr yoklugunda gerceklestirilen
caligmalarda {i¢ farkli goniillii (iki kadin bir erkek) kullanilirken, metabolik aktivator
kullanilarak yapilan ¢alismalarda iki farkli donor (bir kadin ve bir erkek) kullanilmistir.

3.1.1. Test materyalleri
Amygdalin
Bu ¢alismada kullanilan Amygdalin’in kayisi ¢ekirdeginden elde edilmis formu Sigma-

Aldrich firmasindan A6005 (from apricot kernels, > %99) iirlin kodu ile satin alinmistir.

Yapisal formiili Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Amygdalin’in yapisal formiilii (Sigma-Aldrich, 2021a)

Diger adlari: D-Mandelonitrile 6-O-B-D-glucosido-B-D-glucoside, D-Mandelonitrile-f-
gentiobioside, Laetrile, Vitamin B17

Formiil: C20H27NO11

Molekiiler agirligi: 457,43 g/mol

CAS No: 29883-15-6

Mitomisin-C (MMC)

Bu ¢alismada metabolik aktivator (S9 karisim) icermeyen test sistemlerinde genotoksik bir
ajan olarak kullanilan mitomisin-C (MMC) Streptomyces caespitosus’tan izole edilen bir
cesit antineoplastik, antibiyotik ve oftalmik ajandir. Bir alkilleyici ajan olarak hareket eden
MMC, cogunlukla guanin ve sitozin ¢iftleri iizerinde DNA ¢apraz baglarina neden olarak
DNA ve RNA sentezini inhibe eder ve niikleer liziz olusumu ile DNA'y1 parcalara ayirir.
Maksimum etkisini ge¢ G1 ve erken S evrelerindeki hiicrelere kars1 gosterir (Lockwood,
Brocchini ve Khaw, 2013; Mirshahi, Lashay, Bahar ve Abrishami, 2018). Yapisal formiilii
Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Mitomisin-C’nin yapisal formiilii (Sigma-Aldrich, 2021b)
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Diger adlari: 6-amino-4,7-diokso-8-metoksi-5-metil-1,1,2,8,8,8-hekzahidroazirin  [2,3]
pirolo [1,2] indol-8-metilkarbamat

Formiil: C1sH1sN40Os

Molekiiler agirligt: 334,33 g/mol

CAS No: 50-07-7

Siklofosfamid monohidrat (SF)

Bu calismada metabolik aktivatoriin (S9 karisim) kullanildig: testlerde siklofosfamid
monohidrat genotoksik bir ajan olarak secilmistir. Siklofosfamid, yumurtalik, meme ve
hematolojik kanserler gibi ¢esitli malignitelerin kemoterapisinde ve otoimmiin
bozukluklarin tedavisinde kullanilan nitrojen mustard tipi (hardal gazi) alkilleyici bir 6n
ilagtir (Erkurt, Kuku, Kaya ve Aydogdu, 2009; Lande ve digerleri, 2017). Siklofosfamid 4-
hidroksisiklofosfamid (4-OHC) iiretmek tizere hepatik sitokrom P450 enzimleri (hepatik
mikrozomal oksidazlar) tarafindan aktive edilir. Dolayisiyla 4-OHC, aldofosfamid ile
siklofosfamidin iki ana sitotoksik metaboliti olan fosforamid mustard (FM) ve akroleine
dontistiiriir. FM terapotik oneme sahip olan alkilleyici ajan olarak diisliniilmektedir. FM,
DNA’ya kovalent olarak baglanarak DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglarina ve DNA
c¢ift zincir kiriklarina neden olmak suretiyle hizli bir sekilde boliinen hiicreleri 6ldiiriir
(Helleday, Petermann, Lundin, Hodgson ve Sharma, 2008; Lande ve digerleri, 2017).
Siklofosfamid, hiicre siklusuna 6zgii olmayan (siklus non-spesifik) bir ilagtir (Erkurt ve

digerleri, 2009). Yapisal formiilii Sekil 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Siklofosfamid’in yapisal formiilii (Sigma-Aldrich, 2021c)
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Diger adlari: 2-[Bis(2-chloroethyl)amino]tetrahydro-2H-1,3,2-oxazaphosphorine 2-oxide,
Cytoxan

Formiil: C7H15Ci12N202P H20

Molekiiler agirligi: 279.10 g/mol

CAS no: 6055-19-2

Hidrojen peroksit (H20>)

Bu ¢alismada comet testinde DNA’da hasar olusturmak amaciyla bir oksidan olan hidrojen
peroksit (H202, 100 uM) kullanilmistir. Oksidatif stresin bir sonucu olarak meydana gelen
bir reaktif oksijen tiiriidiir. Organik ve inorganik yapidaki bilesikleri oksitleme
kabiliyetindedir. Eslesmemis elektron icermedigi icin bir serbest radikal degildir ancak
fenton reaksiyonu araciligi ile ge¢is metallerinin indirgenmesi sonucu hidroksil (OH)
radikaline doniismektedir. Hidroksil radikali DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi
makromolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olur (Halliwell, 2012;
Ozdamar, Furtana, Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 2016). Yapisal formiilii Sekil 3.4’te

verilmistir.

Sekil 3.4. Hidrojen peroksit’in yapisal formiilii (Pubchem, 2021d)

Diger adlari: Hydroperoxide, Oxydol, Perhydrol
Formiil: H202

Molekiiler agirligi: 34,015 g/mol

CAS no: 7722-84-1
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3.2. Metod

Bu arastirmada bir fitotoksin olan ve pek ¢ok bitki tohumunda bulunan Amygdalin’in olas1
genotoksik ve antigenotoksik etkilerini incelemek amaciyla dort farkli genotoksisite testi
uygulanmistir. Bu testler Kromozomal Anormallik (KA), Kardes Kromatid Degisimi
(KKD), Mikroniikleus (MN) ve Comet testleri olup metabolik aktivatér yoklugunda (S9
karisim) gerceklestirilmistir. Ayrica metabolik aktivatér (S9 karisim) varliginda

Kromozomal Anormallik (KA) ve Kardes Kromatid Degisimi (KKD) testleri de yapilmustir.

3.2.1. Etkinligi test edilecek olan konsantrasyonlarin tespiti

Cizelge 3.1’de Amygdalin’e ait LDso konsantrasyonlarini iceren ¢alismalar listelenmistir.
Bu calismada sigan (rat) oral LDso (880 mg/kg) konsantrasyonu baz alinarak metabolik
aktivator yoklugunda (S9 karisim) insan lenfosit kiiltiirlerinde (24 ve 48 saat) 6n denemeler
yapilarak Amygdalin’in 0,43; 0,86; 1,72; 3,43; 6,86; 13,75; 27,50; 55,00; 110,00 ve 220,00
png/mL’lik konsantrasyonlari degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerde mitotik indeks
oranlar1 analiz edilerek 55,00; 110,00 ve 220,00 pg/mL’lik ve 27,50+MMC pg/mL’lik
uygulama ve konsantrasyonlar i¢in hiicre sayisinin yetersiz oldugu (6zellikle 24 saatlik
uygulamada) tespit edilmistir. Ayrica 0,43+MMC pg/mL’lik ve 0,86+MMC’lik
uygulamalarin mitotik indeks iizerine etkisinin benzer oldugu saptanmistir. Bu nedenle

uygulama konsantrasyonlar1 0,86; 1,72; 3,43; 6,86 ve 13,75 ug/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Amygdalin’e ait LDso konsantrasyonlari

LDso
Test materyali .
Hayvan Yontem Konsantrasyon Kaynaklar
Sican (Rat) oral 880 mg/kg Ad;;;‘ssi,;'i((aké(gﬂ?s)
Amygdalin
Fare intravenoz 25 g/kg

] . Song ve Xu (2014)
Fare intraperitonal 8 g/kg
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3.2.2. Metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda insan periferal lenfositleri ile
yapilan calismalar

Kromozom anormalligi (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testleri

Insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA) testi Evans’m (1984:405,424)
metoduna gore bazi degisikliklerle (Yiizbasioglu ve digerleri, 2006) uygulanmistir. Kardes
Kromatit Degisimi (KKD) Testi ise Perry ve Wolff’un (1974) yontemi kullanilarak bazi
modifikasyonlarla (Speit ve Haupter, 1985) gerceklestirilmistir. Buna gore ilk asamada
lenfositleri elde etmek amaciyla saglikli i¢ donérden alinan 0,2 mL periferik kan steril
sartlarda 2,5 mL’lik kromozom ortamima (Chromosome Medium B) ilave edilmistir.
Akabinde tiiplere oncesinde sartorius membran filtre ile steril hale getirilen ve bir timidin
analogu olan BrdU (5-Bromo-2-deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) ¢ozeltisinden 10 pg/mL
eklenerek, tiipler 72 saat siire ile 37°C’deki etiivde inkiibe edilmistir. Amygdalin’in
literatiirlerde belirtilen LDso dozlara gore gergeklestirilen 6n denemeler sonucunda tespit
edilen ve toksik olmadigi gozlenen 0,86; 1,72; 3.,43; 6,86 ve 13,75 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 kiiltiir ortamina eklenmistir. Genotoksisite degerlendirmesi igin
Amygdalin lenfosit kiiltiiriine tek bagina uygulanmistir. Antigenotoksisite ¢aligmasinda ise
genotoksin olarak mitomisin-C (MMC- 0,2 pg/mL) kullanilmistir. Bu degerlendirmede ii¢

farkli uygulama protokolii kullanilmistir:

1)  Mitomisin-C  (MMC) muamelesinden 1 saat once Amygdalin eklenmesi ile
gergeklestirilen 6n muamele

2)  Mitomisin-C (MMC) muamelesi ile eszamanli olarak Amygdalin eklenmesi ile
gerceklestirilen es zamanli muamale

3)  Mitomisin-C (MMC) muamelesinden 1 saat sonra Amygdalin eklenmesi ile

gerceklestirilen ge¢ zamanli muamele

Her ii¢ uygulama igin 48 saatlik muamelelerde kiiltiiriin 24. saatinde, 24 saatlik
muamelelerde ise kiltiirlin 48. saatinde MMC ekimi gergeklestirilmistir. Kiiltlir siiresi
bitiminden 2 saat dnce (kiiltiiriin 70. saatinde), hiicreler kolkisin (0,06 pg/mL) ile muamele
edilerek hiicre dongiisiiniin metafaz evresinde tutuklanmasi saglanmistir. Deneylerde bir

negatif (distile su) kontrol ve bir pozitif kontrol (0,2 pg/mL MMC) grubu bulundurulmustur.
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Kiiltiir siiresi tamamlandiktan sonra (72. saatte) tlipler etiivden ¢ikarilmis ve 1200 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Tiipte kalan kisitma KCI (0,075
M) ¢ozeltisinden eklenerek 37°C’de 30 dakika hipotonizasyon islemi uygulanmistir. Siire
bitimini takiben kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
atilmistir. Ardindan fiksasyon islemi i¢in tiiplere soguk 3:1 metanol:asetik asitten ilave
edilerek 45 dakika siire ile soguk inkiibasyona birakilmistir. Fiksasyon islemi 2 kez daha
tekrar edildikten sonra, tiipiin dibinde kalan kisim pipetajlanarak homojen bir hiicre
siispansiyonu elde edilmistir. Bu siispansiyon dnceden temizlenmis lamlar {izerine farkli
alanlara gelecek sekilde yayilmis ve elde edilen preparatlar, 24 saat oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Yukarida bahsi gecen basamaklar akis diagramlar1 kullanilarak

sematize edilmistir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
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KA-KKD TESTI
GENOTOKSISITE DEGERLENDIRMESI

Besi ortami (2,5 mL) + periferik kan (0,2 mL)

BrdU (10 pg/mL) ilavesi

Inkiibasyondan 24/48 saat sonra

Amygdalin ile tek basina muamele

Inkiibasyonun 70. saatinde kolkisin (0,06 pg/mL ) ilavesi

72. saat sonra 10 dakida santrifiij (1200 rpm)

Hiptonik (0,075M KCl ile 30 dakika) ile muamele

10 dakika santrifiij (1200 rpm)

Fiksasyon (3:1 metanol asetik asit, 3 kez)

Hiicre siispansiyonunun temiz lamlara yayilmasi

Preparatlar1 oda sicakliginda kurutma

KA ve KKD preparatlarinin boyanma asamalari

Sekil 3.5. Amygdalin’in genotoksik etkilerini saptamak amaciyla uygulanan kromozomal
anormallik ve kardes kromatid degisimi testi kiiltlir ve preparasyon asamalari
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KA-KKD TESTI
ANTIGENOTOKSISITE DEGERLENDIRMESI

2,5 mL besi ortamina periferik kan (0,2 mL) ilavesi
10 pg/mL BrdU ilavesi

1) 1 saat 6nce Amygdalin eklenmesi ile 6n muamele

A4

24/48. saatte MMC muamelesi “ 2) A';‘glﬁ(;?lllllnr:llﬁ;;::ﬂ(te es

A4 \%

3) 1 saat sonra Amygdalin eklenmesi ile ge¢c zamanh
muamele

\/

Inkiibasyonun 70. saatinde kolkisin (0,06 ug/mL ) ilavesi

72. saat sonral0 dakida santrifiij (1200 rpm)

Hiptonik (0,075M KCl ile 30 dakika) ile muamele

10 dakika santrifiij (1200 rpm)

Fiksasyon (3:1 metanol asetik asit, 3 kez)

Hiicre siispansiyonunun temiz lamlara yayilmasi

Preparatlar1 oda sicakliginda kurutma

KA ve KKD preparatlarini boyama asamalari

Sekil 3.6. Amygdalin’in antigenotoksik etkilerini saptamak amaciyla uygulanan
kromozomal anormallik ve Kkardes kromatid degisimi testi kiiltliir ve
preparasyon agamalari
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Mikroniikleus testi

Mikronukleus testinin uygulanmasinda Fenech ve digerlerinin (2000) metodu bazi
degisikliklerle (Palus ve digerleri, 2003) kullanilmistir. Buna goére 1/10 oraninda heparinize
edilmis periferik kanin 0,2 mL’si, icerisinde 2,5 mL’lik kromozom medyumu bulunan
(Chromosome Medium B) tiiplere ekilmistir. Bu tiipler 37°C sicakliktaki etiivde 72 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Kiiltiir siiresinin 24. saatinde, genotosik etkilerini saptamak i¢in
hiicreler Amygdalin’in bes farkli konsantrasyonu (0,86; 1,72; 3,43; 6,86 ve 13,75 pg/mL)
ile tek basina muamele edilmistir. Antigenotoksisite ¢calismasi i¢in ise, Amygdalin’in ayni1
konsantrasyonlar1 degerlendirilmis olup, ii¢ farkli antigenotoksisite uygulama prosediirii

gergeklestirilmistir:

1)  Mitomisin-C (MMC) muamelesinden 1 saat O6nce Amygdalin eklenmesi ile
gergeklestirilen 6n muamele

2)  Mitomisin-C (MMC) muamelesi ile es zamanli olarak Amygdalin eklenmesi ile
gerceklestirilen es zamanli muamale

3)  Mitomisin-C (MMC) muamelesinden 1 saat sonra Amygdalin eklenmesi ile

gergeklestirilen ge¢ zamanli muamele

Bu calismada ayrica bir negatif ve yalnizca MMC (0,20 pg/mL) uygulanan bir pozitif kontrol
kullamilmustir. Inkiibasyonun 44. saatinde sitokinezi bloke etmek amaciyla tiim tiiplere
sitokalasin-B (5,2 pg/mL) eklenmistir. 72 saatlik kiiltiir siiresi tamamlandiginda tiiplere
1000 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmig ve siipernatant uzaklastirilmistir.
Tiiplerin dibinde kalan kisma hipotonik soliisyonundan (KCI1-0,075 M) ilave edilmistir.
Ardindan tiipler yine 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilip siipernatant atilmistir.
Takiben tiim tiiplere 3:1 metanol: asetik asitten olusan soguk fiksatiften ilave edilmis ve
buzdolabinda 15 dakika bekletilmistir. Bu islem 2 kez daha tekrarlandiktan sonra son
fiksatife orant %1 olacak sekilde formaldehit ilave edilmis ve son kez santrifiij islemi
gerceklestirilmistir.  Siipernatant atilmig, geriye kalan hiicre silispansiyonu pipetle
homojenize edilmis ve daha 6nceden temizlenmis lamlar iizerine, farkli alanlara birer damla
damlatilarak bu siispansiyonun yayilmasi saglanmistir. Yayma islemi tamamlandiginda
preparatlar kurumasi igin 24 saat oda sicakliginda birakilmigtir. Yukarida anlatilan tiim

asamalar Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de 6zetlenmistir.
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MN TESTI
GENOTOKSISITE DEGERLENDIRMESI

Besi ortami (2,5 mL) + periferik kan (0,2 mL)

Kiiltirin 24. saatinde

Amygdalin ile tek basina muamele

Inkiibasyonun 44. saatinde Cytochalasin-B (5,2 ug/mL) ilavesi

72. saat sonra 10 dakida santrifiij (1000 rpm)

Hiptonik (0,075M KCI) ile muamele

10 dakika santrifiij (1000 rpm)

Fiksasyon (3:1 metanol asetik asit, 3 kez)

Hiicre slispansiyonunun temiz lamlara yayilmasi

Preparatlar1 oda sicakliginda kurutma

MN preparatlarinin boyanma asamalari

Sekil 3.7. Amygdalin’in genotoksik etkilerini saptamak amaciyla uygulanan mikrontikleus
testi kiiltlir ve preparasyon agamalari
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MN TESTI
ANTIGENOTOKSISITE DEGERLENDIRMESI

2,5 mL besi ortamina periferik kan (0,2 mL) ilavesi

1) 1 saat 6nce Amygdalin eklenmesi ile on muamele

A4

24. saatte MMC muamelesi “ 2) A';'gfl(;illllnr:llﬁ;;::;fte es

A4 \%

3) 1 saat sonra Amygdalin eklenmesi ile ge¢ zamanh
muamele

\/

Inkiibasyonun 44. saatinde 5,2 pg/mL Cytochalasin-B ilavesi

Inkiibasyonun 72. saatinde 1000 rpm'de 10 dakida santrifii]

0,075M KCl ile hiptonik ile muamele

1000 rpm'de 10 dakika santrifiij

Fiksasyon (3:1 metanol asetik asit, 3 kez)

Hiicre siispansiyonunun temiz lamlara yayilmasi

Preparatlar1 oda sicakliginda kurutma

MN preparatlarinin boyanma asamalari

Sekil 3.8. Amygdalin’in antigenotoksik etkilerini saptamak amaciyla uygulanan
mikroniikleus testi kiiltlir ve preparasyon asamalari
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Comet testi

Bu calismada, Amygdalin’in tek basina insan periferal lenfositlerinde meydana getirdigi
DNA hasarmi 6lgmek ve oksidan bir bilesik olan hidrojen peroksit (H202) tarafindan
olusturulan DNA hasarina karst olast koruyucu ve iyilestirici etkilerini saptamak
amaclanmistir. Bu amacla Singh ve digerlerinin (1988) uyguladigi metot bazi

modifikasyonlar yapilarak takip edilmistir.

Saglikli i¢ dondrden (iki kadin ve bir erkek) alinan periferik kanin 100’er pL’si, PBS ile
siispanse edilmis ve lenfositler biocoll ¢ozeltisi kullanilarak izole edilmistir. Izole
lenfositlerde Tripan blue testi kullanilarak canlilik orant > %97 olarak belirlenmistir.
Amygdalin’in tek basina DNA’da bir hasar olusturup olusturmadigini saptamak amaciyla
izole lenfositler Amygdalin’in belirlenen ve toksik olmadigi gozlenen bes farkl
konsantrasyonu (0,86; 1,72; 3,43; 6,86 ve 13,75 ng/mL) ile tek basina muamele edilmistir.
Olas1 1iyilestirici ve koruyucu etkilerini saptamak amaciyla ii¢ farkli antigenotoksisite

prosediirii gerceklestirilmistir:

1) 1 saat’lik Amygdalin muamelesinden sonra lenfositlerin PBS ile yikanmasinin
ardindan 1 saat H202 eklenmesi ile gerceklestirilen 6n muamele

2)  Amygdalin ve H202’nin ayn1 anda eklenmesi ile ger¢eklestirilen es zamanli muamele

3) 1 saatlik H202 muamelesinden sonra lenfositlerin PBS ile yikanmasini takiben 1 saat

Amygdalin eklenmesi ile gergeklestirilen ge¢ zamanli muamele

Bu test sisteminde de pozitif kontrol (100 uM, H202) ve negatif kontrol (distile su)
bulundurulmugtur. Muamele siiresi tamamlandiktan sonra santriflij islemi uygulanarak
siipernatant atilmis ve PBS ile resiispanse edilmistir. Ardindan lenfositler diisiik erime 1s1l1
agarla karistirilarak onceden agar kapli lam iizerine yayilmasi saglanmistir. Daha sonra
lamlar lizing soliisyonu ile buzdolobinda en az 1 saat inkiibe edilmistir. Siire bitiminde
lamlar elektroforez tamponunda (pH>13) 20 dakika bekletilmis ve 20 dakika siire ile
elektroforez (25 V, 300 mA) islemine tabi tutulmustur. Takiben nétralizasyon (0,4 M Tris,
pH=7,5) islemi uygulanarak, EtBr ile boyanan preparatlar floresan mikroskopta analiz
edilmistir. Yukarida bahsi gecen preparasyon asamalart Sekil 3.9 ve Sekil 3.10’da

sunulmustur.
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COMET TESTI
GENOTOKSISITE DEGERLENDIRMESI

PBS (1 mL)+ periferik kan

Lenfositlerin lenfoprob (biocoll) ile izolasyonu

Amygdalin ile 1 saat muamele

Santrifiij, stipernatant atim1 ve PBS ile resiispanse

Lenfosit+diisiik erime 1s1l1 agar

Lenfosit karigtminin lam tizerine yayilmasi

Lizing soliisyonu ile inkiibasyon (+4°C, 1 saat)

Elektroforez tamponunda (pH>13) inkiibasyon

Elektoroforez islemi (25 V, 300 mA)

Notralizasyon (0,4 M Tris, pH=7.,5)

EtBr ile boyama

Floresan mikroskobunda preparatlarin analizi

Sekil 3.9. Amygdalin’in genotoksik etkilerini saptamak amaciyla uygulanan comet testine
ait asamalar



COMET TESTI
ANTIGENOTOKSISITE DEGERLENDIRMESI

PBS (1 mL)+ periferik kan

Lenfositlerin lenfoprob (biocoll) ile izolasyonu

Ug farkli muamele prosediirii kullanilarak test maddelerinin uygulanmasi

1) On muamele: Amygdalin ile 1 saat muamele+PBS ile yikama+H,0, ile 1 saat muamele

\Z

2) Es zamanh muamele: Amygdalin ve H,O,'nin 1 saat birlikte muamelesi

\Z

3) Ge¢ zamanh muamele: H,0, ile 1 saat muamele+PBS ile ytkama+Amygdalin ile 1 saat
muamele

Santrifiij, siipernatant atimi1 ve PBS ile resiispanse

Lenfosit+diislik erime 1s1l1 agar

Lenfosit karigiminin lam {izerine yayilmasi
.
Lizing soliisyonu ile inkiibasyon (+4°C, 1 saat)
.
Elektroforez tamponunda (pH>13) inkiibasyon

v |
Elektoroforez islemi (25 V, 300 mA)

_______________________________w
Notralizasyon (0,4 M Tris, pH=7,5)
.
EtBr ile boyama
. _—

Floresan mikroskobunda preparatlarin analizi

65

Sekil 3.10. Amygdalin’in antigenotoksik etkilerini saptamak amaciyla uygulanan comet

testine ait asamalar
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3.2.3. Metabolik aktivator (S9 karisim) varh@inda insan periferal lenfositleri ile yapilan
calismalar

Calismanin  bu kisminda Amygdalin’e ait ikincil metabolitlerin genotoksik ve
siklofosfamidin neden oldugu kromozomal hasara karsi antigenotoksik etkileri
kromozomal anormallik (KA) ve kardes kromatid degisim (KKD) testi ile incelenmistir.
Bu amagla test sistemlerine karaciger fraksiyonu (S9) ile hazirlanan metabolik aktivator (S9
karisim) ilave edilmistir. S9 fraksiyon, erkek rat (Sprague-Dawley) karacigerinden elde
edilen bir triindiir. S9 karisiminin hazirlanist Maron ve Ames (1983) ile Registre ve
Proudlock (2016: 207, 267)’a gore gergeklestirilmis olup KA ve KKD testleri Topaktas ve
Renciizogullar1 (2010: 151, 156)’nin yontemleri temel alinarak bazi degisikliklerle

uygulanmistir.

S9 karisiminin hazirlanmasi

-80 C°’de muhafaza edilen S9 fraksiyon kullanmadan hemen once oda sicakliginda
¢oziilerek S9 karisim hazirlanmistir. S9 karisimi, 1 mL mikrozomal fraksiyonun yani sira

su kofaktorleri igermektedir:

MgCl2 (0,4 M)-KCI (1,65 M) tuzlar 0,20 mL
Sodyum fosfat tamponu (0,2 M NazHPO4 ve 0,2 M NaH2POa, pH 7,4) 5,00 mL
NADP (0,1 M) 0,40 mL
Glukoz-6-fosfat (1 M) 0,05 mL
Steril distile su 3,35 mL

S9 fraksiyon (1 mL) dahil toplam 10 mL S9 karisimi elde edilmektedir.

Kromozom anormalligi (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testleri

Insan periferal lenfositlerinin kullanildig1 kromozomal anormallik (KA) testi Evans ve
digerlerinin (1984:405, 427) yontemi baz alinarak bazi degisikliklerle (Yiizbasioglu ve
digerleri, 2006) uygulanmistir. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) testi ise Perry ve
Wolff’un (1974) yonteminde bazi modifikasyonlar (Speit ve Haupter, 1985) yapilarak

gergeklestirilmistir. ki dondrden (bir kadin ve bir erkek) elde edilen heparinize periferik
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kan (0,2 mL), 2,5 mL kromozom ortamina (Chromosome medium B) ekilmistir. Ardindan
her tiipe steril BrdU (5-Bromo-2-deoksiuridin) ¢dzeltisinden 10 pg/mL ilave edilerek,

tiipler 72 saat siire ile inkiibatore (37°C) alinmistir.

Bu calismada Amygdalin’in metabolik aktivator varliginda genotoksik ve antigenotoksik
etkinligini incelemek amaciyla iki deney grubu olusturulmustur. Kiiltiiriin 24. saatinde
birinci gruba Amygdalin’in ii¢ farkli konsantrasyonu (3,43; 6,86 ve 13,75 pg/mL) tek
basina uygulanirken, ikinci gruba Amygdalin’in bes farkli (0,86; 1,72; 3,43; 6,86 ve 13,75
ng/mL) konsantrasyonu 12 pg/mL siklofosfamid (SF) ile beraber es zamanli olarak
uygulanmistir. Biitlin test maddeleri ile beraber ayrica her tiipe 500 pL S9 karisimi
eklenmistir. Ardinan tiipler inkiibatore (37°C) alinarak 3 saat siire ile test maddeleri ve S9
karistmi ile muamele islemi gergeklestirilmigtir. Siire bitiminde, S9 karigimini
uzaklastirmak amaciyla tiim tiipler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
uzaklastirilmistir. Ardindan tiim tiiplere 37°C’de 1sitilmis RPMI 1640 eklenerek yikama
yapilmistir. Bu islem iki kez gerceklestirilmis olup son santrifiijden sonra tiim tiiplere
37°C’deki kromozom ortam1 (Chromosome medium B) ilave edilmistir. Ardindan her tiipe
BrdU (10 pg/mL) eklenmis ve 72 saatlik inkiibasyon siliresinin tamamlanmasina izin
verilmistir. Ayrica deney sistemlerine bir negatif (distile su), S9 karisimi icermeyen ancak
siklofosfamid (12 pg/mL) uygulanan baska bir kontrol grubu ve yani sira bir de pozitif
kontrol (12 pg/mL, SF) grubu ilave edilmistir. Her iki deney sisteminde, kiiltiiriin 70.
saatinde (kiiltiir siiresi bitmeden 2 saat Once) tiiplerin tamamina kolkisin ¢ozeltisi (0,06
ug/mL) eklenmistir (Sekil 3.11). Calismanin bundan sonraki asamalar1 (hiicre kiiltiiriinden
kromozom eldesi) diger calismalarda gergeklestirilen KA ve KKD testlerinde anlatilan

prosediire gore gergeklestirilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).
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KA ve KKD TESTLERI
METABOLIK AKTIVATOR (S9 KARISIM) MUAMELESI

0,2 mL periferik kan+2,5 mL besi yeri

10 pg/mL BrdU ilavesi

24 saatte test maddelerinin uygulanmasi

Amygdalin ile tek basina muamele Amygdalin+SF es zamanlhh muamele

500 puL S9 karigim ilavesi

2000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi+siipernatant atimi

37 C°’de 1s1itilmis RPMI 1640 ile yikama iglemi (2 kez)

2000 rpm’de 5 dakika santrifiij ve siipernatant atimi

.
37°C’deki besi yeri ilavesi

__________________________w
Tiim tiiplere BrdU (10 pg/mL) ilavesi

kiiltiir siiresi bitmeden 2 saat dnce kolkisin (0,06 pg/mL) ilavesi

Hipotonik ve fiksasyon islemleri

KA ve KKD preparatlarinin boyanma asamalari

Sekil 3.11. Amygdalin’in metabolik aktivatdr varliginda genotoksik ve antigenotoksik
etkilerini saptamak amaciyla uygulanan kromozomal anormallik ve kardes
kromatid degisim testi kiiltiir ve preparasyon agamalar1
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3.24. Kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve
mikroniikleus (MN) testlerine ait preparatlarin boyanmasi

Kromozomal anormallik ve mikroniikleus testleri i¢in hazirlanmis olan preparatlardan ayni
zamanda sirasiyla mitotik ve niikleer boliinme indeksleri de analiz edilmistir. Elde edilen
preparatlar %5°lik Giemsa (pH 6,8) boyasi kullanilarak, kromozomal anormallik testi i¢in
20-25 dakika, mikroniikleus testi i¢in ise 10-15 dakika siire ile homojen olarak boyanmistir

(Sekil 3.12).

