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Ozet

Bitkiler tarafindan sentezlenen terpenler, lezzet, koku ve renk verici maddeler olarak gida ve kozmetik sektorlerinde,
antimutajen, antioksidan ve antikanserojen aktiviteleri ile de tip ve eczacilik alaninda siklikla kullanilmaktadir. Farkli
alanlarda kullanilan bu bilesikler, insanlar tarafindan bir¢ok {iriinle birlikte temas veya oral yolla viicuda alinmaktadir.
Bu ¢alismada dogrudan ya da dolayli olarak alinan guaiazulen ve abietik asit terpenlerinin doz-siire etkilesimine baglt
olarak genotoksik etkileri belirlenmistir. Bu amacla insan periferik kan kiltiirii kullanilmis ve in vitro mikroniikleus
(MN) testi ile ¢aligilmstir. Terpenlerin farkli konsantrasyonlarini igeren (25,50,100 ve 200 ppm) uygulama gruplarina
ait veriler terpenlerin ¢oziiciisii olan DMSO kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiki analizleri yapilmistir. Ancak
guaiazulen terpeninin en yiiksek uygulama grubu olan 200 ppm’de hiicre proliferasyonu gergeklesmemistir. Bu nedenle
bu uygulama grubu degerlendirmeye alinamamistir. Elde edilen verilere gore, guaiazulen ve abietik asit terpenlerinin
insan lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus frekansinda artiga neden olduklar1 ve konsantrasyon artisina bagli olarak
sitotoksik ve genotoksik aktivite sergiledikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Terpenler, genotoksisite, lenfosit kiiltiirii, mikroniikleus.

DETERMINATION OF “SECONDERY METABOLITE”
GENOTOXIC POTENTIALS OF ABIETIC ACID AND
GUAIAZULENE TERPENES BY IN VITRO MICRONUCLEUS
TEST

Abstract

Terpenes, which are synthesized by plants, are frequently used in food and cosmetics sectors as flavor, fragrance and
coloring agents, and in the field of medicine and pharmacy with their antimutagen, antioxidant and anticancer activities.
These compounds, which are used in different fields, are taken into the body by people in contact or orally with many
products. In this study, genotoxic effects of guaiazulene and abietic acid terpenes taken directly or indirectly were
determined depending on the dose-time interaction. For this purpose, human peripheral blood culture was used and
studied with in vitro micronucleus (MN) test. The data of the application groups containing different concentrations of
terpenes (25,50,100 and 200 ppm) were compared with the DMSO control group, which is the solvent of the terpenes,
and statistical analyzes were performed. However, cell proliferation did not occur in 200 ppm, the highest application
group of guaiazulene terpenine. Therefore, this application group could not be evaluated. According to the data
obtainend, it has been determined that guaiazulene and abietic acid terpenes cause an increase in micronucleus
frequency in human lymphocyte cells and exhibit cytotoxic and genotoxic activity depending on the increase in
concentration.
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1. GIRIS

M.O. 3000°li yillara dayanan ve tarihin her déneminde Eski Cin, Hindistan ve Tibet’ten Ortadogu’ya,
Mezopotamya’dan Amerika yerlilerine, Afrika’dan Eski Roma’ya kadar farkli cografyadaki kiiltiirlerin,
kendi tarihsel gelisimleri i¢erisinde endemik bitkileri farkli amaglarla kullandiklar1 bilinmektedir (Evert ve
Eichorn, 2016). Bir¢ok amagla kullanimlarinin yani sira Eski Misirlilar, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan
temelleri atilmig olan sifali bitkilerle tedavi yontemleri, daha sonraki caglarda insanlar tarafindan da
kullanmis, zenginlestirilmis ve 19. yiizyilda sifali bitkilere ait bitki bilesenlerinin sahip olduklar: aktiviteler
detayli bir seklide arastirilmaya baslanmistir (Erdogan, 2012). Giinlimiizde de bitki bilesenlerinin
aragtirilmasi hem bilimsel hem de ekonomik ydnden olduk¢a énem arz etmektedir. Ozellikle son yillarda
artan sentetik iiriinlerin kullanimindan uzaklagsmak isteyenlerin bitki bilesenlerine olan ilgisinin arttig
goriilmektedir (Dage1 ve Digrak, 2005; Kilig, 2005; Ahiskalioglu, 2007). ilagc hammaddesi olarak ve
alternatif tip yontemlerinde kullanilan bitki bilegenleri, gida ve kozmetik sektérlerinde de kullanilmaktadir.

