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OZET

Hypericum tirleri binlerce yildir Turkiye'de geleneksel aptullaniimaktadir. Bu ¢calmada
Hypericum heterophyllum’'un genotoksik etkilerini belirlemek icin su ekdttiari ile insan
lenfositleri inkiibe edildi. Artan ekstrakt konsagtyonlari mikronikleus oranini indikledi.
MikronUkleus oranindaki agtl yiksek konsantrasyonlardelypericum heterophyllum
tirinin karsinojenik ve genotoksik olabilgoe gostermgtir. Mitotik indeks ve replikasyon
indeksi dgerleri de Hypericum heterophyllum’un artan ekstrakt konsantrasyonlari ile
yukselmitir. Bu sonuclarHypericum heterophyllum tiranin proliferatif 6zellikler ve
proliferatif etkiler kadar sitotoksik ozellikler vsitotoksik etkiler gosterebilegmi isaret
etmektedir. Mikronikleus ile yearasinda pozitif korelasyon gozlentii Ayrica bayanlarin
ve erkeklerin mikroniikleus oranlari arasinda daitfjozorelasyon gozlenngtir. Yas ile
mitotik indeks ve replikasyon indeksi gileri arasinda ise negatif korelasyon gozletimi
Mikronikleus, mitotik indeks ve replikasyon indek&erine bu tirden izole edilen ana

bioaktif bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi i¢in ileri camalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozcukler: Hypericum heterophyllum, Genotoksik, Mitotikindeks, Replikasyon

Indeksi, Mikroniikleus



THE EFFECTS OF HYPERICUM HETEROPHYLLUM VENT. ON
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ABSTRACT

Hypericum species have been used in traditional medicineunkély for thousands of years.
In this study, in order to determine the genotoaffect of Hypericum heterophyllum,
human lymphocytes was incubated with the aqueousadx. The increasing extract
concentrations ofHypericum heterophyllum induced micronucleus rate. The rise of
micronucleus shows thatlypericum heterophyllum at high concentrations may become
carcinogenic and genotoxic. Mitotic index frequescand replication index values increased
with increasing extract concentrationstbfpericum heterophyllum too. The results indicate
the cytotoxic effects as well as proliferative effeand suggest that the extracts of the
compounds exhibit cytotoxic properties as well a®tic and proliferative properties. The
positive correlation was observed between micraugl and age. Also, the
positive correlation was observed between micrauglrates of female and male. The
negative correlations were observed between mitotdex and age, replication index and
age. Further studies will be needed to determine d¢ffects of the main bioactive

components isolated from this species on micromgglaitotic index and replication index.

Keywords: Hypericum heterophyllum, Genotoxic, Mitotic Index, Replication Index,

Micronucleus
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1. GIRIS

Bitkilerin yalnizca besin maddesi olarak gde pek cok hasta@in tedavisinde
kullaniimasi insanlik tarihi kadar eskidir. Bitkilégerdikleri maddelerle insan ve
hayvan sgligi yoninden dnem galar [1]. Dlinya ntfusunun artmasi ve endustrinin
gelismesi sonucu dgal kaynakl bitkilerden elde edilen etken maddeleri
kullanilabilirlili ginin artmasi sonucunda bu drtnlere olan talepte gak bir arts

oldugu gozlemlenmtir [2].

Tibbi acidan dnemli olan bitkiler, tim dinya Ulketee oldgu gibi Turkiye'de de
yillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedawsiaciyla kullaniimaktadir. Tibbi

bitkilerin yaygin olarak kullaniimaya klanmasinin bazi 6nemli nedenlgunlardir:

I- Yeterli diizeyde bir kimya endustrisine sahip ajran kalkinmakta olan Ulkelerde,
bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedalanagl sgzglanmaktadir. Bu agidan
Misir, Hindistan ve Pakistan gibi Ulkeler buytk gatler sarf etmekte ve olumlu
sonugclar almaktadirlar.

2- Tedavi alanina sokulan yeni sentetik maddeleamnlarinda goérulen tehlikeli yan
etkiler.

3- Bazi bitkisel ilag ham maddelerinin, sentetikrdardan daha ucuza ve daha basit
elde edilebilme olanaklari. Steroid Wilder, kina kina alkaloidleri, afyon
alkaloidleri, atropa alkaloidleri, digitalis glikakeri bu yoéndeki uygulamalara 6rnek
verilebilir.

4- Bitkisel ilaclarin dger bir Ustin yani da etki alanlarinin daha gesimasidir.
Sentetik bilgikler genellikle bir tek etkiye sahiptirler ve banin bazilarinin yan

etkilerini dnlemek i¢in dier bazi ilaclara ihtiya¢ duyulur [3].

Bitkisel droglarda, etkili saf bikgklere oranla, effektif doz ile letal doz arasindak
mesafe oldukca gegtir. Bu nedenle, bitkisel droglar ile zehirlener@kim ihtimali
saf etkili maddelere oranla daha azdir. Bu da lmllsinda, etkili madde yerine

bitkisel droglarin kullanilmasinin tercih edilmesineden olmaktadir.



Blnyelerinde ¢ok dgsik yapida kimyasal maddelerin buluriubitkisel droglarin
insan sgligl acisindan okturabilecgi risklerin argtiriimasi gerekmektedir. Bu
konuda yapilan c¢aimalarin énemli bir bolimund de bitkisel droglarimtagenik ve

genotoksik aktivitelerinin agairilmasi tgkil etmektedir [4,5].



2. GENEL BILGILER

2.1.Hypericum L.
Hypericumcinsinin kullanim alanlari ve amaclari ile genetlikleri sbyledir.

2.1.1.Hypericum Cinsinin Kullanim Alanlari ve Amagclari

Gecmiten gunumuze bitkiler ilaglarin  bieninde kullaniimg, insan sglig
acisindan bircok olumlu sonuclari ortaya cigmi Bitkilerin ilag yapiminda
oynadgi iki rol vardir;
1) flag yapiminin temelinde yer alabilirler, yani gab olarak Uretimde
kullanilirlar,

2) Bitkisel bir ila¢ olarak tedavide kullanilirlar [6]

Tibbi acidan 6nem kazanan bu bitkilerden en Onernmiien birideHypericum
cinsidir. Cok eski zamanlardan beri yaygin olarelavide kullanilarHypericum
cinsinin adi Yunanca'da ‘hayalet, kéti ruh defedemlamindadir. Bu bitkinin
seytani ve koétl diiinceleri kovdgu ve koruyucu gucunin bulungiuna inanilirdi.
Ayrica Hypericum Hiristiyan azizlerinden biri olan St. John’lasKilendirilmistir.
Hypericumun ciceklenmeye B&adigi 21-24 Haziran doneminde St. John’un
dogduguna Hypericumun yapraklarinda kirmizi beneklerin belirgistigi Agustos
doneminde ise St. Jhon’nun o6ldurigdine ve bu nedenle de bitkinin kanada
inanilirdi. St. John’s Wort olarak adlandirilanttatki St. John guni adi verilen 6zel
gunlerde toplanir [7].

Tibbi acidan 6nemli olan bitkiler, tim duiinya tlkélee oldgu gibi, Turkiye'de de
yillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedaésiaciyla kullaniimaktadir [3].
Tarkiye yuzyillar boyunca géli medeniyetlerin gelip yerlgmesinden dolayi zengin
bir kiiltiire, flora ve kendine 6zgu bir halk tibbisahip olmgtur. Akdeniz,iran-

Turan, Avrupa-Sibirya gibi U¢ farkh fito@pafik alanin igerisinde zengin bir bitki

florasini kapsamaktadir [8].



Hypericumcinsinin bir¢ok turt Ulkemizde bazi bakteriyal l@dtiarinin, mide ve
bagirsak iltihaplarinin tedavisinde halk ilaci olardullanilir [9]. Geleneksel

tedavide; yaprakli, cicekli ve meyveli dallari Kékleri kullaniimaktadir [10,11].

Hypericum cinsine dahil taksonlar yara iystérici [12], bakterisit [13], idrar
sokturicu [14], iltihap giderici ve yatirici [15] etkilerinden dolay yuzyillardan beri
tedavi maksatli olarak kullaniimaktadirlar. Sonlayda, farkh biyolojik 6zelliklere
sahip bircok sekonder metabolit icergypericumcinsi bilimsel dikkatleri tGzerine
cekmektedir [16]. DUnyanin iliman bélgelerindegdbyayils gosteren 400 kadar
Hypericumtiirii vardir. UlkemizHypericumtiirleri bakimindan énemli bir merkezdir
ve mevcut 89 turin 43’0 endemiktir [1ypericumcinsi Ulkemizde kantoron,

kantarum, koyun kiran ve bin bir delik otu adlaauyilinir [3].

Tibbi 6zelligi olan Hypericumdepresyona @ sinir sistemi bozukluklarinda tedavi
amaclh kullaniimaktadirHypericumtirlerinden elde edilen hiperisinin, depresyon
septomlarini ortadan kaldigl) anlama ve algilama gucini arttgndiyorgunluk,
donukluk ve uyku halini giderdi bildirilmi stir [18-20]. Anti-depressan 6zedii ile
onemli bir etkiye sahip olan bu b§igin hicbir yan etkisi saptanmastr [21-23].

Gunumuzde yaygin olarak gastrit, Ulser gibi mideataizliklarinda, stah acici
olarak, sarilikta, dtan yaralarda iltthap kurutucu olarak, ayak mantday ds eti
iltihabinda, balgam sokturicu olarak, sinizittershit iltihabinda, basurda, sle
hastaliklarda atedistrici ve kan yapici olarak dahilen basura ve kedaZasi
kullaniimaktadir [3].

Hypericum turlerinden antifungal [24], antibakteriyal [25],ntaviral [26] ve
antikanser [27] Ozellikler gbésteren hiperisin venbn turevleri ile flavonoid,
floroglusinol ve ksanton gibi bijgler izole edilmitir. Ksantonlar antiinflammatoér,
antihepatotoksik, antiviral, antimikrobiyal ve ditnéral gibi birkagc 6nemli
farmokolojik 6zellik gostermektedir [28,29]. Flodoginol ve filisinik asit tirevleri
antibakteriyal, antifungal ve sitotoksik aktivitelgostermektedir [27,30].



2.1.2.Hypericum Cinsinin Genel Ozellikleri

Hypericumbitkisi genellikle kuru, kalkerli veya eski kalkéasl topraklarda, gikli
ormanlarda, cayirlarda, bataklik ve sahillerde, akdkyyerlerde, yol kenarlarinda,
ekim yapilmayan tarlalarda ve 2000-2400 m yukséiide yayils gostermektedir.
Dunyada; Avrupa, Kuzey Afrika, Sibirya, Asy&ran, Kuzey Irak, Kibris ve Bati
Suriye’de de adi gecen bitki gl olarak ye§mektedir. Tlrkiye'de ise hemen her
bolgede yayilh gostermelerine fmen geneldeic Anadolu, Dgu Anadolu ve
Guneyd@u Anadolu bélgelerinde daha ¢ok yaydosterir [31,32].

Cok yillik otsu bitkiler sinifindan olan bu cinsg taksonlarin yapraklari basit veya
tam kenarli ¢cgunlukla seffaf noktalidir. Cigekler ersellik olup 5 g¢anak %etag
yapraktan olsur ve genellikle sar renklidir ve Uzerinde siyabktalar icerir.
Stamenler 5’li demetler halinde tac yapraklarinsisanda yer alir, her birinde 3 ile
125 arasi stamen vardir, ender olarak steril demeettgisirler. Ovaryum, her
birinde 2 veya daha ¢ok tohum tagl&-5 adet serbest veya ince pkiir. Meyve,
kapsul tipinde olup septisid olarak acilir [33].