Kardes kromatid degisim testi igin kromozom anormalliklerini incelemek amaciyla
hazirlanmis olan preparatlardan bir kismi1 kullanilmis ve boyama islemi Speit ve Haupter’in
(1985) gelistirdikleri yontem esas alinarak bazi degisikliklerle uygulanmistir (Speit ve
Haupter, 1985). Buna gore preparatlar oda sicakliginda bir giin kurutulduktan sonra, diiz
bir tepsiye konularak {izerleri ince bir tabaka olacak sekilde fosfat tamponu (pH 6,8) ile
kapatilmistir. Ardindan karanlik ortamda 15 cm yiikseklikten, 254 nm dalga boyunda 151k
yayabilen UV lambasi ile 10-15 dakikada siire araliginda 1isinlanmustir. Isinlama bitiminde
1xSSC (Sodyum kloriir+Tri-Sodyum sitrat) soliisyonunda 60°C sicakliginda 1 saat
inkiibasyon gergeklestirilmistir. Siire bitiminde distile su ile yikanan preparatlar, fosfat
tamponu ile hazirlanan ve pH 6,8 olacak sekilde ayarlanan %5°lik Giemsa ile 20-25 dakika

siireyle boyanmustir (Sekil 3.12).

KA, KKD ve MN testlerine ait boyama iglemleri tamamlandiktan sonra distile su ile
yikanan preparatlar, oda sicakliginda kurutulmustur. Ardindan Entellan ile daimi hale

getirilerek 151k mikroskobu altinda incelenmistir (Sekil 3.12).
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KA, KKD ve MN PREPARATLARININ BOYANMA ASAMALARI

B -

KA ve MN TESTLERI KKD TESTI

= %?5'lik Giemsa ile boyama =1 fosfat tamponu (pH 6,8) + 1sinlama (UV)

— yikama ve kurutma 60°C'deki 1xSSC'de inkiibasyon (1 saat)

n T .
— entellan ile daimi hale getirme %5’lik Giemsa ile boyama
] - — yikama ve kurutma
— 151k mikroskobunda analiz
= entellan ile daimi hale getirme
— 151k mikroskobunda analiz

Sekil 3.12. Kromozomal anormallik, kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus testine ait
preparatlarin boyanma agamalari

3.2.5. Kromozomal anormallik (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus
(MN) ve comet testlerine ait preparatlarin mikroskobik analizi

Kromozomal anormalliklerin ve mitotik indeksin (MI) saptanmasi

Kromozomal anormallikleri saptamak amaciyla tiim donoérlere ait preparatlardan her bir
uygulama i¢in kromozomlari iyi derecede dagilmis 100’er metafaz (S9 yoklugunda yapilan
caligmalarda her konsantrasyon icin toplam 300, S9 varliginda yapilan ¢alismalarda ise her
konsantrasyon i¢in toplam 200 metafaz) incelenmistir. Ardindan toplam hiicre sayisindaki
anormal hiicrelerin yilizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormalligi sayisi1 analiz
edilmistir. Kromozomal anormallik testi i¢in hazirlanan preparatlardan ayrica mitotik
indeks (M) de belirlenmis olup, her donér ve konsantrasyon i¢in 1000 hiicre olmak iizere
S9 yoklugunda yapilan g¢alismalar igin toplam 3000 hiicre, S9 varliginda yapilan
calismalarda ise toplam 2000 hiicre degerlendirilmistir. Mitotik indeks, boliinen hiicre

sayisinin toplam hiicre sayisina orani yiizde cinsinden hesaplanarak belirlenmistir.
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Kardes kromatid degisimi (KKD) ve replikasyon indeksinin (RI) saptanmasi

Kardes kromatid degisimini saptamak amaciyla her bir dondre ait preparatlarin her birinde,
kromozomlari iyi dagilmis ve ikinci mitoz boliinme geciren 50°ser hiicre (S9 yoklugunda
yapilan ¢aligmalarda toplam 150 hiicre, S9 varliginda yapilan ¢alismalarda ise toplam 100)
incelenmistir. Kardes kromatid degisimlerinin belirlenebilmesi igin en az iki replikasyon
dongitisti gereklidir. BrDU’lu niikleotid hiicre DNA’s1 replike olurken yeni sentezlenen
poliniikleotid iplik i¢ine timin niikleotidinin yerine geger. UV 1sinlama sonrasinda boyanan
hiicre kromozomlarinda BrDU igeren bolgeler acik renkte boyanir. BrDU igermeyen
bolgeler ise nisbeten daha koyu renkte goriiniirler. Kromozomlarda olusan bu boyanma
farkliligt sonucu, bir kromozomun ag¢ik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis
pargalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasiyla,
olusan kirilma sayisina gore birli, ikili ve liclii degisimler olarak kardes kromatid degisimi

sayilar1 belirlenmistir.

Replikasyon indeksi (R1) igin ise yine her bir donér i¢in preparatlarm her birinden 200 hiicre
(S9 yoklugunda yapilan ¢alismalarda toplam 600 hiicre, S9 varliginda yapilan ¢alismalarda
ise toplam 400 hiicre) incelenmistir. inceleme esnasinda hiicreler arasinda birinci (M1),
ikinci (M2) ve tigiincii (M3) mitoz evresindeki hiicreler sayilarak veri takip ¢izelgeleri ile
kayit altina alinmistir. Elde edilen verilere gore replikasyon indeksi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

M1: Birinci metafaz evresindeki hiicre sayist

[1x (M1)+2x (M2)+3x (M3)] M2: Ikinci metafaz evresindeki hiicre sayisi
i= M3: Ugiincii metafaz evresindeki hiicre sayisi

N N : Incelenen toplam hiicre sayis

Mikroniikleus (MN) frekansi ve niikleer boliinme indeksinin (NBI) saptanmasi

Mikrontikleus frekansi belirlemek amaciyla, test edilen materyalin ilavesinden sonra
boliinen hiicreler olmalar1 sebebiyle, niikleer boliinme evresini tamamlamis fakat
sitoplazma bdliinmesini gegirememis biniikleat (¢ift ¢ekirdekli) hiicreler analiz edilmistir.
Sitoplazma bdliinmesini engellemek i¢in bir aktin polimeraz inhibitorii olan sitokalasin-

B’nin kiiltiiriin 44. saatinde besi ortamina ilave edilmesiyle biniikleat hiicreler elde
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edilmistir. Bu calismada iki kadin ve bir erkek bireye ait her bir preparattan 1000 tane,
toplam 3000 tane iki c¢ekirdekli hiicre, mikroniikleus igerip i¢ermedigi yoniinden

incelenmistir.

IMN: 1 mikroniikleuslu hiicre say1s1

1x(1IMN)+2x (2MN)+3x(3MN-+4MN) 2MN: 2 m%kromfkleuslu hl}cre sayisi
MN= 3MN: 3 mikroniikleuslu hiicre sayisi
N 4MN :4 mikroniikleuslu hiicre sayisi

N :incelenen toplam hiicre sayist

Niikleer boliinme indeksi (NBI) belirlenirken her bir uygulama grubu (iki kadin ve bir erkek
dondrden 500’er adet) ve preparat icin toplam 1500 hiicre degerlendirilmistir. Hiicreler 1
cekirdekli (1N), 2 ¢ekirdekli (2N), 3 ¢ekirdekli (3N) ve 4 ve daha fazla ¢ekirdekli (4N)
seklinde sayilarak, NBI asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

IN: 1 niikleuslu hiicre sayis1

. IX(IN)+2x(2N)+3x(3N+4N) 2N: 2 niikleuslu hiicre sayis1
NBI= 3N: 3 niikleuslu hiicre sayis
4N: 4 niikleuslu hiicre sayisi

n

n : Incelenen toplam hiicre say1st

Comet testi ile DNA hasarinin saptanmasi

Comet testinin analizinde her konsantrasyon i¢in toplam 300 hiicre (her bir dondr igin 100
hiicre) degerlendirilmistir. Hiicresel hasar diizeyinin 6l¢limii bir Comet 6l¢im programi
(Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Bu
dogrultuda hiicresel hasar dereceleri % kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olmak {izere

iki farkli comet parametresi agisindan analiz edilmistir.

3.2.6. istatistiksel analizler

Bu arastirmada kromozom anormallikleri (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve
mikroniikleus (MN) testlerine ait veriler bu testlere 6zgii hazirlanan veri takip gizelgeleri
kullanilarak, comet testine ait veriler ise 6zel bir program (Comet Assay 1V) araciligi ile

kayit altina alinmustir.
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Uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen anormal hiicre frekansi ve hiicre bagina diisen
kromozom anormalligi (KA/hiicre), mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (Ri) ve
mikroniikleus frekansi z testi ile, kardes kromatid degisimi ve comet testi sonuglari ise t testi
kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica anormal hiicre frekansi, KA/hiicre sayisi, mitotik,
replikasyon ve niikleer boliinme indeksleri, KKD/hiicre sayisi, MN/hiicre sayisi, % kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti igin doz-etki iligskisini belirlemek amaciyla SPSS 15.0

bilgisayar programi araciligiyla regresyon analizi gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Metabolik Aktivator (S9 karisim) Yoklugunda Gerceklestirilen Kromozom
Anormallik (KA) Testi Sonuclar:

4.1.1. Genotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’in insan lenfositlerine muamelesi sonucunda 24 saatlik uygulamada kromatid ve
kromozom kiriklari, fragment, kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom olmak
tizere bes farkli tipte yapisal anormallige rastlanmistir (Resim 4.1). Ayrica yalnizca en
yiiksek konsantrasyonda (13,75 upg/mL) sayisal bir anormallik olan poliploidiye
rastlanilmistir. 48 saatlik uygulamada ise yine kromatid ve kromozom kiriklari, fragment,
kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom ve halka kromozom olmak iizere alt1
farkli tipte yapisal anormallige rastlanirken, sayisal bir anormallik olan poliploidi de

goriilmiistiir (Cizelge 4.1, Resim 4.1).

Her iki uygulama siiresi i¢in en sik gozlenen anormallik tipleri sirasiyla kromatid kirig
(%61,11) ve fragmentlerdir (%16,67). Yapilan analizler sonucunda Amygdalin’in anormal
hiicre frekans: ve hiicre basina diisen anormallik oranini tiim uygulama siireleri ve

konsantrasyonlarda kontrole gore 6nemli diizeyde artirmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Amygdalin muamelesi sonucu insan periferal lenfositlerinde olusan
kromozomal anormallikler ve frekanslar1

Uygulama
Test maddesi | gjire | Konsantrasyon Anormallikler Anormal hilcre KA/Hiicre
+ SH (%) +SH
(saa) | (ug/mL)
ktk | kzk f kkb | ktd | ds p h
Kontrol 24 0,00 5 1 3 - - - - - 2,67+0,93 0,030+0,01
MMC 24 0,20 43 1 6 2 22 - - - 19,67+2,30 a3 0,247+0,03 a3
Amygdalin 24 0,86 7 - 3 - - - - - 3,33+1,04 0,033+0,01
1,72 5 - 1 1 - - - - 2,33+0,87 0,023+0,01
3,43 3 - 1 1 - 1 - - 2,00+0,81 0,020+0,01
6,86 4 3 - 1 - - - - 2,67+0,93 0,027+0,01
13,75 7 - - - - 2 - 3,00+0,98 0,030+0,01
Kontrol 48 0,00 7 - - 1 - - - - 2,67+0,93 0,027+0,01
MMC 48 0,20 69 3 31 3 65 2 - - 139,33+£2,82 a3 0,577+0,03 a3
Amygdalin 48 0,86 5 1 2 - - - - - 2,67+0,93 0,027+0,01
1,72 4 - 1 - - - 1 1 2,33+0,87 0,023+0,01
3,43 5 - 2 2 - - - - 3,00+0,98 0,030+0,01
6,86 6 1 5 1 - 1 - 1 4,00+1,13 0,050+0,01
13,75 9 - - 2 - - - - 3,33+1,04 0,037+0,01
Kromozomal 61,11 | 5,56 | 16,67 | 8,89 | 0,00 | 2,22 | 3,33 | 2,22
Anormallik
Yiizdesi

ktk: kromatid kingi, kzk: kromozom kirigi, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd: kromatid degisimi, ds: disentrik
kromozom, p: poliploidi, h: halka kromozom, SH: Standart Hata

a; Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
as Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

4.1.2. Antigenotoksisite degerlendirmesi

24 saatlik uygulama

24 saatlik prosediir temel alinarak gergeklestirilen AmygdalintMMC uygulamalarinda
saptanan yapisal anormallikler sirasi ile soyledir: kromatid kirigi (%51,56), kromatid
degisimi (%26,99), fragment (%20,03), kromozom kirig1 (%0,57), kardes kromatidlerde
birlesme (%0,43), disentrik kromozom (%0,28) ve halka kromozom (%0,14) (Cizelge 4.2,
Resim 4.1).

Cizelge 4.2’de goriildiigii tizere tim AmygdalintMMC uygulamalarinda (6n, es ve geg

zamanli muamele) ve tiim konsantrasyonlarda, anormal hiicre frekansinda ve hiicre basina
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diisen anormallik sayisinda pozitif kontrole gore bir azalma gdzlenmistir. Ancak bu azalma
anormal hiicre frekansi i¢in 6n muamelede yalnizca en yiiksek ii¢ konsantrasyonda (3,43;
6,86 ve 13,75 pg/mL) konsatrasyona bagli (= -0,88) olarak anlamli diizeyde
gergeklesmistir. Es zamanli muamelede s6z konusu azalma 0,86 ve 3,43 pg/mL’lik
konsantrasyonlar hari¢ diger konsatrasyonlarda anlamli iken, ge¢ zamanli muamelede ise
0,86 ve 13,75 pg/mL uygulama konsantrasyonlar1 hari¢ diger konsantrasyonlarda anlamli
oldugu saptanmistir. Anormal hiicre frekansindaki bu diisiislerin es ve ge¢ zamanh
muameleler igin zayif diizeyde konsantrasyona bagl (sirasiyla r=-0,60 ve r=-0,49) oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.1).

Hiicre basma diisen anormallik sayisinda pozitif kontrole kiyasla gézlenen azalma ise 6n
muamele (0,86 pg/mL harig), es zamanli muamele (3,43 pg/mL hari¢) ve ge¢c zamanl
muamelelerde tiim konsantrasyonlarda gozlenmistir ve bu azalmalarin konsatrasyona bagli
(strastyla r= -0,83; r= -0,65 ve r= -0,54 (zayif diizeyde)) olarak onemli diizeyde oldugu
belirlenmigtir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).



Uygulama
Test maddesi Anormallikler Anormal hiicre+ KA/Hiicre+ SH
Siire (saat) Konsantrasyon SH (%)
(ng/mL) ’
ktk kzk f kkb ktd ds
Kontrol 24 0,00 5 1 3 - - - 2,67+0,93 0,030+0,01
Pozitif kontrol (MMC) 24 0,20 43 1 6 2 22 - 19,67+2,30 a3 0,247+0,03 a3
AmygdalintMMC On muamele 0,86 25 1 13 1 17 - 16,67+2,15 0,190+0,02
1,72 24 - 15 - 11 - 14,00+2,00 0,167+0,02*
3,43 18 - 8 - 12 - 12,33+1,90* 0,127+0,02%**
6,86 26 - 8 - 10 - 13,00+1,94* 0,147+0,02%*
13,75 22 - 15 - 7 - 12,67+1,92* 0,147£0,02%*
Es zamanl muamele 0,86 29 1 7 - 11 - 14,00+2,00 0,160+0,02**
1,72 21 - 6 - 17 - 13,33+£1,96* 0,147+0,02%*
3,43 25 1 5 - 24 1 17,00+£2,17 0,187+0,02
6,86 24 - 7 - 14 1 13,67+1,98* 0,153+0,02%*
13,75 28 - 6 - 11 - 13,33+1,96* 0,150+0,02%*
Geg¢ zamanli muamele 0,86 23 1 16 1 13 - 14,67+2,04 0,180+0,02*
1,72 19 - 7 - 11 - 11,67+1,86** 0,123+0,02%%*
3,43 29 - 7 - 8 - 12,67+1,92* 0,147+0,02**
6,86 22 - 9 1 12 - 13,67+1,98* 0,150+0,02%*
13,75 28 - 12 12 - 15,00+2,06 0,173+0,02*
Kromozomal
Anormallik Yiizdesi 51,56 0,57 20,03 0,43 26,99 0,28

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirig, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd: kromatid degisimi, ds: disentrik kromozom, h: halka kromozom, SH: Standart Hata

*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Pozitif kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml (z testi)

a; Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
a; Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

**  Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
*** Pozitif kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a; Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
a; Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.1. 24 saat Amygdalin+MMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde

anormal hiicre ylizdesi
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b4 On muamele

B Es zamanlh muamele

b1 Geg zamanli muamele

*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

**  Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Pozitif kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a; Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
a3 Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlaml (z testi)

Sekil 4.2. 24 saat Amygdalin+MMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde
hiicre basina diisen anormallik sayis1
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48 saatlik uygulama

48 saatlik uygulama temel alinarak gergeklestirilen AmygdalintMMC uygulamasi
sonucunda sirastyla kromatid kirigr (%43,68), kromatid degisimi (37,24), fragment
(%15,63), kromozom kirig1 (%1,82), disentrik kromozom (%]1,04), kardes kromatidlerde
birlesme (%0,52) ve halka kromozom (%0,07) olmak iizere yedi farkli yapisal anormallik
gozlenmistir (Cizelge 4.3, Resim 4.1).

AmygdalintMMC uygulamalari incelendiginde Amygdalin’in tim konsantrasyonlarda
anormal hiicre frekansi1 ve hiicre basina diisen anormallik sayisini pozitif kontrole kiyasla
istatistiki olarak 6nemli dl¢lide azalttig1 saptanmistir. Bu azalma anormal hiicre frekansi i¢in
tim uygulama prosediirlerinde (6n, es ve ge¢ zamanli muamele) zayif oranda
konsantrasyona bagl (sirastylar=-0,71; r =-0,41 ve r =-0,59) olarak ger¢eklesmistir. Hiicre
basina diizen anormallik sayisi ise yalnizca 6n ve ge¢ zamanli muamelelerde ise (sirastyla r

=-0,72; ve r = -0,56) yine diisiik oranda konsantrasyona bagldir (es zamanli muamele r = -

0,35) (Cizelge 4.3, Sekil 4.3, Sekil 4.4).



Uygulama
: Konsantrasyon Anormallikler
Test maddesi »
Stire (saat) (ng/mL) Anormal hiicrex SH  KA/Hiicre = SH
ktk kzk f kkb ktd ds h (%)
Kontrol 48 0,00 7 - 14 - - - 2,67+0,93 0,027+0,01
Pozitif kontrol (MMC) 48 0,20 69 31 3 65 2 - 39,33+2,82 as 0,577+0,03 as
Amygdalin+MMC On muamele 0,86 57 1 19 2 47 1 - 30,67+2,66* 0,423+0,03%**
1,72 35 3 16 - 44 2 - 26,0042,53%** 0,333+0,03%**
3,43 36 1 14 - 27 - - 22,0042,39%** 0,260+0,03***
6,86 40 1 23 - 50 1 - 29,00+2,62%* 0,383+0,03%**
13,75 41 2 17 - 35 - - 25,00+2,50%** 0,316+0,03***
Es zamanli muamele 0,86 55 3 14 - 27 2 - 25,67+2,52%** 0,337+0,03%**
1,72 35 1 8 - 44 1 - 25,00+2,50%** 0,297+0,03%**
3,43 48 2 6 - 40 2 - 25,67+2,52%** 0,327+0,03%**
6,86 43 3 13 1 39 - - 24,67+2,49%** 0,330+0,03%**
13,75 56 3 24 2 44 1 31,00+2,67* 0,437+0,03%**
Geg zamanli muamele 0,86 44 3 21 2 31 1 - 25,00+2,50%** 0,340+0,03%**
1,72 39 - 19 1 34 1 - 25,3342,51 %** 0,313+0,03%**
3,43 40 1 15 - 34 2 - 24,3342 48%** 0,307+0,03%**
6,86 b5 1 18 - 36 - - 28,00+2,59%* 0,367+0,03%**
13,75 a7 3 13 - 40 2 - 25,00£2,50%** 0,350+0,03***
Kromozomal
Anormallik Yiizdesi 43,68 1,82 15,63 0,52 37,24 1,04 0,07

ktk: kromatid kirig1, kzk: kromozom kirigs, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd: kromatid degisimi, ds: disentrik kromozom, h: halka kromozom, SH: Standart Hata

*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
**% Pozitif kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a, Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
as Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**  Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
*** Pozitif kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

1

Sekil 4.3. 48 saat AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde
anormal hiicre ylizdesi

a; Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
a; Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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B Es zamanli muamele

1 Geg zamanli muamele

*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**  Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Pozitif kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

a, Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
a; Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.4. 48 saat AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde

hiicre basina diisen anormallik sayis1
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Resim 4.1. Amygdalin ve Amygdalin+MMC muamelesi sonucunda insan lenfositlerinde
gozlenen kromozomal anormallik tiplerinden 6rnekler: a) kromatid kirigi b)
fragment c¢) kromozom kirig1 d) disentrik kromozom e¢) kardes kromatidlerde
birlesme f) halka kromozom



84

Resim 4.1. (devam). Amygdalin ve AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan
lenfositlerinde gozlenen kromozomal anormallik tiplerinden
ornekler: g) kromatid degisimi, h) poliploidi

4.2. Metabolik Aktivator (S9 karisim) Yoklugunda Gergeklestirilen Kardes Kromatid
Degisim (KKD) Testi Sonuclari

4.2.1. Genotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’in tek basina uygulamasi sonucunda insan periferal lenfositlerinde KKD
frekansi, MI ve R1 i{izerine etkileri Cizelge 4.4 de gdsterilmistir. Amygdalin’in tek basina
uygulandig kiiltiirlerde hem 24 hem de 48’lik muamelelerde 0-12 arasinda KKD olusumu
gozlenmistir. Amygdalin her iki uygulama siiresinde de (24 ve 48 saat) KKD frekansini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirmamistir. Ayrica Amygdalin 24 ve 48 saatlik
uygulamalarin her ikisinde de RI ve MI degerlerini énemli 6lciide degistirmemistir (Cizelge

4.4).
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Cizelge 4.4. Amygdalin muamelesi sonucu insan periferal lenfositlerinde gézlenen KKD
frekansi, replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI) degerleri

Uygulama Min-
Uygulama grubu Siire Max KKD/hiicre+SH | M1 | M2 | M3 Ri+SH Mi + SH
(saat) Konsantrasyon KKD
(ng/mL)
Kontrol 24 0,00 1-10 3,63£0,16 168 | 195 | 237 | 2,12+0,03 |6,60+0,45
Pozitif Kontrol 24 0,20 14-78 37274091 | 226 | 245 | 129 | 1,840,03 |2,37+0,28 bs
(MMC)
Amygdalin 2 0,86 0-8 3,57+0,15 103 | 175 | 322 | 2,37+0,03 |6,00+0,43
1,72 09 3,63£0,16 178 | 203 | 219 | 1,70£0,02 |7,36:0,48
343 0-11 3,5740,15 143 | 213 | 244 | 2,1720,03 |6,57£0,45
6,86 0-11 3,61£0,16 115 | 182 | 303 | 2,310,083 |6,67+0,46
1375 0-12 3,65:0,17 138 | 195 | 267 | 2,220,083 |5,57+0,42
Kontrol 48 0,00 0-10 3,67+0,17 103 | 163 | 334 | 2,39+0,03 |6,97+0,47
Pozitif Kontrol 48 0,20 30-128 65,571,447 0. | 346 | 212 | 42 1,10+£0,03  |2,63+0,29 bs
(MMC)
Amygdalin 48 0,86 0-10 3.8540.15 130 | 165 | 305 | 2,29+0,03 |6,93+0,46
1,72 0-12 3 6140.18 79 | 183 | 338 | 2,27+0,03 |6,86:0,46
343 09 3.3740.15 121 | 159 | 320 | 2,33£0,03 |6,90:0,46
6,86 0-10 3.3540.16 124 | 186 | 290 | 2,28+0,03 |7,10+0,50
1375 0-11 3.65£0.17 99 | 166 | 335 | 2,39+0,03 |6,10+0,44

0. Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi),

b1 Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b2 Kontrole gére P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
bs Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlaml (z-testi)

4.2.2. Antigenotoksisite degerlendirmesi

24 saatlik uygulama

Amygdalin’in, 24 saat siire ile MMC (0,20 pg/mL) ile birlikte insan periferal lenfositlerine
uygulanmas1 sonucunda Kardes kromatid degisimi (KKD) ve Replikasyon indeksi (RI)

tizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.5°te gosterilmistir.

Amygdalin’in MMC ile birlikte gergeklestirilen 6n muamele uygulamasinda 12-66 KKD
olusumu gozlenmistir. Es ve ge¢ zamanlit muamele uygulamalarinda ise 8-66 KKD olusumu
saptanmistir. Amygdalin’in, MMC tarafindan olusturulan KKD frekansini tiim uygulama
protokolleri (6n, es ve ge¢ zamanli muameleler) ve tiim konsantrasyonlar i¢in istatistiksel
olarak anlamli oranda azalttig1 bulunmustur. Bu azalmalar yalnizca ge¢ zamanli muamele (r

=-0,76) ve es zamanli muamelelerde (r = -0,40, zay1f diizeyde) konsantrasyona bagl olarak
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gerceklesmistir ancak 6n muamelede (r = -0,37) konsantrasyona baglh degildir (Cizelge 4.5,
Sekil 4.5 ve Resim 4.2).

Amygdalin, 24 saat’lik Amygdalin+tMMC uygulamalarinda replikasyon indeksinde pozitif
kontrole gore kiigiik miktarlarda degisiklige neden olmus, ancak bu degisikliklerin

istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).

AmygdalintMMC kombinasyonlarinin tamaminda (6n, es ve ge¢ zamanli muamele) 24
saatlik uygulamalarda Amygdalin’in pozitif kontrole goére mitotik indeksi istatistiksel olarak
onemli diizeyde artirdig1r bulunmustur. Bu artiglar ge¢ zamanlit muamelede (r=0,86) gii¢lii
oranda, es zamanli muamele (r=0,43) ve 6n muameleyi (r=0,75) igeren tiim uygulamalarda

ise diisiik oranda doza baglidir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6).



