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OZET

(Yiksek Lisans Tezi)

KARABAS KEKIGI (Thymbra spicata) BITKi UCUCU YAGININ FARE KEMIK ILiGi
HUCRELERINDE KROMOZOMLAR UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Davut KISIOGLU
Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Pinar AKSU KILICLE

Bu ¢alisma ile T.spicata bitki ugucu yagmin fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomlar
tizerine etkilerinin arastirilmasi amacglanmistir. Olusturulan ii¢ deney grubundaki farelere
250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg karabas kekigi (T. spicata) bitki ugucu yagi,
kontrol grubundaki hayvanlara ise ¢esme suyu viicut agirliklarina gore 24 saatte bir iki
kez oral gavaj yolla verilmistir. Istatistiksel analizler neticesinde kontrol grubuna gore
karabas kekigi bitki ucucu yagi uygulanan gruplarda mitotik indeksin doz artisiyla paralel
olarak azaldigi tespit edilmistir (P<0.001), (r=-0,98). Kontrol grubuyla farkli dozlarda
karabas kekigi bitki ugucu yagi uygulanan gruplar kiyaslandiginda ise 500 mg/kg ve 1000
mg/kg karabas kekigi uygulanan gruplardaki kromozomal aberasyon sayilarinin arttigi
tespit edilirken, yalnizca 1000 mg/kg uygulama yapilan gruptaki artisin istatiksel olarak
onemli oldugu belirlenmistir (P<0.001), (r=0,98). Sonug¢ olarak T.spicata bitki ugucu
yaginin belirtilen dozlarda fare kemik iligi hiicrelerinde in vivo klastojenik potansiyeli

oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: T.spicata, Kromozomal aberasyon, Mitotik indeks, Fare kemik iligi

hiicreleri

2018, 70 Sayfa



ABSTRACT
(Master Thesis)

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF KARABAS THYME (Thymbra spicata)
ESSENTIAL OIL ON CHROMOSOMES OF MOUSE BONE MAROOW CELLS

Davut KISIOGLU
Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assistant Prof. Pinar AKSU KILICLE
In this study, it was aimed to investigate the effects of T. spicata plant essential oil on
chromosomes in mouse bone marrow cells. 250 mg / kg, 500 mg / kg and 1000 mg / kg
of T. spicata plant essential oil were given to the mice of the three experimental groups
and the animals in the control group were given oral gavage once or twice every 24 hours
according to body weight. As a result of statistical analyzes, it was found that the mitotic
index decreased in parallel with the dose increase in the group of theKarabas thyme
applied group when compared with the control group (P<0.001), (r=-0,98). When the
control group was compared with the groups to which thyme essential oil was applied at
different doses, it was determined that the numbers of chromosomal aberrations in the
500 mg/kg and 1000 mg/kg thyme essential oil groups were increased, it was determined
that only the increase in the 1000 mg/kg administration group was statistically significant
(P<0.001), (r=0,98). The study results show that in vivo treatment of T. spicata plant

essential oil is clastogenic in mouse bone marrow cells at the indicated doses.

Key words: T. spicata, Chromosomal aberration, Mitotic index, Mouse bone marrow

cells

2018, 70 Pages
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1.GENEL BILGILER
1.1. Giris

Yeryiiziindeki bitkiler, hayvanlar ve insanlar diizenli bir koordinasyon i¢in de yasamlarini
siirdiiriirler. Insanlar gegmisten beri yasamlarmi devam ettirmek, besin ihtiyaglarini
kargilamak ve cesitli saglik problemlerini tedavi etmek i¢in bitkilerden yararlanmislardir

1, 2].

Yeryliziinde bitki tiirlerinin yaklasik olarak 350 bin civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Yapilan bilimsel ¢alismalarda bitki tiirlerinin yarisina isim kazandirilmistir.
flag olarak kullanilan bitkiler, insanlik tarihinden baslayarak giiniimiize kadar geliserek
cogaltilmistir. Besin olarak 3.100 kadar bitki halk tarafindan tiretilmektedir. Yaklasik
10.100 kadar bitki ise dogada yetismektedir [3].