2.2.Hypericum heterophyllum Vent.

H. heterophyllunun genel 6zellikleri, taksonomik durumu ve bu é&iryapilan

calismalarsoyledir.

2.2.1.Hypericum heterophyllum Turtinin Genel Ozellikleri

Koyun kiran otu olarak bilinerH. heterophyllumGuttiferae familyasina ait bir
bitkidir. Sik ¢am ormanlarindaki kuru orman acildrknda, 1200-1600 m.
yiiksekliklerde gorulir. Ozellikle kahverengi kiregstopraklari tercin eden ve
Tarkiye icin endemik olan kamefit bir bitkidir [335].

2.2.2. Hypericum heterophyllum Turiinin Taksonomik Durumu

» Division: Magnoliophyta
e Classis: Magnoliopsida
» Subclassis: Dilleniidae
* Ordo: Theales



* Family: Guttiferae (Clusiaceae)
e Genus: Hypericum

* SpeciesHypericum heterophyllundent. [17,36].

2.2.3. Hypericum heterophyllum Tirt ile Yapilan Calismalar

H. heterophyllumttrinin de icinde bulungu 22 bitki tart antibiyotik etki
yonunden incelenmgiir. S.faecalis, S.aureus, B.anthracis, E.coli, N.gohoeae,
P.aeruginosa, Sh.dysenteriage S.typhosaisimli mikroorganizmalar Uzerinde
denemeler yapilmgiir. H. heterophyllumin E. Coli ve Sh. dysenteriadisinda dger
tum test mikroorganizmalarina kaetkili olmustur. Kullanilan bitki tirleri arasinda
en kuvvetli antibiyotik etkiH. heterophyllunda gortulmistir. Bu etkiye flavonoit
heterozit etken maddesinin etkili olglusaptannstir [37].

Tiarkiye florasinda dgal olarak yeten 25 bitki tarinin, 10 bakteri ve 1 fungus
tirinden olgan test mikroorganizmalari Gzerindeki antimikrobiya antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi igin yapilan cginada, H. heterophyllum tirtndn
antimikrobiyal ve gucli antioksidan etkiye sahigugu belirlenmgtir [38].

Bazi Hypericumtirlerinin esansiyal y#darinin antifungal etkilerinin belirlenmesi
icin bazi mantar tirleri Gzerine yapilan galada H. heterophyllumttrinin

antifungal etkiye sahip olgw belirlenmgtir [39].

2.3. Toksikoloji

Toksikoloji kelime anlami olarak zehir bilimini ifl® eder ve maddelerin canli
organizmalar Gzerine istenmeyen, zararl ve olunetidderini inceleyen bir bilim
dali olarak tanimlanir [40]. Tiptasteis ve tedavi amaci ile kullanilan hilkler, gida
katki maddeleri, tarim ilaglari, kimya endustrignkiullanilan pek cok bikgk, ara
arunler, metaller, petrol Urlnleri, hava, su ver&dpkirleticileri ile hayvan ve bitki
toksinlerini iceren geni bir yelpazede yer alan bsiglerin, canli organizma

uzerindeki toksik etkileri ve mekanizmalari ilgresan bilime toksikoloji denir [41].

Her yil endustriyel, ilag, kozmatik ve gida katkmsaddesi olarak tretilen pek ¢ok
kimyasal madde bir yandanggamimiz icin avantaj g¢arken bir yandan da daha ¢ok

kimyasal maddeye maruz kalmamiza neden olmaktBdirmaddeler az veya ¢ok
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oranda toksik etki meydana getirebilir ve glsgamiz icin tehlikeli sonuglar
olusturabilirler. Bu kimyasal maddelerin etkilerini tiiek ve onlara toksik dizeyde
temasi Onlemek toksik etki alum riskini azaltmaktadir. Bu anlamda zarar
etkenlerden korunmak, olasi riskleri belirlemekbigilendirmek ve zehirlenmelerde
yeni tedavi yontemleri gelirmek toksikolojinin gras alanlari arasinda sayilabilir
[40].

2.3.1. Toksikolojinin Tarihgesi

Bazi ilaglarin ilk olarak anlatilgi kaynaklar, M.O. 1500 yillarindaki Misir
papiriislerinde yer alan bilgilerdir. M.O. 400-250lar1 arasinda ise Hippocrates,
Aristotle ve Theophrastus’'un cghalarinda zehirlerin bazi 6zelliklerinden
bahsedilmitir. Ilk Yunan’li sairlerden Nicandersiirsel calsmalarinin ikisinde
toksinlerden bahsetgtir. Bunlardan “Therica” isimli eserinde hayvansal
toksinlerden, “Alexipharmica” isimli eserinde iséKsel ve hayvansal toksinlerden
bahsetmitir. Bitkilerin toksik ve terapétik etkilerine goéreiniflandiriimasi ile ilgili
ilk calismayr M.S. 50 yilinda Roma imparatoru Nero tarafmdgireviendirilen
Yunan’li Dioscorides yapngtir. Galen (M.S. 131-200) ve Paracelsus (M.S. 1493-
1541) tip ve toksikoloji alaninda cok ¢nemli ealalar yapmulardir. Ozellikle
toksikoloji denilince akla ilk olarak Paracelsusligel6. yuzyilda Paracelsus’un
zehiri tanimlarken kullangi “her madde zehirdir, zehir olmayan madde yoktur,
zehir ile ilaci ayiran dozdur§eklindeki ifade, buginkii modern toksikolojinin de
ctkis noktasidir. Toksikoloji alaninda 18. yluzyilda daetnli gelsmeler olmugtur.
Ramazini 1700’de yayinlagh “Diseases of Workers” isimli eseri ile mesleki
toksikolojinin kurucusu olarak kabul edilir. Modetaksikolojinin kurucusu olarak
ise ispanyol Orfila kabul edilir. Orfila 1915 yilinda waladg “A general system of
toxicology or, a treatise on poisons, found in thaeral, vegetable and animal
kingdoms, considered in their relations with phisyy, pathology and medical
jurisprudence” isimli eserinde toksikolojiyi birllmh olarak ayirmg ve tanimlamgtir
[42].



2.3.2. Toksisite

Toksikoloji’'nin belirlemeye cadtigl zehirlilik tanimlanacak olursa; tim maddelerin

yeterli miktarda alinggnda ve uygun strelerde maruz kalfdda zehirli olduklari

soylenebilir. Bir bgka deygle zehirlilik maruz kalinan maddenin miktarina, kan

akisina absorbsiyonunun hiz ve derecesine, yan Urunletabolizasyonunun hizi ve

derecesine, vicuttan atilma hizi ve olgctustngidba Su bile uzun sire ve yuksek

miktarlarda alindiinda insan viicudunda zehirlenme etkileri gosterir.

Toksisite bir maddenin zarara sebep olabilme potahdir ve bir zararin olgup

olusmadgini belirleyen faktorlerden biridir. Bir kimyasalimse zararli olmasi

asagidaki faktorlere bglidir;

Doz: Vicuda giren madde miktari ile viicudun etkilenmeedesi arasindaki

ili skiye doz-tepki ilskisi denir. Bir kimyasalin etkisi toplam doz kadaaruz
kalma siresine Igadir.

Maruz kalma suresi: Bir kimyasal ne kadar uzun sire maruz kalinirsa
etkilenme olasifii ve derecesi o kadar artar. Yiksek konsantrasymidesa
sureli maruz kalmalarda etki gorulmeyebilir, fak&akip eden maruz
kalmalarda zarar etkisi ajabilir. Bir kimyasala uzun sire maruz kalmak
genellikle tehlikelidir.

Reaksiyon ve Etkilgim: Birden fazla kimyasala maruz kalma durumunda
bunlar arasindaki reaksiyon ve etkitaleri bilmek gerekir.iki kimyasalin
reaksiyonu sonucu adan yeni madde daha zararl olabilir.
Hassasiyet:insanlarin bir kimyasalin etkilerine tepki ve haggateri farkli
olabilmektedir. Bu tepkiler ya cinsiyet, kalitimsal 6zellikler, yeme-icme
aliskanliklari, hamilelik, sglik durumu ve ilag kullanihp kullaniimagi,
alkol alskanliklari gibi faktorlere bgidir.

Tam maddeler toksik olmasinagraen tim insanlar ayni maddeye ayni reaksiyonu

gostermezler. Bu farkhliklari ofturan faktorler;

Genetik ozellikler

Vicuda alinmaekli



* Cinsiyet
° Yas
e Doz orani

« Kimyasal etkilgimler olarak siralanmaktadir [43].
2.3.3. Toksikolojinin Boltmleri

Toksikoloji hentiz gedime stireci icinde olan bir bilim old@u icin alt dallari da gerek
sayica ve gerekse kapsam acisindagisgee gostermektedir. Toksikolojinin alt
dallari gagidakisekilde siniflandirilabilir.

» Endustriyel toksikoloji: Meslekleri ve @raslari nedeni ile insanlarin toksik

maddelere maruz kalmasini konu almaktadir.

* Cevre toksikolojisi: Cevrede bulunan Kkirleticilerin toksisitelerini, &k
etkilesimlerini inceleyerek; hava, su, toprak ve besinddtdMAK (Uzun sure
maruz kalmada zararsiz olabilecek en yuksek koressyung veya TLV
(esit limit degeri) degerlerini belirleyerek halk g# gini korumaya yardimci
olmaktadir.

* Forensik toksikoloji: Orfila ile balamis olup toksikolojinin en eski
dallarindandir. Kimyasal maddelerin insanlar Uzgki zararlh etkilerinin

teshis ve tedavileri ile grasir, zehirlenmeleri adli tip agisindan inceler.

* Analitik toksikoloji  (kimyasal toksikoloji):  Zehirlerin  biyolojik
materyalden izolasyonlari, tanimlari, nitel ve hiemalizleri icin gerekli

yontemleri arstirir, gelistirir.

+ Klinik toksikoloji: Insan zehirlenmelerinin tani ve tedavisi ilgragir.

Veteriner toksikolojihayvan zehirlenmelerinin tani ve tedavisi ile ggiir.

» Beslenme toksikolojisi: Diyetteki toksikanlarla ilgilenip bunlarin beslenme

ile ilgisini ve toksik etki mekanizmalarini gtair.



* Ekonomik toksikoloji: Kimyasal maddelerin biyolojik dokulardaki secici
etkilerinden yararlanarak ilaglarin, besin katkidaerinin ve pestisitlerin
gelistiriimesini konu almgtir [44].

2.3.4. Toksik Etki Mekanizmalari

Genel olarak kimyasal maddeler canlilarda fizikokasal veya kimyasal yolla
normal hiicre biyokimyasini ve fizyolojisini bozaredksik etkilerini gosterirler [44].
Bu toksik cevaplarin g hiicre olimi ve kritik bir organin tahrigeklinde oldgu
gibi, hicre o6limine neden olmayan fakat normal diayk sureclerdeki

biyokimyasal ve farmakolojik dengenin bozulmgeklinde de ortaya cikabilir [40].

