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Oz

Ektoin (EKT), halofil bakterilerin stres faktorlerine karg: olarak urettigi bir ozmoprotektandir. Bu amino asit tirevi madde, dogal
proseslere mudahale etmeden yliksek konsantrasyonlarda hiicreler icinde birikebilir ve hiicrenin radyasyona ya da ozmotik strese
karg1 korunmasina yardimer olabilir. EKT, farkli alanlardaki yogun uygulamalarindan dolay: bilim adamlarinin ilgisini kazanmaktadir.
Bu caligmada, insan lenfosit hiicrelerini kullanarak, EKT nin genotoksik ve anti-genotoksik potansiyellerini incelemeyi amagcladik.
Sonuglar, EKT’nin gii¢li antigenotoksik 6zellige sahip oldugunu gésterdi. Ayrica bulgularimiz NaN,’e maruz birakilan insan lenfosit
hiicrelerinde gozlemlenen koruyucu etkinin, EK'T nin antioksidatif 6zellikleriyle iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ektoin, Genotoksisite, Komet testi, Lenfosit hiicreleri

Abstract

Ectoine (ECT) is an osmoprotectant produced by halophilic bacteria in response to stressful factors. This amino acid derivative
material can accumulate inside cells at high concentrations without interfering with natural processes and can protect the cell against
radiation or osmotic stress. ECT is receiving increasing awareness by the scientific community because of its multiple applications. In
the present study, we aimed to investigate the genotoxic and anti-genotoxic potencies of ECT by using human lymphocytes cells. The
results showed that ECT has strong anti-genotoxic properties. Also, our findings suggest that protective effects of ECT in human
lymphocytes cells subjected to NaN, may be related to antioxidative properties of the ECT.

Keywords: Ectoine, Genotoxicity, Comet Assay, Lymphocytes Cells

1. Giris

Canlilarin ¢ogu, kuraklik veya asir1 sicaklik gibi gevresel
faktorlerin neden oldugu strese karst kendilerini koruyacak
mekanizmalar gelistirmigtir. Ozellikle ekstrem sartlar-
da yasayan bakteriler; hiicresel proseslerini etkilemeyen,
ozmoprotektan olarak bilinen kiiciik molekiiler agirlikh
bilesikler tretebilirler (Bownik ve Stepniewska 2016).
Bu molekillerin hicre i¢inde birikmeleriyle, hiicrelerin
ozmotik dengesi korunur ve bu sayede hicrelerin dehid-
rasyonlar: 6nlenir (Pastor vd. 2013). Ozmoprotektanlar, su
molekillerini kuvvetle baglar ve makromolekiilleri dengeler.
Etki mekanizmalar1 tamamen bilinmemekle birlikte, nasil
hareket ettiklerini agiklayan birkag hipotez vardir. Ozmop-
rotektanlarin sulu bir soliisyonda makromolekiil ile direkt
olarak etkilesime girmedigi, makromolekiiliin hidrasyonunu
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artirarak yigin bolgesine ittigi ve boylece denatiirasyonu
onledigini ileri siren “tercihli dislama modeli” en fazla kabul
goren hipotezdir (Arakawa ve Timasheft 1985, Moelbert
vd. 2004, Yu vd. 2007). Ozmoprotektanlar; Sekerler (tre-
haloz, sakaroz), Polioller (gliserol, sorbitol, mannitol, alfa
glikozil-gliserol, mannozil gliserol, mannozil gliseamid),
N-asetillenmis diamino asitler (N- asetilglutaminilgluta-
min amid), Betainler (glisin, betain ve tiirevleri) ve Amino
asitler (prolin, glutamat, glutamin, alanin, ektoin ve hid-
roksiektoin) ile tiirevleri olmak tizere birka¢ yapisal gruba

ayrilmaktadir (Pastor vd. 2010).