Uygulama Min-Max : :
Uygulama grubu N KKD/hiicre + SH M1 M2 M3 RI+SH MI+SH
Siire Konsantrasyon KKD
(saat) (H g /l‘l‘lL)
Kontrol 24 0,00 1-10 3,63+0,16 168 195 237 2,12+0,03 6,60+£0,45
Pozitif Kontrol (MMC) 24 0,20 14-78 37,27+0,91 @ 226 245 129 1,84+0,03 2,37+0,28 bs
Amygdalin On muamele 0,86+MMC 12-47 27,07+0,69 B 260 271 69 1,68+0,03 4,80+£0,39%**
1,72+MMC 12-61 28,15+0,86 B 226 302 72 1,74+0,03 5,23+0,41%**
3,43+MMC 9-66 29,48+0,87 B 212 276 112 1,83+0,03 5,13+0,40%**
6,86+MMC 12-51 29,77+0,77 B 244 272 84 1,73+0,03 4,60+£0,38%**
13,75+MMC 7-55 30,43+0,87 B 221 273 106 1,81+0,03 5,20+0,41%%*
Es zamanl muamele 0,86+MMC 9-65 28,47+0,83 B 226 233 141 1,86+0,03 5,204+0,41%**
1,72+MMC 16-57 33,39+0,71 232 262 106 1,79+0,03 4,67+0,39%**
3,43+MMC 12-56 32,43+0,81 B 263 253 84 1,70+0,03 4,33+£0,37%**
6,86+MMC 11-66 29,92+0,93 B 278 233 89 1,69+0,03 4,37+0,37%**
13,75+MMC 8-66 32,09+0,82 B 292 243 65 1,62+0,03 4,50+0,38%**
Geg zamanlt muamele 0,86+MMC 12-53 29,15+0,83 B 207 296 97 1,82+0,03 4,70+£0,39%**
1,72+MMC 11-57 26,23+0,75 B 229 289 82 1,76+0,03 5,204+0,41%**
3,43+MMC 10-58 26,11+0,69 B 193 277 130 | 1,90+0,03 5,00£0,40%**
6,86+MMC 7-66 27,23+0,84 B 248 260 92 1,74+0,03 4,93+0,40%**
13,75+MMC 8-50 26,01+0,74 220 295 85 1,78+0,03 5,43+£0,41%%*

o Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
B Pozitif kontrole gore p <0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

b1 Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b2 Kontrole gére P< 0,01 diizeyinde anlaml1 (z testi)
bs Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlaml (z-testi)

* Pozitif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Pozitif kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Pozitif kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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Konsantrasyon (ng/mL)
#1 On muamele
B Es zamanlh muamele

P Geg zamanlh muamele

o Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlaml1 (t-testi)
B Pozitif kontrole gore p <0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

Sekil 4.5. 24 saat AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde
olusan kardes kromatid degisimi frekanslari
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Konsantrasyon (ng/mL)
b1 On muamele
b4 Es zamanh muamele
k4 Geg zamanli muamele
b1 Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) * Pozitif kontrole gére p < 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
b2 Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) ** Pozitif kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
bs Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi) *** Pozitif kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamh (z testi)

Sekil 4.6. 24 saat AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde
gdzlenen mitotik indeks degerleri
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48 saatlik uygulama

48 saat stire ile gergeklestirilen AmygdalintMMC uygulamalarindan elde edilen Kardes
kromatid degisimi (KKD) ve Replikasyon indeksi (RI) sonuclar1 Cizelge 4.6’de

sunulmustur.

Amygdalin ve MMC’nin birlikte uygulandig kiiltiirler i¢in, 6n muamele protokoliinde 19-
111 KKD olusumu saptanirken, es ve ge¢ zamanli muamelerde sirasiyla 13-91 ve 16-92
KKD olusumu gozlenmistir. Amygdalin’in 6n, es ve ge¢ zamanli muamele protokollerinin
tiimiinde MMC’nin neden oldugu KKD frekansini test edilen konsantrasyonlarin tamami
icin anlaml1 oranda ve zayif diizeyde doza bagl olarak (6n muamele r = -0,42; es zamanlh
muamele r = -0,66 ve ge¢ zamanli muamele r=-0,63) azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.6,
Sekil 4.7 ve Resim 4.2).

Amygdalin, MMC’in azalttig1 replikasyon indeksini tiim uygulama ve konsantrasyonlarda
artirmistir. Ancak bu artis istatistiksel olarak onemli degildir. Bununla birlikte, Cizelge
4.6’da goriildiigli tizere M1, M2 ve M3 oranlar incelendiginde, tiim AmygdalintMMC
uygulamalarinda M3’e giden hiicre sayisinin pozitif kontrole gore yaklasik 4-5 kat azalmis
oldugu goriilmiistiir. Bu azalma 6zellikle 6n ve ge¢ zamanli muamelelerde daha belirgindir.

Analiz edilen total hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu M1 ve M2 evrelerinde yogunlagmistir.

Amygdalin pozitif kontrole gore mitotik indeksi muamelelerinin tamaminda (on, es ve geg
zamanlt muamele) istatistiksel olarak anlamli oranda artirmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.8).
Bu artiglar es zamanli muamelede (r=0,27) ve ge¢ zamanli muamele (r=0,37)

konsantrasyona bagli olmayip 6n muamelede (r=0,62) zay1f oranda konsantrasyona baghdir.



Uygulama Min-Max
Uygulama grubu - § KKD/hiicre + SH M1 M2 M3 Ri+SH Mi+SH
v g Stire Konsantrasyon KKD
(saat) (H g /l‘l‘lL)
Kontrol 48 0,00 0-10 3,67+0,17 103 163 334 2,39+0,03 6,97+0,47

Pozitif Kontrol (MMC) 48 0,20 30-128 65,57+1,47 a. 346 212 42 1,09+0,03 2,63+0,29 b3
Amygdalin On muamele 0,86+MMC 19-111 49,43+1,30 B 373 224 3 1,38+0,02 5,3040,41%%*
1,72+MMC 21-105 47,97+1,52 B 383 209 8 1,38+0,02 5,47+0,42%%%*
3,43+MMC 22-96 4771121 B 382 | 216 2 1,37+0,02 5,60:£0,4275
6,86+MMC 25-104 53,11£1,25 B 416 | 182 2 1,3140,02 5,400,415
13,75+MMC 24-98 52,91+1,41 B 393 | 207 0 1,35+0,02 5,1740,40%%*
Es zamanli muamele 0,86+MMC 13-91 49,87+1,13 B 376 210 14 1,40+0,02 4,96+0,40%**
1,72+4MMC 13-85 45,61+1,23 B 379 | 209 12 1,39+0,02 5.30£0,41 %%
3,43+MMC 27-91 48,53+0,93 B 345 227 28 1,47+0,02 5,07+0,40%%*
6,86+MMC 22-83 44,57+0,92 B 380 | 203 17 1,40+0,02 4,570 38%#*

13,75+MMC 16-85 49.41+1,10 B 404 | 183 13 1,35+0,02 3,93+0,36**
Geg zamanli muamele 0,86+MMC 16-92 4723+1,12 B 386 | 211 3 1,36+0,02 5,730,425
1,72+MMC 18-66 40,47+0,70 p 353 | 244 3 1,4240,02 5,030,435
3,43+MMC 16-88 42,94+1,13 B 363 | 235 2 1,4040,02 5,130,405
6,86+MMC 21-85 41,44+0,97 B 371 219 10 1,45+0,02 5,53+0,42%**
13,75+MMC 18-86 46,53+1,28 B 360 229 11 1,4240,02 4,63+0,38%%*

o. Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
B Pozitif kontrole gore p <0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

b: Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
b2 Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
b3 Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

* Pozitif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
** Pozitif kontrole gére p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Pozitif kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)
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b+ On muamele
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a Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
B _Pozitif kontrole gére p <0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

Sekil 4.7. 48 saat AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde
olusan kardes kromatid degisimi frekanslar1
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b1 Kontrole gére P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b2 Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
b3 Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlaml (z-testi)

* Pozitif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**  Pozitif kontrole gore P<0,01 diizeyinde anlaml (z testi)
*** Pozitif kontrole gére P<0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)

Sekil 4.8. 48 saat AmygdalintMMC muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde
gdzlenen mitotik indeks degerleri
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Resim 4.2. a) Amygdalin ve b) AmygdalintMMC muamelesi sonucu insan periferal
lenfositlerde gbzlenen kardes kromatid degisimlerinden 6rnekler

4.3. Metabolik Aktivator (S9 karisim) Yoklugunda Gerceklestirilen Mikroniikleus
(MN) Testi Sonuclari

4.3.1. Genotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’in tek basina muamelesi sonucunda mikroniikleuslu hiicrelerin frekansinda ¢ok
kiigiik degisimler olsa bile, bu degisimler kontrol gdre anlamli degildir. Amygdalin
uygulanan gruplarda, bir ve iki mikroniikleus iceren biniikleat hiicrelere rastlanmis olup
niikleer bolinme indeksinde kontrole gore anlamli bir degisim gézlenmemistir (Cizelge 4.7

ve Resim 4.3).

Cizelge 4.7. Amygdalin muamelesi sonucu insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus
frekansi ve niikleer boliinme indeksi

Uygulama . ..
Sayilan BN hucrelﬂer icinde Niikleer
. o mikroniikleus MN + SH .
Test maddesi Sire  Konsantrasyon  biniikleat frekanslart %) ~ Boélinme
(saat) (ng/ml) hiicre say1s1 Indeksi (NBI) £
) @ .

Kontrol 48 0,00 3000 15 - 0,50 +0,13 1,74 £ 0,34
Pozitif Kontrol (MMC) 48 0,20 3000 79 3 2,83 +0,30 C3 1,38 £ 0,30
Amgdalin 48 0,86 3000 13 - 0,43 +£0,12 1,68 £ 0,33
1,72 3000 8 - 0,27 £ 0,09 1,62 +0,33

3,43 3000 11 - 0,37+0,11 1,62 +0,33

6,86 3000 9 1 0,37+0,11 1,64 £ 0,33

13,75 3000 14 - 0,47 £0,12 1,56 £ 0,32

1 Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
c2 Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
c3 Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi)
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4.3.2. Antigenotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin ve MMC’nin birlikte uygulandig: kiiltiirlerde, Amygdalin’in pozitif kontrole
gore mikroniikleus frekansini tim uygulamalar ve konsantrasyonlarda azalttig1 saptanmustir.
Bu azalma 6n muamele ve es zamanli muamele uygulamalarinda en diisiik konsantrasyon
(0,86 pg/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda anlamlidir. Ge¢ zamanli uygulamada ise
tim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak o©nemlidir. Bu uygulamalarda gozlenen
mikroniikleus frekansindaki azalmalar 6n (r=-0,95), es (r=-0,75) ve geg (r=-0,85) zamanh
muamelelerin tamami i¢in konsantrasyona bagli olarak ger¢eklesmis olup, 6n ve ge¢ zamanli
uygulamalarda bu baglamda gii¢lii bir korelasyon vardir. Ayrica Amygdalin ve MMC’nin
birlikte uygulandig1 gruplarda, bir ve iki mikroniikleus iceren biniikleatlara rastlanmistir.
Niikleer boliinme indeksi lizerinde ise pozitif kontrole oranla anlamli bir etki tespit

edilmemistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.9 ve Resim 4.3).



Uygulama Sayilan BN hiicreler i¢inde Q
- . . N Niikleer Boliinme <N
. - biniikleat hiicre mikroniikleus frekanslar MN =+ SH (%) : . :
Siire (¢}
Test maddesi ot Konsantrasyon (ug/mL) sayst ) @ Indeksi (NBI) + SH e
(saat) is
Kontrol 48 0,00 3000 15 - 0,50 +0,13 1,74 £0,34 &
Pozitif Kontrol (MMC) 48 0,20 3000 79 6 2,83 +0,30 C3 1,38 £ 0,30 o0
, ) 3 2>
Amgdalin On muamele 0,86 3000 66 4 2,47+0,28 1,44 +0,31 "E.‘ 3
1,72 3000 54 1 1,87 +0,25% 1,42 +£0,31 2 é
3,43 3000 56 1 1,93 +0,25* 1,42 +0,31 5 o
6,86 3000 54 - 1,80 + 0,24%* 1,36 + 0,30 % <}
13,75 3000 40 - 1,33 + 0,21 %% 1,44 +£0,31 o >
c +
r <Z
y—h
Es zamanli muamele 0,86 3000 60 2 2,13+ 0,26 1,43 £0,31 a <
1,72 3000 52 2 1,87 +0,25% 1,51+0,32 g;" (@)
3,43 3000 54 3 2,00 £ 0,26* 1,42+ 0,31 =
6,86 3000 58 - 1,93 +0,25% 1,43+0,31 z2 3
13,75 3000 53 2 1,90 + 0,25% 1,48 £0,31 C<D g
5 3
e 2
Geg zamanli muamele 0,86 3000 54 2 1,93 £0,25* 1,41 +£0,31 E 8
1,72 3000 57 1 1,97 £0,25% 1,43 £0,31 (Cg -
3,43 3000 50 - 1,67 £ 0,23%* 1,45+0,31 = o»
6,86 3000 40 2 1,47 + 0,22%%* 1,41 £0,31 g g
13,75 3000 49 - 1,63 +0,23%% 1,51+0,32 = c
= 2
=
[CJ—
= g
o 5
N
-
@D
=
—
@
¢1 Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) *  Pozitif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi) =
C2 Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) **  Pozitif kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) _
cs Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi) *** Pozitif kontrole gére p < 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi) ('30
o
n
=
D
=
>
o
@D

v6
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Konsantrasyon (pg/mL)
b1 On muamele
B Es zamanl muamele
b Geg zamanli muamele
c1 Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) *  Pozitif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
c2 Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) **  Pozitif kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
3 Kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z-testi) *** Pozitif kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlaml (z-testi)

Sekil 4.9. AmygdalintMMC muamelesi sonucu insan periferal lenfositlerinde olusan
mikroniikleus frekansi

Resim 4.3. Amygdalin ve Amygdalin+MMC muamelesi sonucu insan periferal lenfositlerde
gbzlenen mikroniikleus iceren biniikleat hiicrelere 6rnekler a) bir mikroniikleus
bulunduran bintikleat hiicre, b) iki mikroniikleus bulunduran bintikleat hiicre

4.4. Metabolik Aktivator (S9 karisim) Yoklugunda Gerceklestirilen Comet Testi
Sonuclari

Amygdalin’in tek basma ve H202 (100 uM) ile birlikte ti¢ farklt muamele protokolii
kullanilarak (6n, es ve ge¢ zamanli muamele) izole lenfositlerle muamelesi sonucunda DNA

hasar1 iizerine etkileri comet testi kullanilarak iki farkli parametre acisindan
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degerlendirilmistir. Bu parametreler comet kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olup elde
edilen veriler Cizelge 4.9 ve 4.10°da verilmistir. Resim 4.4°de ise comet testinde gozlenen

DNA hasari 6rnekleri bulunmaktadir.

4.4.1. Genotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’in tek basina 1 saat siire ile izole lenfositlere uygulanmasi sonucunda comet
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentinde kontrole gore ¢ok kiiclik artislar gdzlenmistir.
Ancak bu artis diizeyleri istatistiksel olarak anlamli degildir (Cizelge 4.9). Dolayisiyla
Amygdalin’in test edilen tiim konsantrasyonlarda énemli 6l¢iide DNA hasar1 olusturmadigi

saptanmigtir.

Cizelge 4.9. Amygdalin’in tek basina muamelesi sonucu izole insan periferal lenfositlerinde

gbzlenen DNA hasar1
Test Maddesi Siire (Saat) Konsantrasyon (pg/mL) Kuyruk Yogunlugu (%) Kuyruk Momenti

Kontrol 1 0,00 8,88+0,70 2,32+0,16

Pozitif Kontrol (H,0,) 1 100 uM 30,21+1,45 @ 15,00+1,09 o
Amygdalin 1 0,86 8,90+0,86 2,18+0,29
1,72 10,42+1,15 3,46+0,59
3,43 10,59+1,13 3,57+0,69
6,86 10,44+1,00 2,97+0,47
13,75 8,74+0,92 2,39+0,39

o. Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlaml (t testi)
4.4.2. Antigenotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin ve H202’in birlikte uygulamalarinda, Amygdalin’in tiim konsantrasyonlarinin
H20: tarafindan olusturulan DNA hasarini1 6n muamele, es zamanli muamele ve ge¢ zamanli
muameleler i¢in istatistiksel olarak dnemli dl¢lide azalttig1 saptanmistir. Bu azalmalar 6n
muamelede yalnizca kuyruk momenti i¢in (r = -0,42 (zayif oranda)) konsantrasyona bagl
olarak gerceklesmistir (kuyruk yogunlugu r = -0,29). Es ve ge¢ zamanli muameleler icin ise
kuyruk yogunlugu (sirastyla r = -0,65 ve r = -0,71) ve kuyruk momenti (r = -0,60 ve r = -
0,69) bakimindan konsantrasyona bagli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11).
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Cizelge 4.10. Amygdalin ve AmygdalintH202 muamelesi sonucu izole insan periferal
lenfositlerinde gézlenen DNA hasar1

Test Maddesi Siire (Saat) Konsantrasyon (ug/mL) Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti
(%)
Kontrol 1 0,00 8,88+0,70 2,32+0,16
Pozitif Kontrol (H.0,) 1 100 uM 30,21+1,45 a 15,00+1,09 a
Amygdalin+ H,0, On muamele 0,86 10,30+1,05 B 3,56+0,58 B
1,72 11,54+1,05 B 3,54+0,45 B
3,43 14,70+1,16 B 4,98+0,57 B
6,86 15,50+1,09 g 5,34+0,48 B
13,75 18,62+1,20 B 6,79+0,64 B
Es zamanli muamele 0,86 19,12+1,48 B 7,32+0,80 B
1,72 10,82+1,05 B 3,35+0,49 B
3,43 16,72+1,19 B 5,72+0,64 B
6,86 18,01+1,15 B 7,99+0,68 B
13,75 13,28+1,09 g 4,96+0,59 B
Geg zamanl muamele 0,86 12,96+1,12 4,31+0,52 B
1,72 12,80+0,99 B 4,63+0,60 B
3,43 12,07+1,00 B 4,71+0,56 B
6,86 12,77+1,05 B 4,47+0,51 B
13,75 11,02+0,94 B 3,52+0,47 B
o Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
B Pozitif Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)
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&
04-){& Konsantrasyon (ng/mL)
R

I On muamele
1 Es zamanli muamele

b Geg zamanl muamele

o Kontrole gore P<0,05 diizeyinde anlamli (t testi)

B Pozitif Kontrole gére P<0,05 diizeyinde anlaml1 (t testi)

Sekil 4.10. Amygdalin+H202 muamelesi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde

comet kuyruk yogunlugu
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Sekil 4.11. Amygdalin+H202 muamelesi sonucunda izole insan periferal lenfositlerinde
comet kuyruk momenti

Resim 4.4. Amygdalin ve Amygdain+H202 uygulamalar1 sonucunda izole insan

lenfositlerinde olusan DNA hasarlarindan 6rnekler a) Hasarsiz DNA b)
Hasarl1i DNA

4.5. Metabolik Aktivator (S9 karisim) Varhginda Gerceklestirilen Kromozomal
Anormallik Testi Sonuglari

Amygdalin’in S9 karisimi varliginda insan lenfositlerinde hem tek bagina hem de
Siklofosfamid (SF) ile birlikte es zamanli muamelesi sonucunda goézlenen kromozom
anormallik tipleri, anormal hiicre frekanlar1 ve hiicre basina diisen anormallik sayis1 Cizelge

4.11’da sunulmustur.



99

4.5.1. Genotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’in tek basina muamelesinde ii¢ farkli yapisal anormallik tipi saptanmis olup en
fazla kromatid kirig1 (%66,67), takiben fragment (%20,00) ve yalnizca bir tane kromatid
degisimi (%6,67) izlenmistir. Ayrica yalnizca bir tane sayisal anormallik tipi olan
poliploidiye (%6,67) rastlanilmistir. Amygdalin’in anormal hiicre frekansi ve hiicre basina
diisen anormallik sayisin1 kontrole gore artirmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.12,

Sekil 4.13 ve Resim 4.5).

4.5.2. Antigenotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’in SF (12 pug/mL) ile es zamanli uygulamasi sonucunda bes farkli yapisal
anormallik tipine rastlanilmistir. Bu anormallik tiplerinden en fazla gézlenen kromatid kirig1
(%56,90) olup, digerleri sirasiyla fragment (%24,14), kromatid degisimi (%8,62), kardes
kromatidlerde birlesme (%6,90) ve disentrik kromozom (%3,45)’dur. Es zamanl
Amygdalin+SF muamelesi sonucunda anormal hiicre frekansi ve hiicre basina diisen
anormallik sayisinda pozitif kontrole kiyasla tiim konsantrasyonlarda belirgin bir azalma
gozlenmistir. Ancak bu azalmalar anormal hiicre frekansi i¢in en diisiik konsantrasyon (0,86
pg/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ve
konsantrasyona bagli (r = -0,74) olarak gergeklesmistir. Hiicre basina diisen anormallik
sayist i¢in ise 1,72; 3,43 ve 6,86 pg/mL’lik konsantrasyonlarda énemli olup s6z konusu
diisiis konsantrasyona baghidir (r = -0,72). Bununla birlikte Amygdalin+SF muamelesinde
SF’nin neden oldugu kromozomal anormallik oranin1 en fazla ve belirgin diizeyde azaltan
konsantrasyon 6,86 pg/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve
Resim 4.5).
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Cizelge 4.11. Metabolik aktivator (S9 karisim) varliginda Amygdalin ve Amygdalin+SF
uygulamasi sonucu insan periferal lenfositlerinde goézlenen kromozomal
anormallikler ve frekanslar

Uygulama

Test maddesi Siire | Konsantrasyon

(saat) (ng/mL)

Anormallikler Anormal hiicre KA/Hiicre
(%) +SH +SH

ktk | kzk f kkb | ktd | ds p

Kontrol 3 0,00 1 - - - - - - 0,50+0,50 0,005+0,01
SF(S9 -) 3 12 3 - 1 1 - - - 2,50+1,10 0,025+0,01
Pozitif kontrol 3 12 12 1 3 2 3 2 11,50£2,26 a3 bs | 0,115+0,02
(SF, S9 +)
Amygdalin 3 3,43 3 - 3 - - - - 2,50+1,10 0,030+0,01
6,86 3 - - - - - - 1,50+0,86 0,015+0,02
13,75 4 - - - 1 - 1 3,00+1,21 0,030+0,01
Kromozomal 66,67 | 0,00 | 20,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 | 6,67

anormallik yiizdesi

Amygdalin+SF 3 0,86 8 - 4 2 1 1 - 8,00+1,92 0,080+0,02
1,72 4 - 3 1 2 - - 4,50+1,47 ** 0,050+0,02 **
3,43 10 - 1 1 - - 6,00+1,68 * 0,060+0,02 *
6,86 4 - 2 - 1 - - 3,50+1,30 ** 0,035+0,01 **
13,75 7 - 4 1 - 1 - 6,00+1,68 * 0,065+0,02”
Kromozomal 59,90 | 0,00 | 24,14 | 6,90 | 8,62 | 3,45 | 0,00

anormallik yiizdesi

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, ktd: kromatid degisimi, ds: disentrik
kromozom, p: poliploidi, SH: Standart Hata

*  Pozitif kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi) a; Kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
**  Pozitif kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) a, Kontrole gore P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi
*** Pozitif kontrole gore P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi) a; Kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

b; SF kontrole gore P< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b, SF kontrole gére P< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
bs SF kontrole gére P< 0,001 diizeyinde anlaml (z testi)
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Sekil 4.12. Metabolik aktivator (S9 karisim) varliginda Amygdalin ve Amygdalin+SF
muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesi
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Sekil 4.13. Metabolik aktivator (S9 karisim) varliginda Amygdalin ve Amygdalin+SF
muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde hiicre basina diisen
anormallik say1s1
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it

Resim 4.5. Amygdalin ve Amygdalin+SF muamelesi

sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gozlenen kromozomal anormallik tiplerinden ornekler a)
kromatid kirig1 b) fragment c) Kromatid degisimi d) kardes kromatidlerde
birlesme e) disentrik kromozom f) poliploidi
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4.6. Metabolik Aktivator (S9 karisim) Varhginda Gergeklestirilen Kardes Kromatid
Degisim Testi Sonuclar

Metabolik aktivator varliginda (S9 karisim) Amygdalin’in tek basina ve Siklofosfamid (12
pg/mL, SF) ile birlikte es zamanli insan lenfositlerine uygulanmasi sonucunda kardes
kromatid degisimi (KKD), mitotik indeks (M) ve replikasyon indeksi (RI) iizerine etkileri

arastirilarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

4.6.1. Genotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin’nin tek basina muamelesi sonucunda 1-8 arasinda KKD olusumu goézlenmistir.
Amygdalin KKD frekansini kontrole gore dnemli oranda artirmamistir. Replikasyon indeksi
(RI) ve mitotik indeks (MI) sonuglarina gére ise Amygdalin kontrole gore onemli

degisimlere sebep olmamustir (Cizelge 4.12, Sekil 4.14)

4.6.2. Antigenotoksisite degerlendirmesi

Amygdalin+SF es zamanli muamelesinde 2-21 arasinda KKD olusumuna rastlanilmistir. Bu
uygulama sonucunda, Amygdalin pozitif kontrole kiyasla en diisiik konsantrasyon (0,86
pg/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda KKD frekansini anlamli diizeyde ve giiglii
oranda konsantrasyona bagli olarak (r =-0,83) azaltmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.14 ve Resim
4.6). Bu uygulamada SF’nin onemli diizeyde artdigi KKD frekansini en fazla azaltan

konsantrasyon 6,86 pug/mL olarak saptanmistir.

