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Oz: Bu calisma; siklofosfamid (CP) tarafindan indiiklenen genotoksisiteye karsi, tarhun (Artemisia dracunculus
L.) yaprak ekstraktinin olasi koruyucu etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calismada her bir grupta 8
hayvan olacak sekilde toplam 6 grup olusturuldu. Bu gruplar; 1. grup: negatif kontrol grubu, II. grup: pozitif
kontrol grubu (50 mg/kg, i.p. CP), III. grup: 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti grubu, IV. grup: 150 mg/kg tarhun
yaprak ekstrakti grubu, V. grup: 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti1 + CP (50 mg/kg, i.p.) grubu, VI. grup: 150
mg/kg tarhun yaprak ekstraktt + CP (50 mg/kg, i.p.) grubu seklindedir. 14 giin boyunca tarhun yaprak ekstrakti
oral gavaj yol ile farelere verildi. Fareler disloke edilmeden 24 saat once (15. gilin) intraperitonal olarak
siklofosfamid enjekte edildi. Disloke edilen farelerin kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus testi yapilarak,
mikroniikleus oranlart tayin edildi. Calisma sonunda; mikroniikleus sayilarinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi neticesinde negatif kontrol grubu ile kiyaslama yapildiginda, CP uygulanan grubun MN
sayisinin negatif kontrol grubuna gore artig gosterdigi belirlenmis (p<0.001), CP ile birlikte 75 mg/kg ve 150
mg/kg dozlarinda AD uygulamasina bagli olarak ise, MN sayilarinda CP grubuna gore oldukca onemli diizeyde
azalma tespit edilmistir (p<0.001). PCE/NCE oranlar1 agisindan degerlendirme yapildiginda ise, yine negatif
kontrol grubuna gore CP grubu degerlerinin olduk¢a diisiik oldugu (p<0.001), CP ile birlikte 75 mg/kg AD
uygulandiginda (p<0.005) ve 150 mg/kg AD uygulandiginda (p<0.001) CP grubuna gére PCE/NCE oranlarinin
azaldig1 belirlenmistir. Sonug¢ olarak; Artemisia dracunculus L. yaprak ektraktinin 75 mg/kg ve 150 mg/kg
dozlarinin fare kemik iligi hiicrelerinde siklofosfamidin neden oldugu mikroniikleus artigin1 azaltarak koruyucu

etki gosterdigi belirlendi.
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Determination Of The Possible Protective Effect Of Tarhun (Artemisia
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Abstract: This work; had been carried out by aiming the determination of the possible protective effect of the

tarragon (Artemisia dracunculus L.) leaf extract against genotoxicity of cyclophosphamide (CP), by micronucleus
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test. In the study, 6 test groups were formed and each group was involved 8 animals. These groups were named as:
I. group is negative control group, Il. group is positive control group which is formed from 50 mg/kg, i.p. CP, Il
group denotes 75 mg/kg tarragon leaf extract group, IV. group denoted 150 mg/kg tarragon leaf extract group, V.
group is formed from 75 mg/kg tarragon leaf extract + CP (50 mg/kg, i.p.) and VI. group is formed from 150
mg/kg tarragon leaf extract + CP (50 mg/kg, i.p.). The tarragon leaf extract was given to the mice via oral gavage
during 14 days. Cyclophosphamide was injected intraperitoneally to the mice before 24 hours of the dislocation
(day 15) of them. The micronucleus ratios were determined by the performing of the micronucleus tests to the
bone marrow cells of dislocated mice.At the end of the study; when the statistical evaluation of micronucleus
numbers were compared with the negative control group, it was determined that the MN numbers increased in the
group which was exposed to CP (p<0.001) according to the negative control group. On the other hand, it was
determined that the MN numbers of CP group were significantly decreased when the 75 mg/kg and 150 mg/kg
doses AD in addition to the CP (p<0.001) were applied to the CP group.When an evaluation was carried out upon
the PCE/NCE ratios, it was determined that values of the CP group (p<0.001) were less than values of the control
group, on the other hand, when 75 mg/kg AD applied with CP (p<0.005) it was observed that the PCE/NCE ratios
were decreased compared to the situation that applied 150 mg/kg AD to the CP group (p<0.001).As a result; it was
determined that 75 mg/kg and 150 mg/kg doses of Artemisia dracunculus L. leaf extract showed protective effect
in mouse bone marrow cells by leading to decrease of the increase in micronucleus which was caused by
cyclophosphamide.