Olduk¢a genis kullanim alani olan bu bitki bilesenlerinin siklikla tercih edilenleri bitkilerin kok, ¢igek,
yaprak gibi kisimlarindan elde edilen sekonder metabolitlerdir. Sekonder metabolitler bitkilerin normal
metabolik reaksiyonlarinda gorev almazlar. Fakat bulunduklart canlinin diger yabanci tiirlere karsi
miicadelesinde (Verpoorte ve ark., 1994), kuraklik, tuzluluk, UV 1smlar1 gibi ¢evresel stres sartlarina uyum
saglamasinda (S6kmen ve Giirel, 2001), tozlasma ve simbiyotik iligkilerin kurulmasinda (Briksin, 2000),
bakteriyel ya da fungal patojenlere karsi gelistirilen savunma mekanizmalarinda (Osbourn, 1996) rol
almaktadirlar. Sekonder metabolitler igerisinde tanimlanan 2000°den fazla bilesenin en yaygin olanlarindan
birisi de terpenlerdir. Terpenler antialerjik, antioksidan, antienflamatuvar, antimikrobiyal, antikanser ve
antidiyare gibi aktiviteleri ile alternatif tipta, (Yamamoto ve ark., 2001; Cushnie ve Lamb, 2005; Friedman,
2007; Cazarolli ve ark., 2008; Cushnie ve Lamb, 2011; Manner ve ark., 2013) renk ve aroma verici olarak
da gida ve kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir (Kirbag ve Bagc1, 2000). Ozellikle sentetik iiriinlerden
kurtulmak isteyen toplumlar tarafindan siklikla kullanilan terpenler, izopren birimlerinden olugmakta ve
izopren sayisina gore monoterpen, seskiterpen, diterpen, triterpen tetraterpen ve politerpen seklinde
siiflandirilmaktadir.

Ancak Ibn-i Sina'nin “her bitki ilag, her bitki zehir” ifadesi unutulmamalidir. Séyle ki; seskiterpenlerin bir
¢esidi olan ve yabani kimyongiller olarak bilinen Guaiacum officinale, G. sanctum, G. coulteri tiirlerinde,
papatya (Matricaria recutita)’da, mavi siit mantarinda (Lactarius indigo) ve yumusak mercanlarda pigment
olarak bulunan (Fiori ve ark., 2011) guaiazulen (GUA) terpeni antialerjik, antienflamatuvar ve
antimikrobiyal aktivite gosteren bir metabolittir (Andersen, 1999; Guarrera ve ark., 2001). Ancak kozmetik
alaninda cilt iyilestirici ajan olarak kullanilan GUA’nin yiiksek dozlarda Salmonella typhimurium TA98,
TA100 suslarina uygulandigi zaman mutasyona sebep oldugu goérilmiistiir (Wang ve ark., 2003). Togar ve
ark., (2015a) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada, farkli dozlarda GUA’nin fare néronlarinda ve N2a
noroblastom hiicrelerinde total antioksidan seviyesini azaltirken total oksidan seviyesini artirdigi, insan
periferal lenfositlerinde ise sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir (Togar ve ark., 2015b). Terpenlerin bir
iiyesi olan ve kozalakli agaglarin reginelerinde bulunan abietik asit (ABA) diterpeninin de bakteriyel
enfeksiyonlara kars1 giliglii bir iyilestirici ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Fallarero ve ark.,
2013). Yine Pimenta racemosa (yenibahar bitkisi)’dan elde edilen ABA, fare ve siganda meydana gelen
kulak, penge vb. 6demlere kars1 antienflamatuvar etkili bulunmustur (Fernandez ve ark., 2001).