Zehirlilik etkileri ortaya ciktiklari sireye ve tdkeli maddeye maruz kalma
surelerine bgh olarak iki caittir. 24 saatlik bir maruz kalma suresinde bderti
ortaya ciktgl takdirde bunlar akut etkiler olarak tanimlanier@llikle kisa surelerde
maruz kalinan orta ve Uzeri dozlarda gozlemlenidut etkilerin ¢c@u gecicidir
[45]. Tehlikeli bir maddeye uzun sure maruz kalroaucu olgan etkiler ise kronik
etkilerdir. S6z konusu etkiler genellikle kalic.ldMaruz kalma ve etkinin ortaya
ctkmasi yillar sirebilir. Kanserojen maddeler bkiletin en iyi drngidir. Kimi

zaman etkileri 20-30 yil sonra goérulmektedir [43].

Kimyasal maddelerin ya da ilaglarin d@dinsiiz toksik etkileri mutajenik,
karsinojenik ve teratojenik olarak ortaya ¢ikmalkt4i6].

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri, hicre cdkiiinde DNA molekalint
bozarak hicresel fenotipi gigtirmeleri olayidir. Mutasyonlar, mutajenlere gha
olarak ya da spontan olarak meydana gelebilmektdtlitajen etkenler, DNA cift

zincirinin yapisinda nokta mutasyon ya da geatanda dgisiklik olusturabilir [46].

Kimyasal maddelerin karsinojen etkileriglgk basamaklar icermektedir. Kimyasal
maddelerle temas siresi, dozu ve gikibnemlidir. Toksik maddeler tarafindan
kanser induksiyonunda bir gatma sireci olgturmaktadir. Bu bdatma déneminde
normal hucrelerin, DNA Uzerinde meydana gelen lkiyee neoplastik hicrelere
donigmesi s6z konusudur. Bununla birlikte ikincilska olaylar da hiicreleri kanser

hiicrelerisekline dongtiurebilmektedir. Karsinojen kimyasal maddeler geksik ya
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da epigenetiktirler. Genotoksik karsinojenler gdnehutasyonlar olgturabilmek
icin DNA ile kovalent bir sekilde etkilagirler. Genotoksik maddelerin go

prokarsinojenlerdir. Epigenetik bir madde genotkKksarsinojenlerin etkisini arttirir
[46].

Kimyasal maddelerin teratojen etkisi, embriyonalligea sirasinda gebelerin
disardan aldiklari bazi kimyasal maddelerin plesamtafistal dolaima gecerek

fetliste olgturduklar yapisal bozukluklardir [46].

Genetik materyale kromatit ve kromozom kiriklar1 delayisiyla meydana gelen

yapisal kromozom anomalilegeklinde zarar veren ajanlar klastojenik ajanlardir.
Klastojenik etki bazen, memelilerdeki hiicresel rhetama sonucu da meydana
gelmektedir. Dger yandanin vitro kosullarda herhangi bir fiziksel ya da kimyasal
etken ile muamele edilen kan hticrelerinde klasikjetki meydana gelebilmektedir

[47].

2.4. Genotoksisite

Toksikolojinin, kimyasal ve fiziksel ajanlarin gdike materyal tzerindeki etkisini
inceleyen alt dalina genotoksikoloji adi veriimakie Genetik toksikoloji
calismalari, insanlar ba olmak Uzere, tim canlilarin gid genetik butunlgine
zarar veren tum etkenleri saptamak suretiyle, wka bilgilenmeyi ve risk analizi

yaparak gerekli korunma dnlemlerinin alinmasir@aa/48].

Fiziksel ve kimyasal etmenlerin canlilar Uzerindekrarl etkileri argtirmacilarin
son derece ilgisini cekmektedir. Toksik, mutajerklanserojenik veya teratojenik
etkili olabilen bu etmenlerin zararlarini tespitmek ve Onlemler almak
gerekmektedir [49].

Bitkilerden elde edilen ekstratlarda da bulunani limesikler, sitotoksik, mutajenik

veya antimutajenik etkiye sahiptir [50,51]

Genotoksinler, genlerde gigime ya da yeniden dizenlenmeye sebep olan ajanlardi
DNA hasarina yol acan bu glgeimler mutasyon olarak adlandirilir. Mutasyonlar
hiicre ya da organizma icin kalitimsalggemlerdir. Genotoksinler; kansere sebep

olurlar, genetik birikime yol agarlar. Gliwrduklari mutasyonlarin kalitilmasi genetik
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hastaliklarin ar§ini sa&lar. Genotoksinlerin yarafn sglik hasarlari nedeniyle,
onlari saptayabilen bircok yontem gélilmistir. Ideal bir test yontemi; hizh, ucuz,
hassas, etik kurallara uygun, insan biyolojisi ilgili olmali ve dasru sonuclar

vermelidir.
Genotoksik ya da mutajenik etkiyi gtaan test yontemleri;

- Cevresel ya da mesleki olarak belirli ajanlara Kliin@aruz kalan bireylerin
genetik yapilarinin izlenmesi ve hasar tipinin tietimesinde [52],

- Cevresel kaynaklardan izole edilen hesitcggapay madde ya da Kirletici
ajanin mutajenik etkilerinin agarilmasinda [53],

- Sentez edilerek, gida, @&, kozmatik, temizlik ve sanayi gibi farkh
alanlarda kullanima sunulan ya da sunulacak olamydsal bilgiklerin
mutajenik ve karsinojenik potansiyellerinin ya dantimutajenik ve
antikarsinojenik ozelliklerinin tespit edilmesinft],

- Csitli hastaliklarin, 06zellikle de kanser olgularinigenetik hasarla
ili skilendirilmesinde [55],

Son yillarda giderek yamin bir parcasi halini alan biyoteknolojik CGrrmher
risk deserlendirmelerinin yapilmasinda kullanilabilmesi balkhidan 6nem
tasimaktadir [56].

2.4.1. Genotoksik Etmenler

Genotoksik etmenlegu sekilde siralanir.

1. Kromozomal ve Genetik Etmenler
2. Cevresel Etmenler

a. Enfeksiyon Ajanlar
* Virusler
» Parazitler
» Bakteriler
b. Fiziksel Etmenler,
* Radyasyon ve Yiksek Enerjilithlar (UV, X, a, B, vy 1sinlarr)

c. Kimyasal Maddeler
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* Anorganik Kimyasallar

* Organik Kimyasallar
d. Keyif Verici Etmenler

» Alkol

e TUtln ve Sigara

e Uyusturucu Maddeler
e. Bazi Farmakolojik Ajanlar
f. Pestisitler
g. Dogal Etmenler

 Bitkiler [57].

2.4.2. Genetik Toksisite Testlerinin Kullanim Alanhbri

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 11@r@en beri kullanilmaktadir ve
ginimuize kadar mutajenik ve genotoksik maddelearsikojenik potansiyellerini

Olcebilmek icin bircok genotoksisite testi géhilmi stir [58].

Bu testler, ¢cgtli mekanizmalarla dgrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde
meydana gelen hasarlari saptamak amaciylstigéti s in vitro ve in vivotestlerden
olusurlar [44,59,60]. Genotoksisite testleri ile mutdgrin tanimlanmasi, insanda
risk tayininin yapilmasi ve bu maddelere gereksarumiyetin dnlenmesi genetik
toksikolojinin bglica amaclarini okturmaktadir. Genellikle kisa donem mutajenite
testleri tarama amach kullanilirken, memeli testlise insanda risk tayini icin
kullaniimaktadir [44].

Genotoksisite testleri esas olarak genomu etkilidgetk UV ve irradyasyon gibi
fiziksel etkenlerin, parazitik enfeksiyonlarin, arg, pestisitler, ilaglar, gida katki
maddeleri, nanomateryaller gibi bircok kimyasalnapgenotoksik ve kanserojenik
potansiyellerinin tespitinde, ilaclarin hem piyasagtirilmeden 6énce hem de ilac
kullanan ksilerdeki genetik etkilerini ve guvenirlgini arstirmada, bazi
hastaliklarda artreIDNA hasarinin tespitinde, genetik hasar ile hddtal arasindaki

ili skinin belirlenmesinde, kanserden korunmada, kandesarliligin tayininde ve
takibinin yapilmasinda biyoizleme testleri olarakl&niimaktadir [59,61-63].
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Bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda tek tastin tek bgina yeterli
olmadgl, bu nedenle bikgklerin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin
belirlenmesinde bir seri test sisteminin kullanigmgerektgi vurgulanmstir [59,64-
66].

2.4.3. Genetik Toksisite Testleri

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmst&nen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik potansiyellerarasinda ikki kurulmasini sglayan ve en yaygin olarak
kullanilan standaiin vitro ve in vivomutajenite testlegunlardir;

* Comet Testi

* Ames testi

* Kromozom Anomalileri (CA) Testi

« Gen (Nokta) Mutasyonlari

* Kardes Kromatid Deisimi (SCE)

« Mitotik indeks (MI)

» Replikasyorindeksi (RI)

* Mikronukleus Testi (MN) [67].

2.4.3.1. Comet Testi

Bu yontem, DNA iplik kirilmalari ve ¢apraz glanma gibi DNA hasarlari ile DNA
onarim bolgelerindeki hatalari, bir mikrojel sisiekallanarak belirleyebilmektedir
[68,69]. Uygulamada, kan lokositleri, mesane, yanakde, nasal ve sperm
hiicrelerindeki DNA hasarini belirlemek amaciyta vivo ya dain vitro olarak

kullaniimaktadir.

Son yillarda, Ozellikle endustriyel Grinlerde dell&umi hizla artan bir test
sistemidir. Hucreler erini agarozda sispanse edilerek lam ylzeyine yayilarak,
yuksek konsantrasyonlu tuz ¢ozeltisi ve deterjaridis edilmektedir. Serbest kalan
DNA noétral ya da alkali kqullarda elektroforeze tabi tutulmaktadir. DNA'nin
elektroforez ortaminda anoda glo olan gocu tadigl hasar Olgustnde farkhlik
gosterir. DNA’daki hasar buyuk ise, zerreciklggklinde yaygin bir go¢ sergiler.
DNA'nin jel Gzerindeki konumu uygun bir boyama yapak, flouresan ya daik
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mikroskobu kullanilarak gorintilenmekte ve gaim DNA kuyruklarinin ol¢iimesi

ile maruz kalinan ajanin genotoksik potansiyelika#a fikir edinilmektedir [65].
2.4.3.2. Ames Testi

Ames testi olarak da adlandiril&almonellanikrozom mutajenite testi, kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerinin agtarllmasinda kullanilan, test parametreleri
acisindan en iyi standardize edgmie mutajen/karsinojen etkisi en iyi bilinen
kimyasallarla gecerlifii en fazla kabul edilngibakteriyel test sistemlerinden biridir.
Ayrica hizli, ucuz ve uygulanabiliginin kolay olmasi nedeniyle ¢cok yaygin bir
kullanim alanina sahiptir. Bu test, insanlarda veney hayvanlarinda timor
olusumunda somatik hucrelerin timo6r baskilayici gentégi meydana gelen nokta
mutasyonlarin saptanmasinda ve kimyasallarin DMNAetkilgimlerini 6nleyerek

mutajenik ve Kkarsinojenik etkilerini ortadan kakhr antimutajenik ve

antikarsinojenik maddelerin tayininde de siklikidl&nilmaktadir [59,70,71].

Bu testin temeli, yapagalmonella typhimuriumh histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetm§ (his=oksotrof) olan siarin test bilgeni ile muamele edildikten sonra
ikinci bir mutasyon gecirip his+ hale geri d@niesine dayanir. Geri doggn

(revertant) bakteri kolonileri sayilarak g@lendirilir. Fakat normalde de mutajenlere
maruz kalmadan spontan olarak geri dg@tilen bakteriler olmaktadir. Mutajenik

etkiden bahsetmek icin spontan revertant kolonilisegi gerekir [71].