Bitki, hayatin devamliligi i¢in gerekli olan oksijen ve bazi besinleri iiretmektedir.
Yillardir tilkemizde bitkisel ilaglar hastaliklarin tedavisinde halk hekimleri tarafindan
kullanilmaktadir. Niifusun artmasiyla sehirlerin gelismesiyle bitki tiirlerinin azaldig

goriilmektedir [4].

1985 yil1 verilerine gore insanlarin yaklasik 9%80°1, dncelikle hastaliklarin tedavisinde
bitkisel iiriinler kullandigi, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan tespit edilmistir.
Birinci sinif iilkelerde ise kullanilan regeteli ilaglarin %20-%30 civarinda bitkisel ilaglarin

kullanildig1 bilinmektedir [5].

20. ylizyilin sonlarma dogru gelindiginde WHO bitkilerin (bitki yapraklarinin, bitki
koklerinin, bitki gdvdelerinin vb.) kisimlarini ¢esitli hastaliklarda tedavi edici 6zelliginin
oldugu yapilan ¢aligmalarla belirlemistir. Bitkilerin tedavi 6zelliginin ve kullanilacak
miktarin  iyi bilinmesi ve belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismalarla belirlenip

desteklenmektedir [6].

Tiirkiye’de yaklasik olarak dokuzyilizbin civarinda bitki tiirii oldugu bilinmektedir.
Ulkemizde bu bitki tiirlerinden pek fazla yarar saglanilmamaktadir [7].



Ulkemizde yaklasik olarak ilag sanayisinde kullanilabilecek 400-500 bitki tiirii oldugu
diistiniilmektedir. Bunlarin 190-210 tiiriiniin yurt disina génderildigi bilinmektedir [3, 8,
9.

Bitki tiirii zengin olan {ilkemizde bir¢ok bitki gen merkezi kurulmustur. Kurulan gen

merkezleri endemik tiirleri de igermektedir [9].

Kullanilan bitkilerin olumlu etkilerinin yanisira bilingsiz ve kontrolsiizce kullanilmasinda
olumsuz etkiler doguracagi tahmin edilmektedir. Bitkilerin ugucu yaglariin kontrolsiiz

ve bilingsiz kullanilmasindan genetik materyal iizerine etkisinin oldugu belirlenmistir

[10, 11].

Toksik maddelerin DNA materyali iizerinde olusturdugu hasar genotoksisite olarak
bilinmektedir. Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda DNA iizerindeki hasarlar mutasyonlarla

alakali oldugunu gostermistir [12, 13].

Kanserden korunmak i¢in maddelerin hangi doku iizerinde ne kadar kullanilacag: azlik

cokluk miktarinin belirlenmesi i¢in genotoksik calismalar yapilmaktadir [12, 13].

Genotoksisite testleri molekiiler ve kromozomal diizeyde yapilmaktadir. Molekiiler
diizeyde yapilan testler DNA hasarinin direk tespit edilmesi i¢in Comet testi, diizenlene
bilir DNA bozuklugu belirlemek i¢in programlanmis DNA sentezi, genellikle Ames ve
Drosophila testleri kullanilabilir. Kromozom diizeyinde ise sitogenetik testler Kardes
Kromatid Degisimi (KKD), Kromozom Aberasyonlar1 (KA) ve Mikroniikleus (MN) test
teknikleri daha ¢ok tercih edilmektedir. Kromozomal Aberasyon, DNA’da olusan hasar,
kirikliklar veya hatali yapimdan dolay1 olusur [14, 15].

Sayisal kromozom bozukluklart kromozom, kromozom tipi kirikliklar ve hatali
birlesmeler Kromozomal Aberasyon testi ile belirlenmektedir. Kromozomal Aberasyon

testi 1970°1i yillarda klastogenik etkiyi belirlemek i¢in kullanilmistir [16, 17].

Karabas kekigi toplum arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ilag maddesi olarak
tiikketilmektedir. Karabas kekigi ucucu yaginin bilesenlerinde fenoller bulundugundan
antibiyotik etkiye sahiptir. Halk arasinda yemeklerde kullanilmakla beraber bir¢ok

temizlik ve bakim iirlinlerinde de ¢esitli kullanim alanlarina sahiptir [3, 18, 19].