Ik kez bir halofil bakteri tiri olan Ectothiorhodospira
halochloris'ten elde edilen Ektoin (EKT) (1,4,5,6-tetrahydro-
carboxylic acid) dogal bir
zwitteriyonik (¢ift kutuplu), disik molekil agirlikli ve

2-methyl-4-pyrimidine

kuvvetli su baglayict organik bir molekiildiir. Bu amino asit;
ekstrem kogullar altinda hayatta kalabilmek i¢in aerobik,
kemoheterotrof ve halofilik bakteriler tarafindan uretilir
(Nagata ve Wang 2001, Bownik ve Stepniewska 2015a).
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EKT, farkls stres sartlarina maruz birakilan hiicre zarlarinin
ve molekiillerin stabilitesini arttirir. Yapilan ¢aligmalarda
EKT’nin hiicre duvarinda birikmesiyle, hipertermiye karg:
bakteri hiicre zarlarini, enzimleri ve niikleik asitleri korudugu
bildirilmigtir. Ayrica EKT’nin; 1sitma, tre, dondurma ve
kurutma ile dondurarak-¢ozilmeye karsi duyarl fitaz,
laktik dehidrogenaz (LDH) ve fosfofruktokinaz (PFK)
enzimlerinin kararliligini artirdify gosterilmistir (Goller ve

Galinski 1999, Knapp vd. 1999, Zhang vd. 2006).

EKT, yaslanmayr geciktirici ve cilt bakim o6zellikleriyle
kozmetik endistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Krutmann 2000, Graf vd. 2008). Son zamanlarda EKT,
akciger iltthab: (Sydlik vd. 2009), kalin bagirsak iltihab:
(Abdel-Aziz vd. 2013) ve Alzheimer (Kanapathipillai vd.
2005) gibi hastaliklarda potansiyel tibbi degere sahip olmasi
nedeniyle giderek cazip hale gelmistir.

Tek hiicre jel elektroforez (KOMET) testi, okaryotik
hiicrelerde DNA hasarinin analizi i¢in giigli bir genetik test
olarak kullanilmaktadir (Tice vd. 2000). Komet testi; DNA
tek ve ¢ift sarmal kiriklari, abazik bdlgeler, tamamlanmamig
DNA tamir bolgeleri ve genomik DNAdaki yapisal
degisiklikler gibi bircok DNA hasarinin saptanmasinda
kullanilan hassas bir genotoksisite testidir (Tice vd. 2000).
Bu test sistemi; bakteriler, funguslar, algler, teorik olarak
tim yiksek bitkiler, deniz canlilari, insanlar, bécekler,
omurgalilar ve hayvanlar tzerinde ¢ok rahat uygulanabilen
onlari hem cevre saglig1 acisindan izleyebilme hem de hedef
organizmalarin savunma potansiyelleri ve gelecekteki saglik
durumlar1 hakkinda bilgi vermede kullanilan 6nemli bir

yontemdir (Dhawan vd. 2009).

EKT’nin belirtilen pek ¢ok olumlu ozellikleriyle birlikte,
yiiksek maliyetine (1000 $ / kg) (Strong vd. 2016) ragmen
ozellikle kozmetikte nemlendirici 6zelligi sayesinde biling-
sizce ve asir1 tiiketilmesi (yaklagik 15000 ton / yil) (Strong vd.
2016) insan saglig1 icin tehlike olugturabilmektedir. Buradan
hareketle ¢calisgmamizda; EKT nin genotoksik potansiyelinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, EKT’nin in vitro
olarak insan lenfosit hiicrelerinde sodyum azit (NaN,)e
karg1 anti-genotoksik etkisi KOMET testi ile aragtirilmigtur.

2. Gereg ve Yontem

2.1. Ektoinin Temin Edilmesi

Halomonaselongata tarafindan retilen saf EKT (299
saflik) Sigma-Aldrichden satin alinmigtir. EKT suda iyi
¢oziindiginden stok ¢ozeltileri saf su ile hazirlanmistir.

EKT’nin agik ve kimyasal formiilleri Sekil 1.'de belirtilmigtir.
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Sekil 1. EKT 'nin acik yapist
ve kimyasal formilii (Yao vd.

2013).