Ancak dehidroabietik asit ve abietik asitin hem akut hem de kronik uygulanmasi sonucu artan
konsantrasyona bagli olarak (0,25-8 mg/L) Daphnia manga (su piresi)’da hayatta kalma siiresini kisalttig
ve total viicut biiyiikligiinde kii¢ciilmeye sebep oldugu gozlenmistir (Kamaya ve ark., 2005). Yine Peng ve
Roberts (2000)’a gore, akut uygulama ile izopimarik asit, pimarik asit ve ABA metabolitleri Salmo
gairdneri (gokkusag: alabaligi) ve D. manga’da toksik etkiye dayali olarak bu organizmalarin hayatta
kalabilme oranlarini azaltmustir. Benzeri durum farkli terpenlerin kronik olarak uygulanmasi sonucunda D.
melanogaster’in Oregon-R yabanil soyunda da goézlenmistir. Guaiazulen, stigmasterol ve retinol gibi
terpenler hem disi hem de erkek popiilasyonlarinda 6miir uzunlugunu kontrol gruplarina goére anlaml
diizeyde kisaltmistir (Celik ve Uysal, 2019; Orung ve Uysal, 2018; Uysal ve Orung, 2018).

Glintimiizde, hizli endiistrilesmeye bagli olarak ¢evresel kirliligin giderek artmasiyla, canlilar daha fazla
fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla gii¢lii toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve 6nlemler alma ihtiyaci kaginilmaz olmaktadir. Bu nedenle, in
vitro mikroniikleus (MN) testi genotoksik ajanlarin hizla tespit edilebilmesi i¢in, kromozom analizine gore

2



TUBAV Bilim 13 (2) 2020 1-10 H. Celik, H. Uysal

kolay uygulanabilmesi ve daha fazla sayida hiicre incelenebilmesi bakimindan yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sunulan bu ¢alismada, GUA ve ABA terpenlerinin doz-siire etkilesimine bagh olarak
olas1 genotoksik etkileri MN test yontemiyle arastirilmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

In vitro mikroniikleus testi igin, kontrol ve uygulama gruplarmi iceren iki deney seti hazirlanmustir. {1k
deney seti distile su ve terpenlerin ¢oziiciisii olan dimetil siilfoksit (%1 DMSO) negatif kontrol gruplari ile
genotoksik etkisi bilinen etil metansiilfonat (1 ppm EMS) pozitif kontrol gruplarindan olugmaktadir. Diger
deney seti ise GUA (Sekil 1) ve ABA (Sekil 2) terpenlerinin 6n denemeler ile belirlenen dort farkli
konsantrasyonu (25, 50, 100 ve 200 ppm) ile hazirlanan uygulama gruplaridir.

H3GC HG CH, CH, CH,
ey e VAAA
- o
HsC CH,
Sekil 1. Guaiazulenin kimyasal yapisi Sekil 2. Abietik asitin kimyasal yapisi

2.1. Donor Se¢imi

Sigara ve alkol kullanmayan, yakin zamanda enfeksiyonal herhangi bir hastalik gecirmemis ve herhangi bir
hastaliga bagli olarak siirekli ilag kullanimi olmayan 23-30 yaslarinda saglikli erkek ve kadinlardan alinan
periferik kan kullanilmistir (Bolge Egitim Hastanesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (BEAH KAEK),
2018/12-113).