Keywords: Artemisia dracunculus L., Mus musculus, Cyclophosphamide, Micronucleus Test

1. GIRiS

Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Asteraceae familyasina ait, otsu ve ¢ok yillik bir
bitkidir. Dogrusal olarak biiyiiyen, demet halinde bulunan ve yukar1 kisimlari ¢atallara ayrilan
bitki, kuvvetli koklere ve kisa yan koklere sahiptir. Bitkinin gévdesi ise yuvarlak hathdir ve
60-120 cm uzunluga kadar erigebilmektedir. Tarhun yapraklarinin alt kisminda bulunan yag
bezeleri sayesinde, bitki aromatik bir 6zellik kazanmaktadir. Tarhunun ana yurdu Sibirya’dir.
Sonrasinda Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’ya yayilmistir. Tiirkiye’de de 6zellikle Bayburt,
Erzurum, Gaziantep ve Sanliurfa’da tarhun yetistirilmektedir. Artemisia dracunculus L.
Fransiz ve Rus tarhunu olmak {iizere iki varyeteye sahiptir (Ceylan, 1989; Fernandez-Lizarazo
et al., 2011; Froushani et al., 2016; lisulu, 1992).

Tarhun vyiizyillar boyunca insanlar tarafindan; istah, sindirim, romatizma, kan
dolasimi, uykusuzluk, cilt iltihaplari, hayvan 1siriklari, sitma, iilser, iskorbiit, gece korligi,
epilepsi, diyabet ve kardiovaskiiler hastaliklar gibi ¢ok cesitli hastaliklarin tedavisi igin
kullanilmistir. Ayrica Fransiz tarhunundan elde edilen ugucu yag; antioksidan, antifungal,
antikanser ve antibakteriyel etkiler gostermektedir (Asimgil, 1997; Azirak, 2007; Gholivand
et al., 2014; Giiner ve ark., 2000). Hastaliklara kars1 tedavinin disinda, tarhun (Artemisia
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dracunculus L.) mutfak diinyasinda da kendine genis bir kullanim alani bulmustur.
Aromasindan 6tiirii iceceklerde, yemeklerde, konservelerde, likor yapiminda, sekerlemelerde
ve peynir yapiminda kullanilmaktadir. Tarhun aromasi mutfak disinda parfiim yapiminda da
yer almistir (Chaleshtori et al., 2013; Graven et al., 1990; Kirtung, 2002).

Bitkilerin ekstrakt haline getirilerek sifa amaci ile kullanilmasi, Cin’de MO 2700
yillarma kadar dayanmaktadir. Hitit donemi tibbi tabletleri iizerinde bulunan regetelerdeki
bitki isimleri ise Anadolu insaninin uzun yillardir yabani bitkilerden sifa aradiginin bir
gostergesidir (Toroglu ve Cenet, 2006; Yigit ve Benli, 2005). Uzun yillardir yapilan bilimsel
caligmalarda tarhun bitkisinden elde edilen yaglardaki mevcut bilesenler arastirilmistir. Bu
bilesenler bolgelerin ekolojik durumuna gore degisiklik gostermektedir. Farkli cografik
bolgelerde yapilan caligmalarda tarhun bitkisinde en sik rastlanan bilesenler; estragol,
elemisin, metil 6jenol ve terpinolen olmustur (Lamian et al., 2017; Tak et al., 2014; Wierdak
and Zavislak, 2014).

Siklofosfamid, azotlu hardal (nitrojen mustard) tiirii olan alkilleyici 6zellige sahip
ilaglardan Dbiridir. Siklofosfamidin aktif metaboliti FAM (fosforamid mustard)’dir ve
siklofosfamid karacigerde bu yapiya doniiserek etkili hale gelmektedir. Donilisiim sonrasi
aktiflik kazanan siklofosfamid, DNA’ya baglanip alkilleserek, DNA transkripsiyonu ve DNA
replikasyonunda hasar meydana getirmektedir (McEvoy, 2004; Karaboga, 2018).
Siklofosfamid uygulamast ile ikincil kanserler arasinda bir bag oldugu ortaya ¢ikarildigi i¢in
siklofosfamid, insan karsinojeni sinifina dahil edilmekte ve pro-ilag¢ olarak adlandirilmaktadir
(Dogan, 2008).