Replikasyon indeksinde (RI) es zamanli Amygdalin+SF uygulamasi sonucu kiiciik diizeyde
degisimle gozlenmis olup bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir
(Cizelge 4.12). Mitotik indeks (MI) sonuglarinda ise Amygdalin’in SF’nin énemli oranda
diistirdiigli mitotik indeks oranini tiim konsantrasyonlarda gii¢lii diizeyde konsantrasyona
bagli olarak (r = 0,95) istatistiksel olarak anlaml1 oranda artirdig1 gézlenmistir (Cizelge 4.12,
Sekil 4.15 ve Resim 4.6).
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Cizelge 4.12. Metabolik aktivator (S9 karisim) varliginda Amygdalin ve Amygdalin+SF
uygulamasi sonucu insan periferal lenfositlerinde gézlenen KKD frekansi,
replikasyon ve mitotik indeks degerleri

Uygulama Min- -
Uygulama grubu | giire Max KKD/hiere & M1 | M2 | M3 | Ri+SH Mi + SH
(saat) Konsantrasyon KKD
(ng/mL)
Kontrol 3 0,00 2-8 4,33+0,14 87 200 | 113 | 2,06+0,04 | 9,75+0,66
SF (S9 -) 3 12 1-10 4,57+0,19 61 174 | 165 | 2,00+0,04 | 8,90+0,64
Pozitif Kontrol 3 12 9-21 12,4740,27 ara2 | 111 | 179 | 110 | 2,26+0,04 | 4,40+0,46 bz c3
(SF, S9 +)
Amygdalin 3 3,43 1-8 4,63+0,17 118 | 205 | 77 1,9040,03 | 9,75+0,66
6,86 2-8 4,57+0,15 106 | 204 | 90 1,96+0,03 | 9,05+0,64
13,75 1-8 4,72+0,17 95 204 | 101 | 2,02+0,04 | 9,55+0,66
Amygdalin+SF 3 0,86 9-21 12,49+0,25 83 190 | 127 | 2,11+0,04 | 6,00+0,53 *
1,72 8-21 11,5240,27 as 120 | 213 | 67 1,87+£0,03 | 6,00+0,53 *
3,43 6-19 10,19+0,25 as 101 | 214 | 85 1,83+0,03 | 6,25+0,54 **
6,86 2-12 6,94+0,23 a3 91 197 | 112 | 2,05+0,04 | 7,30+0,58 ***
13,75 4-17 9,39+0,28 a3 97 190 | 113 | 2,04+0,04 | 7,90+0,60 ***

a1 Kontrole gore p <0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
a2 SF kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)
as Pozitif kontrole gore p <0,05 diizeyinde anlamli (t-testi)

b1 Kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b2 Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
bs Kontrole gére p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

*  Pozitif kontrole gore p < 0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
**  Pozitif kontrole gére p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
*** Pozitif kontrole gore p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi

c1 SF kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlaml1 (z testi)
c2 SF kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)
cs SF kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi
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Sekil 4.14. Metabolik aktivator (S9 karisim) varliginda Amygdalin ve Amygdalin+SF
muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde olusan kardes kromatid

degisim frekanslari
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**  Pozitif kontrole gore p < 0,01 diizeyinde anlamli (z testi) cs SF kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlaml1 (z testi

*** Pozitif kontrole gére p < 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.15. Metabolik aktivator (S9 karigim) varliginda Amygdalin ve Amygdalint+SF
muamelesi sonucunda insan periferal lenfositlerinde gézlenen mitotik indeks

degerleri
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Resim 4.6. Amygdalin ve Amygdalin+SF muamelesi sonucu insan periferal lenfositlerde
gozlenen kardes kromatid degisimleri i¢in 6rnek resim

Tez calismasinda elde edilen tiim sonuglar Cizelgeler 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16°da 6zetlenerek

verilmigtir.
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Cizelge 4.13. Metabolik aktivatér yoklugunda insan periferal lenfosit kiiltliriinde
gerceklestirilen 24 saat’lik Amygdalin ve Amygdalin+MMC muamelesi

genel test sonuglari

é;l;f) Konsantrasyonlar A};grcr;a.l Hfiﬁr/e Klfcz)irrﬁ;sic.l '}/IIILEZE: Muamele protokolii
Yiizdesi Degisimi
0,86 pg/mL - - - -
1,72 pg/mL - - - -
24 saat 3,43 ng/mL - - - - (';‘Q(ygfsﬂg)
6,86 pg/mL - - - -
13,74 pg/mL - - - -
Amygdalin+MMC
0,86 pg/mL - - i t
1,72 pg/mL - i i t
24 saat 3,43 pg/mL i i i t On muamele
6,86 ug/mL i i i t
13,74 pg/mL i i i t
0,86 pg/mL - i i 1‘
1,72 ng/mL i i i t
24 saat 3,43 pg/mL - - i t Es zamanli muamele
6,86 pg/mL i i i t
13,74 pg/mL i i i t
0,86 pg/mL - i i t
1,72 ng/mL i i i t
24 saat 343 pg/mL i i i t Geg zamanl muamele
6,86 ng/mL i i i t
13,74 pg/mL - i i t

™= Anlamli bir etki yok

t ‘ Kontrole gore anlaml diizeyde artis/azalis

i i Pozitif kontrole gore anlaml diizeyde artig/azalis
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Cizelge 4.14. Metabolik aktivatdér yoklugunda insan periferal lenfosit kiiltliriinde
gerceklestirilen 48 saat’lik Amygdalin ve Amygdalin+MMC muamelesi
genel test sonuglari

. Anormal Kardes Lo
Sire Konsantrasyonlar Hiicre K..A/ Kromatid M'tOt'k MN Muamele protokolil
(saat) . . Hiicre S Indeks
Yiizdesi Degisimi
0,86 pg/mL - - - - -
1,72 pg/mL - - - - -
Amygdalin
48 saat 3,43 pg/mL - - - - - (Tek basina)
6,86 ng/mL - - - - -
13,74 pg/mL - - - - -

Amygdalin+tMMC

0,86 pg/mL

1,72 pg/mL

48 saat 3,43 pg/mL On muamele

6,86 pg/mL

13,74 pg/mL

- | 1

0,86 pg/mL

1,72 pg/mL

48 saat 3,43 pg/mL Es zamanli muamele

6,86 pg/mL

13,74 pg/mL

0,86 pg/mL

1,72 pg/mL

48 saat 3,43 pg/mL Geg zamanli muamele

6,86 pg/mL

- || ] | ] ] | g | e
- ||| | | | | | | o o | e
- | || || | | | e | e
- | ) ) | | | ) ) )

- | | | | |

13,74 pg/mL

™= Anlaml bir etki yok
t ‘ Kontrole gore anlaml diizeyde artis/azalis

t ‘ Pozitif kontrole gore anlaml diizeyde artis/azalis
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Cizelge 4.15. Metabolik aktivator yoklugunda izole insan lenfositlerinde gergeklestirilen 1
saat’lik Amygdalin ve Amygdalin+H202 muamelesi genel sonuglari

Siire (saat)

Konsantrasyonlar

Kuyruk yogunlugu

Kuyruk momenti

Muamele protokolil

1 saat

0,86 pg/mL

1,72 ng/mL

3,43 pg/mL

6,86 pg/mL

13,74 pg/mL

Amygdalin
(Tek basina)

Amygdalin+H202

1 saat

0,86 pg/mL

1,72 ng/mL

3,43 pg/mL

6,86 pg/mL

13,74 pg/mL

On muamele

1 saat

0,86 pg/mL

1,72 pg/mL

3,43 pg/mL

6,86 pg/mL

13,74 pg/mL

Es zamanli muamele

1 saat

0,86 ng/mL

1,72 pg/mL

3,43 pg/mL

6,86 ng/mL

13,74 ng/mL

- .- - |- - - - -

- - - - - |- ---

Geg zamanlt muamele

™= Anlamli bir etki yok

t‘ Pozitif kontrole gore anlaml diizeyde artis/azalis
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Cizelge 4.16. Metabolik aktivator varliginda (S9 karisim) insan periferal lenfosit kiiltiiriinde
gerceklestirilen 3 saat’lik Amygdalin ve Amygdalin+SF muamelesi genel test

sonuglari
. Anormal Kardes I
Siire Konsantrasyonlar Hiicre K..A/ Kromatid M|tot|k Muamele protokolii
(saat) . . Hiicre S Indeks
Yiizdesi Degisimi
3,43 pg/mL - - - -
Amygdalin
| | | |
3 saat 6,86 pg/mL (Tek basma)
13,74 pg/mL L L L L
Amygdalin+SF
0,86 ng/mL - - - t
1,72 pg/mL ¥ & ¥ t
3 saat 3,43 pg/mL e ¥ ¥ t Es zamanli muamele
6,86 ng/mL ¥ ¥ ¥ t
13,74 pg/mL yve - ¥ t

B Anlamh bir etki yok
t ‘ Kontrole gore anlamli diizeyde artig/azalis

M ¥ Pozitif kontrole gore anlaml diizeyde artig/azalig
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5. TARTISMA

Kanser, kontrolsiiz cogalan ve yayilan anormal hiicreler olarak karakterize edilen hastalik
grubunu ifade etmektedir (Spasi¢, Livsey, Keane ve Nenadi¢, 2014). Bugiin kanserin
somatik hiicrelerde hiicre bliylimesi ve hiicreler arasi iletisimde goérev alan genlerde
meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Bu mutasyonlar1 tesvik
eden bircok karsinojen tanimlanmis olup, bunlarin %90’ min genotoksik oldugu
belirlenmistir. Bu ajanlar karsinogenezin ¢ok adiml1 siireglerine (inisiyasyon, promosyon ve
progresyon) miidahil olup, malign transformasyonlar1 indiikleyerek neoplastik gelisimlere
neden olmaktadirlar. Ozellikle karsinogenezin baslamasinda (inisiyasyon) énemli genlerde
veya kromozomlarda mutasyonlarin olusumuna genotoksik etkilerin aracilik ettigi
dogrulanmigtir (Ma ve digerleri, 2021; Radu ve digerleri, 2014). Kanser insidans1 ve 6liim
oranlari diinya ¢apinda giin gectikge artmaktadir. Oyle ki kanser hastaliklar1 6liime sebebiyet
veren hastaliklar arasinda diinya genelinde ikinci sirada (ekonomik olarak gelismis iilkelerde
birinci sirada) yer almaktadir (Jemal ve digerleri, 2011; Meybodi ve digerleri, 2017). Bu
artis yaslanma ve niifus biiylimesini i¢ine alan sosyoekonomik ve teknolojik gelisimlerin
neden oldugu risk faktorlerinde meydana gelen artigla iliskilendirilmektedir. Ciinkii yapilan
arastirmalar sonucunda kanserin ¢ok az bir kisminin (%5-10) genetik faktorlere, biiyiik bir
kisminin (%90-95) ise cevresel faktorlere bagh oldugu ispatlamistir (Irigaray ve digerleri,

2007; Ruiz ve Hernandez, 2016; Wozniak ve digerleri, 2021).

Kanser tedavisinde klasik yontemlerin yani sira (kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi) farklh
pek cok yontem gelistirilmis, tam1 ve teshisi iyilestirmek icin biiylik bir ilerleme
kaydedilmistir. Bu gelisme kanser hastalarinda toplam sag kalim oranlarini artirmada fazla
bir katki saglamamistir (Okimoto ve Bivona, 2014; Krepler ve digerleri, 2016; Zubair ve
digerleri, 2017). Klasik kanser tedavilerinde 6zellikle radyoterapi ve kemoterapi’nin sadece
kanser hiicrelerini etkilemedigi saglikli hiicrelere de zarar vererek ikincil tiimorlerin ortaya
c¢ikmasina neden oldugu bildirilmistir (Nussbaumer, Bonnabry, Veuthey ve Fleury-
Souverain, 2011). Bununla birlikte bu kanser tedavilerinin pek ¢ok yan etkisi oldugu ve bu
yan etkilerin ise hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Bu
nedenle, pek ¢ok kanser hastasi (yaklasik %80) daha ucuz olmalari, kolay ulagilabilmeleri
ve diisik seviyede yan etkilerinden dolay1 ozellikle bitkisel kaynakli Alternatif ve
Tamamlayici Tip (TAT) yontemlerini tercih eder hale gelmistir (Blaheta ve digerleri, 2016;
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Dogan, Abuaf ve Karabacak, 2012; Diizen ve Korkmaz, 2015; Purushothaman ve digerleri,

2020).

Insanlarda gozlenen bircok hastaligin &nlenmesi ve tedavisinde bitkilerin (yapraklar,
govdeler, kabuklar, kokler ve govdeler) ve bitki iiriinlerinin (6ziitler vb.) kullanim1 oldukga
eski zamanlara (M.0.3000) dayanmaktadir (Raskin ve digerleri, 2002). Ornegin 1770'lerde
kimyasal olarak sentezlenen ilaglarin olduk¢a az olusu veya hi¢ olmamasi nedeniyle bitkiler
ana tedavi kaynaklar1 olarak kullanilmistir (Purushothaman ve digerleri, 2020). Yirminci
yiizyil, sentetik kimya agirlikli ilag endiistrisinin atilim yaptigr donem olup bu donemde
dogal oziitler, genellikle dogal iirlinlerle baglantis1 olmayan sentetik molekiillerle
degistirilmistir. Ila¢ endiistrisinin bu yiikselisi, hastaliklarin tedavisi ve dnlenmesi iizerinde
muazzam bir etki yaratarak, yirminci yiizyilin olaganiistii basarilarindan biri haline gelmistir
(Raskin ve digerleri, 2002). Ancak bu basar1 kanser ve genetik hasara dayali hastaliklarin
Onlenmesinde veya tedavisinde beklenilen diizeyde ger¢eklesememis, hastaligin insidansi ve
Olim oranlarini azaltamamistir (Sung ve digerleri, 2021). Dahasi, yasadigimiz cagda
insanlarin maruz kaldig1 c¢evresel genotoksik ve mutajenik ajanlarin sayisinda meydana
gelen artis bilim ve teknolojideki hizli gelisimin hazin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. Bu
ajanlar somatik ve germ hiicrelerinin DNA ve kromozomlarinda tehlikeli degisimlere neden
olarak farkli kanser tiplerini i¢eren neoplastik gelisimlere ve dogumsal anormalliklere sebep
olmaktadir (Lopez-Romero ve digerleri, 2018; Stoczynska ve digerleri, 2014; Tuenter ve
digerleri, 2020). Normalde iyi bilinen risk faktorlerine maruz kalmaktan ka¢inmak bu tarz
malign gelisimlerden korunmak icin en dogru yaklasimdir. Ancak ne yazik ki modern
diinyada mutajenik ve genotoksik risk ihtiva eden durumlar1 tamamen ortandan kaldirmak
s06z konusu degildir. Bu nedenle, son yillarda c¢evresel karsinojenlere ve kemoterapotik
ilaglara kars1 antigenotoksik, antimutajenik ve antikarsinojenik bilesiklerin belirlenmesi,
tanimlanmalar1 ve siniflandirilmalart yaygin ve Onemli bir strateji haline gelmistir
(Izquierdo-Vega ve digerleri, 2017; Lopez-Romero ve digerleri, 2018). Bunlarin yaninda,
ozellikle kanserin tedavisinde en az yan etki olusturan ve gii¢lii etkileri bulunan yeni
molekiiller gelistirme ihtiyaci yeni anti-kanser ilaglar1 i¢in sekonder bitki metabolitlerine
dikkatleri ¢ekmistir. Ciinkii allelokimyasallar olarak bilinen bu dogal bilesikler (alkaloidler,
siyanojenik glikozitler, fenolik bilesikler vb.) bitkiler tarafindan genellikle savunma amacli
tiretilmekle birlikte, diisiik sitotoksisite ve yiiksek farmokolojik aktiviteye sahiptirler (Chen
ve digerleri, 2020; Ijaz ve digerleri, 2018; Wink, 2003). Tiim bunlar diisiiniildiigiinde, bu

fitobilesiklerin in vitro ve in vivo genotoksisite/antigenotoksisite aragtirmalarinin yapilarak
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risk/yarar analizlerinin gerceklestirilmeleri dogru tanimlanmalar1 agisindan son derece
onemlidir. Ciinkii terapotik agidan etkili olabilecek yeni ajanlarin genotoksik veya mutajenik

olmamasi1 dogal kemopreventif maddelerin tanimlanmasinda basrol oynamaktadir.

Fitobilesiklerin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin incelenmesinde in vitro ve in vivo
pekcok genotoksisite testleri tercih edilmektedir. Bu testlerde prokaryotik (S. typhimurium,
E. coli) ve dkaryotik (S. cerevisiae) organizmalarin yani sira ¢esitli memeli hiicreleri de
kullanilmaktadir. In vitro ¢alismalarda 6zellikle insan periferal kan lenfositleri siklikla tercih
edilmektedir. Ayrica bu kiiltiirlere S9 adi verilen post mitokondriyal memeli metabolik
enzim karisimlar1 eklenerek in vivo ksenobiyotik aktivasyonu ve detoksifikasyonu taklit
edilebilmektedir. Bu sayede test bilesiginin metabolizmasi sonucu olusan iiriinlere yonelik
etkiler degerlendirilebilmektedir. Gilinlimiizde fitobilesiklerin tanimlanmalar1  ve
degerlendirilmelerinde sitogenetik diizeyde genellikle kromozomal anormallik, kardes
kromatid degisimi ve mikroniikleus testleri kullanilmaktadir. Ayrica DNA hasariin gorsel
olarak oOl¢iilmesine izin veren comet testi de yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu testlerin
hem S9 karigim varliginda hem de yoklugunda gergeklestirilmeleri in vitro protokoller igin
temel bir uygulama olmustur (Avuloglu-Yilmaz ve digerleri, 2020; Burlinson, 2012: 144;
Cartus ve Schrenk, 2017; David, 2020, Shao ve digerleri, 2020).

Periferik kan lenfositlerindeki genetik hasar seviyesinin, hedef dokularda kanserojenik
siirece yol agan &ncii hiicrelerdeki hasar miktarini yansittig1 varsayilmaktadir. Insan periferik
lenfositleri (0zellikle T-lenfositleri), genotoksisite ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
hiicrelerdir (Fenech, Crott, Turner ve Brown, 1999; Joseph ve digerleri, 2009). Ciinkii
lenfositlerin yaklasik olarak %80'i periferik kandan ayrilarak viicudu dolasabilmektedir.
Lenfositler, dalak, lenf diiglimleri ve diger dokulardan gecerek tekrar kan dolasimina
katilirlar. Bu nedenle, viicudun herhangi bir yerinde ortaya c¢ikan hasarli DNA'y1 iceren

lenfositler, periferik kanda goriilebilecektir (Velickova ve Milev, 2020).

Bu tez calismasinda birgok bitkide 06zellikle de Rosaceae familyasina ait tiirlerin
tohumlarinda yiiksek miktarlarda bulunan Amygdalin adli bir siyanojenik glikozitin
genotoksik ve antigenotoksik etkileri in vitro insan lenfositlerinde metabolik aktivator (S9
karisim) yoklugunda ve varliginda analiz edilmistir. Bu dogrultuda metabolik aktivator (S9
karisim) yoklugunda gergeklestirilen arastirmada kromozom anormallikleri (KA), kardes

kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri kullanilmistir.
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Antigenotoksisite degerlendirmelerinde 6n, es ve ge¢ zamanli muameleler olmak iizere ii¢
farkli muamele protokolii kullanilmis olup genotoksik etki olusturmak icin bir anti-
neoplastik ajan olan mitomisin-C (MMC) ve oksidan bir genotoksin olan hidrojen peroksit
(H202, comet) secilmistir. Metabolik aktivator (S9 karisim) eklenen deneylerde ise
Amygdalin’e ait metabolitlerin genotoksik/antigenotoksik potansiyelleri kromozom
anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testleri ile analiz edilmistir. Bu
calismanin antigenotoksisite kisminda ise genotoksin olarak siklofosfamid adi verilen bir

anti-tiimoral ajan tercih edilmis ve es zamanli muamele protokolii kullanilmistir.

Mitomisin-C (MMC), 6nemli bir kemoterapétik ilag olarak kabul edilen antimitotik bir
ajandir. Testis, servikal, meme, akciger, mide ve uterus gibi ¢esitli habis insan tiimoérlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang ve digerleri, 2010). Esas olarak alkilleyici
bir ajan olan bu bilesik memeli hiicrelerinde, DNA sentezinin secici inhibisyonu, mutajenez,
ve genetik rekombinasyonun uyarilmasi, kromozom kirilmasi dahil olmak {izere genis bir
genotoksisite spektrumuna sahiptir. DNA alkilasyonu hiicre dongiisiiniin herhangi bir
asamasinda meydana gelebilmesine ragmen 6zellikle hiicre dongiisiiniin ge¢ G1 ve S fazlari
sirasinda DNA sentezini etkilemektedir. Bu nedenle MMC, genotoksik bir antibiyotik olarak
calismakla birlikte yiliksek konsantrasyonlarda hiicresel RNA ve protein sentezlerini de
baskilayarak apoptoz ve nekrozu indiiklemektedir (Mirshahi ve digerleri, 2018; Verweij ve
Pinedo, 1990). MMC, DNA capraz baglama eylemini baglatmak i¢in yalnizca hiicre ici
indirgeyici aktivasyona ihtiya¢ duyan ve dogrudan hareket eden bir klastojendir. Esasen,
guaninin N-2 pozisyonunu alkilleyerek monoadductlar veya zincir i¢i ya da zincirler arasi
capraz baglarin olusumuna neden olur. Zincirler arasinda olusan capraz baglar DNA
zincirinin ayrilmasint 6nledigi ve DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu tamamen
bloke edebildigi icin MMC toksisitesi temelde bu eklentiler (adduct) ile iligskilendirilmistir
(Mili¢ ve Kopjar, 2004). Bu antineoplastik ajan biyo-indirgeyici doniisiimden sonra, DNA'y1
hedef alan ve hiicreler i¢cinde oksidatif hasara neden olan reaktif ara {iriinler olusturmaktadir.
Bu reaksiyonda, MMC yapisinda bulunan kinon kismmin bir veya iki elektronlu
indirgenmesi sonucu sirasiyla her ikisi de giiglii DNA alkilleyiciler olan bir semikinon
serbest radikal ara iirlinii veya bir hidrokinon ara iriinii aciga ¢ikmaktadir (Krishna ve
digerleri, 1991; Maatouk ve digerleri, 2018; Pawar ve digerleri, 2009; Sassi ve digerleri,
2021; Wang ve digerleri, 2010). Bu elektrofilik ara iirtinlerden semikinon aerobik kosullar
altinda, siiperoksit anyonu iireten ana bilesige oksitlenir. Siiperoksit anyonu daha sonra

H202'e doniiserek eser metallerin varliginda hidroksil radikalleri olusturmaktadir Agiga
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cikan bu reaktif oksijen tiirleri (ROT), lipidler, protein ve DNA dahil olmak iizere hiicre i¢i
makromolekiillere zarar vererek oksidatif stres ve toksisiteye neden olabilmektedir
(Komiyama, Kikuchi ve Sugiura, 1982; Maatouk ve digerleri, 2018; Sassi ve digerleri, 2021,
Wang ve digerleri, 2010). Ayrica, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidazlar
(GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini baskilayarak oksidatif stresin artmasina

katki sagladig1 bilinmektedir (Tiirkez, Aydin ve Aslan, 2012).

Bu tez calismasinda gergeklestirilen comet testinde, DNA hasarini tesvik etmek amaciyla
hidrojen peroksit (H202) kullanilmistir. S9 karisim yoklugunda gergeklestirilen diger
testlerde oldugu gibi MMC kullanilmamistir. Ciinkii MMC’nin, DNA’da c¢apraz baglara
sebep olan bir ajan olmasi nedeniyle DNA kiriklarinin goézlenebilmesi miimkiin
goriinmemektedir (Speit, Schiitz ve Merk, 2000). Ayrica MMC hiicre dongiisiiniin ge¢ G1
ve/veya S fazina spesifik bir ajandir. Comet testinde ise duragan fazdaki (G0/G1) lenfosit
hiicreleri kullanilmakta ve uygulama siiresi 1 saat ile sinirli tutulmaktadir. Bu nedenle
MMC’nin DNA’ya etkin bir sekilde hasar verebilecegi diislinlilmemektedir. Hasar
diizeyinin tespiti hususunda siiphe ve yanilgilara sebebiyet verebilmektedir. Bu nedenle
comet testinde giiglii bir oksidan olan H202 tercih edilmistir. Reaktif bir ROT tiirevi olan
H202, oksidatif hasardan en ¢ok sorumlu olan radikal olarak kabul edilmektedir. Farkli hiicre
ve hiicre hatlarinin kullanildig1 in vitro comet testlerinde oksidatif DNA hasarini taklit etmek
amactyla yaygin olarak kullanilan bir ajandir (Behravan ve digerleri, 2011; Benhusein,
Mutch, Aburawi ve Williams, 2010; Farshori ve digerleri, 2021; Kotanoglu ve digerleri,
2020; Song, Gou ve Zhang, 2015). Hidrojen peroksit (H202), genotoksik bir ajandir, ancak
dogrudan DNA ile reaksiyona girmez. Bununla birlikte, biyolojik zarlardan gecerek,
cekirdege niifuz edebilir. Demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi metal iyonlarinin varliginda Fenton
reaksiyonu araciligiyla 6nemli miktarda hidroksil radikali (OHe) tiretebilir (Razavi-
Azarkhiavi ve digerleri, 2014; Rhease ve Frease, 1968). Hidroksil radikal (OHe¢) ataklari
DNA ile en yaygin etkilesim tiirlidiir ve bu radikaller DNA molekiiliiniin tiim bilesenleri
(plirin, pirimidin ve deoksiriboz omurga) ile etkilesime girerek DNA zincir kiriklari,
fragmentasyon ve 8-hidroksiguanin gibi DNA eklentileri (adduct) olustururlar (Benhusein
ve digerleri, 2010; Kryston, Georgiev, Pissis ve Georgakilas, 2011; Tayeb, 2020).

Siklofosfamid (SF), oksazafosforinler sinifina ait olan bir alkilleyici ajandir ve sitostatik
etkisini kovalent DNA eklentileri olusturarak gostermektedir. Siklofosfamidin

sitotoksisitesine, DNA'nin guaninin N7 pozisyonundaki alkilasyonu ve DNA-DNA ¢apraz



116

baglarinin, DNA-protein capraz baglarinin ve tek zincir kiriklarinin olusumu aracilik
etmektedir (Elangovan, Chiou, Tzeng ve Chu, 2006; Hemminki ve Kallama, 1986; Samarth,
Khan, Srivas, Mishra ve Tiwari, 2018). Bu bilesik ayrica bir antikanser kemoterapotik ajan
olarak cocukluk ve yetiskin malignitelerinin yani sira diger iyi huylu hastaliklar i¢in de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Abdella, 2012; Lande ve digerleri, 2017). Ornegin, Hodgkin
hastaligi, Hodgkin olmayan lenfoma, bir¢ok 16semi tiirii, multipl miyelom, retinoblastom,
noroblastomlar, yumurtalik, meme ve endometrium karsinomlar1 ve akcigerin bazi habis
neoplazmalar1 gibi hastaliklarin tedavisinde yer almaktadir. Ayrica skleroderma, romatoid
artrit, glomeriilonefrit, kronik hepatit, multipl skleroz ve organ transplantasyonu i¢in
immiinosupresif bir ajan olarak kullanilmaktadir (Anderson, Bishop, Garner, Ostrosky-
Wegman ve Selby, 1995; McCarroll ve digerleri, 2008; Samarth ve digerleri, 2018). SF,
spesifik olarak T-hiicreleri ve B-hiicreleri lizerinde etki ederek hiicre aracili ve hiimoral
bagisikligin baskilanmasina neden olmaktadir (Awad ve Stiive, 2009). SF’nin terapdtik ve
toksik etkileri i¢cin en 6nemli faktor, hepatik mikrozomal sitokrom P450 fonksiyonel oksidaz
sistem tarafindan metabolik aktivasyonun gerekliligidir. SF, karaciger mikrozomal enzimi
sitokrom P450'nin etkisiyle hiicresel DNA sentezini engelleyen ve nihayetinde hiicre
oliimiine yol agan 4-hidroksisiklofosfamid, akrolein ve aldofosfamid mustard gibi aktif
alkilleyici metabolitler iiretmektedir (Rehman ve digerleri, 2012). Bu metabolitlerden
akrolein ve fosforamid mustard, bu ilacin antikanser potansiyelinden ve iliskili genotoksik
etkilerinden sorumlu tutulmaktadir (Kour, Ali, Ganaie ve Tabassum, 2017). Aslinda,
antineoplastik etkiler fosforamid mustard (FM) ile iliskilendirilirken, akroleinin toksik yan
etkilere neden oldugu bildirilmistir (Kern ve Kehrer 2002). FM'nin DNA’ya kovalent olarak
baglandigt ve DNA-DNA ve DNA-protein c¢apraz baglarinin yani sira DNA ¢ift zincir
kiriklarina neden olarak bu sayede hizla boliinen hiicreleri 61diirdiigii bildirilmistir (Helleday
ve digerleri, 2008; Lande ve digerleri, 2017). Akrolein ise siiperoksit dismutaz, GSH
peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimleri baskilayarak toksik reaktif oksijen tiirleri
(ROT) tireten ve oksidatif strese yol acan reaktif bir aldehittir (Arumugam, Sivakumar,
Thanislass ve Devaraj, 1997; Dumontet ve digerleri, 2001; Jeelani ve digerleri, 2017).
Siklofosfamid toksisitesinin, basta karaciger ve pankreas olmak {izere bir¢cok organi
etkiledigi ve glutatyon tiikenmesi, lipid peroksidasyonu, degismis DNA profili,
proinflamatuar yanit ve apoptoz ile karakterize oldugu gosterilmistir (Hamzeh ve digerleri,
2018; Khodeer, Mehanna, Abushouk ve Abdel-Daim, 2020). Tiim bunlarin yani sira
siklofosfamidin in vivo ve in vitro genotoksisite diizeyi mikroorganizmalar, bitkiler,

bocekler, hayvanlar ve insanlarda kapsamli olarak arastirllmistir. Dominant letal
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mutasyonlari, mikroniikleuslar1 ve DNA hasarini indiikledigi bilinmektedir. Ayrica serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu dahil olmak {izere kromozomal
anormallikler, kardes kromatid degisimleri ve gen mutasyonlarini tesvik ederek kanser gibi
bir dizi patolojik duruma yol agabildigi rapor edilmistir (Abdella, 2012; Samarth ve digerleri,
2018).

Mitomisin-C (MMC) ve Siklofosfamid (SF) kapsamli olarak arastirilan genotoksik
ajanlardir. Her ikisi de Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD Test no 487 ve 473)
tarafindan genotoksisite ¢aligmalarinda referans pozitif klastojenler olarak dnerilmektedir.
MMC, metabolik aktivasyon gerektirmeyen klastojenler igerisinde Onerilirken, SF
metabolik aktivasyon gerektiren klastojenler kisminda sunulmaktadir. Bu nedenle bu tez
calismasinda metabolik aktivator (S9 kisim) icermeyen kisimda MMC, metabolik aktivator
(S9 karisim) igeren kisimda ise SF hem pozitif kontrol hem de antigenotoksisite
degerlendirmeleri i¢in genotoksik ajanlar olarak sec¢ilmistir. Kullanillan MMC
konsantrasyonu 0,2 pg/mL ve SF konsantrasyonu ise 12 pg/mL’dir. Her iki ajan i¢in se¢ilen
konsantrasyonlar hi¢bir uygulamanin yapilmadigi kontrol gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide
genotoksik etki gostermistir. EK olarak, comet testinde DNA hasarini indiiklemek amaciyla
kullanilan H202’in seg¢ilen konsantrasyonu (100 pM) kontrol grubuna gore anlaml diizeyde

DNA hasar diizeyini artirmistir.

Periferik kan lenfositlerindeki kromozomal anormallik sikliginin, ekzojen ve endojen
genotoksik maddelere kars1 bireyler aras1 duyarliligi yansittigi, genotoksik karsinojenlerin
erken etkilerinin gilivenilir biyolojik belirtecleri oldugu ve kanserojen risk belirtegleri olarak
kullanilabildikleri kanitlanmistir (Ahmed ve Hidayat, 2020; Mateuca, Decordier ve Kirsch-
Volders, 2012; Vodenkova ve digerleri, 2015). Kanserin, kromozomal degisimlerin aracilik
ettigi ve sitogenetik olarak saptanabilme potansiyeline sahip olan ¢oklu genetik
degisikliklerin birikiminden kaynaklandig1 bilinmektedir (Hagmar, Stromberg, Tinnerberg
ve Mikoczy, 2001; Joseph ve digerleri, 2009). Bu nedenle, kromozom hasar olusum
mekanizmalarinin  farkli dokularda benzer oldugu varsayilirsa, lenfositlerdeki hasar
diizeyinin kansere yatkin dokulardaki hasar diizeyini yansitmasi ve kanser riskini gostermesi
beklenebilir (Norppa ve digerleri, 2006; Roussel ve digerleri, 2019). ilging olarak,
kromozomal anormallik frekans1 ya karsinojenlere maruziyet ya da sigara i¢gme, yas, cinsiyet
ve sitogenetik analiz ve kanserin saptanmasi arasindaki periyot gibi karisikliga neden olan

ana faktorlerden bagimsiz olarak da kanser riskini 6ngoérebilmektedir (Burrell ve digerleri,
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2013; Mitelman, Johansson ve Mertens, 2007; Vodenkova ve digerleri, 2015). Kanser
gelisiminin kanser hiicrelerinde gozlenen hem sayisal hem de yapisal kromozomal

anormalliklerle sonug¢lanan genom kararsizligr ile iliskili oldugu bulunmustur (Abbas,

Keaton ve Dutta, 2013).