2.2. Hiicre Kiiltiiriiniin ve Mikroniikleus Preparatlarinin Hazirlanmasi

I1k olarak iki deney setindeki steril kiiltiir tiiplerine Kromozom Medyum B’den 6 ml konulmustur. Medyum
konulan her tiip icerisine saglikli donérden alinan 1/10 heparinize kandan 0,5 ml eklenip, tiipler 37+1°C’lik
etiivde 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 24. saatinde olasi toksik/genotoksik etkilerin
belirlenebilmesi amaciyla uygulama gruplarmma ait tiiplere GUA ve ABA terpenlerinin farkli
konsantrasyonlari (25, 50, 100 ve 200 ppm) ayri1 ayr1 eklenmistir. Daha sonra sitokinezin durdurulmast igin
inkiibasyon baglangicinin 48. saatinde son konsantrasyonu 3 pg/ml olan sitokalazin-B’den tiim kdiltiir
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tiiplerine eklenerek hafif¢e vortekslenmis ve 72 saatlik inkiibasyonun tamamlanmasi igin tekrar etiive
konulmustur.

72 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlanan tiipler 6ncelikle 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda siipernatant kismi atilmig ve dipte kalan pellet iizerine 37°C sicakliga getirilen hipotonik ¢ozeltiden
5-6 ml yavas yavas eklenmistir. Hipotonik ¢ozeltisi eklenen tiipler 37°C’ye ayarlanmis etiivde 25 dk
bekletilmis ve siire sonunda tekrar 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant1 atilan tiipler
icerisine taze olarak hazirlanan ve -20°C bekletilen soguk tespit ¢ozeltisinden 7 ml ilave edilmistir. Daha
sonra tekrar 1000 rpm’de 10 dk santriflij edilmis ve yine siipernatant kismi atilmistir. Tespit ¢ozeltisi ve
ardindan yapilan santrifiij uygulamas: berrak bir goriiniim elde edilinceye kadar yaklagik 3 defa
tekrarlanmis ve en son tiiplerdeki silipernatantlar atilmistir. Kalan pellet pipetaj yapilarak temizlenmis ve -
20°C’de tespit ¢ozeltisi igerisinde bekletilen lamlara damlatilmistir. Damlalar birbirinin iizerine gelmeden
lama iyice yayilmasina dikkat edilerek yaklasik 20-25 cm yiikseklikten birakilmistir. Hazirlanan preparatlar
boyama dncesi kurutulmustur. Kuruyan preparatlar 80 ml Giemsa buffer igerisine 4 ml Giemsa boyasi
eklenerck hazirlanan ¢6zeltide yaklasik 15-17 dk bekletildikten sonra musluk suyundan gegirilip oda
sicakliginda kurutulduktan sonra incelemeye hazir hale getirilmistir (Fenech, 2000).

2.3. Mikroniikleus Preparatlarinin Mikroskobik Incelemesi

Hazirlanmis olan preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda 6nce 10’1uk sonra 40°lik objektif ile incelenmis
ve her uygulama grubu icin hazirlanan preparatlarda 1000 adet biniikleer (iki niikleuslu) hiicre sayilmistir.
Biniikleat hiicrelerde de 1, 2 ya da daha fazla mikroniikleus i¢erenler sayilarak kaydedilmistir (Sekil 3a-d).

2.4. Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Analizi

Calisma sonucunda elde edilen veriler ile MN frekansi ve niikleer boliinme indeksi (NBI)’ne ait istatistiksel
analizler igin, SPSS 13.0 programu kullanmilmigtir. Kontrol ve uygulama gruplari arasindaki karsilagtirmalar
i¢in tek degiskenli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testleri uygulanmuistir.