Canlilar tlizerinde olumsuz etki meydana getiren ve bu etki sonrasinda mutasyona
neden olan fiziksel ve kimyasal maddelerin belirlenmesi amaci ile birgok test sistemi
gelistirilmistir. Giinlimiizde oldukga fazla kullanilmakta olan bu test yontemleri, bilesiklerin
genotoksik etkisinin tespitini yapmaktadir. En ¢ok da kimyasallar, ¢evre kirliligi ve ilaglar ile
olusan zehirlerde bu test yontemleri tercih edilmektedir. Fakat yapilan bu testler ¢ogunlukla
yeterli olmadigi i¢in ek olarak akut ve kronik toksisite yontemleri, antioksidan aktivite ve
alerjik testlere de basvurulabilir (Klug and Cummings, 2002).

En yaygin olarak kullanilan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri; ames testi,
comet testi, kromozom anormallikleri testi, kardes kromatit degisimi testi ve mikroniikleus
testidir. Mikroniikleus testi; in vivo ve in vitro seklinde degerlendirilebilen, birtakim kimyasal
ve fiziksel maddelerin neden oldugu klastojenik ve andjenik etkilerin tespitinde kullanilan,

genotoksisite test yontemlerinden biridir. MN test yontemi 1950’lerde ilk kez bitki
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hiicrelerinde meydana gelen kromozom anomalilerinin tespitinde kullamlmistir (Ozkara ve
Akyil, 2015; Onen ve ark., 2017).

Bu calisma ile, hiicresel proteinlerin islevini degistirip DNA’ya hasar vererek
alkilleyici ajan gorevi goren siklofosfamidinin, fare kemik iligi hiicrelerinde meydana
getirdigi genotoksiteteye karsi Artemisia dracunculus L. yaprak ekstraktinin Kkoruyucu

etkisinin mikroniikleus testi ile arastirilmasi amaglanmaistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1.Hayvan Materyali

*Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2019/133 sayili
izin ile ¢aligma onay1 alindi.

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

oral gavaj ve intraperitonal (i.p.) yontemler ile farelere verildi.

2.2. Artemisia dracunculus L. Yaprak Ekstrakti

Calismada kullanilan tarhun (Artemisia dracunculus L.) Bayburt ili Yerlice
Koyili’nden haziran ayinda toplandi. Bitki mevsiminde ve taze olarak laboratuvar ortamina
ulastirildi. Kafkas Universitesi Botanik Anabilim Dali uzmanlari tarafindan teshis edildi.
Bitkinin yaprak kisimlar1 alinarak glines gérmeyen ve hava sirkiilasyonuna sahip olan alanda
kurutuldu. Tamamen kurutulan bitki yapraklar1 6giitiicti yardimi ile 6giitiildii. Ekstraksiyon
coziiciisii ile yikanan soxhlet cihazi kartusunun igerisine 40 gram Ogiitiilmiis yaprak
orneklerinden alinarak konuldu. Tarhun yaprak ornegini iceren kartus 500 ml’lik soxhlet
ekstraktorii icerisine yerlestirildi. Kaynama balonuna ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak 650 ml
etanol konuldu. Yaklasik olarak 8 saat siire ile ¢oziicii berrak hale gelinceye kadar 7-10 kez
sifon edildikten sonra sivi ekstrakt elde edildi. Siv1 ekstrakt igerisinde bulunan partikiiller,
mavi band siizge¢ kagidi kullanilarak wuzaklagtirildi. Partikiillerinden arman ekstrakt

ornegindeki coziiciiler, 35-45 °C’de rotary evaporator ile uguruldu. Balon icerisinde geriye
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kalan tarhun yaprak ekstrakti, desikatorde 12 saat siire ile bekletildi. Coziiciisiinden tamamen
ayrilmis olan tarhun yaprak ekstrakti numune ekstrakt kutusuna konularak, yapilacak olan

caligma i¢in +4 °C’de muhafaza edildi (Wang and Weller, 2006).

2.3. Deney Gruplari

Fareler her grupta 8 adet olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Bunlar;

1. Grup: (n:8) Negatif kontrol. Diger gruptaki fareler ile ayni stresi yasamalart igin,
bu gruptaki farelere 14 giin boyunca distile su oral gavaj yol ile verildi. 15. giin eter anestezisi
altinda servikal dislokasyon yapildi.