Kromozom anormallik (KA) testi, yapisal ve sayisal anormallikleri saptamaya yarayan bir
test olup, test edilen bilesigin klastojenik ve/veya anojenik etki mekanizmalar1 hakkinda
bilgi vermektedir (Bonassi ve digerleri, 2000; Chacon, Gonzalez ve Poletta, 2021; Minina
ve digerleri, 2018). Yapisal kromozom anormallikleri iyonize radyasyon ve genotoksik
kimyasallar (alkilleyi ajanlar, nanopatikiiller veya pestisitler vb.) araciligiyla meydana
gelebilecegi gibi spontan olarak da (endojen reaktif oksijen tiirleri, topoizomerazlar,
replikasyon hatalar1 gibi diger mekanizmalar) ortaya ¢ikabilmektedir (Jain ve digerleri,
2018a; 69, 92). Yapisal kromozomal anormalliklerin olusumu dogrudan DNA hasari
(iyonize radyasyon gibi) veya hasarli DNA kalibinin replikasyonundan kaynaklanmaktadir.
Her iki mekanizmada da kritik rol, DNA tamirinin hi¢ yapilamamasi veya eksik
yapilmasidir. Bu baglamda, DNA tek/¢ift zincir kiriklarindan kdken alan kromozomal
anormallikler, hiicre dongiisli asamas1 ve DNA hasarinin kdkenine gore kromatid tipi ve
kromozom tipi olabilmektedir (Bignold, 2009; Hagmar ve digerleri, 2001; Niazi ve digerleri,
2019). Kromozom tipi anormallikler, esas olarak GO/G1 fazi sirasinda genotoksik hasar
araciligtyla dogrudan DNA hasarinin (gift zincir kiriklar1) bir sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. GO/G1 fazi sirasinda kazanilan lezyonlar daha sonra bir kromozomun her iki
kromatidinin de hasar gérmesine neden olarak disentrik kromozom ve halka kromozomlar
olusturabilirler (Albertini ve digerleri, 2000; Natarajan ve Palitti, 2008; Niazi ve digerleri,
2019). Son yillarda, kromozom tipi anormallik frekansina bir diger 6nemli katkinin telomer
fonksiyonunda meydana gelen bozukluklarin neden oldugu agiklanmustir. Telomerler,
Okaryotik kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan TTAGGG tandem tekrarlardan olusan
niikleoprotein yapilardir. Telomer kompleksi 'hiicresel mitotik saati' diizenlemekte ve
kromozomlar1 ekzoniikleolitik bozulmaya, DNA hasarina ve kromozomal kararsizliga kars1
korumaktadir (Blackburn, 2001; Maciejowski ve De Lange, 2017; Vodicka ve digerleri,
2018). Periferik kan lenfositleri ile yapilan arastirmalarda kisalan telomelerlerin
kromozomal anormallik (6zellikle kromozomal tip anormalliklerde) sikliginda gézlenen
artigla iliskili oldugu saptanmistir (Hemminki ve digerleri, 2014; Li ve digerleri, 2013).
Telomer kisalmasinin genomik ve kromozomal kararsizliklar1 indiikleyerek kanser

gelisimine neden oldugu diistiniilmektedir (Jang ve digerleri, 2008; Shay, 2016, Vodicka ve
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digerleri, 2018). Telomerler, her replikasyon dondiisiinde daha da kisalirlar. Bu yiizden,
telomer uclar kritik diizeye ulasan ve diislik telomeraz aktivitesine sahip somatik hiicrelerde
telomerler kisalmaya devam eder, asinir ve zayif uglu bir hale gelir. Bu aginmis uglar, DNA
cift zincir kiriklarinin tamirinde gorev yapan homolog olmayan ug birlestirme onarimu ile
taninabilir ve homolog olmayan kromozomlara eklenebilir. Sonucta birlesmis, halka veya
fragment kromozomlar meydana gelebilmektedir (Jones, Pepper ve Baird, 2012; Gostissa,
Alt ve Chiarle, 2011; Niazi ve digerleri, 2019). Kromatid tipi anormallikler, ge¢ S/G2 faz1
sirasinda klastojenlerin verdigi hasarin veya hasarli DNA replikasyonunun bir sonucudur.
Bu anormallik tipi, kromozomun yalnizca bir kromatidini icermekle birlikte kromatid

kiriklar1 ve kromatid degisimleri bilinen 6rnekleridir (Durante ve digerleri, 2013).

Disentrik kromozom, homolog veya homolog olmayan iki farkli kromozom tizerinde olusan
iki kirik nedeniyle kromozom kollarinin fiizyonu ile sonuglanan iki sentromer igeren
anormal kromozomdur (Satoh, Hatanaka, Yamamoto, Kuro-o ve Sofuni, 2002; Yilmaz,
Unal, Aksoy, Yiizbasioglu ve Celik, 2008). Halka kromozom, ayn1 kromozomun kollarinda
olusan iki farkli kirik sonucu sentromere bagl sekilde sentrik veya asentrik olarak ortaya
cikmaktadir (Ballarini ve Carante, 2016; Ghoshal ve digerleri, 2017). Bir diger anormallik
tipi olan kardes kromatidlerde birlesme ise genellikle kromozom uglarinda olusan terminal
delesyonlar sonucunda meydana gelen kromozom kollar1 arasindaki karsilikli birlesmenin
bir sonucudur (Murli, 2003; Yiizbasioglu ve digerleri, 2006). Mitotik hiicre dongiisiiniin G1
fazinda bir kromatidde olusan kirik S fazinda da siirdiiriiliir ise replikasyondan sonra her iki
kromatidde de kirik ortaya ¢ikarak kromozom kiriklart meydana gelmektedir. Bu kiriklarin
tekrar bir araya gelmemesi sonucu delesyonlu bir kromozom ve asentrik fragmentler
olusabilmektedir. Diger yandan fragmentler, bir sentromere sahip olan iki kromozomun
karsilikl1 translokasyonu sonucu da iiretilebilmektedir. Interkromozom (kromozomlar aras1)
degisimler olan ve quadriradial veya triradial kromozomlar seklinde goriilen kromatid
degisimine, ozellikle DNA’da capraz baglara neden olan ajanlarin sebep olduklar

bildirilmistir (Satoh ve digerleri, 2002; Yilmaz ve digerleri, 2008).

Mevcut aragtirmada metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda tek basina Amygdalin ve
AmygdalintMMC insan lenfositleriyle uygulanmasi sonucu genel olarak kromatid kirigi,
fragment, kromozom kirig1, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom ve halka
kromozom olmak {iizere farkli oranlarda yapisal anormallik tipleri izlenmistir. Ayrica

yalnizca AmygdalintMMC uygulamalarinda ¢ok miktarda kromatid degisimlerine
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rastlanmistir. Metabolik aktivator varliginda gerceklestirilen ¢alismada ise tek basina
Amygdalin ve Amygdalin+SF muamelesi ile kromatid kirigi, fragment, kromatid degisimi,

kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom goriilmiistiir.

Sayisal kromozom anormalliklerini (andploidi/poliploidi) indiikleyen ajanlara andjenler
denilmektedir. Boyle ajanlarin hiicre dongiisii boyunca gorev alan temel DNA igeren yapilari
(sentromer ve telomerler), ig aparatlarini (tiibiilin, MAP ve sentriol) ve hiicre dongiisii
kontrol molekiillerini hedefledigi belirlenmistir (Itoh, Hattori, Nagata ve Sanbuissho, 2012).
Bu ¢alismada Amygdalin’in tek basina uygulandigi tiim kiiltiirlerde az sayida, sayisal bir
anormallik olan poliploidiye de rastlanilmistir. Poliploidi, kromozom sayisinin haploid
kromozom sayisinin tam kati kadar artmas1 olarak tanimlanmaktadir. Mitotik ig ipliklerinin
fonksiyon kayb1 sonucunda kutuplara kromatid gociiniin basarisizligi poliploidiyi
indiikleyebilmekletedir. Bir diger mekanizma, iki g¢ekirdekli hiicrelerde sitokinez veya
niikleer fiizyonun basarisizligidir (Kirsch-Volders, Vanhauwaert, De Boeck ve Decordier,
2002). Ayrica, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunun yani sira kardes kromatidlerin
ayrilmasinda goérev yapan topoizomeraz II enziminin aktivitesinin inhibisyonu sonucunda
da poliploidi olusmaktadir. Mitoz béliinme sirasinda topoizomerazin islevi engellendiginde
hiicrelerin metafaz evresinde kalarak kromatidlerin karsilikli kutuplara cekilmedigi ve

hiicrede kromozon artis1 ile sonuglandigi goriilmistiir (Dogan ve digerleri, 2013).

Amygdalin’in metabolik aktivatér yoklugunda ve varhi§inda test edilen tim
konsantrasyonlarda genotoksik etkili olmadigi gorilmiistiir. Ayrica antigenotoksisite
uygulamalarinda MMC ve SF’nin neden oldugu kromozomal hasarlar tiim uygulamalarda
genel olarak azalttigi belirlenmistir. Bu nedenle, Amygdalin’in antigenotoksik potansiyeli
tizerinde konsantrasyon ve siirenin etkili oldugu sdylenebilir. Kromozomal anormallik testi
gibi karsinogenezle dogrudan baglantis1 oldugu belirlenen bir testten bdyle sonuclarin elde
edilmis olmasi, Amygdalin’in in vitro kosullarda genetik bir risk tagimadigini, aksine MMC

ve SF gibi klastojenik ajanlara kars1 antiklastojenik etki sergiledigini diistindiirmektedir.

Bu tez calismasinda kullanilan diger yontem kardes kromatid degisim testidir. KKD testi,
genotoksik ajanlara maruz kalan bireylerin insan lenfositlerinde DNA hasarinin dl¢lilmesi
ve/veya takiben gerceklesen DNA tamirinin bir biyobelirteci olarak kullanilmaktadir. Bu
bakimdan, insan lenfositlerinin kullanildig1 in vitro arastirmalarda yaygin olarak tercih

edilen bir test metodudur. Mitomisin C gibi DNA'da c¢apraz baglara neden olan sitostatik
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alkilleyiciler ve topoizomeraz II enzim zehirleri gibi inhibitérler KKD'nin potansiyel
indiikleyicileridir (Akyil, Konuk, Eren, Liman ve Saglam 2017; Mourelatos, 2016).
KKD’nin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak DNA’daki hatalarin

ve yanlis DNA onarimlarinin KKD’ye neden olduguna inanilmaktadir (Salawu ve digerleri,

2018).

Kardes kromatid degisimleri, hiicre dongiisiiniin S fazinda, genel kromozomal morfolojiyi
degistirmeyen DNA kirilmas1 ve homolog rekombinasyon yoluyla tamir edilen DNA ¢ift
zincir kiriklarinin olasi bir sonucudur. Replikasyon sirasinda ortaya c¢ikan tikaniklig
onarmak i¢in homolog rekombinasyon gereklidir. Ek olarak, DNA-tek zincir kiriklarinin
sayisint artiran sartlarin ve ilaglarin da KKD'lerin sayisint 6nemli derece artirdigi
goriilmektedir. Muhtemelen baz eksizyon tamir yolagina asir1 yiik binmesi sonucu kalan
tamir edilmeyen tek zincir kiriklar1 replikasyon sirasinda ¢ift zincir kiriklarina dontiserek
homolog rekombinasyon ile tamir islemine yol a¢gmaktadir. Bu yilizden, KKD'lerin
hiicrelerdeki genom kararsizligi i¢in hassas gostergeler olduguna inanilmaktadir (Stults ve
digerleri, 2014: 439, 440; Tumini ve Aguilera, 2021: 383; Wilson 11l ve Thompso, 2007).
Homolog rekombinasyon (HR) kromozomal ¢ift zincir kiriklar, sarmallar arasinda meydana
gelen capraz baglar ve ¢cokmiis replikasyon catali dahil olmak {izere birgok DNA hasarinin
genomik onarimi i¢in Onemli bir yoldur. HR genellikle ‘hatasiz’ onarim olarak
diistiniilmektedir, ¢linkii ¢ift zincir kiriklarini tamir etmek i¢in kardes kromatidden elde
edilen 6zdes sekansi kullanir ve bu sayede DNA sekans bilgilerinin korunmasini saglar.
Homolog rekombinasyon siire¢lerinde yer alan bilesenlerde olusan kusurlar uzun bir stiredir
kanser ile iliskilendirilmektedir. Ornegin, homolog rekombinasyon isleminde gorev alan
timor baskilayict BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde meydana gelen bozukluklar kansere
yatkinliga yol agmaktadir (Helleday, 2010; Rothkamm, Kriiger, Thompson ve L&brich,
2003; Stults ve digerleri, 2014: 439, 440).

Metabolik aktivator yoklugunda gerceklestirilen deneylerde, Amygdalin tek basina tiim
uygulama siireleri (24 ve 48 saat) ve tiim konsantrasyonlar igin KKD frekansini anlamli
diizeyde artirmamistir. Ek olarak, Amygdalin, MMC tarafindan olusturulan KKD frekansini
tim AmygdalintMMC uygulamalar1 ve test edilen tiim konsantrasyonlarda istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azaltmistir. Metabolik aktivatoriin kullanildigi uygulamalarda ise
Amygdalin tek basina KKD frekansinm1 kontrole gore oOnemli oranda artirmazken,

Amygdalin+SF’nin es zamanli muamelesinde ise pozitif kontrole kiyasla en diisiik



122

konsantrasyon (0,86 pg/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda KKD frekansini 6nemli
Olclide azaltmistir. Birgok aragtirma, KKD olusumunun hiicre dongiisiin S fazina spesifik
olmasi, kromatid aberasyonlariin ise S ve G2 fazinda ortaya ¢ikmalari dolayisiyla KKD ve
KA testlerinin birbirlerini tamamlama 6zelliginde oldugunu bildirmektedir (Bozkurt ve
digerleri, 2004; Hagmar ve digerleri, 2004). Bu ac¢idan bakildiginda, Amygdalin’in KA ve
KKD testleri kullanilarak degerlendirilmesi ile ulasilan sonuglar biiyiik 6l¢lide ortak olup

veriler birbiri ile ortiismektedir.

Tez ¢alismasinda kromozomal anormallik testi i¢in hazirlanan preperatlardan mitotik indeks
(MI), KKD testi i¢in hazirlanan preparatlardan ise replikasyon indeksi (RI) analizleri
gerceklestirilmistir. M, hiicre kinetiklerinde degisikliklere neden olan ajanlarin etkilerinin
gostergelerinden biridir. Tekrarlanabilirligi, 6zgiilliigli ve duyarlilig1 nedeniyle sitotoksisite
Ve sitostatigin yaygin olarak kullanilan bir biyobelirtecidir (Chacon ve digerleri, 2021; Mark
ve digerleri, 1994). Mitotik indeks hiicre proliferasyon oraninin giivenilir bir gostergesidir.
Genel bir kural olarak, mitotik indeks yiiksek oldugunda proliferasyon hizlidir ve diisiik
oldugunda ise hiicrelerin cogalma orani da diisiiktiir (Zeweil, Rizk, Bekhet ve Ahmed, 2015).
Bu baglamda, mitotik indeksteki azalma sitotoksik etkileri isaret ederken kromozomal ve
niikleer anormalliklerin indiiklenmesi kimyasal ajanlarin tesvik ettigi genotoksik etkileri
gostermektedir (Afzal ve digerleri, 2020; Hemachandra ve Pathiratne, 2016). Bu tez
calismasinda kullanilan genotoksik ajanlarin her ikiside (MMC ve SF) kullanilan
konsantrasyonlarda (sirasiyla 0,20 ve 12 pg/mL) mitotik indeksi anlamli oranda azaltarak
antimitotik ve sitotoksik etki gostermislerdir. Mitotik indeksteki azalmanin nedenleri hiicre
membranlarinda ATPaz inhibisyonuna bagli olarak mitokondriyal fonksiyona miidahale
sonucu azalan ATP diizeyi ve enerji liretim merkezininin igleyisi nedeniyle ortaya ¢ikan
baski olabilir (Azab ve digerleri, 2017; Epel, 1963; Jain ve Sorbhoy, 1988; Renciizogullari,
Parlak ve Ila, 2008). Ayrica hiicre 6liimii veya hiicre dongiisiiniin interfazda durmasi da
Mi'deki azalmanin sebebi olarak yorumlanabilmektedir. Birgok kimyasalin kromozomal
hasar nedeniyle hiicre dongiisiinii tercihen G2 fazinda bloke ederek mitoza ilerlemeyi
engelledigi dne siiriilmiistiir. Bu nedenle, MI’daki degisiklik, ya DNA ile dogrudan etkilesim
ya da hiicre dongiisii diizenleme faktorlerinin modifikasyonu yoluyla hiicre bdliinmesine
miidahale edilmesi ile ger¢eklesebilir (Chacon ve digerleri, 2021; A. P. Rao ve P. N. Rao,
1976; Rojas ve digerleri, 1993). Yapilan arastirmalarda MMC’ye maruz birakilan insan
periferal kan lenfositlerde hiicre dongiisiiniin S fazinda hiicrelerin birikme gostererek

sitostatik etki sergiledigi saptanmistir (Herrera, Tittelbach, Gebhart ve Ostrosky-Wegman,
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1991; Rojas ve digerleri, 1992). Dahast hem MMC’nin hem de SF’in genellikle apoptotik
yolaklar1 aktive ederek hiicre 6liimiine neden olduklar1 bilinmektedir (Hamzeh ve digerleri,

2018; Mirshahi ve digerleri, 2018; Verweij ve Pinedo, 1990).

Amygdalin S9 karisimi yoklugunda ve varliginda tiim uygulama siirelerinde Mi degerlerini
anlamli oranda degistirmemistir. Bunula birlikte S9 karisim yoklugunda gerceklestirilen
degerlendirmelerde, Amygdalin’in MMC ile birlikte uygulandig: tiim kiiltiirlerde (6n, es ve
ge¢ zamanli muamele) ve her iki muamele siiresinde de (24 ve 48 saat), Amygdalin test
edilen tiim konsantrasyonlarda MMC "nin énemli dl¢iide azalttigi MI degerlerini, istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artirmayr basarmistir. S9 karisim varhi§inda gerceklestirilen
inceleme sonucunda es zamanli Amygdalin+SF muamelesi neticesinde Amygdalin SF’nin
onemli oranda diistirdiigli mitotik indeks oranini tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
anlamli1 diizeyde artirmistir. Buna gore, Amygdalin’in sitotoksik etkileri olduk¢a giiclii olan
MMC ve SF gibi alkilleyici ajanlarin normal hiicrelerde neden oldugu toksik cevaplarin

Oniine gecerek sito-protektif bir aktivite sergiledigi diisiiniilmektedir.

Bir sitotoksisite gdstergesi olan replikasyon indeksi (RI), hiicre boliinmesi dongiilerinin
oranindan olusan hiicre proliferasyonunun bir 6l¢iisiidiir. Mitotik bir hiicrenin ardisik olarak
tamamlamig oldugu bir, iki, ii¢ ve daha fazla hiicre dongiisii frekanslarindan elde edilen
ortalama replikasyon oranini ifade etmektedir. Ri, kimyasallarin hiicre déngiisiiniin S ve G2
asamalar1 lzerindeki etkili olduklarin1 yansitmaktadir (Lazutka ve Margolin, 1991;
Renciizogullar1 ve digerleri, 2008). Elde edilen sonuglara goére Amygdalin tek basina
muamelesinde RI 6nemli bir degisim sergilememistir. Ancak, Amygdalin+MMC
uygulamalarinda, R 24 saatlik muamele siiresinde onemli bir degisim gdstermezken, 48
saatlik uygulamada tiim muamele sekillerinde pozitif kontrole gore arttig1, ancak bu artigin
istatiksel olarak anlamli olmadig izlenmistir. Ilging olarak uygulamalarin tamaminda
ticiincii mitoz evresindeki (M3) hiicrelerin sayisinin 6zellikle 48 saatlik uygulamada daha
belirgin olmak tizere pozitif kontrole gore oldukga azalmistir. Diger yandan, Amygdalin+SF
muamlelerinin replikasyon indeksinde kontrol ve pozitif kontrol gruplarina kiyasla

istatistiksel acidan 6nemli bir degisime neden olmadiklar1 saptanmustir.

Amygdalinin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilan diger
yontemler mikroniikleus (MN) ve comet testleridir. Bu tez calismasinda her iki test

metabolik aktivator S9 karisim yoklugunda gerceklestirilmistir.
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Mikroniikleus testi, cesitli kimyasallarin veya diger ajanlarin popiilasyon biyoizleme ve
radyasyon biyodozimetrisi alanlarinda DNA hasarini indiikleme kabiliyetini degerlendirmek
icin diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Bu test ayn1 zamanda insan kullanimina yonelik
kimyasallarin, farmasoétiklerin ve kozmetiklerin gelisimini test etmek igin genetik
toksikolojide de bir temel haline gelmistir (Bonassi ve digerleri, 2007; Fenech, 2010; Fenech
ve digerleri, 2013; Rodrigues ve digerleri, 2021). Bununla birlikte, test bilesiginin
klastojenik ve/veya andjenik etki mekanizmasina iliskin olarak bilgi verebilen hizli ve
giivenilir bir yontem olarak kabul gormektedir (Aristizabal-Pachon ve Castillo, 2020;
Fenech, 2007; Hemachandra ve Pathiratne, 2016; Rodrigues ve digerleri, 2021).

Mikroniikleus analizi, genotoksik bir ajana maruziyeti takiben in vitro ve in vivo DNA
hasarini belirlemenin yani sira DNA tamir yeteneginin ve kromozomal kararsizligin bir
biyobelirteci olarak da kabul gérmektedir (Dhillon ve digerleri, 2011). MN’ler, mitoz
boliinme esnasinda niikleer bdliinmeyi takiben ana cekirdege dahil edilemeyen asentrik
fragmentler veya tam kromozomlari icermektedir (Fenech, 2007; Rodrigues ve digerleri,
2021; Zhao, Cai, Lu, Tian ve Liu, 2021). Mikroniikleus olusumunun temel nedeni
kromozom fragmentleri veya tiim kromozomlarda fonksiyonel sentromer kaybinin yani sira
tamir edilmemis veya yanlis tamir edilmis DNA hasarlari, mitotik sistemin (ig ipligi,
kinetekor) ya da bu sistemde yer alan proteinlerde olusan islev kayiplart olabilmektedir
(Fenech ve digerleri, 2020). Ayrica, klastojenik ve anojenik ajanlara maruziyet veya
oksidatif stres nedeniyle hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve DNA tamirinden sorumlu
genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikan genetik aberasyonlar
(kromozomlarda yeniden diizenlenmeler, degismis gen ekspresyonlari veya andploidi gibi)
MN olusumunu tesvik edebilmektedir (Fenech, 2000). Bu tarz anormallikler pek ¢cok kanser
cesidinde gbzlenen kromozomal kararsizlikla iliskilendirilmektedir. Bu bakimdan yapilan
pek ¢ok aragtirmada yiiksek orandaki MN frekansi ile kanser insidansi arasinda dogrusal bir
korelasyon oldugu anlasilmistir (Bolognesi ve digerleri, 2015; Bonassi, El-Zein, Bolognesi
ve Fenech, 2011; Palmitelli ve digerleri, 2019; Zhao ve digerleri, 2021).

Bu arastirmada, tek basina Amygdalin muamelesi sonucunda mikroniikleuslu hiicrelerin
frekansinda anlaml degisiklik gozlenmemistir. Bununla birlikte, Amygdalin ve MMC’nin
birlikte uygulandigi kiiltiirlerde, 6n muamele ve es zamanli muamelelerde en diisiik
konsantrasyon (0,86 u g/mL) harig¢ diger tiim konsantrasyonlarda, ge¢ zamanli uygulamada

ise tiim konsantrasyonlarda Amygdalin, MMC’nin 6nemli oranda artirdigi mikroniikleus
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frekansin1 anlamli oranda azaltmistir. Mikroniikleus testinde gézlenen bu sonuglar, tez
calismasinda gergeklestirilen diger genotoksisite testlerinden elde edilen KA, KKD ve Mi
sonuglari ile son derece uyumlu olup Amgdalin’in genotoksik bir etkisinin olmadig1, ancak

ozellikle MMC’ye kars1 belirgin bir antigenotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Sitotoksik etkileri tespit etmek amaciyla kullanilan parametlerden birisi de Niikleer boliinme
indeksi (NBI)’dir. Bu ¢alismada, mikroniikleus testi icin hazirlanan preparatlardan NBI
analizi de yapilmistir. Buna gore, Amygdalin’in hem tek bagina hem de MMC ile birlikte
uygulanmasi sonucunda tiim uygulama siireleri ve tiim konsantrasyonlarda NBI’inde énemli
degisimler olmadig1 belirlenmistir. MI ve Ri’de oldugu gibi NBi’de hiicrenin ¢ogalmast,
hiicre dongiisii kinetigi ve sitotoksisite gostergesi olarak kullanilmaktadir. Proliferasyon
diizeyini dlgen diger parametrelerle benzer sekilde NBI’de kimyasallarin in vitro sartlarda
hiicre boliinmesi tizerindeki etkileri hususunda bilgi saglamakta ve hiicre dongiisiiniin
ilerleme kapasitesi ve hiicre ¢ogalma potansiyelinin anlasilmasinda etkili olmaktadir

(Giindogan ve digerleri, 2018; Sekeroglu, Aksoy ve Atli Sekeroglu, 2017).

Comet testi, hiicresel diizeyde DNA hasarini ve tamirini saptayabilen, genomik kararlilikta
izlenen degisimleri 6l¢ebilen en giivenilir biyobelirteclerden biridir. Bu test hasas, hizli, basit
ve daha az numune gerektirmesinin yaninda farkl tipte doku ve hiicrelere uygulanabilmesi
ve DNA fragmentasyonunu gorsel olarak belirleyebilmesi dolayisiyla olduk¢a avantajlidir.
Bu nedenle fiziksel ve kimyasal ajanlarin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi,
ekotoksikoloji alaninda, radyasyon biyolojisi ve kanser arastirmalarinda tercih edilmektedir
(Collins ve digerleri, 2014; Koppen ve digerleri, 2018; Qian ve digerleri, 2021; Tice ve
digerleri, 2000; Wasson, McKelvey-Martin ve Downes, 2008). Ayrica, oksidatif stres ve
buna bagli olarak olusan DNA oksidasyonunun olgiilebildigi arastirmalarin yaninda
antioksidanlar veya antioksidan bakimindan zengin gidalarla miidahaleyi i¢eren beslenme
ve yasam tarzi calismalar1 da gerceklestirilmektedir (Azqueta ve digerleri, 2020). Ozellikle,
mesleki veya ¢evresel mutajenlere maruz kalmanin etkisini incelemek, yasam tarzi, diyet ve
diyet takviyesinin genetik stabilite iizerindeki etkisini 6lgmek ve kontrol etmek amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA hasarinin varlig1 veya yetersiz onarimi, kanser ve diger
bulasict olmayan hastaliklarin etiyolojisinde iyi bilinen bir faktdrdiir. Bu nedenle comet
testinin teoride gelecekteki hastalik riskini gosteren erken genetik hasarlari tespit etmek igin

kullanilabilecegi 6n goriilmektedir (Collins ve digerleri, 2014; Mili¢ ve digerleri, 2021).
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Bu calismada kullanilan alkali comet testi, notral comet testinden farkli olarak DNA tek ve
cift zincir kiriklari, alkali labil bolgeler, DNA-DNA veya DNA-protein ¢apraz baglari, eksik
eksizyon tamir bolgeleri ile iligkili DNA tek zincir kiriklar1 gibi daha kii¢lik miktarlardaki
DNA hasarlarina kars1 oldukg¢a duyarlidir (Cordelli ve digerleri, 2021; Lu ve digerleri, 2017,
Tice ve digerleri, 2000). DNA hasarinin dlgiimiinde en ¢ok kullanilan parametreler kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momentidir. Kuyruk yogunlugu, comet kuyrugundaki % DNA’y1
icermekte olup DNA hasar1 arttifinda yiikselerek kirik frekansini dogrudan ortaya
koymaktadir. Deneysel kosullarin degisimden etkilenmeyen ve DNA hasarini miimkiin olan
en kapsamli aralikta saptayabilen bu parametre, laboratuvarlar arasinda énemli diizeyde
farklilik gostermemesi agisindan son derece hasas ve kullanishidir. Kuyruk momenti ise
kuyruktaki % DNA ve kuyruk uzunlugunu entegre ederek kuyruktaki DNA miktar1 ve
ortalama go¢ araligin1 gostermektedir. Belirlenebilen en kiiclik DNA parcast ile kirik
sayisinin Ol¢iilebildigi bir parametre olan kuyruk momentin yiikselmesi DNA hasarinin
arttig1 anlamina gelmektedir (Azqueta ve digerleri, 2020; Ghebretinsae, Faes, Molenberghs,
De Boeck ve Geys, 2013; Musa, Ponnuraj, Mohamad ve Ab Rahman, 2012; Singh, 2016;
Tice, 2000). Bu bakimdan, kuyruk momentini de DNA hasar indeksi olarak kullanmak, hem
hasarli DNA miktarin1 hem de genetik materyalin go¢ mesafesini tek bir say1 ile temsil

etmesi agisindan biiylik bir avantajdir (Hellman, Vaghef ve Bostrom, 1995).