2.2. KOMET Testi
Tek htcre jel elektroforezi (SCGE: Single cell gel

electrophoresis) olarak bilinen komet testi fiziksel ve kimyasal
ajanlarin neden oldugu DNA hasarinin 6l¢tilmesinde son
derece hassas, basit ve glvenilir bir metodtur (Gyori vd.
2014). Komet testi hasar gérmiis DNA'nin elektroforez ile
cekirdekten salinmasi prensibine dayanmaktadir (Kurtulmug
ve Aydin 2007). Komet testinin, birgok avantaji bulunmakla
birlikte en 6nemlileri, en diigiik seviyedeki DNA hasarlarini
dahi ayirt edebilmesi, gereksinim duyulan hiicre sayisinin
az olmasi, degisik hiicre ve dokulara uygulanabilir olmasi,
hizli sonug vermesi ve hiicrelerdeki DNA kiriklarinin gorsel
olarak saptanmasina olanak saglamasidir (McArt vd. 2010).
Komet testi; ekotoksikoloji, biyoizlem ¢aligmalari, klinik
calismalar, radyasyon biyolojisi, besinsel ¢aligmalar ve kanser
caligmalar1 gibi pek ¢ok alanda DNA hasar1 ve tamirini
olemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Gyori vd.
2014). Komet test sistemi i¢in Singh vd. (1988) protokoli
modifiye edilerek kullanidmigtur.

2.2.a. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi
Boyama cozeltisinin hazirlanmas:

Once stok etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun igin,
10 mg etidyum bromir 50 mL distile suda ¢oziindurilip,
¢ozelti sisesi aliminyum folyoya sarilarak karanlikta saklan-
d1. Stok boyama ¢6zeltisi kullanilacagi zaman 1/9 oraninda
distile su ile seyreltilirdi. Hazirlanan seyreltik boyama ¢ozel-
tisi de folyoya sarilarak karanlikta sakland:.

Elektroforez tamponunun hazirlanmas

200 g NaOH’u 500 mL distile suda ¢bzerek stok NaOH
¢ozeltisi hazirlandi. Buna ilave olarak, 14.89 ¢ EDTA 200
mlL distile suda ¢oziilerek stok EDTA ¢ozeltisi hazirlandi.
Bu iki stok ¢ozelti oda sicakhiginda saklandi. Bir 6lgek
elektroforez tamponu i¢in 30 mL. NAOH ¢ozeltisi, 5
mL EDTA ¢ozeltisi karigtirilarak son hacim 1000 mLye
tamamlandi. Tampon pH’inin 13’ten fazla olmas: saglandi.

Karaelmas Fen Miih. Derg., 2018; 8(1):317-323
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Fosfat hamponunun hazirlanmast

PBS tableti 990 mL distile suda ¢éziindirilip, pH 7,4e
ayarlandi. Son hacim 1000 mLye tamamlanarak oda

sicakliginda bekletildi.
Notralizasyon tamponunun hazirlanmast

48.5 g Tris (0.4 M) tartiip 800 mL distile su icerisinde
¢ozindirialdd. Cozeltinin pH’t HCL ile 7,5a ayarlandi
ve son hacim 1000 mLlye tamamlanarak oda sicakliginda
muhafaza edildi.

Stok lizis ¢ozeltisinin hazirlanmas

146.1 g NaCl (2.5 M), EDTA 37.2 g (100 mM) ve Tris 1.2
g (10 mM) 900 mL distile suya konularak ve ¢6ziinmesi
i¢in karigtirildi. Cozeltinin pH’t 10 M NaOH ile pH= 10"a
ayarlanarak oda sicakliginda saklandi. Stok lizis ¢ozeltisi

kullanilmadan 6nce her 100 mL hacim i¢in 1 mL Triton X
ve 10 mL DMSO ilave edildi.

2.2.b. Déonor Se¢imi

Bu ¢aligmada 25 - 30 yas araliklarinda, sigara kullanmayan
ve son 6 ay icerisinde her hangi bir nedenle antibiyotik
almayan, X-Ray uygulanmayan, akut veya kronik bir
rahatsizliklarinin olmadigi s6zli beyanlar: ile kabul edilen 2
erkek ve 2 kadindan olusan goniilli olarak deneye katilmak
isteyen toplam 4 dondr segildi. Dondérlerden deneye
baslanacag saatte 5er ml kan alindu.