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

3. Grup: (n:8) 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti. Bu gruptaki farelere 75 mg/kg
tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti 14 giin boyunca oral gavaj yol ile verildi.
15. glin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

4. Grup: (n:8) 150 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti. Bu gruptaki farelere 150 mg/kg
tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti 14 giin boyunca oral gavaj yol ile verildi.
15. giin eter anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

5. Grup: (n:8) 75 mg/kg tarhun yaprak ekstrakti + CP. Bu gruptaki farelere 75
mg/kg tarhun (Artemisia dracunculus L.) yaprak ekstrakti 14 giin boyunca oral gavaj yol ile
verildi. 14. giinlin sonunda 50 mg/kg dozda CP intraperitonal yol ile verildi. 15. giin eter
anestezisi altinda servikal dislokasyon yapildi.

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

altinda servikal dislokasyon yapildi.

2.4. Mikroniikleus testi

Yapilan calismada mikroniikleus testi icin fare kemik iligi kullamldi. Incelemede
kullanilmak tizere hazirlanan preparatlar, ilk kez Schmid tarafindan 1975 yilinda gelistirilen
kemik iligi preparat yontemi 1s18inda yapildi (Sekil 1).

Oncelikle ilik icin farelerden ¢ikarilan femur kemigi kaslarindan tamamen temizlendi

ve iki ucundan bistiiri yardimu ile kesildi. Enjektor ile kemik icerisindeki ilik, 3 ml fotal dana
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serumu igeren santrifiij tiipiine aktarildi. Tiipler 5 dakika boyunca 2000 rpm’de santrifiij edildi
ve sonrasinda siipernatantlar1 pasteur pipetle alinarak atildi. Sonrasinda tiip igerisine bir damla
fotal dana serumu eklendi ve hiicreler siispanse edildi. Tiiplerden birer damlalik Grnekler
alind1 ve temiz lamlara yayildi. Yayma isleminden sonra havada kurutulan preparatlar, 10
dakika boyunca metil alkolde fikse edildi. Preparatlar fikse edildikten sonra, ilk olarak %
0.25’lik May Grunwald boyasi ile 5 dakika boyunca boyandi ve saf su ile yikandi. Sonrasinda
preparatlar % 0.125’lik May Grunwald boyasi ile tekrar 5 dakika boyunca boyanip, saf su ile
yikandi. Son olarak % 20’lik Giemsa boyasi ile 30 dakika boyunca boyanan preparatlar, saf su
ile yikanip oda sicakliginda kurumaya birakildi. Immersiyon objektifinde (1000’1ik biiyiitme)
her deney grubundan gelisigiizel 2000 adet polikromatik eritrosit (PCE) hiicre sayildi.
Mikroniikleuslu polikromatik eritrosit (MNPCE) iceren hiicreler sayilarak, MNPCE oranlar1
belirlendi. Bunlara ek olarak 1000 adet normokromatik eritrosit (NCE) ve PCE sayilarak,
PCE/NCE ylizdelik oranlar tespit edildi (Schmid, 1975; Dogan, 2019; Aksu ve ark., 2013).

Test Mgddesi

i

¥

Femur
l b
éToISerum * l
/ (-]
~
Steril Santrif; > | > \I %
" " B | - °
Topd Santrif a \
Boyama Mikroskobik
inceleme

Sekil 1. /n vivo Mikroniikleus Test Protokolii

2.5. Tarhun Bitkisinin Ucucu Yag Analizi
Tarhun yaprak ekstraktinin ucucu yag bilesenlerinin ve bu bilesenlerin bagil

yiizdelerinin tayin edilmesi i¢in, kurutulmus 40 gr tarhun bitkisi Anadolu Universitesi Bitki,
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Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne gonderildi. Merkezde Gaz
Kromatografisi (GC) yontemi ile yag analizi yapildi. Yapilan analiz sonucunda elde edilen

sonuglar Tablo 1°de gosterilmistir.

Yontem
Omek maddenin ugucu yaginimn bilesenlerinin  tanimlanmasi  icin  Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi, bagil yiizdelerinin belirlenmesi i¢in ise Gaz

Kromatografisi yontemi kullanilmisgtir.

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

enjekte edilmistir.