Amygdalin’in tek basina izole lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentini
onemli 6l¢iide artirmadigi belirlenmistir. Amygdalin+H202 uygulamasinda ise Amygdalin
H20: tarafindan olusturulan DNA hasarini tiim muamele tiplerinde (6n-, es ve ge¢c zamanl
muamele) ve tim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli oranda azaltmistir. Bu
bakimdan Amygdalin’in tek bagina DNA hasarina sebep olmadigi, aksine H202’nin sebep
oldugu oksidatif DNA hasarini azalttig1 belirlenmistir.

Yapilan literatlir taramasinda Amygdalin ve metabolitlerinin insan lenfosit kiiltiiriinde
potansiyel genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin kromozomal anormallik (KA), kardes
kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve comet testleri ile inceleyen herhangi bir
arastirmaya ulasilamamistir. Ayrica, Amygdalin’in ait oldugu fitotoksin grubu siyanojenik
glikozitler ile ilgili olarak da herhangi bir genotoksisite veya antigenotoksisite ¢aligmasina
rastlanilmamigtir. JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives-Gida
Katkilar1t FAO/WHO Ortak Uzmanlar Komitesi) ve CONTAM Paneli (EFSA Panel on

Contaminants in the Food Chain) siyanojenik glikozitlerin genotoksisitesine dair higbir bilgi



127

bulunmadigr sonucuna ulasarak herhangi bir arastirma agiklamamislardir (FAO/WHO,
2012; CONTAM, 2019). Buna ragmen literatiirde Amygdalin’in farkli genotoksisite ve
mutajenisite testleri ve model organizmalar kullanilarak degerlendirildigi arastirmalar
bulunmaktadir. Bu g¢alismalardan birinde Amygdalinin mutajenik/antimutajenik ve
rekombinojenik etkileri Saccharomyces cerevisiae test sisteminde (diploid D7ts1 suslari)
degerlendirilmistir. Amygdalin’in anti-mutajenik etkisi, sitotoksik ve mutajenik etkisi
bulunmayan farkli konsantrasyonlari (25, 50 ve 100 pg/mL) kullanilarak alkilleyici bir ajan
olan metil metansiilfonata (MMS, 16 mM) kars1 6n muamele protokolii kullanilarak test
edilmistir. Sonucta, tiim konsantrasyonlarda Amygdalin’in MMS tarafindan indiiklenen ters
mutasyon frekansini azalttig1 ve anti-mutajenik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu agidan,
Amygdalin’in hem hatali hem de hatasiz rekombinasyon olaylarini aktive ederek alkilleyici
ajanlarin neden oldugu mutasyonlar1 6nleyebildigi 6ne siiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada, maya
temelli in vivo bir test (Tyl test, S. cerevisiae 551 suslari) kullanilarak Amygdalin’in
kanserojenik hekzavalent kroma (CrVI, 5mM) kars1 6n-muamelesinde, CrVI tarafindan
indiiklenen transpozisyon oranini {i¢ kat (25 ve 50 ug/mL) ve dort kat (100 pg/mL) diistirerek
anti-karsinojenik aktivite sergiledigi bulunmustur. Sonug olarak, Amygdalin’in CrVI gibi
gliclii bir oksidatif stres indiikleyicisinin tesvik ettigi retrotranspozisyon olaylarini
azaltabildigi one stiriilmiistiir. Ayrica Amygdalin’in tiimorigenezin baslangi¢ agamalari ile
iliskili olan mitotik gen konversiyonunun indiiklenmesi, ters mutasyonlar, mitotik kros-over
ve Tyl retrotranspozisyon gibi degisimlere neden olmadig: ifade edilmistir (Todorova ve

digerleri, 2017).

Amygdalin’in (Vitamin B-17), Ehrlich asit karsinomu tarafindan karaciger ve renal toksisite
lizerine iyilestirici etkileri iki farkli calismada degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarda, yalnizca
Vitamin B-17 uygulanan grubun yani sira, vitamin B17 uygulandiktan 2 hafta sonra Ehrlich
asit karsinom hiicrelerinin intraperitonal olarak transfer edildigi (6n muamele) bir grup ve
ayni giin karsinom hiicreleri ile vitamin B17’nin 2 hafta siire ile uygulandig1 (es zamanl
muamele) baska bir grup bulunmaktadir. Tiim bu deneylerde, Amgdalin’in 100 mg/kg’lik
konsantrasyonda ve intramuskiiler olarak uygulanmistir. Daha sonra karaciger ve bobrekler
DNA hasar1 agisindan comet testi kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak, Vitamin B17°nin
tek basina DNA hasarini 6nemli oranda etkilememistir. Bununla birlikte, 6n ve es zamanlh
uygulamalarda Vitamin B17, Ehrlich asit karsinomun artirdigt DNA hasarin1 6nemli

diizeyde azaltmistir. Buna gore, Ehrlich asit karsinom tarafindan indiiklenen karaciger ve
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bobrek hasarina karsi vitamin B17°nin giiclii bir koruyucu oldugu belirtilmistir (Mutar ve

digerleri, 2020; Tousson ve digerleri, 2020).

Baska bir ¢alismada ise El-Masry ve digerleri (2020) vitamin B17’nin farelerde gelistirilen
Ehrlich solid tiimor {izerine etkilerini comet testi ile arastirmiglardir. Hayvan gruplarindan
birine yalnizca vitamin B17 (175 mg/kg) oral olarak 2 hafta siireyle uygulanmistir. Diger bir
grupta ise subkutan olarak Ehrlich asit karsinom hiicreleri transferi yapilarak solid tiimor
gelistirilmis, takiben fareler 2 hafta siire ile vitamin B17’ye (175 mg/kg, oral olarak) maruz
birakilmistir. Vitamin B 17°nin tek basina uygulanmasi sonucunda anlamli 6l¢giide DNA
hasar1 olusmadigi, ancak tiimorlii dokularda artmis DNA hasarinin vitamin B17 tarafndan
onemli diizeyde azaltildig1 saptanmistir. Bu nedenle, Amygdalin’in (vitamin B17) Ehrlich

solid timdr tedavisi lizerinde yararl etkiler gosterebilecegi savunulmustur.

Di Mauro ve digerleri (2017) yaptiklar1 farkli bir ¢alismada Amygdalin’in DNA hasar1
tizerine etkilerini comet testi ile incelemislerdir. Kirlilik oran1 oldukga yiiksek olan Augusta
limanindan (Syracuse, italya) toplanan C. julis’den alman kan &rneklerini kullanan
arastirmacilar, Amygdalin’in iki farkli konsantrasyonu (100 uM, 200 pM) ile muamele
islemini gergeklestirmislerdir. Augusta limanindan C. julis’den elde edilen ve higbir
uygulama yapilmayan kan Orneklerinde yiiksek diizeyde DNA hasar1 belirlenmistir.
Amygdalin’in bu hasar1 biiytik 6l¢iide azaltarak, DNA onarim kapasitesini uyarmak suretiyle

DNA’y1 korudugu agiklanmustir.

Amygdalin’in andploidi lizerine olas1 etkilerinin incelendigi bir ¢alismada ise, bir grup
tavsan ticari diyet ve kayist ¢ekirdegi (P3: 60 mg/kg; P4: 300 mg/kg) karisimiyla 1 ay s
beslenirken, diger hayvan gruplarina izole Amygdalin intramuskiiler olarak (P1: 0,6 mg/Kg;
P2: 3 mg/kg) uygulanmistir. Calisma sonucunda, tavsan kan hiicrelerinde Amygdalin’in
anlamli diizeyde andploidi olusturmadigi ve ekstra andploid hiicrelerin olugmasina isaret

eden olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmadig bildirilmistir (Curlej ve digerleri, 2016).

Amygdalin veya Amygdalin igerigi olduk¢a fazla oldugu disiiniilen kayisi ve seftali
cekirdegi oOziitlerinin kullanildig1 farkli genotoksisite ve antigenotoksisite aragtirmalari
bulunmaktadir. Bu c¢aligmalardan birinde kayisi tohumu (Armeniacae semen-Prunus
armeniaca L.), seftali tohumu Persicae semen (P. persica Bat.), kiraz (P. avium L.), erik (P.

salicina Lindle) ve badem (P. dulcis Mill) tohumlarinden elde edilen hekzan 6ziitlerinin
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farkli mutajenlere karsi anti-mutajenik etkileri Ames/Salmonella/mikrosom testi ile
degerlendirilmistir. Kayis1 ve seftali tohularindan elde edilen hekzan Oziitlerinin
benzo[a]piren (B[a]P) mutajenitesini dnleyebildigi bulunmustur. Ancak kiraz, erik ve badem
tohumlar1 ayn1 etkiyi sergilememistir. Ek olarak, bu o6ziitlerin (kayis1 ve seftali) 3-amino-
1,4-dimetil-5H-pirido [4,3-b] indol (Trp-P-1) ve 2-(2-furil)-3-(5-nitro-2-furil) akrilamid
(AF-2) kimyasallarinin neden oldugu mutajenik etkileri engelleyebildigi belirlenmistir

(Yamamoto ve digerleri, 1992)

Salah ve digerleri (2019), seftali ¢ekirdegi (Prunus persica L.) metanol Oziitlerinin
siklofosfamidin (SF) neden oldugu genotoksik etkiler tizerindeki aktivitesini incelemislerdir.
Oziitlerin SF'ye karsi etkinligini saptamak amaciyla mikroniikleus ve kromozomal
anormallik testleri gerceklestirilmistir. Oziitler hayvan gruplarma tek basma (500 mg/kg) ve
SF (75 mg/kg, intraperitonal) muamelesinden sonra iki farkli konsantrasyonda (500 ve 250
mg/kg) 5 giin siire ile oral olarak uygulanmislardir. Elde edilen sonuglara gore, SF’nin kemik
iligi hiicrelerinde tek bagina mikroniikleus ve kromozomal anormallik frekanslarini anlaml
oranda artirarak genotoksik etki gosterdigi saptanmustir. Seftali 6ziitliniin ise tek basina, hig
uygulama yapilmamis gruba gore yiiksek oranda kromozomal anormallik ve toksisik etki
sergiledigi bulunmustur. Buna ragmen, seftali oziitlerinin ise SF tarafindan indiiklenen

genetik hasar1 biiylik dl¢lide azaltarak, koruyucu bir etki gosterdigi agiklanmustir.

Jin ve digerleri (2009) ac1 kayis1 ¢ekirdegi (semen Armeniacae amarum, SAA) tohumu Cin
tibbinda balgam soktiiriicli ve anti-astmatik aktivitelerinden dolay1 uzun siiredir akut alt
solunum yolu enfeksiyonu ve astimi kontrol etmek amaciyla kullanilmaktadir. SAA sulu
oOziitlerin (3,906; 7,812; 15,625; 31,25; 62,5; 125 ve 1000 mg/mL) mutajenitesinin standart
ve iki farkli modifiye Ames testi kullanilarak incelendigi bir ¢alismada S. typhimurium
TA100 ve TA98 suslar1 kullanilmustir. Standart Ames testi, SAA'nin mutajenitesi i¢in pozitif
bir sonu¢ vermistir. Petri birlestirme testinin kullanildig: ilk modifikasyon standart Ames
testi ile ayn1 sekilde gergeklestirilmis olup farkli konsantrasyonlarda SAA'ya karsilik gelen
farkli miktarlarda histidin igeren yeni negatif kontrol sistemleri ile birlikte test
gergeklestirilmistir. Ikinci modifikasyonda ise histidin smirli ortam yerine histidin agisindan
zengin olan standart Ames testine benzer bir sivi siispansiyon testini kullanmigtir. Bu
degisikligin amacmin SAA daki histidinin etkilerini his* revertantlarinin son sayimina
etkisini onlemek oldugu belirtilmistir. Standart Ames testi sonuglari SAA’nin mutajenik

etkisi ile ilgili olarak pozitif sonuclar ortaya koymustur. Ancak modifiye edilmis petri
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birlestirme ve modifiye edilmis slispansiyon Ames testlerinde SAA mutajenitesine iliskin
olarak negatif sonuglar elde edilmistir. Standart Ames testinin SSA’nin mutajenitesini
degerlendirmek i¢in uygun olmadigir agiklanmistir. Elde edilen pozitif sonucun SAA
iceriginde bulunan histidin i¢eriginden kaynaklanmis olabilecegi vurgulanmistir. Bununla
birlikte modifiye edilmis iki Ames testi sonuglar1 SAA’daki histinin etkili olabilecegini
desteklemistir. Bu iki modifiye edilmis Ames testinde yanlis pozitif sonug¢ diglanmistir. Bu
calisma ile SAA’nin in vitro test sisteminde mutajenik etkili olmadigi belirlenmistir. Ancak

bu sonucun daha fazla deneysel veri ile desteklenmesi gerektigi yorumu yapilmistir.

Tiim bu caligmalar ¢cogunlukla Amygdalin’in genotoksik olmadigini ve hatta antigenotoksik
potansiyel sergilegiledigini gostermekte, tez ¢alismasinin sonuclartyla ortiismektedir. Bu
calismalarin yaninda son yillarda Amygdalin kullanilarak gergeklestirilen ¢ok sayida
sitoaktivite ve anti-kanser etkinligi c¢alismast bu bilesigin etkili oldugunu ortaya
koymaktadir. Amygdalin'in kansere karsi kemopreventif etkileri, esas olarak sitoaktivite
tizerine etkileri, hiicre dongiisii iizerine etkileri ve apoptozu indiikleme etkileri ele alinarak

arastirilmistir.

Amygdalin’in sitotoksik aktivitesinin degerlendirildigi bir¢ok calisma bulunmaktadir.
Ornegin, Zhou ve digerleri (2012) Amygdalin’in HepG2 hiicrelerindeki sitoaktivitesini
belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlaridaki Amygdalin soliisyonlarini (1,75; 3,50; 7
ve 14 mg/mL, 24-72 saat) tek basina ve B-glukosidaz enzimi (0,1 mg/mL) ile birlikte MTT
testi ile incelemislerdir. Test sonuglarina gére Amygdalin’in test edilen tiim konsantrasyon
ve uygulama siirelerinde HepG2 proliferasyonunun inhibisyonunu artirdig1 belirlenmistir.
HepG2 hiicre proliferasyonu lizerine 48 saatlik 1Cso degerleri amygdalinin tek basina
uygulamasi i¢in 458,10 mg/mL ve Amygdalin+p-glukosidaz uygulamasi i¢in ise 3,2 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Ayrica apoptotik hiicreler AO/EB (akridin oranj/etidyum bromidir)
floresan boyama yontemi ve Annexin V-FITC/PI boyama flow sitometri hiicre dongiisii
analizi ile belirlenmistir. Amygdalin’in konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine bagl
olarak apoptotik oranin yiikseldigi gozlenmistir. Bu sonuglara gore Amygdalin’in tek basina
etkili bir anti-HepG2 aktivitesi sergilemedigi belirlenmistir. Ancak Amygdalin’in, B-
glukosidaz ile aktive edildiginde aciga ¢ikan bilesenlerin (hidrosiyanik asit, benzaldehit,
prunasin ve mandelonitril) en yiiksek ve etkili anti-HepG2 aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir. Bu bakimdan Amygdalin+f-glukosidaz kombinasyon stratejisinin tiimor

tedavisi icin kullanilabilecegi ve yiiksek aktivitede etki elde edilebilecegi ileri siiriilmiistiir.
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Moon ve digerleri (2016), amaci insan kanserleri ve fibroblast hiicre hatlarinda
Amygdalin’in hiicre ¢ogalmasi1 ve telomeraz aktivitesi lizerine etkilerini saptamak olan
caligmalarinda akciger adenokarsinomu (A-549), meme adenokarsinomu (MDA-MB-231ve
MCEF-7) ve beyin glioblastomu (U87-MG) kanser hiicre hatlarinin yaninda normal fetal
akciger fibroblastlarin1 (MRC-5) da kullanilmiglardir. Tiim hiicre hatlarina Amygdalin’in
(D-mandelonitril-pB-gentiobiosid) farkli konsantrasyonlar1 2,5; 5, 10, 20 ve 30 mg/mL
uygulanmis ve hiicreler muameleden sonra 3 ve 7 giin arasi bir hemositometre ile sayilmigtir.
Amygdalin uygulamasi sonucunda fibroblastlarda kontrol grubuna kiyasla herhangi bir etki
gozlenmezken, ¢ogu kanser hiicresindeki hiicre proliferasyonunun 6zellikle Amygdalin’in
10 mg/mL'lik konsantrasyonunda etkili bir sekilde inhibe edildigi gézlenmistir. Ayrica, 30
mg/mL'lik Amygdalin muamelesinin hiicre proliferasyon oranini tiim hiicre hatlarinda
onemli Olgiide diisiirdiigli Olclilmistiir. B-glukosidaz aktivitesinin 6l¢limil i¢in kanser ve
normal hiicre hatlarindan elde edilen proteinden birim basma 10 pg degerlendirilmistir.
Siyaniir salinmasini saglayan B-glukosidaz seviyesinin, kanser hiicre hatlarinda (A-549,
MDA-MB-231, MCF-7 ve U87-MG), MRC-5 fibroblastlara gore onemli oranda daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, 10 mg/mL Amygdalin ile muamele edilen
hiicreler ve higbir uygulama yapilmayan hiicreler (kontrol) faz-kontrast mikroskop ile
incelenmistir. Amygdalin muamelesi yapilmis olan hiicrelerin kontrol grubundaki hiicrelere
gore genislemis ve yildiz seklinde morfolojik goriiniime sahip olduklar1 saptanmistir. Bu
hiicresel degisimin hiicresel yaslanmadaki artis1 isaret ettigi ifade edilmektedir. Oysa MRC-
5 fibroblastlarinda bu etkilerin ya hi¢ olmadig1 ya da az sayida bulundugu tespit edilmistir.
Yaslanma ile iliskili  -galaktosidaz aktivitesi 6l¢iim sonuglarina gore kontrol ve Amygdalin
(10 mg/mL) muamele edilen MRC-5 fibroblastlar arasinda -galaktosidaz bakimindan bir
fark olmadigi, ancak Amygdalin (10 mg/mL) ile muamele edilen kanser hiicrelerinde, hi¢bir
muamele yapilmayan kanser hiicrelerine gore yiiksek oranda [B-galaktosidaz aktivitesi
oldugunu gosterilmistir. Bu sonuca gore kanser hiicrelerinin Amygdalin uygulamasindan
sonra MRC-5 fibroblastlarindan daha hizli yaslandig: ifade edilmistir. Ayrica, RQ-TRAP
testi ile telomeraz aktivitesi ve RT-PCR ile telomeraz ters transkriptaz (TERT) ve telomeraz
RNA bilesen (TERC) transkriptlerinin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Telomeraz
aktivitesinin diizeyi, TERT ve TERC'i biiyiik dlciide eksprese eden kanser hiicre hatlarinda,
TERT ve TERC'i eksprese etmeyen MRC-5 fibroblastlarindan anlamli oranda daha yiiksek
(~8-13 kat) bulunmustur. Ancak, kontrol grubu kanser hiicreleri ile karsilastirildiginda
Amygdalin (10 mg/mL) muamele edilen kanser hiicrelerinde azalmis TERT ve TERC

ifadeleri ile birlikte telomeraz aktivitesinin anlamli derecede down-regiile oldugu



132

saptanmistir. Amygdalin uygulanan MRC-5 fibroblastlar ve kontrol grubu fibroblastlar
arasinda ise telomeraz aktivitesinde bir farklilik gozlenmemistir. Bu gézlemlere dayanilarak,
Amygdalin’in, B-glukosidaz aktivitesi artmis olan kanser hiicre hatlarinda hiicre
cogalmasinin inhibisyonu ve telomeraz aktivitesinin down-regiilasyonuna neden olarak

kanser tedavisinde 6nemli bir segenek olarak sunulabilcegi aciklanmustir.

Todorova ve digerleri (2017), Amygdalin’in (0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/mL)
sitotoksik (24 s) ve antiproliferatif aktivitesinin (96 s) iki timor (hepatoseliiler karsinom
HepG2 ve kolon karsinom HT-29) ve iki normal (fare embriyonik fibroblastlari-BALB/3T3
ve insan fibroblastlari-BJ) olmak iizere dort farkli hiicre hattinda MTT testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Amygdalin normal insan hiicre hattinda (BJ) sitotoksik ve
antiproliferatif bir etki gOstermezken, fare embriyonik fibroblast hiicre hattinda
(BALB/3T3) en diisiik konsantrasyon hari¢ (0,075 mg/mL) diger tiim konsantrasyonlarda
sitotoksik olup, en yiiksek {i¢ konsantrasyonda (2,5; 5, ve 10 mg/mL) hiicre canliligini
anlamli oranda azaltmistir. Amygdalin hepatoseliiler karsinom HepG2 hiicre hattinda en
diisiik konsantrasyon (0,075 mg/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda énemli oranda
sitotoksik olup antiproliferatif aktivitesini biiyiik l¢iide en yiiksek bes konsantrasyonda
(0,6; 1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/mL) sergilemistir. Kolon karsinom HT-29 hiicre hatlarinda ise
Amygdalin tiim konsantrasyonlarda sitotoksik etkiliyken, yalnizca en yiiksek iki
konsantrasyonda (5 ve 10 mg/mL) antiproliferatif aktivite sergilemistir. Amygdalinin
yuksek proliferatif ve metabolik aktiviteye sahip olan tliimor hiicre hatlarinda gosterdigi
toksisitenin normal insan hiicre hattinda gériilmemesi, Amygdalin’in hidrosiyanik asit ve
benzaldehite doniistiigii dikkate alindiginda, bu bilesigin tiimdr hiicrelerine kars1 gosterdigi

yiiksek secicilik olarak yorumlanmustir.

Abboud ve digerleri (2019) Amygdalin’in iki insan meme kanser hiicre hattt (MCF-7 ve
T47D) iizerine etkisini MTT testi kullanarak incelemislerdir. Amygdalin’in bes farkli
konsantrasyonu (4, 8, 16, 32 ve 65 mmol/L, 24, 48 ve 72 saat) hiicre hatlarina uygulanmistir.
Amygdalin’in her iki hiicre hattinda da konsantrasyona ve siirelere bagli olarak hiicre
biiylimesini azaltabildigi gozlenmistir. MCF-7 ve T47D hiicrelerine karsi inhibisyon
potansiyeli sirasiyla 39 ve 45 mM olarak 6l¢iilmiistiir. Bu inhibisyonun oksidatif stresle olan
iligkisini incelemek icin glutatyon, lipid peroksidasyonu ve glutatyon rediiktaz aktivitesi
diizeyleri analiz edilmistir. Buna gére Amygdalin her iki hiicre hattinda da malondialdehit

(MDA) olusumunu ve okside glutatyon diizeylerini indiikledigi ve total glutatyon ve
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glutatyon rediiktaz aktivitesinin azalmasmma neden oldugu saptanmistir. MCF-7
hiicrelerinde, total glutatyon iiretiminin Amygdalin ile muamele edilmis hiicrelerde hi¢bir
muamele olmamus hiicrelere gore 6 kat daha az oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, MCF-
7 hiicrelerinde Amygdalin ile muamele edilmis kiiltiirlerde MDA olusumu herhangi bir
uygulama yapilmamis kiiltiirlere gore 2,4 kat daha yiiksekken, T47D hiicrelerinde bu
oraninl,3 kat diisiik oldugu bulunmustur. Amygdalin'in meme kanseri hiicrelerinde in vitro
antitimor etkisinin bulundugu ve bu etkinin Amygdalin’in biiyiik 6l¢tide hiicreleri oksidatif
strese duyarlt hale gelmesini tesvik ederek bir pro-oksidan ajan olarak davrandigi varsayimi

Onerilmistir.

Bagka bir ¢calismada, seftali ¢ekirdegi (Persicae semen) oziitiiniin farkli konsatrasyonlarinin
0, 1, 2, 5 ve 10 mg/mL, 48 saat) insan promiyelositik 16semi (HL-60) hiicrelerinde
proliferasyon ve apoptoz indiiksiyonu lizerine etkileri arastirilmistir. Ayn1 zamanda bu
calismada seftali ¢ekirdegi Oziitinde HPLC metodu ile Amygdalin’in en fazla aktif D-
formunun bulundugunu saptamis ve seftali cekirdeginin ana bileseni oldugunu belirtilmistir.
HL-60 hiicrelerinde B-glikozidaz (250 nM) enzim varliginda seftali ¢ekirdegi 6ziitlerinin 6,4
mg/mL (ICso degeri)’lik konsantrasyonda sitotoksik oldugu bulunmustur. Sonug olarak
seftali ¢ekirdeklerinin anti-proliferatif etki gdsterdigi belirlenmis olup bu etkinin ise apoptoz
ile iliskili olabilecegi One siiriilmiistiir (Kwon, Hong, Hahn ve Kim, 2003). Kayisi
cekirdekleri ve bademlerden elde edilen Amygdalin 6ziitlerinin (10, 50, 100, 150 ve 200
ng/mL, 24 ve 48 saat) (etanolik) antikarsinojenik etkilerini insan oral kanser hiicre hattinda
MTT testi kullanarak degerlendirildigi bir diger arastirmada, her iki Oziitte sitotoksik ve
antiproliferatif aktivite sergilemistir. Badem oOziitleri hiicrelerin  %78’ini  dldiirerek
maksimum etkisini 50 pg/mL’de gosterirken kayisi ¢ekirdeginden elde edilen oziitlerin ise
100 pg/mL (%82)’de bu etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sitotoksik etkiye, esas olarak
sekonder metabolit olan hidrosiyanid salinmasinin neden oldugu ve bu etkinin apoptozisten
kaynaklanabilecegi yorumu yapilmistir (Sireesha, Reddy, Reginald, Samatha ve Kamal,
2019).

Kanser hiicreleri, kemoterapdtik ajanlara karst kanser tedavisini zorlagtiran bir direng
gelistirebilmektedir. Arastirmacilar bu kanser hiicre direncinin {istesinden gelmek i¢in ilag
kombinasyonlarinin kullanimimi igeren veya antikanser ajani olarak umut vadeden
bilesiklerin kullanimi1 gibi farkl stratejiler gelistirmislerdir. Bu yaklasimdan faydalanilarak

Amygdalin’in anti-kanser ajanlar1 ile kombinlenerek sinerjistik etkilerinin incelendigi in
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vitro arastirmalar da gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalardan birinde kayis1 ¢ekirdegi (Prunus
armeniaca) etanolik oziitleri (100-500) pg/mL, Amygdalin (1-1000 pug/mL) ve bir
kemoterapi ajani olan metotreksatin (1-1000 pg/mL) tek baslarina insan servikal kanser
(HeLa) hiicre hattindaki sitotoksik etkileri analiz edilmistir. Yan1 sira kayis1 ¢ekirdegi
Oziiti+metotraksat ve Amygdalintmetotraksat seklinde kombinasyonlarmin da
sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Karisimlarda test edilen bilesiklerin tek basina uygulanan
konsatrasyonlarinin yarisi kullanilmis olup ii¢ farkli muamele periyodu (24, 48 ve 72 saat)
ile degerlendirme gerceklestirilmistir. Kayis1 oziitlerinin tek basina ve kayist ¢ekirdegi
Oziiti+metotraksat kombinasyonularinin sitotoksik aktivitesinin, metotraksatin tek basina
HeLa kanser hiicre hattindaki sitotoksisitesinden daha fazla oldugu izlenmistir. Bunun
nedeni kayist c¢ekirdegi Oziitlinlin, metotraksattin daha diisiik konsantrasyonlarinin
kullanimina bagli olarak, kanser hiicrelerinde metotraksat aktivitesine karsi direng
olusumunu en aza indirme kabiliyetiyle iliskili olabilicegi olarak ag¢iklanmustir.
Amygdalin+metotraksat karigiminin sitotoksik aktivitesi ise Amygdalin ve metotraksatin tek
bagina gosterdikleri sitotoksisiteden daha fazla oldugu bulunmustur. Bu etkilerin
metotraksat ve Amygdalin i¢eren karisimin hem metotraksat aktivitesinin hemde siyaniir ve
benzaldehit salimini igeren antikanser aktivitesi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir

(Kafi, Hussein ve Jumaa, 2015).