3. BULGULAR

GUA ve ABA terpenlerinin doz-siire etkilesimine bagl olarak genotoksik etkili olup olmadigmin
belirlenmesi i¢in yapilan bu ¢aligsmada, insan periferik kan kiiltiirii kullanilmigtir. Kisa siireli genotoksisite
testlerinden birisi olan MN testi i¢in terpenlerin dort farkli konsantrasyonu (25, 50, 100 ve 200 ppm)
protokole uygun olarak kan kiiltiirlerine ilave edilmistir (Fenech, 2000). Elde edilen tiim veriler Tablo 1 ve
Tablo 2’de verilmistir. Distile su ve DMSO negatif kontrol gruplari i¢in hazirlanan preparatlarda biniikleat
hiicrelere (BNH) ait sirasiyla 7 ve 8 MN sayilmistir. Bu gruplarin MN yiizdeleri de distile su i¢in 0,7+0,17
ve DMSO i¢in 0,8+0,39 olarak hesaplanmistir. EMS pozitif kontrol grubunda ise 1000 BNH i¢in toplam 43
MN go6zlenmistir. Bunlar 35 BNH’de 1 MN, 5 BNH’de 2 MN ve 3 BNH’de de 3 MN olarak tanimlanmuigtir
(Sekil 3a-d). MN ylizdesi de 4,2+1,16 olarak hesaplanmistir (Tablo 1). Elde edilen bu verilere gore negatif
kontrol gruplart arasinda istatistiki olarak fark bulunmamaktadir (P>0,05). Ancak negatif ve pozitif kontrol
gruplar arasindaki fark P<0,05 diizeyinde onemlidir.

Genotoksik etkili olup olmadig1 belirlenmeye calisilan terpenlerin tiim uygulama gruplarina ait veriler,
DMSO negatif kontrol grubu ile karsilastirilmistir. GUA terpeninin 25, 50 ve 100 ppm uygulama
gruplarinda sirasiyla toplam 9, 15 ve 19 MN sayilmis ve % MN degerleri de yine sirasiyla 0,9+0,25,
1,5+0,12 ve 1,9+0,08 olarak hesaplanmistir. Yapilan istatistiki degerlendirmeler sonucu DMSO kontrol
grubu ile 25 ppm GUA uygulamasi arasindaki fark 6nemsizken (P>0,05) 50 ve 100 ppm uygulama gruplari
arasindaki fark P<0,05 diizeyinde onemli bulunmustur (Tablo 1). Ancak GUA’nin en yiiksek
konsantrasyonu olan 200 ppm’de MN incelemesi i¢in yeterli sayida hiicre elde edilememistir. Bu da 200
ppm GUA’nin doz artisina baglh olarak sitotoksik etkisinin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Sitotoksik etkinin belirlenmesi i¢in hesaplanan niikleer boliinme indeksine (NBI) ait degerler distile su
negatif kontrol grubunda 1,52+0,11 ve DMSO negatif kontrol grubunda 1,54+0,17 iken EMS pozitif
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kontrol grubunda 1,29+0,013 diir. NBI degerleri bakimindan negatif kontrol gruplar1 arasinda herhangi bir
fark bulunmazken negatif ve pozitif kontrol gruplari arasindaki fark P<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmugtur
(Tablo 1).

GUA uygulamalarina ait NBI degerleri de 25, 50, 100 ppm igin hesaplanmis ve bu degerler sirasiyla
1,310,012, 1,210,012 ve 1,12+0,02 olarak bulunmustur. NBI degerleri bakimindan konsantrasyon
artisina bagli olarak gozlenen bu diisiis, hem tiim uygulama gruplar1 arasinda hem de DMSO kontrol
grubuna gore P<0,05 diizeyinde dnemlidir (Tablo 1).

Tablo 1: Guaiazulen uygulama gruplarina ait MN bulgular1 ve istatistiksel analiz sonuglar1

BNH icindeki MN
Uygulama . ) .
Distile Su 1000 7 - - 0,7+0,17¢ 1,52+0,112
DMSO (%1) 1000 8 - - 0,8 + 0,391 1,54+0,172
EMS (1 ppm) 1000 35 5 3 42+ 1,168 1,29 +0,013°
25 ppm GUA 1000 9 - - 0,9 +0,25¢ 1,31+0,012°
50 ppm GUA 1000 13 2 - 1,5+0,12° 1,21+ 0,012°¢
100 ppm GUA 1000 17 1 1 1,9 + 0,08 1,12+ 0,02¢
200 ppm GUA 1000 - - - - -

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda fark P<0,05 diizeyinde dnemlidir.