Gaz Kromatografisi (GC) Sartlari

Sistem: Agilent 7890B GC System

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

Enjeksiyon Sicakligi: 250°C

Dedektor Sicakligt: 250°C

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

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Sartlari

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

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

Iyon Kaynagi Sicakligi: 230°C

Iyonizasyon Modu: EI

Elektron Enerjisi: 70 ev

Kiitle Araligi: 35- 450 m/z

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

Tanimlamalar: Wiley 9-Nist 11 Mass Spectral Database (Ozek, 2020)
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Tablo 1: Artemisia dracunculus Ugucu Yagmin Bilesimi

No

~N o ok DN

Bilesik*
Estragol

(2)- B-Osimen
(E)- B-Osimen
Spatulenol
Limonen
Metil 6jenol
a-Pinen

(*>% 1)Toplam

2.6. istatistik Analizi

Bagil yiizde (%)
67,7

55

51

4,5

3,9

2,0

1,4

90.1

Caligmadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri igin SPSS 22 paket programi

kullanildi. Kontrol ve deney gruplari arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in, tek yonli

varyans analizi (One-Way ANOVA) yapildi ve p<0.05 istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

3. BULGULAR

3.1. Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Kontrol ve Deney Gruplarmin Mikroniikleus

Frekanslar

Mikroniikleus testi i¢in gruplardaki her bir fare i¢in 3 adet kemik iligi preparati

hazirlandi. Mikroniikleus frekansinin belirlenmesi adina her bir hayvandan 2000 adet PCE

(Polikromatik Eritrosit) sayimi yapildi (Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol ve Deney Gruplarinin Mikroniikleus Test Sonuglari

Gruplar Toplam | MNPCE MNPCE Grup Toplam PCE NCE PCE/
PCE (%) Ortalamasi Eritrosit Sayis1 | Sayis1 | NCE

(PCE+ Oram
NCE)

Negatif 16000 312 1,950 39,00 8000 5533 2467 2,24

Kontrol

50 mg/kg 16000 913 5,70 114,125 8000 3912 4088 0,95

CP

75 mg/kg 16000 329 2,056 41,12 8000 5382 2618 2,05

AD

150mg/kg | 16000 338 2,106 42,25 8000 5422 2578 2,09

AD

75 mg/kg 16000 695 4,34 86,875 8000 4099 3901 1,04

AD + 50

mg/kg CP
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150 mg/kg | 16000 617 3,85 77,125 8000 4719 | 3281 1,43
AD +50
mg/kg CP

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

Eritrosit.

PCE/NCE oranlar1 agisindan degerlendirme yapildiginda; negatif kontrol grubuna gore
CP grubu degerlerinin oldukea diisiik oldugu (p<0.001), CP ile birlikte 75 mg/kg AD yaprak
ekstrakti uygulandiginda (p<0.0.05) ve 150 mg/kg AD yaprak ekstrakti uygulandiginda
(p<0.001), CP grubuna gore PCE/NCE oranlarinin azaldig1 belirlenmistir.

Mikrontiikleus sayilarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi neticesinde; negatif
kontrol grubu ile kiyaslama yapildiginda, CP uygulanan grubun MN sayisinin negatif kontrol
grubuna gore artig gosterdigi belirlenmis (p<0.001), CP ile birlikte 75 mg/kg ve 150 mg/kg
dozlarinda AD yaprak ekstrakti uygulamasina baglh olarak ise MN sayilarinda CP grubuna
gore oldukca 6nemli diizeyde azalma tespit edilmistir (p<<0.001).

Tablo 3. Kontrol ve Deney Gruplarina Ait Mikroniikleus ve PCE/NCE Oranlarmnin Istatistiki

Sonuglari
NK 50 mg/kg CP 75 150 mg/kg | 75 mg/kg | 150mg/kg P
mg/kg AD AD+ AD+ Degeri
Gruplar AD 50 mg/kg | 50 mg/kg
CP CP
EICC::IIEE/ 2,24 0,95 2,05 2,10 1,05 1,43 0.001
+0,112 +0,02°¢ +0,03° +0,05° +0,01¢ +0,02° '
Oranlan
MNPCE 39,00 41,13 42,25 86,88 77,13
1 j: a 7 7 7 ) .
Oranlann | +1,31¢ 114,132,47 +1,55% 42,254 +1,81° +2,03¢ 0.001

* Ayni satirdaki farkl harfler istatistiksel onemliligi ifade etmektedir.