2.4.3.3. Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

Kromozomal anormallikler DNA dizeyindeki hasarirr Isionucu olarak ortaya
ctkmaktadir. Kromozom kiriklari DNA’daki onarilmagneift zincir kiriklarindan,
yeni yapilya sahip kromozomlar ise DNA’daki zinciririklarinin yanlg
onarilmasindan kaynaklanmaktadir. Genetik mateeyaldsan bu tip hasarlar tamir
edilemedginde ortaya cikan yiksek KA frekansi ise, astnmkanser riskini
gOstermektedir [65,72-74]. Bu test kisaca hicretetafaz safhasinda incelenerek

kromozom hatalarinin ortaya cikargdsitogenetik bir yontemdir [75].

KA testi mutajenler tarafindan indiklenensigie yapisal ve sayisal kromozomal

anormalliklerin saptanmasi amaciyla siklikla kullam standart bir yontemdiin
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vitro KA testi ile memeli hiuicre kuilturlerinden vivo KA testi ile genellikle kemik

iligi hucrelerinde kromozom anormdilifrekansi dgerlendirilebilmektedir. Ayrica
in vivo KA testi, 6zellikle mutajenik hasarin belirlenmedéntiire ve dokuya gore
degisebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarim kazmalari gibi

faktdrlerin dgerlendiriimesine de olanak @amaktadir [59,62,76].

2.4.3.4. Gen (Nokta) Mutasyonlari

Bu tip mutasyonlar DNA (zerindeki bazlarda ya danlgele ortaya cikan
degisimlerdir. Bunlar bir gende bir veya birka¢ bazingdenesi, ilavesi veya
delesyonuseklinde ortaya cikabilir. Nokta mutasyonlarina dlagenin mutant alleli
ile normal olan yabani tipi arasinda sadece bir plizbakimindan farkhlik olabilir
[77].

2.4.3.5. Kardg Kromatid Degisimi (SCE)

Hucre mitoz bolinme geciregiezaman, kromozomlar metafaz evresinde htcrenin
ekvator duzleminde diziimekte ve kagderomatidler anafazda zit kutuplaragio
ayrilmaktadirlar. Yani kargekromatidler arasinda bir parcagil@mi s6z konusu
degildir. Ancak bazi kimyasallar 6zelliklede DNA'ya $anan ya da DNA
replikasyonunu etkileyen kimyasallarla DNA'nin héd zincirinde de kiriklar
meydana gelir ve kirillan kromatidler kaikli olarak yer dgistirir. Bu olaya kardg
kromatid dgisimi (KKD) veya sister chromatid exchange (SCE) d¢ns,79].

Bu test, cgtli ajanlarin mutajenik ve karsinojenik etkilenmi 6zellikle
kromozomlarda olgan yapisal da@simlerin argtiriimasinda dnemli bir yere sahiptir.
Mutajen ve Kkarsinojen olgu bilinen maddelere maruz kalan hucrelerde ve
kromozom kirillganiil ve yatkinlgl ile karakterize edilen gili kalitsal hastaliklarda
KKD frekansinin artfii ve artmg KKD frekansi ile tumoér olgumu arasinda lineer

bir iliskinin oldugu saptannstir [65,80-82].

2.4.3.6. Mitotik indeks (M)

Ayni cins hucrelerden ofan bir hiicre populasyonundaki bitin hucrelerin,réiic
siklusu streleri tam olarak aynidlelir. Bircok deisik ve karmaik faktorlere bgh

olarak, bu hucrelerin hicre siklusu sureleri a@daiolduk¢a bluytk varyasyonlara
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rastlanir. Bir hiicre populasyonundaki hicrelericreisikluslari ile ilgili kantitatif
verilerin elde edilmesi amaci ile cesitli 6lctimigapilabilir. Bunlardan birisi de,
populasyondaki mitoz bélinme yapan hicrelerin sayissaptanmasi ve bu sayinin
tum hucrelere oraninin hesaplanmasidir. Bgede mitotik indeks (MI) adi verilir
[83].

Mitotik indeks, hicre bolinme frekansini yansite blylime ge$me oranini
belirlemede 6nemli bir parametre olarak kullaniMitotik indeksteki azalmaya
paralel olarak buyime ve ggfie olaylari da yawar. Hlcrelerin mitoza girme
hizidir. Uygulanan kimyasalin toksisitesi arttikgéotik indeks dgeri dismektedir.
Mitotik indeks 1000 hiicre arasindan mitoza ggrwianlarin sayisidir. Mitoza girgi

olanlar icin metafaz plaklari esas alinir [84].

2.4.3.7. Replikasyorindeksi (RI)

Replikasyon indeksi (RI) hiicre bolinme kigetin olciimesidir. Her bir doz veya
ornek icin en azindan 400 hicre sayllarak ve B ya daha fazla nikleus igceren
hicrelerin  yUzdelikleri belirlenerek hesaplanmaktadBazi hucreler c¢ekirdek
bolinmesi gecirmekte fakat sitoplazma bolinmesirgegnektedir. Bunun sonucu
olarak bir kez bolinme geciren hicreler 2 nukle@saplinme gecgiren hicreler 3
veya 4 nikleusa sahip olmaktadir. Henliz bir bolisimetamamlamangi PHA
(mitoz indUkleyici) ile uyarilmaya cevap veren heler sadece bir niikleusa sahiptir.

Mitoz indUkleyiciye maruz kalmayan hiicreler sayidahil edilmemektedir [85].

2.4.3.8.Mikronukleus (MN)

MN’ler genellikle hiicre siklusunu kontrol eden gemleki eksiklerden, mitotik
igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygiiger parcalarindan ve
kromozomal hasarlardan kaynaklanan, hicrenin mitdlzinmesi sirasinda ortaya
cikan, esas cekirge dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozo
fragmanlarindan koken alan eumlardir. MN sayisindaki asti ¢esitli ajanlarin

hicrelerde olgturdusu kromozom dizensizliklerinin ve somatik hucreldide
genomik kararsiziin indirekt gostergesi olarak glerlendiriimektedir. Yapilan

calismalarda, csgtli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan inkada, kanser ve
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genomik duzensizlik ile karakterize edilensige hastaliklarda MN frekansinin
onemli 6lctde yuksek olgw bulunmgtur [59,66,86,87].

Ayrica multipolar anafaz ve telofazda MN glununa sebep olmaktadir [88]. MN
olusumuna neden olabilen kromozom kaybi ya da kromozomlayrilamamasi
(non-disjunction) kanser ve glanmada gb6zlenen onemli olaylardan biridir. Bu
durum, muhtemelengiiplikciklerinde ve sentromerde bozulma ya da nedén
once kromozom yapisinin gonlasmasi sonucu okmaktadir [89]. Bbylece, MN
testi ile hem klastojenik hem de aneujenik etkibslirlenebilmektedir [90,91].
Yapilan calymalarda, kanser hastalarindan alinan periferaldw@fositlerindeki MN
frekansinda belirlenen agfi kanser olgan hedef dokudaki MNrekansi kadar
bulunmutur [92-94].

MN olusumunu indikleyen her ajan klastojen olmayabilir. MiUusumuna §
ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis gibi ger etkenlerde yol acabilmektedirgér
olusuma kromozomlardan kopan bir parca neden gdayasentrik bir kromozom
parcasl), bu klastojenik bir olayin sonucu ikegereollsuma neden olan olgu
anafazda geri kalma ya dg ipliklerinin hasarindan dolayl ajmussa, bu duruma

anojenik bir ajanin neden olgu belirtiimektedir [95].

Bolunebilme yeteng olan her hicrede MN meydana gelebilmektedir. Bayo
herhangi bir kimyasala maruz kalmadan daabimektedir. Yanin vitro bélinme
safhasinda olmayan bir niukleuslu bir hiicreye bgknda bir mikronukleusun
kendiliginden mi olgtugunu yoksa uygulanan bir kimyasalin etkisiyle mistigu

anlsgllmaz. Fakat boélinme esnasinda karyokinezden sesrickinezden once;
kendiliginden olgan MN kaybolur, kimyasalin etkisiyle clanlar kalr. iki

nikleuslu bir hicreye bakiginda MN gozlenmgise bu verilen kimyasalin

genotoksisitesinin bigdstergesidir [96].

2.4.3.8.1. Mikroniikleus Testi

MN testi, mutajenler ve Kkarsinojenler tarafindandiiklenen DNA hasarini
belirlemede henn vivo hem den vitro olarak kullanilan sitogenetik bir testtir. MN
analiz yontemi, kimyasal maddelerin mutajenik etiri belirlemek icin kullanilir

[97]. ik olarak memeli sistemler icin ggfirilmis olan MN testi, farkli etmenlerin
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genotoksik etkilerinin agturilmasinda olduk¢a yaygin olarak kullanildir test
metodu haline gelrgiir [95].

Bu test, genotoksik etkiyi belirlemede en ¢ok kumilan yontemlerden biridir. Bazi
kromozom anormalliklerinin tespit edilmesinin zddwsu diger metotlara gére daha
uygun olmasi, daha ¢ok sayida hicrenin incelenesilive istatistiksel olarak daha
anlamh sonuclar elde edilmesi gibi avantajlaglamasi nedeni ile hermm vivo hem
de in vitro olarak farkli ajanlarin mutajenik etkilerini gerlendirmek amaci ile
yaygin olarak kullaniimaktadir [98]. MN testi ileegotoksik ajanlarin mutajenik
etkileri tespit edilirken, kullanilan test grupladaki MN orani kontrol gruplarindan
daha fazla cikar ise test edilen maddenin mutajehkiguna, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda bir farklilik meydana gelmegsie mutajenik olmagdina karar
verilir. Eger uygulanan madde mevcut MN oraninda azalmayapsehgyorsa
maddenin anti-mutajenik olgu anlgilir. Ayrica uygulanan maddenin toksik
dozunun artmasiyla birlikte artan MN elumuna kagin, sonradan bir azalma
meydana geliyorsa o zaman dariatoksik dozdan hicre olimlerinin gercekteye

basladigl distnulebilir [99].

MN testi daha cok kan hucrelerinde ve kemilgiilhlicrelerinde uygulanan bir
yontemdir. Fakat bunlarin yani sirssitle calismalarda karager, akcger, solungac,
bobrek, bgirsak, embriyo, @z epitel hucreleri, Griner epitel hicreleri, deri
fibroblastlari ve yumurtalik hicreleri de kullanikir. Farkli hiicre cgtlerinde
uygulanabilen MN testi, farkli organizmalar Gzeendke kullaniimaktadir. Bu amacla
insan lenfositleri, fare, sican, balik, kugha midye, salyangoz ve bitkiletest

organizmasi olarak kullanilgtir [100].

MN testi insanlarda genotoksisiteyi belirlemek amkc casunlukla periferal kan
lenfositlerinde uygulanir. Cunki yapilan gatalarda, kanser hastalarindan alinan
periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinda bolelnen arty, kanser olgan hedef
dokudaki MN frekansi kadar bulungtur. Lenfosit kulturlerindeki cajmalara
paralel olarak MN tek@, eksfolyatif hicrelere de uygulangtir. Bu teknik
sayesinde @z, burun, brog ve Urotelyal eksfolyatif hiicrelerde kimyasallana

enfeksiyonlarin etkilerini dgerlendirmek mumkuan olngtur [101].
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MN testi, mitoz ile olgan tum hucre tipleri tGzerindm vitro ve in vivo olarak
uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji ginanalarinda kullanilan yaygin bir
test haline gelmstir [102]. In vitro MN testinde, uygun ortamlarda inkiibasyona
birakilan hicre kuoltarlerine, ilk mitozdan 6nce &ilin yaklaik 44. saatinde
sitokalasin-B maddesi ilave edilmektedir. Bu maddekinezi inhibe etmekte ve bir
hiicre siklusunu tamamlayan bindkleat (cift nuklayshtcrelerin  olgumunu
sazlamaktadirinkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler protokollereumygekilde hasat
edilmekte ve preparatlarda MN bulunduran binUkldstcrelerin orani tespit
edilmektedir [59,95]In vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmenmmemeli
eritrosit hucrelerindeki MN siklt belirlenmektedir. Bu test ile genellikle kemik
ili ginde veya periferal kan hicrelerindeki olgunteamg (polikromatik) eritrositlerin
MN olusumu bakimindan analizi yapilmakta ve test edilégsigin genetik bir hasar

olusturup olwturmadgl saptanmaktadir [95,103].