—
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Sekil 3: Biniikleat hiicrelerde; a ve b) 1’li MN, ¢) 2°1i MN, d) 3’lii MN (10x40)

Genotoksik etkisi aragtirilan bir diger terpen olan ABA i¢in de ayn1 konsantrasyonlar ile ¢alisiimis ve 25,
50, 100 ve 200 ppm uygulama gruplarinda sirastyla 1°1i, 2’li ve 3’lii olmak iizere toplam 8, 11, 14 ve 16
MN goriilmistiir (Tablo 2, Sekil 3a-d). MN sayisina gore hesaplanan % MN degerleri de yine sirasiyla
0,8+0,33, 1,1+0,11, 1,4+0,08 ve 1,6+0,06’dir. Yapilan istatistiki analizlerde DMSO kontrol grubuna gore
25 ppm ABA uygulama grubu hari¢ diger ii¢ uygulama grubuna ait degerler P<0,05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Yine tiim ABA uygulama gruplarina ait NBI degerleri de hesaplanmus ve distile su ile DMSO
kontrol gruplarinda 1,52+0,11 ve 1,54+0,17 olarak hesaplanan NBi, uygulama gruplarinda 1,23+0,17’den
1,07+0,06’ya kadar gerilemistir (Tablo 2). 25, 50, 75 ve 100 ppm uygulama gruplar1 i¢in hesaplanan bu
degerler DMSO kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Tablo 2: Abietik asit uygulama gruplarina ait MN bulgular ve istatistiksel analiz sonuglar

BNH icindeki
Uygulama . MN

Gruplan Incelenen BNH OAMN Niikleer Boliinme

Sayisi 'l 2L 3l indeksi (NBI)

Distile Su 1000 7 - - 0,7 +0,17¢ 1,52+0,112

DMSO (%1) 1000 8 - - 0,8 + 0,394 1,54+0,172

EMS (1 ppm) 1000 3% 5 3 42+ 1,162 1,29 +0,013°

25 ppm GUA 1000 8 - - 0,8 + 0,334 1,23+0,17°

50 ppm GUA 1000 9 2 - 1,1 £0,11¢ 1,18 +0,017¢

100 ppm GUA 1000 2 1 1 14+0,08 1,07 + 0,06°

200 ppm GUA 1000 14 1 1 1,6+006 1,24 +0,02¢

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen degerler arasinda fark P<0,05 diizeyinde dnemlidir.

4. TARTISMA

Bitkilerden dogal olarak elde edilip hem bilimsel hem de ekonomik yonden degerlendirilen terpenlerin, ilag
hammaddesi ve pigment olarak eczacilikta, katki maddesi, lezzet verici ve boya olarak gida iiretiminde,
pestisit olarak ziraat ve hayvancilikta, renk ve koku verici madde olarak da kozmetik sektoriinde
kullanildiklar1 bilinmektedir (Hammer ve ark., 1999; Mouhssen, 2004). Ayrica farmakolojik 6zellikleri
incelenerek aromaterapi ve fitoterapi alaninda da kullanilabilen terpenlerin, gesitli bio-aktiviteleri nedeniyle
diyabet, damar tikanikligi, alzheimer, kanser gibi oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavisinde
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kullaniminin yaygin oldugu gesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Kirbag ve Bagci, 2000; Arica,
2017). Ancak terpenlerin toksik, genotoksik ve mutajenik etkili olabilecegi de belirlenmistir (Gomes-
Carneiro ve ark., 1989; Franzios ve ark., 1997; Stammati ve ark., 1999; ipek ve ark., 2005).