2.2.c. Lenfosit Izolasyonu

Lenfositler fikol fansite santrifijleme yontemiyle heparize
kandan izole edildi. Ilk olarak 1 ml periferal kan heparinize
tip icine alindi. Bir santrifiij tipt kullanilarak PBS ile esit
miktarda kan seyreltildi. Uzerine 600 L, histopaque eklendi.
Tip 800 g'de 20 dakika oda sicakliginda santriftij edildi.
En Ustteki serum tabakasi uzaklagtirildi. Daha sonra bir
alttaki bulutumsu gériinimde olan tabaka dikkatli sekilde
bos falkon tipiine alinarak ve 5 mL PBS ile karigtirilirds.
Tip 2500 gde 10 dakika santrifiij edildi. Sipernatant
uzaklastirildi. Tuptin altinda kalan hiicre pelleti tipin alt
kismina sert¢e vurularak tekrar ¢ozdirtldi. Daha sonra
tip 1 ml RPMI-1640 medium ile dolduruldu. Tip yavasca
karigtirildi. Steril pipet kullanilarak 10 pL (yaklagik 10.000
lenfosit) 6rnek bir tipe alindi. Bu tiipe 20 pL tripan mavisi
soliisyonu eklendi ve hemositometreye yiiklenerek hiicre
say1st hesaplandi.

2.2.d. Slaytlarin Hazirlanmas:

Slaytlar ¢alismadan 1 giin 6nce hazirlandi. Lamlar sabunlu
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suyla iyice steril edildi. Lamlar durulandiktan sonra
metanolden gegirildi. 50 ml PBS c¢ozeltisinde %1,0'lik
normal kaynama dereceli agaroz (NMA) hazirlandi. NMA
tam ¢ozinmesi amaciyla mikrodalga firinda kisa bir siire
bekletildi. Mikrodalga firindan ¢ikartilan NMAdan lam
tzerindeki her bir kuyucuga 80 pl damlatildi. Bu haliyle
caligmada kullanilmak tizere oda sicakliginda neme maruz
kalmayacak sekilde kapali ortamda bekletildi. 50 ml PBS
cozeltisinde %1,0’lik dusiik erime dereceli agaroz (LMA)
hazirlandi. Hazirlanan LMA ¢6zeltisi 5 ml'lik hacimlerle
talkon tiiplerine konuldu ve +4°C'de sakland:.

2.2.e. Deney Diizeneginin Olusturulmas:

Her bir konsantrasyon i¢in 1 mL fetal sigir serumu (FBS)
icermeyen besiyeri hazirlanarak ependorflara konuldu. Daha
sonra besiyeri icerisine agagida belirtilen maddeler eklendi.
Bu deney diizenegi 4 paralel olarak tekrarland.

Kiltir 1: Besiyeri + Lenfosit
Kiltir 2: Besiyeri + Lenfosit + 5 pM NaN,
Kiltir 3: Besiyeri + Lenfosit + 100 pg/mL EKT

Kiiltir 4: Besiyeri + Lenfosit + 5 pM NaN, + 10 pug/mL
EKT

Kiltir 5: Besiyeri + Lenfosit + 5 pM NaN, + 25 pg/mL
EKT

Kiltir 6: Besiyeri + Lenfosit + 5 pM NaN, + 50 pg/mL
EKT

Kiiltiir 7: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM NaN, + 100 pg/mL
EKT

Kiiltiir 8: Besiyeri + Lenfosit + 5 uM NaN, + 250 pg/mL
EKT

Kiltir 9: Besiyeri + Lenfosit + 5 pM NaN, + 500 pg/mL
EKT

Kiiltiir 10: Besiyeri + Lenfosit + 5 pM NaN, + 1000 pg/
mL EKT

Ependorflar 37°C'de 3 saat kapali hiicre kiltiirine alind:.
Lenfositler 3000
rpmyde 5 dakika santriftij edilerek stipernatantlar: atidd:.
Pellet 100 pL PBS igerisinde siispanse edildi. 5 ml'lik
hacimlerle falkon tiiplerine konmus olan %1,0lik LMA
cozeltisi buzdolabindan ¢ikartilip mikrodalga firinda
¢oziinmesi saglandi. Cozinen LMA 37°Clik etivde
bekletildi. Daha sonra LMA ¢ézeltisinden 100 pL alinarak
100 pL PBS igerisinde stispanse edilen pellete eklendi.