2.4.3.8.2. Mikronukleus Teknginin Gelisimi

MN’lar ilk kez Howell tarafindan eritrosit sitoplazasinda gorulmgive bu yapilara
“nukleer materyal fragmenti” dengtir. Bunlar 1900’IG yillarin bglarinda Jolly
terminolojisinde “intraglobuler korpuskuller” oldatanimlanmgtir. Bu yapilar
“Howell-Jolly cisimcikleri” olarak bilinir. Benzeryapilar 1937'de Brenneke
tarafindan fare, sican embriyolarinda ve 1951'ded8ly tarafindaVicia fabdda da
gorulmistdr. Bunlara “fragment nukleuslar” veya “mikronulddar” denmtir.
Evans 1959'd¥icia fabakok uclarinda MN’lari radyasyona maruz kalan hiemnc
gorduklerini, asentrik fragmentlerden orjinlendilhe ve mitozun son safhasinda iki
yavru nikleustan ayrilarak ahuklarini bildirmglerdir. Vicia faba kék uclarinda
noétron ve gammasinlarinin etkisini kagilastirdiklari ¢calgmada, sitogenetik hasarin
belirteci olarak MN’larin kullanilabilirigini tespit etmglerdir. MN test yontemini ilk
olarak Onerenler Boller ve Schmid (1970) ve Hedtlte{(1973). Bu argtricilar
ajanlarin genotoksik potansiyellerini 6lcmek iciankik iligi eritrositlerinde MN'u
test yontemi olarak kullangiardir [104]. Daha sonra 1980'de MacGregor ve
arkadalari tarafindan bu metot periferik kanda dala polikromatik eritrositlerde
denenmy ve en az kemik ifii metodundaki kadar hassas aqtdugOzlenmgtir. Bu

metot hayvanlari 6ldirmeden fazla sayida érnekvasna olanak vergiiicin daha

20



avantajli sayilmgtir [105]. Countryman ve Heddle 1976 yilinda yaptikiziismada,
lenfositlerde  MN olgumunu belirleyerek, kromozom hasarinin meydana
ctkariimasinda gger bir uygulanabilir hiicresel sistem ileri sUgieiidir [104]. Von
Ledebur ve Schmid 1973'te, Hogstedt ve Karlsson5188yelstirdikleri modifiye
metotlarla, aneuploidiye yol acan ajanlar ile kigestleri birbirinden ayirmada, MN
blayukluk farkindan vyararlangiar; klastojenlerce uyarilan MN’larin asentrik
kromozom fragmentleri iceren kicik, aneujenlerceardgn MN’larin tam
kromozomlar icerdiini ve daha buyuk ebatl olgunu gosterngierdir [106]. Daha
sonralari 1985 ve 1986 yillarinda Fenech ve Modasafindan Sitokinez-Blok
(Cytokinesis-Block) Metodu galirilmistir [106]. MN tekngi, en c¢ok ceitli
kimyasallara ve fiziksel ajanlara maruz kajrhireylerin taranmasi amaci ile bireyler
arasinda genetik hasarin temel seviyesini anlareagaitli ajanlarin klastojenik ve
aneujenik potansiyellerini gerlendirmek amaci ile insan lenfositlerini de igere

farkl tip hiicrelerde gegicapta kullaniimaktadir [107].

2.4.3.8.3. Mikronukleus Olgumu

MN ana kromozomdan kopmguolan parcaciklardan ya da anafaz esnasindaki
hatalara bg olarak ana nikleusa dahil olamayan tam kromoaouan olgan ve
sitoplazma icerisinde ana nukleusa ilaveten gon@elkicuk niukleustur. Metafaz
kromozomlarindaki kirllmalar sonucunda g @o fragmentler ve deforme
kromozomlar mitoz bdlinme sonunda g@no hicrelerde MN okwmlarina yol
acmaktadirlar [108]. Bka bir ifade ile dgrudan DNA'da ya dag ipliginde
meydana gelen hasar ile hiicre bolinmesi sonundaiddeusa dahil olmayan kirik
kromozom fragmentlerinden ya da tim kromozomun latomhaline déngmesi ile
olusur. Bir hiicrede gorulen MN o hicredeki sayisal vegpisal bir genetik hasari
isaret eder [103].

Hucre bolinmesi sirasinda meydana gelen kromozamalileri ya uzunlamasina
bolinen kromozomlarin  birbirlerinden ayrilmayarakyna kutba gitmesi
(nondisjunction) ya da kromozomlarin anafazda deimasi (anafaz lagging)
seklinde olmaktadir [109]. MN anafazda kromozom yakiomozom parcalarinin
geri kalmasindan ofur. Bir membran iginde kromatin materyali iceren MN

hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur ve normal hicikleusundan ayrilir [110].
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Kromozomlarin anafazda geri kalmalarinin nedeni,ntrggdlerden olgan
mikrottbullere sentromerlerinden @#anamamalaridir. Herhangi bir sebepten dolayi
kromozomlardaki bir kirllma sonucu ghn kromozom parcalari sentromerden
yoksun olabilirler ve bundan dolayr mikrotubullerbaglanmalari muimkin
olmayabilir [111]. Kromozomlarin anafazda geri kakmin dger bir nedeni de
sentromerin 6zel bir boélgesinde meydana gelen noktgasyonu sonucunda,
kinetokorun fonksiyonunun d@emesidir. Bu dgisiklik sonucunda kromozomlar
mikrottbullere bglanamaz. Sentromer icinde yer alan bu bdlgede C&abndan
olusan zincir, dzellikle kinetokor fonksiyonu i¢in 6nérbir bélgedir. Anafazda geri
kalan kromozomlar, hicre bdlinmesi sonunda sitopéala membranla cevrili
MN’lar1 olustururlar. MN’lar kromozom parcalari icerdikleri iginikleus boyalari
ile boyanabilmektedir. Eritrositler olgunlaken hicre cekirdg ile MN’lar
atilmazlar, sitoplazmada kalicidirlar [112].

Hucrede spontan olarak da MN gdibilir. Spontan MN sayisi hiicre bolinmesinin ve
asentrik kromozom parcalarinin ghoa siklgina baglidir. Spontan MN olgumuna
iki tip mutasyon neden olmaktadir. Bunlardan biisnckinetokor proteinlerinde,
sentromerde okan mutasyonlar ve anafazda kromozom kaybi yasdaoknayan
kromozom dgilimina yol acan § iplikgiklerindeki mutasyonlardirikincisi ise,
asentrik kromozomlarin ojumuna neden olan, c¢evresel mutajenlere maruz

kalmanin bir sonucu olarak tamir edilemeyen DNAcaikiriklaridir [113].

2.4.3.8.4. Mikronukleusun Yapisi

Hucrenin ana cekirggnden ayridir. ik kirllganligi yoktur ve ¢ekirdekle ayni renkte
boyanir. Capi esas cekile capinin 1/3'inden daha azdir. Genel olarak ylakar
sekilde olan MN’lar bazen badem ya da hik@klinde de olabilirler. MN’lar
olusturan kromozom pargalar, DNA'da glmdan c¢ift zincir kirilmalari, tek
zincirdeki kiriklarin hicre replikasyonundan sogih zincir kiriklarina déngmesi
veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu ortaya cilkabiGenel olarak bir hicre
icinde bir MN olgmasina kafin, genotoksinin etkisine Ba olarak bazen bu say iki
ya da daha fazla olabilir [61,114].
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2.4.3.8.5. Mikronukleus Testinin Avantajlari

MN test yontemini sitogenetik anormallikleri bedirhede etkili bir metot yapan;
farkli hicre tiplerinde in vitro sartlarda yaygin uygulanabiligi ve sayim
kolayligidir. Ayrica elde edilen verilerin ¢cok sayida olmiesatistiksel dayarfanin
gucli olmasini sdar [107].

Yapimi kolay, ucuz ve hizlidir. Pek cok farkh héidipinde uygulanabilir. Rutin
uygulama i¢in uygundur. Hucreler gho tanimlanir. Kromozom ve genom

mutasyonlari tekslemde tanimlanabilir [95].

Kirsch-Volders ve arkag&arinin 1997'de, Fenech ve arkadsunin 1999'da

yaptiklari calgmalarin sonucglarina gore; bu yontem klastojenilaneujenik etkileri

birbirinden ayirabilmekte; Elhajouiji ve arkagi@rinin 1997 yili cabima sonuclarina
gore de doz-cevapgasi, tam kromozom ve kromozom ayrilmamasi sonugér
uygulanabilmektedir. Bundan dolaiy vitro MN test yontemi bilimsel olarak yeterli
ve gucli kabul edilmektedir [104].

2.4.3.8.6. Mikroniikleus Testinin Kullanim Alanlari

1980’den sonra ¢zellikle deney hayvanlariyla geesgikilen kontrolli calsmalarda,
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sebep ofdusitogenetik harabiyetin guvenilir bir
gostergesi olarak kullanilan MN ¢ghalarinin sayisi ¢ok hizli bgekilde artmgtir.
Gunumuzde MN testi genotoksik, sitotoksik ve kasg@nik ajanlarin hiicre genomu
ve viabilitesi Uzerine etkilerinin analizindegdaaiyla kullaniimaktadir [106]. MN testi
baslica; kromozomlari etkileyebilecek fiziksel etkemhe(UV ve irradyasyon gibi) ve
her turli kimyasal maddenin genotoksik ve karsinjgotansiyellerinin tespitinde,
ilaclarin piyasaya surilmeden 6nce toksik etkiievie@ guvenilirligini arastirmada,
kanserden korunmada ve kanserin izlenmesinde Poizdéem testi olarak yaygin
kullaniimaktadir (59,106). Kullanim alanlarindarribmlan kanser genginde de
hastalgin tanisinin konulmasi ve takibinin yapilmasindarah bir yer tutmaktadir.
Bu teknik hicrelerin morfolojik bozukfiunu, kromozom kiriklarini, premalign
degisiklikleri ve  kanseri  gosterebildinden  bir  biyomarker  olarak
degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalnbireylerde artmy kanser
riskini gostermek amaciyla kullanilabilmektedir $1116). Tedavinin yani sira
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hastalgin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan ikincil kromozomagggsikliklerin tespiti igin
oldukca kullargh bir yontemdir [59,93,116]. Ayrica iyonize radyasun ve mikro
dalga sinlarin klastojenik etkisinin ortaya cikariimasindia geny bir yer
tutmaktadir. MN testi sigara, pestisitler, nanomgater, gida katki maddeleri ve
diger bircok kimyasal maddeler, parazitik enfeksiyonighi cevresel ve mesleki

etkileri dezerlendirebilmek icin de kolaylikla kullaniimaktadir

Ilaclarin genotoksik etkilerinin belirlenmesindelsdla kullanilan bu test, hem yeni
uretilen ilaglarin mutajenik etkilerinin 6nceden ztgnebilmesini hem de ila¢
kullanan kgilerdeki genotoksik etkilerin belirlenmesini @amasindan dolayi ilag
sirketleri ve farmakolojik capgmalar icin giderek deeri artan bir test haline
gelmistir. Ayrica ilaclarin genotoksik bakimdan gtverigini gosterdginden insan

sagligl icin de Gnemi buyuktar [101].