Literatiirde terpenlerin genotoksik &zelliklerini belirlemeye yonelik daha dnce yapilmis gesitli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Ancak caligmalarimizda kullandigimiz ABA diterpeni ve GUA seskiterpeninin neden
oldugu mikroniikleus uyarimina iliskin herhangi bir calismaya rastlanilmamigtir. Bu nedenle elde ettigimiz
sonuglar, daha 6nce farkli terpenler ile yapilan ¢alismalarin sonuglari ile karsilastirilacaktir. Soyle ki; Dizel
agaci olarak da bilinen Copaifera langsdorffii, tropikal bir yagmur ormani agacidir. Bu bitkiden elde edilen
ve GUA gibi bir seskiterpen olan kopaenin, yiiksek konsantrasyonlarda (200 ve 400 mg/mL) insan lenfosit
hiicrelerinde proliferasyonu baskilamakta, yine ayni uygulama gruplarinda membran hasar1 ile hiicre
6limleri meydana gelmektedir (Meky ve ark., 2001; Turkez ve ark., 2014). Cardoso ve ark., (2017) na gore,
Copaifera (baklagiller)’dan elde edilen ve bir diterpen olan kaurenoik asit, mide kanseri ve normal mide
mukoza hiicre (MNPO1) hatlarinda DNA hasarin1 indiikleyerek genotoksik aktiviteyi ve ozellikle
mikroniikleus frekansini doz artigina bagli olarak artirmaktadir. Yine bir seskiterpen olan lynnopholid insan
lenfositlerde (Canalle ve ark., 2001), Pteridium aquilinum (kartal egreltisi)’dan elde edilen ptaquilosid
seskiterpeni de Cin hamsteri akciger hiicre hattinda (CHL) 4,5 ug/mL gibi diisiik dozlarda bile kromozom
aberasyonlarina sebep olmustur (Matsuoka ve ark., 1989). Casearia sylvestris (sogiitgiller)’den elde edilen
kleradon diterpeninin fare kan hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda (50 ve 75 mg/kg) DNA hasarina
yol acarak MN frekansinda artisa neden oldugu da Oliveira ve ark., (2009) tarafindan gdzlenmistir. Bu
caligmalarin sonuglari bizim bulgularimiz ile son derece uyumludur.

Timol ve karvakrol gibi terpenlerin de genotoksisitesini belirlemek i¢in daha 6nce yapilan bir ¢aligmada,
sican kemik iligi hiicreleri kullanilmis ve farkli dozlarda karvakrol ve timol terpenlerinin yapisal ve toplam
kromozom anormalliklerini 6nemli 6lglide uyardiklari tespit edilmistir (Azirak and Renciizogullari, 2008).
Bu iki terpen tiim uygulama gruplarinda mitotik indeksi de doza bagli olarak azaltmistir. Yapilan bir diger
calismada 6zellikle gidalart mikrobiyal kontaminasyonlardan korumak i¢in kullanilan ve karanfil, kekik,
tar¢in, zencefil gibi kolay erisilebilir bitkilerden elde edilen timol, gingerol, 6jenol, mirsen, metil §jenol
gibi cesitli terpenlerin kopek kemik iligi mezenkimal hiicreleri ve enterosit hiicreleri (ince bagirsak
mukozasinin epitelinde bulunan emme hiicreleri)’nde toksik etkili oldugu Ortega ve ark., (2016) tarafindan
belirlenmistir. Eisen ve ark., (2004)’na gore, gerek gidalara lezzet vermek igin gerekse insanlarda dental
analjezik olarak kullanilan 6jenol, beta-karyofilen, metil 6jenol ile humulen gibi terpenler de konsantrasyon
artigina bagli olarak karaciger yetmezligine sebep olabilmektedir. Ojenoliin Caco-2 hiicresinde (insan epitel
kolorektal adenokarsinom hiicresi/kolon kanseri hiicresi) toksik (Slamenova ve ark., 2009), fare kemik
iliginde de tiimér olusumlarini indiikleyici etki gosterdigi bildirilmistir (Ding ve ark., 2011). Togar ve ark.,
(2015b), gida ve kozmetik sektorlerinde kullanilan guaiazulen terpeninin farkli konsantrasyonlarinin (10,
25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 400 mg/L) néron hiicrelerinde total antioksidan seviyesini azaltirken total
oksidan seviyesini artirdigini bildirmistir. Yine ayni arastirmacilarin bir baska ¢alismasinda da farkli
konsantrasyonlarda uygulanan (0-400 pg/ml ') guaiazulenin insan periferal lenfosit hiicrelerinde sitotoksik
etkili oldugu belirlenmistir (Turkez ve ark., 2014).