Asagidaki resimlerde PCE, NCE ve MNPCE’ler gosterilmistir (Resim 1).
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Resim 1: Deney Grubu Farelerinin Kemik Iligi Hiicrelerinde MNPCE, PCE ve NCE’lerin
Mikroskobik Gériintiisii (x1000) 2: Deney Grubu Farelerinin Kemik Iligi Hiicrelerinde 2
Mikroniikleuslu MNPCE, PCE ve NCE’lerin Mikroskobik Goriintiisii (x1000)

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00
Negatif 75mg/kg 150 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg
Kontrol AD AD AD+CP AD+CP

# PCE/NCE

&€ &€ n<0.001, ¢4 p<0.05
Sekil 2. Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait PCE/NCE Oranlari
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140,00
120,00 a
100,00 b
C
80,00
60,00 . de q
40,00
0,00
Negatif CP 75mg/kg 150 mg/kg 75mg/kg 150 mg/kg
Kontrol AD AD AD+CP AD+CP
M Mikroniikleus

a—e’ a-b’ a-c p<0.001
Sekil 3. Kontrol Grubu ve Uygulama Gruplarina ait MNPCE Oranlari

4. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA’da meydana getirdigi
genotoksik etkileri en az seviyede tutabilmek icin bircok calisma yapilmistir. Yapilan bu
caligmalar 1ile dogal bitkisel f{irlinlerin antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi, dogal
antioksidanlarin 6nemini arttirmistir (Ferguson et al., 2005).

Insanoglu, maruz kaldiklart mutajenlerin negatif etkilerine karsi, viicutlarinda var olan
dogal antioksidanlar ile korunmaktadirlar. Yasin ilerlemesine bagl olarak viicudumuzda var
olan dogal antioksidanlarin iiretiminde yavaslama meydana gelmektedir. Bu sebepten Gtiirii
insanlar disaridan antioksidan destegine ihtiya¢ duyarlar. Cesitli antigenotoksik bilesiklerin
kullanimi, canlilarin viicudunda olusan ve genotoksik ajanlarin neden oldugu DNA
hasarlarinin  etkilerini en aza indirgemek amaciyla arttirilmaktadir. Bu durumun,
mutasyonlarin neden oldugu kanser ve bunun gibi hastaliklardan korunmak i¢in 6nem tasidigi
bildirilmektedir. Artemisia dracunculus igeriginde antioksidan aktivite &zelligi olan
bilesiklerin var oldugu, ¢esitli in vivo ¢alismalar ile belirlenmistir. Polifenol olarak bilinen bu
faydali antioksidanlar, viicudumuzda bulunan serbest radikallere karsi giiclii bir savunma
sistemidir (Garcia et al., 2006; Taner, 2007; Madrigal-Bujaidar et al., 1998; Malins et al.,
2001).

Bu c¢aligmada bitkideki polifenolik igerikler belirlenmemistir. Ancak bitkinin ugucu ve

doymamis yag asitleri yoniinden analizi yapilmistir. Doymamis olduklarindan bu yag
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asitlerinin diger arastirmacilar tarafindan tespit edilen polifenoller gibi antioksidan etkide rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bir ¢aligmada, CCls (karbon tetrakloriir) ile 60 adet Wistar albino ratta
olusturulan akut karaciger hasarina karsi, tarhun yaprak ekstraktinin koruyucu etkisi
arastirilmistir. 6 hafta boyunca giin asir1 gavaj yoluyla 250, 500, 750 mg/kg dozlarinda AD
yaprak ekstrakti ve intraperitonal yol ile zeytinyagi ile karistirilmig CCls (0.2 mg/kg)
verilmistir. Deney sonrasinda ratlarin karaciger dokular1 histopatolojik acidan incelenmistir.
Etanolik AD ekstrakti verilen biitiin gruplarda, bitkinin histopatolojik ve biyokimyasal a¢idan
olumlu etki yarattigi, AD’nin ratlarin karacigerinde CCls etkisi ile olusturulan hasara karsi
koruyucu etki gosterdigi ve karacigeri giiclendirdigi rapor edilmistir (Giilpinar, 2012).

Zarezade ve arkadaglari, CClsile olusturulan hepatotoksisiteye karsi, tarhun bitkisinin
govde ve yaprak kisimlarindan elde edilen hidro-alkolik Artemisia dracunculus (HAAD)
ekstraktinin, ratlar {izerindekiantioksidan ve hepotoprotektif etkisini arastirmislardir. 36 adet
rata, 50, 100 ve 200 mg/kg HAAD 7 giin boyunca oral gavaj ile verilmistir. Calismada
yapilan FRAP (Fe3+ (ferik iyonu) indirgeme giicii), DPPH (Radikali giderme aktivitesi) ve
ABTS (Radikal katyon yakalama aktivitesi) biyokimyasal testleri sonucunda; HAAD’in giiglii
bir aktivite gosterdigi, olusan hepatik hasara karsi koruyucu etki sergiledigini rapor
etmislerdir (Zarezade et al., 2018).