Bu calsmada Hypericum cinsine ait H. heterophyllum turinin ceitli
konsantrasyonlardaki su ekstraktlarinin insan eeifkan lenfositlerinde MN, Ml ve

RI oranlarina bakilarak genotoksik etkileriningnalmasi amaclanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu aratirma; Bozok Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiilte§iyoloji Bolumu,

Sitogenetik Aratirma Laboratuarinda gerceklieilmi stir.
3.1. Geregler
Laboratuvarda ve tez cgtinasinda kullanilan malzemekemlardir.

3.1.1. Demirba Malzemeler

1.CGO,'li inkiibator (HERA Cell 150)

2. Etiv (NUve FN500)

3. Santriftj (NUve NF800)

4. Arastirma kik Mikroskobu (Olympus BX51)
5. Isik Mikroskobu (Olympus CX21)

6. Dijital Fotograf Makinesi (Olympus C 5050 2)
7. Bilgisayar (HP Compaq 610)

8. Derin Dondurucu (Arcelik)

9. Buzdolabi (Indesit)

10.Hassas Terazi (MBRA)

11.Otomatik Pipet (Capp 0.2-2, 5-50, 10-1d0— Microlit 10-100, 100-100QL)
12.Saf Su Cihazi (Millipore)

3.1.2. Sarf Malzemeler

1. Kdlttar Medyumu (RPMI 1640) (Biological Industriekatalog Numarasi 01-201
1B)

2. Hiicre Kdltiir TUpu (Greiner bio-one CELLSTARKatalog Numarasi 164 160)
3. Kolsisin (Biological Industries, Katalog Numarasi 12300C)

4. Potasyum Klorir (MERCK Katalog Numarasi 104936.1000

5. Glasiyal Asetik Asit (MERCK, Katalog Numarasi 1.@302500)

6. Metanol (MERCK, Katalog Numarasi 1.06009.2500)

7.Giemsa (MERCK, Katalog Numarasi 1.09204.0500)

8. Gurr Buffer Tablet (GIBCO, Katalog Numarasi 105823



9. Immersiyon Y& (MERCK, Katalog Numarasi 09403569)

10.Lam (ISOLAB)

11.Plastik Pastor Pipet (ISOLAB, Katalog Numarasi 0d8001)

12.Cam Pastor Pipet (ISOLAB, Katalog Numarasi 108-08)0

13. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-1QL) (Corning Incorporated, Katalog Numarasi
10807006)

14.Pipet ucu (Sari, 1-200L) (Corning Incorporated, Katalog Numarasi 00907001
15. Pipet ucu (Mavi, 100-100QL) (Corning Incorporated, Katalog Numarasi
27906031)

16. Kurutma Kaidi (Macherey-Nagel, Katalog Numarasi 751-75)

17.Enjektor (10 mL) (S& Katalog Numarasi C03306)

18.Enjektor (5 mL) (Sét, Katalog Numarasi C03306)

19.Cam Malzemeler (MezUr, Beher, Erl&ale)

20.Eppendorf Tupt (LP Italiana SPA)

3.2. Calsmada Kullanilan Madde ve Cdzeltilerin Hazirlanmasi
Calismada kullanilan madde ve ¢ozeltilerin hazirlaryetdlleri soyledir.

3.2.1. Kiltir Medyumunun Igerigi

Calismada kullanilan 100 mL RPMI 1640 Peripheral Bloayotyping Medium,;
Serum; FCS (%20),

Mitoz uyarici; PHA,

Antibiyotik, Gentamisin,

L-Glutamin igerir.

Ticari olarak satilan medyum derin dondurucuda’G2le son kullanma tarihine
kadar muhafaza edilir. Derin dondurucudan cikaalacc6ziinen medyum ise

buzdolabinda +€’de 10 guin saklanabilir.

3.2.2. Hipotonik Soliisyonunun Hazirlanmasi

2.796 g potasyum Klorur (KCl) 500 mL distile surisende ¢ozundir.
Elde edilen hipotonik solisyonu (0.075 M KCI) odeakliginda muhafaza edilir.

26



3.2.3.ibrainov Soliisyonunun Hazirlanmasi

92 mL Distile Su
5 mL Glasial Asetik Asit
3 mL Metanol icerir.

Solisyon her kullanimda yeni hazirlanmalidir.

3.2.4. Fiksatifin Hazirlanmasi

3 Hacim Metanol : 1 Hacim Asetik Asit ile kstnrilir.

3.2.5. Gurr Tamponunun Hazirlanmasi

1 tablet Gurr Buffer Tablet (pH: 6.8) 1000 mL destsu icerisinde ¢6zunur.
Hazirlanan ¢ozelti oda sicaginda muhafaza edilir.

3.2.6. %5’lik Giemsa Boyasinin Hazirlanmasi

5 mL Giemsa Gurr Tamponu ile 100 mL’'ye tamamlanir.

3.3. Hypericum heterophyllum Ekstraktlarinin Eldesi

H. heterophyllundrneklerinin toprak tstl kisimlar gal sartlarda oda sicalginda
kurutuldu. Kurutulmg bitki parcalart 1 mg/mL konsantrasyonda olagakilde saf
su icerisinde kaynatildi ve ekstere elde edildideEedilen ekstrakt renkli ve kapakli

camsiselerde kullanilincaya kadar buzdolabinda 4°C’déesak.

3.4. Periferal Kanlarin Alinmasi

Calsmada; sigara ve alkol kullanmayan ve herhangi hialvenfeksiyonu
bulunmayan s#ikh kisilerin kanlari kullanildi.ideal olarak kan orrgg heparinli
steril bir tipe alinir ve katirilarak pihtil@amasi onlenir. TUpteki heparinize kan
buzdolabinda +%€’'de 5 guine kadar bekletilebilir ve kaltir igin kanilabilir. Ancak
kanin kiltire edilmeden bekletilmesi hicrelerin Idghini etkilemekte ve dolayl
olarak kimi kromozom kusurlarina neden olabilmekteBunun icin kanin aling
andan itibaren en ge¢ 24 saat icinde kulturt yailnve daha uzun sdreli
beklemelerden sakiniimalidir. Gahamizda kullanilan periferal kan 6rnekleri ekim

yapilacak gun alinarak, ayni giin icerisinde kulthni

27



3.5. Periferal Kan Kulttri

Periferal kan kultart ekimisamalari gagidaki gibidir.

1. Her hasta icin 3C’de 1sitilmi 5 mL medyum kullanildi.

2. Kultar ortamlarina heparinize 0.4 mL kan ilave ddil

3. MN degerlendirmesinde kullanilacak tiiplere sitokalazinRB dezerlendirmesinde
kullanilacak tiplere BrdU ilave edildi.

4. Kultdr ortamlarina 24. saatte farkh konsantrasgoae (0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/mL)
bitki ekstraktlar ilave edildi. Kontrol grubunuwgturacak tiip sadece medyum ve
kandan olgtu.

5. Tuplerin kapg! kapatilarak altist edildi ve 3Z'de 72 saat Cgli inkiibatore
kaldirildi. Ekim yapilan ttpler ¢ikarim tarihinedax giinde birkag kez altiist edildi.

3.5.1. Kultarin Sonlandiriimasi (Cikarim)

Kaltardn sonlandinimasisamalari gagidaki gibidir.

1. Ekim yapilan kilttr tuplerine 70. saatte 100 pLskoh ilave edildi ve altlist
edilerek etlive kaldirildi. Tupler etivde 2 saatididkli.

2.2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

3. Suipernatant atilarak pellet restispanse edildi.

4. 10 mL 37PC’de 1sitilms hipotonik soliisyonu ilave edilen tipler 4 dakikdao
Isisinda bekletildi.

5.2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

6. Suipernatant atilarak pellet restispanse edildi.

7. Pellet Uzerine oda i1sisinda bekletintirainov solisyonundan 5 mL ilave edildi.
8. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santriftj edildi.

9. Supernatant atilarak pellet restispanse edildi.

10.Pellet tizerine 5 mL metanol ilave edildi.

11.Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifij edildi.

12.Supernatant atilarak pellet restispanse edildi.

13.Pellet tizerine derin dondurucuda bekletgriksatiften 5 mL ilave edildi.

14.Elde edilen huicreler preparasyaamasina kadar —20'de bekletildi.
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3.5.2. Preparat Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Preparat hazirlanmasi ve boyanmaanaalari gagidaki gibidir.

1. Cikarim §leminden sonra —-2C@’de muhafaza edilen rezervler, derin
dondurucudan c¢ikarilarak 2000 rpm’de 4 dakika ganedildi.

2. Supernatant atilarak pellet restispanse edildi.

3. Metanol icerisinde buzlukta saklanan islakgido lamlar alinarak, Gzeri gak
fiksatif ile yikandi.

4. Farkli yerlere gelecekekilde 2-3 damla hiicre sispansiyonundan lam dzerine
damlatildi. 2-3 saniye beklendi ve sonra tzeriaekguk fiksatif ile yikandi.

5. Hazirlanan preparagik mikroskobunda incelendi. Metafaz alaninin mikbee
dizgtn dailip dagiimadg kontrol edildi.

6. Preparatlar %5’lik giemsa ile 7 dakika boyandi.

7. Preparatlar 2 kez saf sudan gegcirilerek boyanilasazalindi.
3.5.3. Mikroskop Dezerlendirmesi ve Hesaplama
Mikroskop dgerlendirmesi ve hesaplamasisekilde yapilmgtir.

3.5.3.1. Mitotik indeks Sayimi ve Hesaplanmasi

MI degerlendirmesinde 1000 hicre sayllarak metafaza ginéicre sayisina
oranlandi. Ml (%) oranlarisagidaki formul ile hesaplanmtir.
MI (%) = Mitoz (metafaz) Geciren Hlcre Sayisi / Taop Hiicre Sayisi X 100

3.5.3.2. Replikasyorindeksi Sayimi ve Hesaplanmasi

RI deserlendiriimesinde 500 hicre sayillarak Rlsa@adaki formile goére
hesaplannstir.

RI (%) = (M1 + 2M2 + 3M3) / Toplam Hicre Sayisi (€§

M1: Mononukleat Hucreler

M2: Bintkleat Hticreler

M3: Trintikleat ve Polintkleat Hiicreler [117, 118].
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3.5.3.3. Mikronukleus Sayimi ve Dgerlendirmesi

MN degerlendirmesinde, 500 hicrenin MN sayilari belirien8onuclar %MN
seklinde elde edildi. MN dgerlendiriimesi gagidaki kriterler dikkate alinarak
yapildi.

1. MN rengi ¢ekirdek rengi ile ayni olmalidir.

2. Degerlendirilecek hiicrenin sitoplazmasi icerisindelaliikun gériinmesi gerekir.
3. MN genellikle yuvarlak olmaldir.

4. Cekirdezi olmayan dejenere hicrelergglendirmeye alinmamalidir.

5. Mikroskop incelemesi 40 veya 60’lik objektif kulldarak yapilir [119].

3.6. Fotgraflama

Fotasraflama glemi Olympus BX51 ardirma mikroskobuna i@anabilen Olympus
C 5050 zdijital fotograf makinesi kullanilarak yapildi. F@@flama gleminde 100X
objektif kullaniidi.