Hiicrelerdeki genetik hasarin dolayli gostergesi olarak degerlendirilen MN testi, fiziksel veya kimyasal
ajanlarin, ¢evresel kirleticilerin, gida katki maddelerinin mutajenik, karsinojenik ve genotoksik etkili olup
olmadiginin  belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan kisa siireli biyo-izleme testi olarak
tanimlanmaktadir. Fiziksel ya da kimyasal uyaranlar mitotik dongii esnasinda mekanizmay1 degistirerek
ornegin; Gl fazinda replikasyon enzimlerini ve tiibiilin proteinlerini, S fazinda DNA sentezini ve ig
ipliklerini inhibe ederek ya da G2 asamasinin bloke edilmesi ile bir sonraki bdliinme fazlara gegebilen
hiicre sayisinda azalmaya neden olarak (niikleer boliinme indeksinin azalmasi) genotoksik etkilerini
gosterirler. Uyaranlara bagli olarak hiicre siklusunda gozlenebilecek bu genotoksik etkiler, kromozomal
aberasyonlar1 (KA) da tetikleyebilir. KA’larin temel nedeni kromozom veya kromatit tipi kirtlmalar ile geg
kalmig (kalgin) kromozomlardir. Mitoz boliinme esnasinda ig ipliklerinde meydana gelebilen/gelebilecek
hasarlar, sentromer olusumunda ya da sentromer bdliinmesinde gozlenebilecek hatalar, kromozomlarin ig
ipligine tutunamamasina sebep olmaktadir. Ozellikle tam bir kromozom kaybinin meydana gelmesi sayisal
KA’y1 tetikler (anojenik etki) ve sonugta andploid hiicreler meydana gelir. Kromozom veya kromatit tipi
kirilmalar ise gogunlukla asentrik fragmentlerin olusumunu tetikleyerek klastojenik etkiye sebep olurlar.
Boliinme sirasinda ister anojenik etki ile tam bir veya birkag kromozom kayb1 olsun ister klastojenik etki
ile kromozomal segment kayiplari meydana gelsin tiimii genotoksik etki ile MN olusumuna neden
olmaktadirlar. Sitotoksik etki de NBI’de diisiise sebep olmaktadir.
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Sunulan bu ¢aligmadan elde edilen tiim veriler, her iki terpenin de konsantrasyon artigina bagli olarak
yukarida belirtilen hiicre bolinme mekanizmalarinda degisikliklere neden olarak genotoksik ve sitotoksik
etkiler olusturdugunu gostermistir. Bintikleat hiicrelerde gozlemis oldugumuz 1, 2 veya 3 MN olusumu,
artan konsantrasyona bagli olarak GUA ve ABA terpenlerinin anojen ya da klastojen ozellige sahip
oldugunu/olabilecegini diisiindiirmektedir. Tablo 1 ve Tablo 2°de terpen uygulama gruplarinda gozlenen
%MN oraninda kontrol gruplarina gére gézlenen artis bizim bu goriisiimiizii destekler niteliktedir. Bu
sonuglara gore “somatik hiicrelerde gozlenen MN sayisindaki artis, ABA ve GUA terpenlerinin genomik
kararsizliklar1 uyardiginin gostergesidir” diyebiliriz.
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