inkibasyondan ¢ikarildiktan sonra
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Agar katilasmadan hemen pipetaj yapilarak lenfositlerle
karigtirildi. Bu son karigimdan 80 pL alinarak 6nceden
hazirlanmus olan slaytlara yayildi. Uzeri lamelle kapatilip 10
dakika buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan ¢ikartilan
slaytlarin tizerinden lamel yavagca kaldirilarak 90 pL
LMA eklendi. Tekrar lamelle kapatilan slaytlar 25 dakika
kurumaya birakildi. Slaytlar kuruduktan sonra lameller
dikkatlice kaldirilip dikey cam saleye yerlestirilir. Tim
slaytlar1 kaplayacak sekilde lizis (¢oziindirme) ¢ozeltisi
eklenerek salenin agzi parafilmle kapatildi. Bu haliyle
buzdolabinda 3 saat bekletildi. Bu iglemle, hiicre ve ¢ekirdek
zar lizise ugratildi. Lizis agamasindan sonra buzdolabindan
¢cikartilan slaytlar elektroforez tankinda yan yana yerlestirildi.
Tank daha o6nceden hazirlanmig ve pH’t 13ten fazla
olan elektroforez ¢ozeltisiyle dolduruldu. Tum slaytlarin
¢ozeltiyle kaplanmig olmasi ve hava kabarciginin olusmamig
olmasma dikkat edildi. Elektroforezde yiriitilmeden 6nce
DNA zincirlerinin ayrilmas: i¢in slaytlar alkali elektroforez
tamponunda 30 dakika bekletildi. Sonrasinda DNAlar bu
tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mA, 24 voltluk elektriksel
alanda 30 dakika boyunca yirttildi. Tim bu iglemlerin
sart 1sikta yapilmasina 6zen gosterildi. Elektoroforezde
yiritme iglemi tamamlandiktan sonra olusan kimyasal
reaksiyonu stabilize etmek ve alkali tampon c¢ozeltisini
ortamdan uzaklagtirmak icin slaytlar 5 dakika siire ile 3
kez nétralizasyon tamponu ile (0.4 M Tris-HCL, pH 7.5)
yikandi.

2.2.f. Boyama

Notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra boyama
yapilarak Kometler sayildi. Sayimi o anda yapilamayan
slaytlar oda sicakliginda kurutularak nemli ortamda en fazla
bir hafta bekletilebildi. Boyama iglemi i¢in floresan boya olan
etidyum bromiir boyas: (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt
i¢in 80 pL boya slayt tizerine damlatildiktan sonra lamel ile
tizeri kapatilarak 400 biytitmeli floresan mikroskop ile 100

adet DNA gorintiist degerlendirildi.
2.2.g Komet Analizi ve DNA Hasarinin Belirlenmesi

DNAda olugan hasarin derecesi kuyruk olusumuna gore her
bir okumada 100 hiicre DNA’s1 incelenerek bes kategoride
stnfflandirildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNAlar 0; ¢ok
az hasarli 1; az hasarli 2; hasarli 3; ¢ok hasarli DNA'lar 4
olarak degerlendirildi ($ekil 2). Migrasyonun uzunlugu
fragmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve
alkali-labil bolgelerin seviyelerine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Collins vd. 2004).
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2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi
Duncan testi kullamilarak yapildi. EKT’nin ve NaN iin
Komet test sisteminde etkilerini belirlemek i¢in SPSS 18,0
analiz programinda varyans analizi (ANOVA) uyguland.
EKT’nin konsantrasyonlar: arasindaki farkliliklar Duncan
coklu kargilagtirma testi ile %5 6nem seviyesinde belirlendi.