Benzer sekilde, antikanser ajanlar olarak vincristine ve Amygdalin’in tek bagina ve bu iki
ajanin kombinasyonlarinin olasi sinerjistik etkileri, insan servikal kanser hiicre hattinda
(HeLa) MTT hiicre canlilig: testi kullanarak aragtirtlmistir. Her iki ajan i¢in kullanilan
konsantrasyonlar 1, 10, 100, 1000, 10000 pg/mL olup uygulama siireleri 24, 48 ve 72 saattir.
Her iki ajaninda tek baglarina konsantrasyon ve uygulama siirelerine bagli olarak hiicre
biiylimesini inhibe ettikleri belirlenmistir. Vincristine ve Amygdalin kombinayonunun Hela
hiicre hattina uygulanmasi sonucunda her birinin tek basina gostermis oldugu etkiden daha
giiclii bir sitotoksik etki sergiledikleri gdzlenmistir. Bu etkinin 6zellikle 72 saatlik uygulama
stiresinde 10000 pg/mL’de daha belirgin oldugu bildirilmistir. Vincristine ve Amygdalin
kombinasyonunun apoptozu tesvik ederek sinerjistik bir etki gosterdikleri ileri siirtilmiistiir
(Jumaa, 2016). Amygdalin sito-aktivite tlizerine etkilerinin analiz edildigi tim bu
calismalarda, Amygdalin’in belirli konsatrasyonlarmin tek basina veya [-glikozidaz
enziminin hareketi altinda hidrosiyanid salinmasi araciligiyla kanser hiicrelerini segici

olarak oldiirebilecegi ifade edilmistir.
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Amygdalin’in hiicre dongiisii iizerine etkilerin arastirildigi pek¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Makarevic¢ ve digerleri (2016), Amygdalin’in (1-10 mg/mL, 24 saat veya 2 hafta) anti-tiimor
aktivitesini LNCaP (kastrasyon-duyarli), DU-145 ve PC3 (kastrasyon-direngli) prostat
kanseri hiicre hatlarinda degerlendirmistir. Rapamisin (mTOR) yolaginin hedefi olan protein
kinaz B (AKT), prostat kanserinde oldukc¢a aktiftir ve kastrasyona direncli hastaliklarin
gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Hiicre biiytime diizeyi MTT testi ile klonal
formasyon ise klonojenik test ile dl¢iilmiistiir. Flow sitometri ile apoptoz ve hiicre dongiisii
fazlar1 arastirllmistir. Ayrica hiicre dongiisii diizenleyici proteinler Western blotlama ile
analiz edilmistir. Amygdalin maksimum etkisini 10 mg/mL’de gostermekle beraber, doza
bagli olarak tiimdr hiicre biiylimesini azalttig1 bulunmustur. Ayrica Amygdalin (10 mg/mL,
2 hafta) DU-145 hiicrelerinde apoptozisi etkilemedigi ve LNCaP ve PC3 hiicrelerinde ise
apoptoz oranmi artirdigl saptanmistir. Hem 24 saat hem de 2 hafta siireli Amygdalin
uygulamalarinin G2/M- ve S-fazindaki hiicreleri anlamli olarak azaltirken, GO/G1 faz
hiicrelerinin sayisinda onemli artisa sebebiyet vererek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Ek olarak, Amygdalin uygulamalarindan sonra siklin bagimli kinaz 1 (cdk1),
cdk2, cdk4 ve siklin A, siklin B, siklin D3 gibi hiicre dongiisii proteinlerinin ifadelerinin
azaldigr goOriilmiistiir. Bu nedenle Amygdalin’in hem kastrasyona duyarli hem de
kastrasyona direncli prostat kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii diizenlemesi sayesinde

hiicre cogalmasini engelleyerek dnemli diizeyde anti-tiimdr aktivite sergiledigi belirtilmistir.

Yine Makarevi¢ ve digerleri (2014) Amygdalin’in (1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/mL) bir grup
mesane kanser hiicre hatindaki (UMUC-3, RT112 ve TCCSUP) etkilerini tiimor biiylimesi,
proliferasyon, klonal biiylime ve hiicre dongiisii ilerlemesi bakimindan aragtirmiglardir.
Hiicre dongiisii diizenleme proteinleri cdkl, cdk2, cdk4, siklin A, siklin B, siklin D1, p19,
p27'in yam sira rampamisin hedefi (mTOR) iligkili sinyaller olan hosphoAkt,
phosphoRaptor and phosphoRictor incelenmistir. Amygdalin'in her iic mesane kanser hiicre
hattinda biiyiime ve proliferasyonda doza bagli bir azalmaya neden oldugu ve hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini geciktirerek GO/ G1 fazindaki hiicre sayisinda onemli bir artiga
sebep oldugu gozlenmistir. Cdk'ler, siklinlerle birlikte, hiicre dongiisii ilerlemesi ve hiicre
boliinmesinden sorumlu anahtar molekiillerdir, bu nedenle belirli cdkler, belirli siklinlerle
baglantilidir. Molekiiler degerlendirmeler sonucunda phosphoAkt, phosphoRictor, Cdk ve
siklin bilesenlerinin azaldig1 saptanmistir. Amygdalin’in en goze ¢arpan etkileri cdk2-siklin
A kompleksi lizerinde goézlenmistir. Amygdalin, UMUC-3 ve TCCSUP hiicrelerinin GO/G1

fazinda tutuklanmalarina neden olarak ayni zamanda cdk2/siklin A kompleksini down-
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modiile ettigi bulunmustur. Bunun sebebi cdk2-siklin A kompleksinin G1/S faz ge¢isini
tesvik etmesi olarak aciklanmistir. Bu proteinler mitotik dongiiye girisi diizenledigi igin
ayrica timor biliylimesindeki rolleri sSiRNA knock-down calismalar1 gergeklestirililerek
degerlendirilmistir. Bu sayede Cdk2/siklin A ekspresyon seviyesi ile timor biliylimesi
arasindaki pozitif bir korelasyon oldugu ortaya g¢ikarilmistir. Bu nedenle Amygdalin’in
timor biiylimesini ve gelisimini engelleyebilme mekanizmalarindan birinin cdk2 ve siklin

A'y1 baskilamak oldugu diistiniilmektedir.

Amygdalin'in renal karsinom hiicrelerinin biiylimesi {izerine etkilerinin incelendigi benzer
bir ¢alismada ise, Amygdalin (10 mg/mL) Caki-1, KTC-26 ve A498 olmak {izere farkli renal
karsinom hiicre hatlarina 24 saat ve 2 hafta siireyle uygulanmigtir. MTT ve BrdU testleri
kullanilarak tiimor hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu belirlenmis ve hiicre dongiisii fazlar
degerlendirilmistir. Hiicre dongiisii aktive edici proteinler cdkl, cdk2, cdk4, siklin A, siklin
B, siklin D1 ve D3"%in yam sira hiicre dongiisii inhibe edici proteinler p19 ve p27'nin
ekspresyonu Western blot analizi ile incelenmistir. Ayrica farklilasma belirtegleri olan E- ve
N-kadherinin yiizey ifadesi aragtirilmistir. Amygdalin muamelesi RCC hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunda anlamli bir azalmaya neden olmustur. Bu etki S- ve G2/M-fazindaki
hiicrelerin azalarak, GO/G1 fazindaki hiicrelerin artmasi (Caki-1 ve A498 hiicreleri icin)
veya S-fazinda hiicre dongiisiiniin  tutuklanmasi  (KTC-26  hiicrelerinde) ile
iligkilendirilmistir. Ayrica, Amygdalin hiicre dongiisiinii aktive eden proteinlerde 6zellikle
de Cdk1 ve siklin B'de belirgin bir azalmaya neden olmustur. Cdk1 ve siklin B'nin foksiyonel
blokaj1 her {i¢ renal karsinom hiicre hattinda da tiimdr hiicre biiylimesini anlamli olarak
azaltmigtir. Bunlarin yaninda Amygdalin farklilasma belirtegleri olan E- ve N-kadherini de
modiile etmistir. Bu sonuglar nedeniyle, Amygdalin’in in vitro olarak renal karsinom

hiicrelerinde antitiimor bir etkisinin oldugu 6nerilmistir (Juengel ve digerleri, 2016).

Amygdalin’in hiicre dongiisii {izerine etkilerinin insan kolon kanser hiicre hattinda
incelendigi farkli bir caligmada ise, oncelikle Amygdalin’in farkli konsantrasyonlarinin (0,5;
2,5; 5 ve 25 mg/mL, 24 saat) SNU-C4 insan kolon kanser hiicrelerine etkisi MTT ile
arastirllmistir. Amygdalin en diisiik konsantrasyonu (0,5 mg/mL) hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda doza bagli sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Ardindan cDNA
mikroarray analiz yontemini kullanilarak insan kolon kanseri SNU-C4 hiicrelerinde 24 saat
sire ile Amygdalin uygulanan (5 mg/mL) ve hi¢bir uygulanma yapilmayan gruplar

arasindaki gen ekspresyon profilleri karsilastirilmistir. cDNA mikroarrayde downregiile
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genler secilerek, bu genlerin mRNA diizeyleri RT-PCR ile incelenmistir. Sonug¢ olarak,
Amygdalin’in 6zellikle hiicre dongiisii ile iliskili genler olan eksoniikleaz 1 (EXO1), ATP-
baglama kaseti alt-aile F iiye 2 (ABCF2), MRE11 mayotik rekombinasyon 11 homolog A
(MRE11A), topoizomeraz DNA I (TOP1) ve FK506 baglayici protein 12-rapamisin-iligkili
protein 1 (FRAP1)’i down-regiile ettigi belirlenmistir. Ek olarak, RT-PCR analizi ile bu
genlerin mMRNA seviyelerinin de Amygdalin muamelesini takiben azaldigi ortaya
konmustur. Bu genler DNA replikasyonu, onarimi veya rekombinasyonu ile iligkilidir. Bu
nedenle, bu genlerin Amygdalin tarafindan down-regiile edilmesinin SNU-C4 hiicrelerinde
DNA hasarina sebep olabilecegi ifade edilmistir. Bdylece Amygdalin’in insan kolon kanser
SNU-C4 hiicre hattinda hiicre dongiisii ile iliskili genlerin down-regiilasyonu araciligiyla
antiproliferatif etkisini gosterdigi belirtilmistir (Park ve digerleri, 2005). Bahsi gegen tiim
calismalarda, Amygdalin’in, timoér hiicresi dongiisiiyle ilgili proteinleri veya genleri
diizenleyerek, hiicre dongiistinii etkileyerek ve cdk-siklin kompleksleri ile Akt-mTOR
yolaginm1 diizenleyerek, insan kanserlerinde hiicre ¢ogalmasini Onleyebilecegi ve tiimor

hiicrelerinin kotii huylu proliferasyonuna engel olabilecegi gdsterilmistir.

Farkli kanser hatlar1 kullanilarak Amygdalin’in apoptotik etkilerinin ve bu etkiler ile iligkili
olabilecegi diisiiniillen mekanizmal yolaklarin arastirildigi calismalarda Amygdalin’in
apoptozis 1ile iligkili proteinleri diizenleyerek anti-timor etkisini ortaya koydugu
belirlenmistir. Chang ve digerleri (2006), kayis1 ¢ekirdeginden (Armeniacae semen) elde
ettikleri Amygdalin 6ziitliniin insan DU145 ve LNCaP prostat kanser hiicrelerine etkilerini
MTT, RT-PCR ve kaspaz enzim aktivitesi testlerini kullanarak arastirmiglardir. Bu
calismada Amygdalin’in 0,01; 0,1; 1 ve 10 mg/mL'lik farkli konsantrasyonlar1 kullanilmis
olup 24 saatlik muamele soucunda her iki hiicre hattinda Amygdalin’in yiiksek
konsatrasyonlarda sitotoksisite sergilemistir. Ayrica, Amygdalin’in hem DU145 hem de
LNCaP hiicrelerinin morfolojilerinde karakteristik apoptotik degisimlere neden oldugu
belirtilmistir. Amygdalin’in DU145 ve LNCaP prostat kanser hiicrelerinde Bax (pro-
apoptotik protein) ifadesini artirarak, Bcl-2 ifadesini (anti-apoptotik protein) azalttig1 ve
kaspaz-3 enzim aktivitesini de artirdigi bulunmustur. Sonug olarak Amygdalin’in Bcl-2
down-regiilasyonu ve Bax up-regiilasyonu iizerinden kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla insan
prostat kanser hiicrelerinde (DU145 ve LNCaP) apoptotik hiicre Sliimiinii tesvik ettigi
belirtilmistir. Bu nedenle Amygdalin’in prostat kanserlerinin tedavisinde bir secenek olarak

degerlendirilebilecegi vurgulanmaistir.
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Amygdalin’in insan servikal kanser HeLa ve insan embriyonik amnion FL hiicre hattinda
Amgdalin’in hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin MTT testi ile incelendigi bir calismada,
Amygdalin’in bes farkli konsantrasyonu (1,25; 2,5; 5, 10 ve 20 mg/mL) 24 saat siire ile
hiicrelere uygulanmistir. Muamele sonrasinda HeLa hiicre canliliginda konsantrasyona bagl
bir azalma gozlenirken, FL hiicre hattinda herhangi bir etkiye neden olmadig1 saptanmistir.
Bununla birlikte Amygdalin uygulanan HeLa hiicre hattinda 4,6-diamino-2-fenil indol
(DAPI) boyamasindan sonra hiicre morfolojisinde apoptotik degisimler gozlenmistir. Bu
hiicrelerde Bax’in Bcl-2’ye oraninda ve yalnizca kaspaz-3 aktivitesinde belirgin bir artig
oldugu saptanmistir. Apoptoza ek olarak, Amygdalin muamelesi sonrasinda HeLa hiicre
canliliginda gozlenen azalmanin hiicre dongiisii tutuklamasi ile ilgili baska bir
mekanizmadan kaynaklanma ihtimalini anlamak amaciyla hiicrelerin GO/G1, S ve G2/M
fazlarindaki dagilimi flow sitometri 6l¢iimii ile degerlendirilmis ve Amygdalin ile kontrol
grubu (muamele yapilmayan) HeLa hiicreleri arasida GO/G1, S ve G2/M fazlarinin ayni
kaldig1 ifade edilmistir. Ayrica bu ¢alismada Amygdalin’in in vivo antikanser etkisini
degerlendirmek amaciyla HeLa hiicreler implante edilmis farelere (BALB/c) Amygdalin
(300 mg/kg) 14 giin siire ile intraperitonal olarak uygulanmistir. Amygdalin’in bir apoptoz
mekanizmast yoluyla timoér biiylimesini azalttigi  gosterilmistir.  Arastirmacilar
Amygdalin’in servikal kanserli hastalar i¢in yeni bir terapotik secenek olarak

diisiiniilebilecegini one slirmiiglerdir (Chen ve digerleri, 2013).

Lee ve Moon (2016) Amygdalin’in insan meme kanseri hiicreleri proliferasyonu {izerine
etkilerini incelemislerdir. Amygdalin’in farkli konsantrasyonlar1 (0; 2,5; 5, 10, 20, 40, 80
mg/mL) Gstrojen reseptorleri (ER)-pozitif MCF7 hiicreleri ve MDA-MB-231 ve Hs578T
tcli negatif meme kanseri (TNBC) hiicrelerine 24 saat uygulanarak MTT testi
gerceklestirilmistir. Amygdalin’in konsantrasyona bagli olarak MCF7, MDA-MB-231 ve
Hs578T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir. MCF7, MDA-MB-231 ve
Hs578T hiicreleri igin ICs0 degerleri sirasiyla 30,8; 48,5 ve 52,9 mg/mL olarak bulunmustur.
Amygdalin Hs578T hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir. B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-2)
ekspresyonunu azaltmis, Bcl-2- iliskili X proteini (Bax)'nin ekspresyonunu artirmis, kaspaz-
3’1 aktive ederek poli ADP-riboz polimerazin (PARP) boéliinmesine neden olmustur.
Bununla birlikte Amygdalin Hs578T hiicrelerinde pro-apoptotik sinyal molekiili p38
mitojen aktive edici protein kinazlari aktive ettigi bildirilmistir. Bu ¢aligmada Amygdalin
muamelesinin muhtemelen integrin a5 yoluyla, Hs578T insan meme kanseri hiicrelerinde

hiicresel adhezyonu azalttig: tespit edilmistir. Bu baglamda Amygdalin’in meme kanseri
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(6zellikle TNBC) igin bir pro-apoptotik ve anti-adhesiv ajan olarak kemopreventif bir

potansiyele sahip olabilecegi yorumu yapilmstir.

Amygdalin'in insan meme kanseri iizerindeki kemopreventif etkilerini degerlendirmeyi
amaclayan baska bir ¢aligmada, HER2 (Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor 2)'nin
asir1 ifadesini iceren ve kadin meme kanserlerinden koken alan bir adenokarsiom hiicre hatti
(SK-BR-3) kullanilmigtir. Amygdalin'in farkli konsantrasyonlariyla (2,5; 5, 10, 20, 40 ve 80
mg/mL, 24 saat) muamele edilen bu hiicrelerin canlilik oranlart MTT testiyle 6l¢iilmiis ve
Amygdalin’in 5, 10 ve 20 mg/mL'lik konsantrasyonlari kullanilarak Bax ve Bcl-2 diizeyleri
Western blot analizi ile tespit edilmistir. Ayrica, Bcl-2 (PDB ID: 4LVT) ve HER2 (PDB ID:
3RCD) aktif bolgesi igine Amygdalin’in molekiiler yerlestirilmesi ¢aligmalari (in silico)
AutoDock 4.2.5 ile yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére Amygdalin’in SK-BR-3
hiicrelerinde doza bagl bir sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte,
Amygdalin’in pro-apoptotik Bax proteinin ifadesinde artisa ve anti-apoptotik protein Bcl-2
ifadesinde ise azalmaya neden olarak apoptotik o6liimleri indiikleyebildigi gdzlenmistir.
Molekiiler yerlestirme g¢alismalarinda, Amygdalin’in hidrojen bagi ve bazi hidrofobik
etkilesimler yoluyla Bcl-2 ve HER2'nin aktif bdlge amino asitleri ile etkilesime girdigi
gosterilmistir. Buna gore, Amygdalin’in 6zellikle HER2 pozitif hiicrelerde meme kanserinin
tedavisi i¢in degerli bir aday olabilecegi Onerilmistir (Moradipoodeh, Jamalan, Zeinali,

Fereidoonnezhad ve Mohammadzadeh, 2019).

Arshi ve digerleri (2019) Amygdalin’in sitotoksik etkilerini, iki apoptotik gen (Survivin,
XIAP) ve iki IncRNA’lar (GASS5, MALAT]1) iizerine etkilerini insan kanser hiicrelerinde
(A549-akciger kanser hiicreleri, MCF7-meme kanser hiicreleri, AGS-mide kanser hiicreleri)
incelemislerdir. Kanser hiicrelerinde Amygdalin (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 ve 5
mg/mL) ile muamele edilen (24, 48 ve 72 saat) ve muamele edilmeyen gruplar arasindaki
apoptozis ile ilgili genlerin mRNA diizeylerini RT-qPCR teknigini kullanarak
karsilagtirmislar, sitotoksik etkilerini ise MTT testi ile analiz etmiglerdir. Amygdalin AGS,
MCF7 ve A549 kanser hiicrelerinin biiylime ve proliferasyonunu tiim muamele siirelerinde
konsantrasyona bagli olarak azaltmistir. Ayrica Amygdalin ile muamele edilmis hiicrelerde
muamele edilmeyen hiicrelere kiyasla Survivin, XIAP, GAS5 ve MALAT]1 ifadelerinde
anlamlt bir farklilik oldugu saptanmistir. Amygdalin, Survivin ve XIAP anti-apoptotik

genlerin ifadesini 6nemli 6l¢lide engellemistir. Bu bulgulara gére Amygdalin’in insan kanser
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hiicrelerinde gesitli kritik genlerin ifadelerini degistirmesi dolayisiyla dogal bir terapotik

antikanser ilac1 olarak bir potansiyelinin olabilecegi ileri stiriilmiistiir.

2020 yilinda gerceklestirilen bir arastirmada ise hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicre
hattida Amygdalin’in tek basina ve ¢inko ile beraber etkilerini incelemek amaglanmistir.
Hiicre kiiltiirlerine tek basina Amygdalin, Amygdalin+20 pmol ¢inko ve 800 umol ¢inko
olacak sekilde ii¢ farkli uygulama gergeklestirilmistir. MTT testi ile sitotoksisite dl¢iimii
yapilmistir. Amygdalin'in tek basina gii¢lii anti-HepG2 aktivitesi sergilemistir. Diger yandan
flow sitometri ile hiice dongiisiiniin dagilimi ve Annexin V-FITC/PI boyama testi ile apoptoz
etkileri saptanmustir. Ayrica, P53, Bcl2, Bax, sitokrom c ve kaspaz-3 oranlarindaki degisim
yiizdeleri aracilifiyla apoptoz yolag: belirlenmistir. Her iki Amygdalin+¢inko muamelesi
Amygdalin’in tek basina uygulanmasindan daha iyi apoptotik etki gostermistir. Amygdalin
uygulamasit G2/M fazinda hiicre dongiisiin tutuklanmasina neden olmus ve P53, Bax,
sitokrom ¢ ve kaspaz-3 diizeylerini 6nemli 6l¢iide artirirken, anti-apoptotik Bcl2 diizeyini
disiirmiistiir. Sonug olarak hepatoselliiler karsinom tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilen
dogal bir anti-kanser ajani olan Amygdalin’in ¢inko ilavesi ile HepG2 tedavisindeki
potansiyelinin 6nemli Olgiide arttigi ve Amygdalin’in intrinsik hiicre 6limii yolag
(mitokondriyel yolak) ve hiicre dongiisii tutuklamasi vasitasiyla apoptozu tesvik ettigi

bildirilmistir (EI-Desouky, Fahmi, Abdelkader ve Nasraldin, 2020).

Yukarida bahsi gecen bazi arastirmalarda, Amygdalin’in test edilen konsantrasyonlarinin
tiimiiniin normal hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostermedigi bulunmustur. Benzer sekilde,
mevcut tez ¢alismasinda da Amygdalin’in S9 icermeyen ve igeren ¢aligmalarin her ikisinde
de insan lenfositlerinde bir sitotoksisite parametresi olan mitotik indeksi (MI) test edilen
konsantrasyonlarda onemli 6l¢iide etkilemedigi saptanmustir. Yine bu arastirmalardan
bazilarinda, Amygdalin’in diger anti-kanser ajanlari ile birlikte kanser hiicrelerinde gozlenen
sitotoksik etkileri nedeniyle sinerjistik etkisinin olabilecegi goriilmektedir. Bu tez
calismasinda ise Amygdalin’in insan lenfositlerinde kullanilan antikanser ajanlarinin (MMC
ve SF) neden oldugu sitotoksik etkilere karsi antogonistik bir etki gostererek hiicreleri
korumus oldugu diisiiniilmektedir. Amygdalin’in (25-800 pg/mL), fitohemaglutinin ile
uyarilan in vitro insan periferik kan T lenfositlerinin ¢ogalmasini kolaylastirdigi (Guo ve
digerleri, 2008), baska bir ¢aligmada ise Amygdalin’in (100400 mg/L), 200 mg/L’lik
konsantrasyonda en belirgin etkiyle T lenfositlerin ¢ogalmasini tesvik ettigi (Zheng ve

digerleri, 2009) bulunmustur. Amygdalin’in bu etkileri bagisiklik sistemi {izerindeKi
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diizenleyici aktivitesi ile iligkilendirilmistir (He ve digerleri, 2020). Bu bakimdan, hem
MMC hem de SF’in giiclii birer immiin baskilayicit ajanlar oldugu diisiiniildiigiinde,
Amygdalin’in MI’deki diizenleyici etkileri, immiin sistemindeki olumlu etkilerine

atfedilebilir.

Hiicre dongiisii iizerine etkilerinin analiz edildigi arastirmalarda ise, Amygdalin’in farkli
kanser hiicre hatlarinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesini geciktirerek G0/G1 fazinda hiicre
yiizdesinin artirilmasimi ve S- ve G2/M- faz hiicrelerinin yilizdesinin 6nemli OSlgiide
azaltilmasin tesvik etmekte oldugu ifade edilmektedir. Bu bakimdan, Amygdalin’in hiicre
dongiisiinii  yavaslatarak  hiicre proliferasyonunu ve biliylimesini bloke ettigi
diisiiniilmektedir. Son yapilan bir arastirmaya gore, Amygdalin’in insan Michigan Kanser
Vakfi-7 (MCF-7) meme kanseri hiicre hattinda DNA replikasyonunda kritik rol oynayan 32
genin (DNA polimeraz o-primaz komleks, DNA polimeraz &-kompleks vb.) down-
regiilasyonuna neden oldugu, bu sayede antiprolatif etki gosterdigi bildirilmistir (Albogami
ve Alnefaie, 2021). Ayrica, yine farkli kanser hiicre hatlarinda gerceklestirilen bir¢ok
calismada, Amygdalin’in genellikle pro-apoptotik Bax proteinin ifadesini artirarak ve anti-
apoptotik protein Bcl-2 ifadesini azaltarak apoptozu tesvik ettigi belirtilmistir. Bu tez
calismasinda Ozellikle 48 saatlik AmygdalintMMC uygulamalarin tamaminda RI
6l¢iimiinde kullanilan, {igiincli mitoz evresindeki (M3) hiicrelerin sayisinin pozitif kontrole
gore ciddi miktarda azalmis oldugu gdzlenmistir. Bu etki 6n muamele ve ge¢ zamanl
muamlede daha fazla 6ne ¢gikmaktadir. Bu nedenle, hiicre dongiisiiniin ge¢ G1 ve erken S
fazlarinda DNA sentezinin inhibisyonuna neden olan MMC’nin zararh etkilerini, bu
evrelerden Once bloke etmis olabilecegi olasi goriinmektedir. Kanser hiicrelerininin de
yiiksek miktarda kromozomal ve DNA hasar1 igerdigi g6z Oniline alinacak olursa,
Amygdalin’in insan lenfositlerinde de hiicre dongiisiinii yavaslatarak veya literatiirde yer
alan benzer veya farkli apoptotik yolaklar1 aktive etmek suretiyle MMC’nin neden oldugu
genetik hasarin sonraki hiicre nesillerinde de siirdiilmesini 6nledigi tahmin edilmektedir.
Yalnizca bu noktada MMC ile sinerjistik bir etki gostermis, istelik tek bagina MMC
uygulamasina kiyasla toksik etki oranin1 énemli diizeyde azaltmistir. Gerek MI gerek RI

bakimindan Amygdalin’in gii¢lii bir sito-protektif etki sergilemis oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez caligmasi kapsaminda Amygdalin’in in vitro insan lenfositlerinde genotoksik ve
antigenotoksik etkileri metabolik aktivator yoklugunda ve varliginda farkli test yontemleri

kullanilarak arastirilmistir. Bu baglamada metabolik aktivator yoklugunda gergeklestirilen
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testler KA, KKD, mikroniikleus ve comet testleriyken, metabolik aktivatér varliginda
yalnizca KA ve KKD testleri gerceklestirilebilmistir. Genotoksik degerlendirmeler i¢in tiim
deneylerde Amygdalin hiicre kiiltiirlerine tek basmma uygulanmistir. Antigenotoksik
degerlendirmelerde ise metabolik aktivator icermeyen kisimda ii¢ farkli antigenotoksisite
protokolii kullanilmis olup bunlar 6n muamele, es zamanli muamele ve ge¢ zamanl
muameledir. Metabolik aktivatér varliginda gerceklestirilen antigenotoksisite kisminda ise

yalnizca es zamanli muamele uygulanmistir.