3.7.1istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 10.0 biéyiar yazihim programi kullanildi.
MI, Rl ve MN UzerineHypericum heterophyllunekstraktlarinin istatistiksel 6nemi
tekrarli 6lcimlerde varyans analizi (ANOVA) kulltamak belirlendi. Gruplar
arasindaki farkhliklar LSD (Least Significant Deflences) testi ile p < 0.01 ve p <

0.05 6nem derecesinde belirlendi.
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4. BULGULAR

Tarkiye’de dgal yayils gosteren H. heterophyllum tiriniin genotoksik ve
antikarsinojenik etkileri agarildi. Kaltr ve ¢ikarim glemlerinden sonra hazirlanan
preparatlardan MI, Rl ve MN oranlari belirlendi. Mdezerlendiriimesinde,
preparatlardaki mitoza girsimetafaz alanlari saylldS€kil 4.1.). Preparatlardaki
toplam lenfosit hiicre sayilari da belirlen@iekil 4.2.). Hiicre ve metafaz sayilari
degerlendirilerek sonuclar % Mkeklinde elde edildi. RI dgrlendiriimesinde,
preparatlardaki mononukleaekil 4.2.), bintkleat$ekil 4.3.) ve trinkleat hucreler
(Sekil 4.4.) sayillarak RI verileri elde edildi. MN gkrlendiriimesinde ise MN’lar
(Sekil 4.5.) sayilarak toplam hiicrelere oranlandiseauclar % MNseklinde elde
edildi.

Sekil 4.1. Mitotik indeks Dgerlendirmesinde Kullanilan Metafaz Alani



Sekil 4.2. Mononikleat Lenfosit Hicrelerinin Genel Gorinimu

Sekil 4.3.Binikleat Lenfosit Hiicresinin Genel Gorinimi
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Sekil 4.4. Trindkleat Lenfosit Hicrelerinin Genel Gorinimi

Sekil 4.5. Lenfosit Hicresi Yaninda Gorulen Bir Mikronikleus
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H. heterophyllumekstrakti uygulanan lenfositlerdeki MI oranlarn %42-3.70
arasinda dasmektedir. Kontrol grubunun MI orani % 2.41Hypericum
ekstraktlarinin (0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL) MI deanise sirasiyla % 2.86, 2.84,
3.18 ve 3.70 olarak bulunmgur. MI orani bakimindan kontrol grubu ile 1
mg/mL’lik konsantrasyon arasindaki fark istatisekolarak énemli bulunmyur
(p<0.01 ve p<0.05). Artan ekstrakt konsantrasyonéabali olarak MI oranlarinda
da arty meydana gelngiir (Tablo 4.1.) ve konsantrasyonlar ile Miggleri arasinda
pozitif bir korelasyon gozlenmtir (r = 0.958). Sekil 4.6 veSekil 4.7)

Tablo 4.1.Hypericum heterophyllurakstraktlarinin mitotik indeks derleri

Denek Dozlar (mg/mL)

Cinsiyet  Yas Kontrol 0.05 0.1 0.5 1
Bayan 18 2.6 3.2 3.8 4.6 5.8
Bayan 25 2.1 2.6 2.6 2.4 3.4
Bayan 30 2.3 2.9 3.3 2.8 3.1
Bayan 40 1.8 3.2 24 3.6 4.5
Bayan 50 19 24 2.5 2.2 2.5
Erkek 22 4.0 4.2 4.0 5.2 5.2
Erkek 27 2.8 2.7 25 2.3 2.3
Erkek 38 35 3.9 3.8 4.7 4.9
Erkek 56 2.0 1.6 1.5 1.7 3.0
Erkek 73 1.1 1.9 2 2.3 2.3
M1 (%)

Ortalama + SS 241+0.86 2.86+0.81 2.84+0.84 3.18+125 3.70+1.29

* p<0.05, p<0.01
SS: Standart Sapma
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Sekil 4.6. Artan Hypericum heterophyllurekstrakt konsantrasyonlari ve genel Ml
ortalamalari arasindaki pozitif korelasyon
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Sekil 4.7. Artan Hypericum heterophyllurekstrakt konsantrasyonlari ve deneklerin
MI degerleri arasindaki pozitif korelasyon
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H. heterophyllum ekstrakti uygulanan lenfositlerdeki RI oranlari 48341.302
arasinda dgsmektedir. Kontrol grubunun RI orani 1.143ypericumekstraktlarinin
(0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL) RI oranlar ise siresy.159, 1.159, 1.302 ve 1.298
olarak bulunmstur. Rl orani bakimindan kontrol grubu ile tim kansasyonlar
arasinda istatistiksel olarak dnemli fark bulugtau (p<0.05). Ayrica kontrol grubu
ile 0.5 ve 1 mg/mL’lik konsantrasyonlar arasindaigtatistiksel olarak dnemli fark
bulunmutur (p<0.01). Artan ekstrakt konsantrasyonlarinaglibaolarak RI
oranlarinda da astimeydana gelmgiir (Tablo 4.2.) ve konsantrasyonlar ile RI
degerleri arasinda pozitif bir korelasyon gozlegtmi(r = 0.891). Sekil 4.8 veSekil
4.9).

Tablo 4.2.Hypericum heterophyllurakstraktlarinin replikasyon indeksigleri

Denek Dozlar (mg/mL)
Cinsiyet  Yas Kontrol 0.05 0.1 0.5 1
Bayan 18 1.162 1.17 1.146 1.292 1.286
Bayan 25 1.150 1.174 1.168 1.312 1.312
Bayan 30 1.134 1.144 1.132 1.290 1.314
Bayan 40 1.136 1.170 1.190 1.312 1.310
Bayan 50 1.118 1.176 1.148 1.312 1.298
Erkek 22 1.142 1.164 1.172 1.314 1.294
Erkek 27 1.138 1.162 1.170 1.292 1.292
Erkek 38 1.162 1.160 1.190 1.318 1.300
Erkek 56 1.144 1.152 1.154 1.298 1.302
Erkek 73 1.148 1.124 1.128 1.280 1.276
RI
Ortalama + SS 1.143 + 1.159 + 1.159 + 1.302 + 1.298 +
0.013 0.015 0.021 0.013 0.011°

* p<0.05,” p<0.01
SS: Standart Sapma
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Sekil 4.8. Artan Hypericum heterophyllunekstrakt konsantrasyonlari ve genel RI
ortalamalari arasindaki pozitif korelasyon
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Sekil 4.9. Artan Hypericum heterophyllurekstrakt konsantrasyonlari ve deneklerin
RI degerleri arasindaki pozitif korelasyon
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H. heterophyllumekstrakti uygulanan lenfositlerdeki MN oranlar %0®2.44
arasinda dasmektedir. Kontrol grubunun MN orant % 0.9GHypericum
ekstraktlarinin (0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL) MN deaanise sirasiyla % 1.36, 1.50,
2.16 ve 2.44 olarak bulunmgur. MN orani bakimindan kontrol grubu ile tim
konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak dinéank bulunmutur (p<0.05).
Ayrica kontrol grubu ile 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL’lik keantrasyonlar arasinda da
istatistiksel olarak 6nemli fark bulungtur (p<0.01). Artan ekstrakt
konsantrasyonlarina pia olarak MN oranlarinda da agtmeydana gelmgiir (Tablo
4.3.) ve konsantrasyonlar ile MN ghleri arasinda pozitif bir korelasyon
gozlenmigtir (r = 0.985). Sekil 4.10 veSekil 4.11).

Tablo 4.3.Hypericum heterophyllurekstraktlarinin mikrontikleus gerleri

Denek Dozlar (mg/mL)

Cinsiyet  Yas Kontrol 0.05 0.1 0.5 1
Bayan 18 0.8 14 1.4 2.4 2.4
Bayan 25 0.8 1.2 1.6 2.2 2.0
Bayan 30 1.0 14 1.6 2.2 2.6
Bayan 40 1.0 1.2 1.2 1.6 24
Bayan 50 1.4 2.0 24 3.0 3.2
Erkek 22 0.4 1.0 0.8 1.8 1.8
Erkek 27 0.6 1.0 14 2.0 2.2
Erkek 38 0.6 1.2 1.0 1.8 2.4
Erkek 56 1.2 1.2 1.8 24 2.8
Erkek 73 1.2 2.0 1.8 2.2 2.6
MN (%)

Ortalama+SS 090+0.32 1.36+0.36 1.50+0.45* 2.16+0.40 2.44+0.40

* p<0.05,” p<0.01
SS: Standart Sapma
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Sekil 4.10. Artan Hypericum heterophyllurekstrakt konsantrasyonlari ve genel MN
ortalamalari arasindaki pozitif korelasyon
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Sekil 4.11. Artan Hypericum heterophyllurekstrakt konsantrasyonlari ve deneklerin
MN degerleri arasindaki pozitif korelasyon
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Artan ekstrakt konsantrasyonlarina paralel olardk R1 ve MN oranlar da agi

gosterdginden dolayl, ¢ parametre kendi arasinda da pozitrelasyon
gostermgtir. En guclu pozitif korelasyon Ml ve MN arasinggzlenmgtir (r =

0.967) Gekil 4.12). En zayif pozitif korelasyon ise MI vel Rranlari arasinda
gozlenmgtir (0.864) Qekil 4.13). MN ve RI arasindaki korelasyonun desedse

digerlerinin arasinda yer algtir (0.943) §ekil 4.14).

3
25 I:l
L]
2 C
15 9 L]
L]
1 C
v=1258x - 2.100 O
05 +
) r=0.967
MN
0
0 05 1 15 2 25 3 3.5 4
MI

Sekil 4.12.MI ve MN degerleri arasindaki pozitif korelasyon
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Sekil 4.13.RI ve MI deserleri arasindaki pozitif korelasyon
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Sekil 4.14.RI ve MN deserleri arasindaki pozitif korelasyon
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Yasa bali olarak parametrelerdeki gigimler goz onune alindinda, MN ile ya
arasinda pozitif bir korelasyon gozlegidnalde, MI-Ya& ve RI-Yg arasinda negatif
korelasyonlar goOzlenmtir. Deneklerin yalarinin artgina paralel olarak MN
ortalamalari da ag gostermgtir (r =0.613) Qekil 4.15). Aksine deneklerin
yaslarinin artsina zit olarak Ml ve RI ortalamalari azalma gosigtim M| ve yas
arasindaki negatif korelasyon (r = 0.674), Rl ve gemsindaki negatif korelasyona
gore (r = 0.537) daha kuvvetlidig€kil 4.16 veSekil 4.17).
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Sekil 4.15.MN degerleri ve ya arasindaki pozitif korelasyon.
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Sekil 4.16.MI degerleri ve ya arasindaki negatif korelasyon.
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Sekil 4.17.RI degerleri ve ya arasindaki negatif korelasyon.
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Cinsiyete bgli olarak parametrelerdeki ggimler goz 6nune alinginda, MN
verileri bakimindan bayanlar ve erkekler arasinaizti bir korelasyon gozlenngtir

(r = 0.447) Sekil 4.18). Aynisekilde Ml verileri bakimindan da bayanlar ve erlezkl
arasinda pozitif bir korelasyon gozlestmi (r = 0.695) Qekil 4.19). MN ve MI
verilerinin aksine, Rl bakimindan bayanlar ve elkelarasinda korelasyon negatif
yondedir (r = 0.790)Sekil 4.20).