3. Sonuglar

Insan periferal kan lenfositlerine NaN, ile birlikte
EKT’nin; 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mI’lik
konsantrasyonlarini, negatif kontrol olarak saf su ile pozitif
kontrol olarak NaN /in uygulanmasindan sonra insan
periferal kan lenfositlerinde meydana gelen DNA hasari
Cizelge 1de sunulmugtur. Elde edilen sonuglara gére,
pozitif kontrol olarak kullanilan NaN, i¢in, insan periferal
kan lenfositlerinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
parametreleri agisindan kontrol grubu saf suya oranla
istatistiksel olarak anlamli DNA hasar1 gozlenmistir.

Sekil 2. EKT uygulandiginda gozlemlenen Kometler (400x).

*0: Hasarsiz, 1: Cok Az Hasarly, 2: Az Hasarly, 3: Hasarli, 4: Cok
Hasarli.

Karaelmas Fen Miih. Derg., 2018; 8(1):317-323
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NaNin DNA hasarina etkisini
engellemesi agisindan degerlendirildiginde, EKT’nin 500

sebebiyet  veren

ve 1000 pg/mI’lik dozlar1 digindaki diger uygulamalarinda
konsantrasyona bagimli olarak belli oranlarda olumlu
sonuglarin alindigr ve EKT’nin 6zellikle 250 pg/mI’lik
konsantrasyonundaki uygulamalarinda en iyi sonug verdigi

tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 1).

4. Tartisma

Ektoinin,degerli bir mikrobiyal iriin olarak goriilmesiyle son
yillarda 6nemli bir Pazar degeri kazanmis ve biyoteknolojik
tretimleri yillik bazda ton dizeyine ulasmigtir (Becker
vd. 2013). EKT’lerin dengeleyici ve koruyucu o6zellikleri
sayesinde farkli alanlarda bol miktarda kullanilmasindan
dolayr bu ¢aligmamizda EKT’nin genotoksik potansiyeli
KOMET test sistemiyle arastirilmistur.

EKT’nin,

membranlarinin stabilizasyonunu sagladigi (Harishchandra

memeli  hucrelere uygulandiginda  hiicre
vd. 2010), insan keratinosit hiicrelerini (Buommino vd.
2005) ve iskemi-reperfiizyon hasarina kars ileum mukozay1
korudugu rapor edilmistir (Wei vd. 2009). Ayrica EKT nin
ultraviyole (UV') 1g1nimin1 glicli bir sekilde absorbe ederek
DNAnin pargalanmasini 6nledigi (Botta vd. 2008), deri
iltihaplanmasini hafiflettigi ve Egzema (Atopik Dermatit)
rahatsizlif1 icin kullanilabilecegi bildirilmigtir (Marini vd.
2014).

Arastirmacilar EKT nin; protein, niikleik asitler ve lipidleri
dehidrasyon ve yapisal degisiklikler ile biyolojik aktivite
kaybina yol agabilecek stres kosullarina kars1 korudugunu
ifade etmiglerdir (Abdel-Aziz vd. 2013). Calismamizda,
bu gortist destekler nitelikte, EKT nin antioksidan 6zelligi
sayesinde oksidatif hasar1 engelleyerek lenfosit hiicrelerini

Cizelge 1. EKT uygulandiginda gozlemlenen DNA hasar duzeyleri.