Hong ve Ying yaptiklar1 bir ¢alismada; 6zofagus skuamoz hiicre karsinomuna kars,
Artemisia dracunculus bitkisinin siirgiin ve kok kismindan elde edilen ekstraktin ve
bilesenlerinin antitimor etkisini arastirmislardir. Mevcut karsinomun tedavisinde AD
ekstrakti kullanilmistir. Yapilan flow sitometri testi sonucunda; bitki ekstraktinin 6zofagus
hiicre karsinomuna karsi giiclii sekilde hiicre ¢ogalmasii Onleyici aktiviteler gosterdigi
goriilmistiir. Ayrica AD bitkisinden elde edilen sakuranetin ve 6-metoksikapillarisin
bilesenlerinin, 6zofagus skuamoz hiicrelerinde DNA hasarini indiikleyerek giiclii antikanser
etkiler sergiledigi gézlenmistir (Hong and Ying., 2015).

Modaresi ve arkadaslar fareler iizerinde yaptiklar1 bir caligmada, farelerin hematolojik
parametreleri iizerinde, hidro-alkolik AD yaprak ekstraktinin yaratacagi etkileri
arastirmiglardir. 5 gruba ayrilmis 40 fareye 20 giin boyunca giin asir1 sirasiyla 50, 100 ve 200
mg/kg dozunda hidro- alkolik AD yaprak ekstrakt1 verilmistir. Deney sonunda yapilan dl¢im
(RBC, WBC, nétrofil, monosit ve lenfosit) ve analizler (varyans test) sonucunda; kontrol
gruplarina oranla tedavi gruplarinda monosit, RBC ve WBC oranlarinda kayda deger bir
degisikligin yasanmadig1 goriilmistiir. 100 mg/kg ve 200 mg/kg tedavi gruplarinda, kontrol

gruplarina oranla lenfosit sayisinda azalis yasanirken, ndtrofil sayisinda anlamli bir artis
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yasanmigtir. Yapilan arastirma sonucunda, immiinostimiilatér bir ajan olarak tercih
edilebilecek ndtrofil tiretiminin, etanolik AD yaprak ekstrakti sayesinde uyarildigi sonucuna
varilmigtir (Modaresi et al., 2018).

Abraham, farelerde trans-anetol ve 6jenoliin antigenotoksik etkisini mikroniikleus testi
ile arastirmistir. Genotoksin olarak farelere 40-400 mg/kg oraninda trans-anethol, 50-500
mg/kg oraninda §jenol oral gavaj yol ile verilmistir. Genotoksin olarak verilen maddelerden
biri de siklofosfamid olmustur. CP farelere intraperitonal olarak verilmistir. Yapilan
mikroniikleus analizi sonucunda, farelere uygulanan trans-anethol ve Ojenoliin
siklofosfamidin neden oldugu genotoksisiteye karsi koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir
(Abraham, 2001).

Tiylii ve arkadaslariin yaptiklar ¢alismada; Artemisia dracunculus bitkisinden elde
edilen esansiyel yagin, anti-mikrobiyal, genotoksik ve sitotoksik etkisi arastirilmistir.
Calismada; Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Aspergillus
niger gibi toplam 28 adetmikroorganizma kullanilmistir. Kirby ve Bauer disk difiizyon
yontemi ile Artemisia dracunculus esansiyel yaginin belirtilen mikroorganizmalara kars1 anti-
mikrobiyal etki sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica mikroniikleus testi i¢in iki saglikli insandan
elde edilen periferik kan kullanilmistir. Sonug¢ olarak bitki ekstraktinin genotoksik etki
yaratmadig1 gozlemlenmistir (Tiyld ve ark., 2009).

Bolandian ve arkadaslari; 70 wistar ratinda asetik asit tarafindan indiiklenen tilseratif
kolite kars1 tarhun sulu yaprak ekstraktinin etkilerini aragtirmislardir. 10 giin boyunca ratlara
mesalazine, asacol ve asacol + tarhun sulu yaprak esktrakti oral gavaj yol ile verilmistir.
Deneyde yapilan Elisa testiyle birlikte histopatolojik incelemeler sonucunda; kontrol grubuna
gore, mesalazine ve asacol tedavi gruplarinda histopatolojik hasar artmistir. asacol + tarhun
sulu yaprak ekstrakti verilen tedavi gruplarinda ise olusan histopatolojik hasarin Snemli
diizeyde azaldigi goriilmiistiir. Sonug olarak tarhun sulu yaprak ekstraktinin anti-kolit etki
sergiledigi ve kolit tedavisinde dogal bir ila¢ olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir (Bolandian
etal., 2019).