Antigenotoksisite degerlendirmelerinde yaygin olarak ii¢ farkli uygulama protokolii
kullanilmaktadir. Bunlardan ilki 6n muamele protokoliidiir. Bu uygulamada, antigenotoksik
potansiyeli belirlenmek istenen bilesik genotoksik (mutajenik) etkisi iyi bilinen bir ajandan
belirli bir siire dnce test sistemine uygulanir. Diger muamele protokolii olan es zamanli
muamelede, antigenotoksik potansiyeli belirlenmek istenen bilesik yine iyi bilenen bir
genotoksin/mutajen ile birlikte ayni anda test sistemine uygulanir. Son olarak, ge¢ zamanli
muamelede ise antigenotoksik potansiyeli belirlenmek istenen bilesik genotoksik ajandan
belirli bir siire sonra test sistemine uygulanir. Bu uygulama protokollerindeki farklilik test

edilen bilesigin etki mekanizmasi ile ilgili olarak bilgi vermektedir.

On muamele protokolii, mutajen veya bir genotoksinin neden oldugu genotoksik hasari
Oonleme kabiliyetinin degerlendirilmesine izin vermektedir. Bu protokolde gozlenen
antigenotoksik aktivite, genotoksik ajanin veya bu ajana ait metabolik iiriinlerin dogrudan
veya dolayli olarak inaktivasyonu nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, 6n muamele
protokoliinde etkili olan bilesiklerin reaktif oksijen tiirlerini siipiirebilme yeteneginde
olduklar1 soylenebilir. Bu bilesikler DNA oksidasyounu onleyebilmekte, ayrica metabolik
kimyasallar veya mutajenik ajanlarin enzimatik inaktivatorleri olarak hareket eden veya
promutajenlerin  aktivasyonunu inhibe eden belirli metabolize edici enzimleri
indiikleyebilirler. Bu nedenle, 6n muamele uygulamasinda aktivite gosteren bilesiklerin
desmutajenik etki gosterdikleri tahmin edilmektedir (Barcelos ve digerleri, 2011; De Flora,
1998, Kada ve digerleri, 1982; Kuroda, Jain, Tezuka ve Kada, 1992; Luca ve digerleri,
2016). Ge¢ zamanli muamele protokolil, test bilesiginin mutajen veya genotoksin tarafindan
olusturulan hasar1 onarma kabiliyeti hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu muamelede
antigenotoksik aktivitenin gozlenmesi, hiicre ve DNA'nin korunmasinda goérev alan
fizyolojik mekanizmalarinin indiiklendigi, genotoksik etkilerin tersine ¢evrilerek

mutasyonlarin kalict hale gelmesinin oniine gecildigi anlamina gelmektedir. Bu yiizden, ge¢
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zamanli uygulamada aktivite gosteren antigenotoksik bilesiklerin biyoantimutajenler olarak
hareket ettikleri diistiniilmektedir (Barcelos ve digerleri, 2011; De Flora ve Ramel, 1988,
Kada ve digerleri, 1982; Luca ve digerleri, 2016). Es zamanli muamele protokoliinde etkili
olan antigenotoksik/antimutajenik ajanlarin, mutajenleri kimyasal veya enzimatik olarak
inaktive eden veya promutajenlerin metabolik aktivasyonunu inhibe eden desmutajenler
olarak hareket edebildikleri ifade edilmis olsada, desmutajenik aktiviteyi dogrudan ortaya
koyan uygulamanin 6n muamele oldugu aciklanmistir (Kuroda ve digerleri, 1992). Bu
nedenle, bazi arastirmacilar, 6n ve es zamanli uygulamalarda etkili olan bilesiklerin,
desmutajenler olarak hareket ettiklerini 6ne siirmektedir (De Flora ve Ramel, 1988;
Srivastava ve digerleri, 2016). Bununla birlikte, es zamanli muamele protokoliinde gozlenen
antigenotoksik etkinin yukarida belirtilen tiim mekanizmalar araciligi ile olusabildigi de
bildirilmistir (Barcelos ve digerleri, 2011; De Flora, 1998, Kada ve digerleri, 1982; Luca ve
digerleri, 2016).

Amygdalin’in serbest radikal siipiiriicii etkisi ve antioksidan aktivitesi {izerine yapilan bir
cok c¢aligma bulunmaktadir. Buna gore, ilk kez Heikkila ve Cabbatt, 1980 yilinda yaptiklar
calismada Amygdalin’in kimyasal yapisi (bir benzen halkasi ve bir kisim seker) dolayisiyla
hidroksil radikalleri ile yliksek oranda reaktiviteye sahip oldugunu ve iyi birer hidroksil
radikali siipiiriicii aktiviteye sahip olabilecegini bildirmislerdir. Duracka ve digerleri (2016)
Amygdalin’in tavsan testis dokularinda diisiik konsantrasyonda (0,6 mg/kg, intramuskiiler)
bir antioksidan olarak hareket edebilecegini ifade etmislerdir. Ancak yiiksek
konsantrasyonlarda (3,0 mg/kg, intramuskiiler) benzaldehit ve siyaniir dozlarinin kritik
seviyeye ulagsmasi neticesinde, Amygdalin’in pro-oksidan gibi davranarak hassas oksidatif
dengeyi asirt ROS iiretimi yoniinde bozdugu ve lipit peroksidasyonundan ziyade protein
oksidasyonuna neden oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, Albogami ve digerleri (2020)
farkli Amygdalin dozlarinin (200, 100 and 50 mg/kg) farelerde antioksidan gen ekspresyonu
ve oksidatif hasarin baskilanmasi iizerindeki etkilerini aragtirmislardir. Amygdalin farelere
oral olarak 2 hafta siire ile uygulanmis olup siire bitiminde gen ekspresyonu, biyokimyasal
ve histopatolojik analizler i¢in karaciger ve testis 6rnekleri toplanmistir. Calisma sonucunda
100 mg/kg Amygdalin konsantrasyonu hepatik ve testikiiler dokularda glutatyon peroksidaz
(GSH) ve siiperoksit dismutaz (SOD) mRNA ifadesini upregiile etmistir. Karaciger ve testis
dokularinda lipit peroksidasyonunu ©Onemli oranda azaltmistir. Amygdalin’in bu
konsantrasyondaki diizenleyici etkisinin dogrudan GSH upregiilasyonuna bagli olan

antioksidan etki nedeniyle olabilecegi ifade edilmistir. Bununla birlikte en diisiik Amygdalin
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konsatrasyonu (50 mg/kg) gen ve protein diizeylerini etkilemezken, en yiiksek Amygdalin
konsantrasyonu (200 mg/kg) hepatik ve testikiiler dokularda glutatyon peroksidaz (GSH) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) mRNA ifadelerinin downregiilasyonuna sebep olmus ve lipit
peroksidasyonunu onemli dlgiide artirmistir. En yiiksek konsantrasyondaki bu etkisi ise
hidrojen siyaniir ve benzaldehit konsantrasyonu kritik bir seviyeye yiikseltildiginde,
Amygdalin’in oksidatif dengeyi degistirerek bir pro-oksidan olarak hareket etmis olabilecegi

seklinde yorumlanmustir.

Ehrlich solid tiimor (EST) gelistirilen farelerde vitamin B17’in (Amygdalin) oksidatif stres,
DNA hasar1 ve apoptoz iizerine etkilerini incelemislerdir. Yalmizca EST uygulanan
gruplarda tiimor hacmi biiyiik 6l¢iide artarken, ayn1 zaman MDA (malondialdehit), H202
(hidrojen peroksit), NO (nitrik oksit), ve dSDNA da artmistir. Ayrica katalaz, GSH ve SOD
aktivitesi onemli dl¢lide azalmistir. EST gelistirilen farelere Vitamin B17 (175 mg/kg, oral
olarak, 2 hafta) muamelesinden sonra MDA, H202, NO, ve dsDNA diizeyleri 6nemli 6l¢iide
azalirken, antioksidan indikatorler olan katalaz, GSH ve SOD diizeyleri anlamli olarak
artmigtir. Bu sonuglar vitamin B-17’nin antioksidan savunma sistemini aktive ederek ve
serbest radikalleri siipiiriicii etkisi ile EST ile iliski oksidatif stresi azalttig1 ve antineoplastik
ve antioksidan Ozellige sahip oldugu seklinde yorumlanmustir (El-Masry, Al-Shaalan,
Tousson, Buabeid ve Alyousef, 2019). Amygdalin’in (3 g/kg, intraperitonal) 06n
muamelesinde Tunikamisin’in (2 g/kg, intraperitonal) neden oldugu oksidatif stresle iliskili
olan endoplazmik retikulum (ER) stresi iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir caligmada
Amygdalin’in Tunukamisinin neden oldugu ER stresini azalttig1 belirlenmistir. Ek olarak
Amygdalin’in karaciger dokusunda endoplazmik retikulum stresinin artirdigit MDA
diizeyini azalttigi ve siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirarak antioksidan aktivite sergiledigi bildirilmistir (A. Moslehi,
Komeili-Movahed ve M. Moslehi, 2019). Baska bir ¢alismada ise, Elsaed (2019) farelere 6n
muamle seklinde uygulanan Amygdalin’in (5 mg/kg, intraperitonal enjeksiyon)
concanavalin-A (Con-A, 15 mg/kg, intravendz enjeksiyon) tarafindan indiiklenen otoimmiin
hepatitli farelerin karacigerinde, malondialdehit (MDA) diizeyini azalttigin1 ve antioksidan
enzimlerin (SOD, KAT ve GSH) diizeylerini artirdigin1 saptamigtir. Amygdalin’in ROT
liretimini azaltarak ve antioksidan sistem aktivasyonu aracilifiyla koruyucu etkisini
gosterdigini  belirtmistir. Tim bu c¢alismalar Amygdalin’in  antioksidan etki
mekanizmalarindan serbest radikal siipiiriicii aktivite ve dogrudan antioksidan etkilerle

enzimatik antioksidan seviyelerinin artmasina neden oldugunu géstermektedir.
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Kanser tedavisi i¢in umut vadettigine inanilan ve son derece popiiler hale gelen Amygdalin
dogada en fazla bulunan siyanojenik glikozitlerden biridir. Bugiin Amygdalin’in kanser
hastaligim1 tedavi ettigi konusu heniiz acikliga kavusturulmamistir. Konu {iizerindeki
tartismalar ve aragtirmalar devam etmektedir. Bu konu heniiz netlik kazanmadigi halde
Amygdalin tabletleri ticari olarak “laetrile” veya vitamin “B17” adlartyla dogal diyet
takviyesi seklinde satisa sunulmaktadir (Wahab ve digerleri, 2015; Celik ve Yildirim, 2017).
Dogada insan diyetinde 6nemli bir yer tutan 6zellikle Rosaceae familyasina ait tiirlerin bitki
tohumlarinda (seftali, kayisi, act badem, elma, kiraz vb.) bulunmast, bu bilesigin dogal yollar
araciligiyla da ulasilabilmesini kolaylastirmistir (Ames ve digerleri, 1981; Hwang ve
digerleri, 2008; Kolesar ve digerleri, 2018). Gerek tiiketimi gerek diyet takviyesi seklinde
kullanimi1 agisindan zararli durumlar olusturabilmektedir. Amygdalin oral olarak
uygulandiginda ¢ok giiclii bir toksisite olusturarak siyaniir zehirlenmelerine neden olmakta
ve ciddi yan etkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Bu baglamada yapilan birgok arastima da fazla
miktarlarda tliketilen ac1 bademlerin ve kayis1 ¢ekirdeklerinin gocuk ve yetiskinlerde siyaniir
zehirlenmelerine neden olabildigi saptanmistir (Akyildiz ve digerleri, 2010; He ve digerleri,
2020; Mouaffak ve digerleri, 2013). Normalde toksik olmayan Amygdalin, oral olarak
uygulanmadan sonra gastrointestinal kanalda B-glukozidaz tarafindan prunasine metabolize
edilmektedir. Prunasin ise liyaz enzimi araciligtyla hidroliz edilerek glikoz ve mandelonitril
ad1 verilen baska bir bilesik olusturmaktadir. Mandelonitril ise enzimatik olmayan bir
sekilde benzaldehite ardindan hidroksil nitril liyaz tarafindan hidrojen siyaniire (HCN)
dontstiiriilmektedir. Siyaniir, hizla karaciger ve bobrekte rodanaz tarafindan tiyosiyanata
detoksifiye edilerek, viicuttan atilir. Ancak, Amygdalin’in intravendz olarak uygulandiginda
gastrointestinal sistemdeki enzimatik bozunmayi atlayarak, siyaniir veya benzaldehit
iiretimine neden olmadigi, bdylece siyaniir toksisitesinin 6nlendigi belirtilmektedir (Jaswal
ve digerleri, 2018; Mani ve digerleri, 2019; Oduwole ve Abdelnaser, 2020; Strugala ve
digerleri, 1986). Amygdalin’in enzimatik kataliz olamadan da hidrolize ugrayabildigi, su
aracilifiyla glikoz, benzaldehit ve hidrosiyanik aside hidrolize olabildigi bildirilmistir
(Holzbecher, Moss ve Ellenberger, 1984; Strugala, Stahl, Elsenhans, Rauws ve Forth, 1995;
Albogami ve digerleri, 2020).

Bu tez ¢aligmasinda Amygdalin ve metabolitlerinin in vitro insan lenfositlerinde genotoksik
ve antigenotoksik etkilerini metabolik aktivator (S9 karisim) yoklugunda ve varliginda
arastirmak amaclanmis olup bdyle bir c¢alisma ilk kez gerceklestirilmistir. Yapilan

degerlendirmelerde, Amygdalin ve metabolitlerinin test edilen konsantrasyonlarda
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genotoksik bir etkisinin olmadigi saptanmistir. Amygdalin’in genotoksik ve alkilleyici
kemoterapi ajanlarinin (MMC ve SF) neden oldugu genetik hasara karsi1 genoprotektif
kapasitesinin yani sira insan lenfositlerinde H202’nin neden oldugu oksidatif DNA hasar1
tizerine etkilerinin de arastirildigi bu tez ¢alismasinda, S9 karisim yoklugunda ve varliginda
gerceklestirilen deneylerden edilen veriler birbiri ile son derece uyumludur. Amygdalin, S9
karisim yoklugunda MMC’nin tesvik ettigi artmis kromozom anormallik, kardes kromatid
degisim ve mikroniikleus frekanslarimi 6zellikle 48 saatlik uygulamalarda tiim muamele
tiplerinde ve neredeyse test edilen konsantrasyonlarin hepsi i¢in dnemli 6l¢iide azaltmustir.
S9 karigim varliginda yapilan deneylerde ise Amygdalin es zamanli uygulamada, yalnizca 3
saatlik muamele siiresinde SF’nin 6nemli oranda artirdig1 kromozomal anormallik ve kardes
kromatid degisim frekanslarini 6nemli diizeyde azaltmaya yeterli gelmistir. Bunun nedeni
muhtemelen Amygdalin’in, karaciger mikrozomal enzim P450 tarafindan gergeklestirilen
siklofosfamidin metabolik aktivasyonunu onlemesi olabilir. Bir¢ok ¢alisma antioksidan
fitobilesiklerin kanserojenleri biyoaktif hale getiren Faz | enzimlerinin inhibisyonu veya
glutatyon S-transferaz (GST) gibi kanserojenleri daha fazla atilabilir formlara metabolize
eden Faz Il enzimlerinin indiiksiyonu yoluyla detoksifikasyonu tesvik ettigini bildirmistir
(Bacon ve digerleri, 2012; James ve digerleri, 2012; Liskova ve digerleri, 2020; Razis, De
Nicola, Pagnotta, lori ve loannides, 2012). Diger taraftan, comet testi sonuglar1 da, tiim
muamele protokollerinde (6n, es ve ge¢ zamanli muamele) oksidan bir ajan olan H202'in
artirdigt DNA hasarin1 azalttigin1 gostermektedir. Hem MMC hem de SF alkilleyici
kemotrapi ajanlart olmalarina ragmen genotoksik etkilerini sadece DNA alkilasyonu
araciligiyla degil ayn1 zamanda da hiicre i¢i antioksidan enzimleri baskilayarak (SOD, GSH
ve katalaz gibi) ve reaktif oksijen tiirleri lireterek oksidatif ataklar araciligiyla da
gostermektedirler. Bu dogrultuda bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar ile
Amygdalin’in antioksidan etkilerinin arastirildigi literatlir verileri birbiri desteklemekle
birlikte, Amygdalin’in, MMC, SF ve H202'nin neden oldugu oksidatif hasarlara kars1 DNA
yapisinda koruyucu bir etkiye ve antioksidan aktiviteye sahip oldugunu dogrulayabilir
niteliktedir. Bu nedenle Amygdalin’in hiicreleri kromozom ve DNA hasarindan korumadaki
diger bir mekanizmanin genotoksik ajanlarin neden oldugu toksik elektrofil/niikleofil ara
tirtinlerin siipiiriilmesi veya hiicre i¢i antioksidan seviyesinin artirilmasi olabilir. Amygdalin
enzimatik veya enzimatik olmayan yolla metabolize olurken, salinan glikozun hiicrenin
antioksidan mekanizmalarin1 bir dereceye kadar uyaran ilk bilesik oldugu tahmin
edilmektedir (Ceriello, Russo, Amstad ve Cerutti, 1996; Duracka ve digerleri ve 2016; Ruiz-

Roca, Navarro ve Seiquer, 2008). Amygdalin’de glikoz bulunmasi sayesinde bu molekiiliin
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diisiik konsantrasyonlarda hiicre koruyucu etkiler gosterebildigi diistiniilebilir (Heikkila ve
Cabbatt, 1980).

Sonug olarak, Amygdalin’in 6n ve es zamanli muamelelerdeki antigenotoksik aktivitesinin
desmutajenik hareket mekanizmasi araciliy ile gergeklestigi diisiilmektedir. Amygdalin,
genotoksik ajanlarin veya bu ajanlara ait metabolik tiriinlere dogrudan baglanmak suretiyle
bu genotoksin/mutajenleri inhibe ederek kromozomlar1 ve DNA’y1 korumus olabilir. Ayrica
bu genotoksik ve mutajenik ajanlarin (MMC, SF ve H202) neden oldugu oksidatif hasarlari
da 6nlemis ve mutajenlerin aktivasyonunu inaktive eden metabolize edici enzimleri tesvik
ederek hareket etmis olabilir. Amygdalin’in 6n ve es zamanli bu muamelerde gozlenen
etkisinin hiicrelerin antioksidan kapasitesini artirarak veya serbest radikal siipiiriicii

aktivitesi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ge¢ zamanli muamelede gozlenen antigenotoksik etkisi sebebiyle aymi zamanda
Amygdalin’in bir biyoantimutajen gibi davranarak hiicre i¢inde hareket etmek suretiyle
genotoksik etkilerin (mutasyonlarin) kalici hale gelmesini 6nleyebildigi, hatta DNA tamiri
veya replikasyon siirecine miidahale ederek hareket ettigi diisiiniilebilir. Bu nedenle,
Amygdalin’in ge¢ zamanli muameledeki iyilestirici etkisi reaktif oksijen tiirlerini siiplirme
ve antioksidan enzim aktivasyonunun yani sira DNA tamir mekanizmalarinin uyarilmasi
gibi mekanizmalar araciligiyla ortaya ¢iktigi ifade edilebilir. Genel olarak, Amygdalin’in bu
olumlu etkilerinin serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin yaninda antioksidan enzimler ve
diger detoksifiye enzimleri stimule etmesi sonucu ortaya c¢ikmis olabilecegi On

goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser, teshis ve tedavideki yer alan pek ¢ok segenege ragmen insidansi giin gectikge artan
ve ne yazikki sag kalim orani diisiik bir hastalik grubu haline gelmistir. Bugiin kanserin
baslamasinda (inisiyasyon), gelisimi (promosyon) ve ilerlemesinde biyiik Olclide
genotoksik ajanlarin etkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle kanser hastalig1 artik beslenme
ve bazi davranigsal riskleri iceren yaygin bir yasam tarzi hastalig1 olarak kabul gormektedir.
Kanser tedavisinde yer alan konvansiyonel yontemler hastaligi tedavi etmede yeterli basari
sergilememektedir. Bu yontemler arasinda en sik tercih edileni sitotoksik ve genotoksik
ajanlarin kullanimini igeren kemoterapidir. Bu metot hastalarda bir¢ok yan etkiye sebep
olmakta hatta sadece kanser hiicrelerine degil ayn1 zamanda normal ve saglikli hiicrelere de
hasar verdigi i¢in siire¢ icersinde ikincil timor gelisimlerini tesvik edebilmektedir. Bu
nedenle belkide sayilar1 tahmin edilemeyen boyuta ulasan pekc¢ok kanser hastasi, 6zellikle
bitkisel kiirlerin yer aldig1 tamamlayici ve alternatif tip yontentemlerini konvansiyonel tip
yontemlerinin ortaya ¢ikardigi yan etkilerden kurtulmak ve/veya hastaligi tedavi etmek
amaciyla konvensiyol tip ile birlikte veya konvansiyonel tibbin yerine kullanmaya
baglamistir. Bu trajik durumlarin dstesinden gelebilmek igin birgok arastirmaci kolay
ulasilabilmeleri, dogal olmalari, insan diyetinde yer almalari, diisiik toksik etkileri, sayisiz
farmokolojik aktiviteleri ve eski ¢aglardan beri farkli hastaliklarin tedavisinde kullaniliyor
olmalar1 dolayisiyla yeni anti-kanser ajanlari olarak sekonder bitki metabolitlerine

yonelmislerdir.

Dogal fitobilesiklerle yapilan birgok pre-klinik galismalarda bu bilesiklerin karsinogenezin
tim asamalarina miidahele ederek neoplazi gelisimini tersine cevirebilen, baskilayabilen
veya Onleyebilen kemopreventif etkilere sahip olduklari ispatlanmistir. Buna gore dogal
kemopreventif ajanlarin etkilerini iki ana mekanizma ile gosterdikleri bildirilmistir.
Bunlardan ilki birincil (anti-inisiyasyon) kemoprevensiyon siireci igerisinde yer alan, ilag
metabolizmasinda gorev alan faz I enzimlerinin inhibisyonu ve detoksifikasyon enzimlerinin
indiiklenmesi (faz Il enzimleri) veya serbest radikallerin/kanserojenlerin siipiiriilmesi ve
DNA tamirinin baslatilmasidir. Bu asamada etkinlik gosteren bilesikler bloke edici ajanlar
olarak isimlendirilir. Ikincil (anti-promosyon ve anti-progresyon) kemoprevensiyonda ise
hiicre dogiistiniin durdurulmasi ve/veya yavaslatilmasi, apoptoz indiiksiyonu gibi neoplastik
gelisime (promosyon) ve ilerlemeye (progresyon) miidehale s6z konusudur. Bu siiregte etkili

olan bilesikler ise baskilayic1 ajanlar olarak adlandirilmaktadir. Bu mekanizmalarin
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anlasilmas1 dogal fitobilesiklerin yeni anti-kanser ilaglar1 gelistirmede umut verici ajanlar
olabileceklerini  agiga  c¢ikarmistir. Bu nedenle bu dogal fitobilesiklerin
mutajenik/antimutajenik, genotoksik/antigenotoksik ve karsinojenik/antikarsinojenik
etkilerini analiz ederek, bunlar1 tanimlamak ve siniflandirmak terapétik adaylari saptamada

yaygin bir strateji olmustur.

Amygdalin bitkiler tarafindan iiretilen ve dogada yaygin olarak bulunan bir bitki ikincil
metabolittir. Bu ana ve kapsamli grup igersinde siyanojenik glikozitler grubuna dahil olan
Amygdalin bir¢ok bitki tohumunda yer almakta ve insanlar tarafinda tiiketilmektedir.
Normalde toksik bir bilesik olmayan Amygdalin’in metabolizmasi, uygulanma sekine bagl
olarak degisiklik gostermektedir. Oral olarak uygulanan Amygdalin gastrointestinal
sistemde bakteriyel B-glikozidaz enzimlerin hareketi altinda 6nce prunasine son iiriin olarak
hidrojen siyoniire doniismektedir. Bununla birlikte, Amygdalin’in intravenéz olarak
uygulanmas1 sonucunda gastrointestinal sistemdeki bozunmanin atladigi ve siyaniir
olusmadigi bildirilmistir. Ancak, tiimor hiicrelerindeki B-glikozidaz aktivitesinin normal
hiicrelere oranla son derece yliksek oldugunun disiiniilmesi Amygdalin’in timor
hiicrelerinde se¢ici siyaniir zehirlenmesi ile normal hiicrelere zarar vermeden yalnizca timor
hiicrelerini oldiirebilecegi yaklasimini ortaya ¢ikarmistir. Gergektende son yillarda cesitli
kanser hiicreleriyle yapilan arastirmalar Amygdalin’in normal hiicrelere zarar vermedigini
ancak kanser hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik yanitlari tesvik ettigini ortaya ¢ikarmustir.
Bu kemopreventif aktivitesi Amygdalin’i olumlu bir antikanser ajani haline getirse de, son
iriin olarak zehirli siyaniir olusumu giivenilirligi ve gilivenligi hususunda tereddiit

yaratmaktadir.

Amygdalin’in yarisentetik formu olan Laetrile ge¢miste uzun yillar anti-kanser ilact olarak
kullanilmis, daha sonra Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
ilag olarak kullanilamayan toksik iiriin olarak yasaklanmistir. Buna ragmen, Amygdalin
Kuzey Avrupa ve Meksika'da antikanser tedavisi i¢in iiretilmekte ve uygulanmaya devam
edildigi bildirilmistir. Ayrica, bugiin Amygdalin alternatif tipta halen kanser basta olmak
lizere migren, astim, bronsit, amfizem, clizzam, diyabet ve vitiligo gibi hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Son yillarda tamamlayici ve alternatif tibba olan ilginin
giderek arttigi goz Oniine alinacak olursa, internet promosyonu ve pazarlamasiyla
yonlendirilen Amygdalin (vitamin B17) {iriinii ve bu {irlinii tiiketenlerin sayis1 belirsizdir.

Son zamanlarda umut verici bir anti-kanser ajani haline gelen Amygdalin iizerine yapilan
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caligmalar halen yetersizdir. Amygdalin uzun yillar anti-kanser tedavisinde kullanilmasina
ragmen farmasotiklerin kullanimina iligkin yapilmasi zorunlu olan ulagilabilir genotoksisite

calismas1 bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda insan lenfosit kiiltiiriinde metabolik aktivatér yoklugunda ve
varliginda (S9 karisim) Amygdalin ve metabolitlerinin genotoksik olmadigi ve MMC ve SF
gibi alkilleyici antinoplastik ilaglarin yani sira giiglii bir DNA oksitleyici ajan olan H202’in
neden oldugu genetik hasarlara karsi koruyucu ve onarici bir etki sergiledigi belirlenmistir.
Antigenotoksik etki neredeyse tiim deneylerde ve muamele tiplerinde gozlenmistir. Bu
nedenle Amygdalin’in hem desmutajenik hem de biyoantimutajenik hareket mekanizmalar1
araciligtyla etki gosterdigine inanilmaktadir. Bu baglamda, Amygdalin genotoksik
bilesiklerin neden oldugu elektrofil ve niikleofilleri (ROT/RNT vb.) siipiirerek, hiicre
igerisindeki enzimatik antioksidanlarin seviyelerini diizenleyerek, DNA tamirini artirarak ve
belkide faz | metabolize enzimlerini inhibe ederek veya faz Il detoksifikasyon enzimlerini
indiikleyerek antigenotoksik bir etki sergiledigi one siiriilebilir. Bu bakimdan Amygdalin’in
birincil kemoprevensiyon mekanizmalarin1 kullanarak hareket eden bir bloke edici ajan
oldugu soylenebilir. Ayrica Amygdalin’in anti-kanser etkilerinin incelendigi pek ¢ok
arastirmada, Amygdalin’in kanser hiicrelerinde apoptotik, sitotoksik ve hiicre dongiisiinii
durdurma/yavaslatma gibi etkileri oldugu belirlenmistir. Aslinda literatiirde yer alan bu
calismalara dayanarak Amygdalin’in ikincil kemoprevensiyon mekanizmalarini da
kullanabilen bir baskilayici ajan olarak etki, gosterdigi de sodylenebilir. Bu baglamda

literatiirde yapilan ¢alismalar ile bu tez ¢alismasinin sonuglari birbirini destekler niteliktedir.

Bu tez ¢aligmasinda elde edilen sonuglar, ilk kez gerceklestirilmis olusu ve literatiirde yer
alan boslugu kapatmasi bakimindan 6nemli ve umut vericidir. Ciinkii Amygdalin’in
genotoksik, antigenotoksik ve kemopreventif aktivitesi bakimindan Onemli veriler
barindirmaktadir. Amygdalin’in 6zellikle uygulama metoduna (oral/intravendz gibi) iliskin
optimal dozunun belirlenerek en 6nemlisi diger anti-tlimor ilaglari ile beraber kullaniminin
uygulanabilirligi bakimindan daha ileri arastirmalarla incelenmesi gerekmektedir.
Farmakolojik ve molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi igin daha fazla in vitro ve

ozellikle in vivo galigmalara gereksinim vardir.
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