2.5
MN
2
n [
1.5 o D |:|
[
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a 0.5 1 15 2 2.5 3
Erkek

Sekil 4.18. MN degerleri bakimindan bayanlar ve erkekler arasindabziti
korelasyon.
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Sekil 4.19. MI degerleri bakimindan bayanlar ve erkekler arasindadziti
korelasyon.
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Sekil 4.20. Rl degerleri bakimindan bayanlar ve erkekler arasinda&gatif
korelasyon.
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5. TARTISMA — SONUC VE ONERILER

Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayilamilyonlari bulan sentetik ve
dogal madde bulunmaktadir [120,121T.eknolojinin gelsmesiyle tim canlilar
gunlik ygamda sik sik bu dal ya da yapay kimyasal maddelerle yuz yilze
gelmektedir. insan populasyonunu cevredeki kanserojen ve mutajaddelerin
etkisinden korunmasi icin bu 6zghi sahip bilgiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin
degerlendirilmesi gereklidir [71,122]Fiziksel ve kimyasal etmenlerin canlilar
Uzerindeki zararli etkileri agairmacilarin son derece ilgisini ¢cekmektedir. Téksi
mutajenik, kanserojenik veya teratojenik etkili lmlan bu etmenlerin zararlarini
tespit etmek ve onlemler almak gerekmektedir. Buage caitli testler
gelistirilmi stir. Fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA Uzerindedkilerini gérmek
icin in vivovein vitro testler kullanilir [73,123].

Yapilan aratirmalar, ¢cevremizde sayilari her gegcen gun artegitlickimyasal
maddelerin kuc¢uk miktarlarinin bile genotoksik, ajahik veya karsinojenik
olabilecgi gercesini ortaya koymaktadif44,46].Bu nedenle, bu etkilere sahip olma
potansiyeli tailyan fiziksel ve kimyasal ajanlarin ¢wa insan genomu icin
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere igalolup olmadiklarinin ortaya
ctkariimasi son derece onemlidir. ClUnkl genetilsitite testlerinde alinan pozitif
sonuclar mutajenik olan bircok maddenin ayni zaraakarsinojenik de oldiunu
gostermektedir [101]. Genotoksik ve mutajenik etkiggzal Urlnler Gzerinde de
rastlanabilmektedirBu nedenlerleson yillarda yapilan agarmalar gerek dgal,
gerekse insanlar tarafindan dretilen bazi kimyaselddelerin hem kimyasal

yapilarini hem de mutajenik etkilerini belirleymielikte olmuwtur [71,124-126].

Cssitli bitkilerden elde edilen ekstraktlar; farkh ymilojik aktivitelerinden dolayi,
aromaterapide, kozmatikte, gida uretiminde, ilagagsinde ve ev drunleri
(deterjanlar, sabunlar, bocek ilaglart) yapimintukca geny bir kullanim alanina
sahiptir. Bu maddelerin s6z konusu biyolojik akieri arasinda antibakteriyal,
antifungal ve antioksidan etkiler ilk sirada yerrlat [127]. Tuketimi ¢gu kez

kontrolsiiz ve bilingsiz yapilabilen bu hilklerin 0Ozellikle insan Uzerinde
yapabilecgi akut toksik ve daha ileri boyuttaki genotoksikkiktr cok iyi



bilinmemektedir [56]. Bitkilerden elde edilen bu ekstraktlarda mda bazi
bilesikler, sitotoksik, mutajenik veya antimutajenik gt sahiptir [50,51] ve bu
Ozelliklerinden dolay! da bitki ekstraktlari ilerpok sitogenetik cajma yapilmstir
ve muhtemelen yapilmaya da devam edilecektir. Bitld tedavi tim dinyada ve
ulkemizde yaygin olarak kullaniimakta ancak tedawaciyla kullanilan bu droglar

bazen cok ciddi gk sorunlarina da yol acabilmektedir [128].

Buna dayanarak bu csinadaH. heterophyllumtirinin ceitli dozlarinin insan
periferal kan lenfositlerinde sitogenetik harabeéysebep olup olmagina MN, Ml ve
Rl'e bakilarak argtirldi.

MI yeterli hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitegdstermek icin kullanilan indikator
bir testtir. MI'deki bir azalma hiicre dongusinddkr inhibisyonu ve hicrenin
proliferasyon kapasitesindeki bir kaybi yansitirl, Micre siklusunda metafazdaki
hiicre yuzdesini verir. Bu test bazi kimyasallariicrelerdeki etki mekanizmasi
hakkinda ©6nemli Dbilgiler de vermektedir [101]. Anmor ve arkadslari
calismalarinda sitotoksisite derecesinin tespit edilmasi uygun preparasyon
zamanini ve test konsantrasyonlarini secmek iciekgieoldusunu ve ozellikle
sonuglarin insanlarin maruz kalabilgcebilesiklerin risk deserlendirmesi igin
kullanildiginda 6nem tadigini bildirmislerdir. M1 degerlerinin konsantrasyona gla
olarak paralel azalmasi, test edilen kimyasaliotakisik etki gostergi anlamina
gelmektedir [128].

H. heterophyllum MI oranina gotre deerlendirildigi zaman artan ekstrakt
konsantrasyonlarina pla olarak MI oranlarinda agimeydana gelmgtir (Tablo 4.1)
ve konsantrasyonlar ile Ml derleri arasinda pozitif bir korelasyon gozlegtini(r =
0.958). RI sonuclari da MI sonuclari ile paralelgkstermektedir. Artan ekstrakt
konsantrasyonlarina pla olarak Rl oranlarinda agtmeydana gelngtir (Tablo 4.2)
ve konsantrasyonlar ile RI gerleri arasinda pozitif bir korelasyon gozlegtmi(r =
0.891). MI ve RI sonuclarimiza gotd. heterophyllumtirinin sitotoksik etkiye
sahip olabilecgini sdyleyebiliriz. Bunun nedeni ilk hiicre boélunnrege bircok
hiicrenin apopitoz veya nekroza girmeden canl ksimvaya kontrol edilemeyen
hiicre c@almasi olabilir. Ml ve RI oranlarindaki afara dayanarak, yuksek
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konsantrasyonlardaki H.  heterophyllum ekstraktlarinin  karsinojen  etki

gosterebilecgini séyleyebiliriz.

Ml ile yas arasinda (r = -0.674) ve RI ile yaarasinda (r = -0.537) negatif
korelasyonlar gozlendillerleyen yalara bali olarak MI ve RI oranlarindaki
azalmalar bazi faktorlerin ortak etkileri ile a@Rhbilir. Birincisi htuicre déngusu
kontrol noktasi ve DNA tamiri ile ilgili genlerdekinutasyonlarin ortak etkileri.
Ikincisisi endojen genotoksinler, yetersiz beslenngevresel veya mesleki
genotoksinlere maruz kalma vegbksiz ygam tarzi faktorleridif129]. Pastor ve
arkadalari da camalarinda RI ve yaarasinda negatif bir gki oldugunu rapor
etmislerdir [130]. Walker cakbmasinda ilerleyen ya ba&l olarak MI ornanda

azalma olacani belirtmistir [131].

Bayanlarin Ml ve RI oranlari erkeklere gore dah&sgk bulunmgtur. Bunun
nedeni bayanlarda bir fazla bulunan X kromozomu avdyayanlardaki MN
oranlarinin erkeklerden daha yiiksek olmasindanaidgnabilir.iki farkli calismada
bu durum rapor edilrgiir [132,91].

Insanlar gunlik yamlarinda veya c¢ama ortamlarinda genotoksik ajanlarin
mutajenik ve karsinojenik etkileri ile kalasmaktadirlar. Gefen teknoloji ile
birlikte Uretilen yeni kimyasallar, ilaclar, gideatki maddeleri, tarim ilaglan ve
cevreye verilen atiklar canhlarin genetik yapisindutasyon okturma ihtimalini
tasimaktadirlar. Bu nedenle genotoksik, mutajenik varskojenik maddelerin
etkilerinin aragtiriimasi 6nem kazangtir. Genotoksik ve mutajenik etkiye ghl
drinler Uzerinde de rastlanabilmektedir. Buna dakan bu cakbmada H.
heterophyllumekstraktlarinin MN oranlari Gzerindeki etkileriagtrrildi. Mutajenik,
karsinojenik ve klastojenik etkisi olan ajanlarirNMoranini arttirdili, antioksidan
Ozellik gosteren ajanlarin da MN oranini azgithilinmektedir [66]. Literatirde MN
oranini etkileyen bir¢cok faktorden bahsedilmektedlies, cinsiyet, sigara ve alkol
tuketimi, viral enfeksiyon, Xsinlar gibi [133]. Cakmamizda kullanilan kanlar,
alkol ve sigara kullanmayan, @&kl (herhangi bir viral enfeksiyonu bulunmayan)
bireylerden alinngtir. Boylece genotoksik etkiyi arttirabilecek buneinlerin ortadan
kaldiriimasi amaglanrytir.
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H. heterophyllum MN oranina gore derlendirildigi zaman artan ekstrakt
konsantrasyonlarina pla olarak MN oranlarinda da agtimeydana gelmiir ve
konsantrasyonlar ile MN derleri arasinda pozitif bir korelasyon goézlestmni(r =
0.985). MN oranlarini arttirici etki gostered. heterophyllum ekstraktlarinin
DNA’'da capraz bglar yapms olabilecgi duistnulebili. DNA'da olgan capraz
baglar, muhtemelen daha ¢cok MN eiumundan sorumludurlar [111].

MN ve ya arasinda (r = 0.613) pozitif korelasyonlar goziefidrleyen yalara bali
olarak MN oranlarindaki aglar, Ml ve RI oranlarini azaltan ve yukarida
acikladgimiz bazi faktorlerin ortak etkileri ile agiklanabi MN ve ya arasindaki
pozitif korelasyon birgcok ¢aimada rapor edilngtir [134,135].

Bayanlarin ve erkeklerin MN oranlari arasinda aléaecede bir pozitif koreasyon
gozlendi (r = 0.447). Bayanlarin MN oranlari erlakl goére daha yuksek
bulunmutur. Fenech ve Morley'in ¢aimalarinda kadinlar ve erkekler MN orani
acisindan karlastirildiginda, ya ve MN orani arasindaki gki kadinlarda erkeklere

gore daha yuksek bulungtur [136].

Sonu¢ olarak; ulkemizde geleneksel halk tibbinddakdan H. heterophyllum
ekstraktlarinin karsinojen ve genotoksik 0zelliklgosterdgi soylenebilir. H.
heterophyllumgenotoksik etkiler gosterse de bu etkiler yiksekdantrasyonlarda
ortaya cikmaktadir. Yinede bu tdrin tiketiimesindgri konsantrasyondan
kacinmanin faydall olaga sdylenebilir. Dger taraftan H. heterophylluriun
kimyasal yapisinda birgcok kimyasal bulunmaktadintih gosterdii karsinojenik ve
genotoksik etkilerin hangi kimyasal hbglklerden ileri geldginin argtiriimasi da
onemli bir konudur. Bir tirin yapisindaki kimyasaih izole edilerek tek tek
sitogenetik testlere tabi tutulmasi, tlrin sitogénetkilerinin icergindeki hangi
maddeden veya maddelerden kaynaklgme dair bilgiler verebilir. Karsinojen veya
genotoksik 6zellikleH. heterophylluriun kimyasal yapisindaki bir veya birden fazla
maddenin sinerjistik etkilerinden dolayi ortayamik olabilir. Bu durum daha ileri

calismalar icin yeni arglirma konulari olgturmaktadir.
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