Reza ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada; 48 wistar albino ratta tarhun sulu yaprak
esktraktinin, sulandirilmis fruktoza karsi antienflamatuar ve nosiseptif etkileri arastirilmistir.
Olusturulan 1. gruba higbir madde verilmemistir. 2. gruba 100 mg/kg oraninda tarhun sulu
yaprak ekstrakti, 3. gruba ise % 10 oraninda sulandirilmis fruktoz ve 100 mg/kg oraninda
tarhun sulu yaprak ekstrakti verilmistir. 4 haftanin sonunda; ratlarda olusturulan insiilin
direncinin, tarhun sulu yaprak ekstarakti tarafindan 6nemli sekilde azaltildig1r gosterilmistir

(Reza et al., 2015).
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Benli ve arkadaglari, AD’nin aseton, kloroform ve farkli iki konsantrasyondaki
metanol ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi iizerinde calismiglardir. Bu ekstraktlar, disk
diflizyonu yontemi ile 9 bakteri ve 4 maya susuna kars1 test edilmistir. Sonug olarak; AD’nin,
metanol ekstraktinin, aseton ve kloroform ekstraktlarina oranla mikroorganizmalara karsi
daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Benli ve ark., 2007).

Ribnicky ve arkadaglari, tarhun bitkisinin diyet takviyesi olarak kullaniminin
toksikolojik degerlendirmesi ile ilgili ratlar {izerinde ¢aligmalarda bulunmuslardir. Yapilan
caligmalar ve kullanilan AD yaprak ekstrakt dozlari; 14 giin tekrar doz oral toksisite ¢aligsmasi
(1000 mg/kg), 90 giin tekrar doz oral toksisite ¢alismasi (10, 100 ve 1000 mg/kg), ames testi
(5000 mg/kg) ve akut oral toksisite testi (5000 mg/kg) seklindedir. Yapilan calismalarda
tarhun bitkisinin ratlar tizerinde mutajenik etki yaratmadigi, bitkinin kullaniminin non-toksik
ve giivenilir oldugu tespit edilmistir (Ribnicky et al., 2004).

Halk arasinda hem tibbi amagh hem de tiikketime yonelik olarak kullanilan Artemisia
dracunculus L.’nin antigenotoksik, antifungal, antioksidan, antitiimoral vb. 6zellikleri birgok
in vivo ve in vitro ¢alisma ile bildirilmistir. Bu ¢alisma sonuglari, daha 6nce yapilan diger
calisma sonuglart ile benzerlik gostermektedir. Bu arastirma sonucuna gore; tarhun yaprak
ekstraktinin uygulanan dozlarmin (75-150 mg/kg) genotoksik etkili olmadigi ve siklofosfamid
tarafindan indiiklenen mikroniikleus artisin1 azalttig1 sdylenebilir. Kullanilan bitki ekstraktinin
ortaya c¢ikardigi antigenotoksik etkilerin tam anlamiyla belirlenebilmesi ve antigenotoksik
etkilerin hangi maddelerden kaynaklandiginin tespit edilebilmesi i¢in, bitki bilesenlerinin
yapisindaki kimyasallarin izole edilmesi gerekmektedir. Tarhun bitkisinden elde edilen
ektrakt igerisinde tespit edilecek kimyasal bilesiklerin etkilerinin sitogenetik analiz ve ileri
molekiiler testler ile tespit edilmesinin, konunun anlasilmasina fayda saglayacag: ileri

surilebilir.

TESEKKUR

Bu ¢aligma 2020-FM-03 nolu proje ile Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi (KAU BAP) tarafindan Yiiksek Lisans Tez projesi olarak
desteklenmistir. Bu calisma “Fare Kemik iligi Hiicrelerinde Siklofosfamid Tarafindan
Indiiklenen Genotoksisiteye Kars1 Tarhun (Artemisia dracunculus L.) Yaprak Ekstraktinin
Olas1 Koruyucu Etkisinin Mikrontikleus Testi ile Belirlenmesi” basliklt Yiiksek Lisans
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