stres kogsullarina kargt korudugu goézlemlenmistir. Farkli
bir ¢aligmada ise, omurgasiz bir hayvan olan Su Piresi
(Daphnia magna)'nde hidrojen peroksit (H,O,) tarafindan
indiklenen oksidatif stresin EKT’nin antioksidan ozellligi
sayesinde giderildigi rapor edilmistir. Bununla birlikte,
ayni ¢aligmada EKT’nin yiiksek konsantrasyonlar da Su
piresinin kalp atis hizini digtirdigi de rapor edilmistir
(Bownik ve Stgpniewska 2015a). Benzer bir ¢aligmalarinda
ise EKT’nin siir eritrositlerinde, Staphylococcus aureus
suglari tarafindan iretilen en 6nemli virtlans faktorlerinden
Alfa-hemolisin (HlyA)'in hemolitik etkisinden koruyucu
etkilere sahip oldugunu belirterek; EKT nin bu koruyucu
ozelligini, HIyA tarafindan indiiklenen oksidatif stresi
azaltmasiyla agiklamiglardir (Bownik ve Stepniewska 2015
b).Aragtirmalarimizda NaN.in DNA hasarina neden
oldugu gozlemlenmigtir. NaN, tarafindan tesvik edilen
genotoksisitenin  giderilmesi i¢in uygulanan EKT’nin
500 ve 1000 pg/mLlik dozlar: digindaki uygulamalarinda
EKT antigenotoksik  ozellik ~ sergileyerek  NaN’iin
genotoksik etkisini  distrmugtiir. Ozellikle EKT’nin
250 pg/mD’lik uygulamasindan en bagarili sonuglar elde
edilmigtir. Caligmamizda gozlemlenen antigenotoksik
etkinin EKT’nin antioksidan ozelliginden kaynaklandig:
dugtintlmektedir. EKT’nin yiiksek konsantrasyonlar da
genotoksik 6zellik gostermis olmasi bazi ¢aligmalarla
paralellik gostermektedir. Aragtirmacilar tarafindan iki farkls
hiicre hatti tizerinde (B16-F0 ve A2058) yapilan sitotoksisite
caligmalarinda EKT’nin 500 uM’lik konsantrasyonuna
kadar olan uygulamalarinin sitotoksik olmadigi, 500 uM’in
Uzerindeki uygulamalarinda ise artan doza bagiml olarak
sitotoksisitenin arttig1 gozlemlenmistir (Yao vd. 2013).

EKT; biyoteknoloji, kozmetik ve tip gibi birgok alanda ¢ok
fazla kullanilan, yan etkileri olmadi iddia edilen, farkli

Sira No Uygulama Gruplar Konsantrasyonlar DNA Hasar Diizeyleri
1. Kontrol 6.70 + 0.08°
2. NaN, 5 M 126.12 + 0.36°
3. EKT 100 pg/mL 6.39 + 0.06
4. NaN, + EKT 5 pM + 10 pg/mL 124.32 + 0.41%
5. NaN, + EKT 5 pM + 25 pg/mL 117.20 = 0.22%
6. NaN, + EKT 5 pM + 50 pg/mL 106.56 + 0.17¢
7. NaN, + EKT 5 pM + 100 pg/mL 98.74 + 0.27<
8. NaN, + EKT 5 pM + 250 pg/mL 65.10 + 0.29™
9. NaN, + EKT 5 pM + 500 pg/mL 131.75 + 0.09°
10. NaN, + EKT 5 pM + 1000 pg/mL 138.40 + 0.05¢

*Farkly iistel harfler ile gisterilen degerler arasindaki farklar, p<0.05 diizeyinde onemlidir.
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stres tiirlerine kargi gticlii bir koruyucu maddedir. Bununla
birlikte, izole makromolekiiller ve hucre kultirlerinden
cesitli hayvan tirlerine kadar, farkli karmagikliga iliskin
bircok c¢aligmayr kapsayan literatiriin incelenmesi ve
calismamizda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi
basit
koruyucu etkisinin daha karmagik yapilarda basarisiz
olabilecegi disiinilmektedir. Ozellikle EKT’nin baz
molekilleri inaktive ettigi (Bownik ve Stgpniewska 2016)

sonucunda; sistemlerde gozlemlenen EKT’nin

goz oOntne alindiginda EKT’nin diger ilaglarla olast
etkilesimleri nedeniyle kullanimi sinirli olabilir. Elde edilen
bilgiler 1s1ginda EKT’nin etki mekanizmasinin detayli bir
sekilde aragtirlmasina, farkli kanser hatlari tzerinde in
vivo ¢alismalar yapilarak aktivitelerinin incelenmesine
ve nanoteknolojik uygulamalarla insanlar tzerindeki
etkilerinin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica
EKT’nin hastalik durumlarinda kullanilan diger ilaglarla
olan etkilesimlerinin aragtirilmas: amaciyla in vivo ve in
vitro ¢aligmalarinin yapilmasiyla, insan sagligina olasi
etkilerinin belirlenmesine odaklanilmasinin faydali olacag:
diginilmektedir.
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