Literatiir incelemeleri sonucunda karabas kekigi (T. Spicata) bitkisinin in vivo
kromozomal aberasyon etkisinin calisiimadigr tespit edilmistir. Bu calisma ile halk
arasinda fazla kullanilan Karabas kekigi bitki ugucu yaginin in-vivo fare kemik iligi

hiicrelerinde kromozomlar {izerindeki etkisinin arastirilmasi amag¢lanmustir.
1.1.1. Kekik Bitkisinin Genel Ozellikleri

Diinyada genel olarak kullanilan ve “kekik” olarak isimlendirilen “Labiatae” familyasina
ait Tyhmus, Origanum, Coridothymus ve Saturesa tiirleri baslica Akdeniz bolgesinde

yayilis gostermektedir. Yapi olarak kisa boylu otsu ¢alilardir [20].

Oziinde bulunan ugucu yaglarindan dolay: ilag sanayisi, yemeklerde tatlandirict ve
kozmetik sanayisinde kullanilmaktadir. Kekik ailesi 190-201 kadar cinsi 3100-3210
kadar tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde ise 40-43 cinsi 571 tiir kekik bitkisi oldugu

belirlenmistir. Ayrica 13-15 endemik tiirti bulunmaktadir [21].

Diinya tizerinde Giiney Avrupa ve Bati Asya da genel olarak yayilis gostermektedir [22].
Labiatae familyasina ait bahar ve yaz aylarinda ¢igek agar ve kendisine ait kokusu
bulunmaktadir. Yap1 olarak c¢ok dalli, odunlasmis kisa govdelere sahip, dallarin ug
kisimlar1 koseli, kirmizi tonlarda ¢igeklere sahiptirler, yapraklar: 0,1-1,1 cm civarindadir.
1700 rakimlara kadar yayilis gostermistir. Yapraklarinin u¢ kisimlar: da ucucu yaglar

depolayan salgi tiiyleri vardir [6].

Kuvvetli bir antiseptik ve antifungal yapiya sahip Tyhmus vulgaris L.’nin ugucu yag
bilesiklerinde bulunan tyhmol’iin fenollere gore 29 kat daha fazla antiseptik etkisi ve 5

kat daha fazla toksik yapiya sahip oldugu belirlenmistir [23].

Labiatae iilkemizde endemik tiirlerine de rastlanmasina ragmen genellikle yapilan

caligmalar besinleri koruyucu etkisidir [1].



Sekil 1. Kekik (Thymus) Bitkisinin Morfolojik Goriintiisii [24]

1.1.2. Karabas Kekigi (Thymbra spicata)

Giliney Anadolu ve Bat1 boélgelerinde yayilis gostermektedir. Ugucu yagi karvakrol
bakimindan zengindir [25, 26]. Govde, yaprak ve dallarinda %2.4 ugucu yaga sahiptir.
Ugucu yaginin %53.5 karvalrol, %2’sinde timol bulunmaktadir. Toplam %55.5 fenolik
madde bulunmaktadir [27].



Sekil 2. Karabag (T.spicata) Kekiginin Morfolojik Gortintiisii [28].

1.1.3. T.spicata Sistematigi

Alem: Plantae (Bitkiler)

Boliim: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smif: Magnoliopsida (iki ¢enekliler)

Takim: Lamiales

Familya: Lamiaceae (Labiate) (Ballibabagiller)
Cins: Thymbra

Tiir: T. Spicata [29].



1.1.4. Kekik (Thymus) Bitkisinin Halk Arasinda Kullanimi

Kekik eski ¢caglardan gliniimiize kadar baharat ve ilag olarak kullanilan bitkilerden biridir.
Eski Yunan tarihine bakildiginda kekik antidon olarak konvilsiyonlara bagli ve 6dem
olusumuna kars1 tibbi bitki olarak kullanilmistir. Bir¢cok eserde kekik bitkisinin tedavi

edici ve diger etkilerinden bahsedilmistir [30, 31].

Kekikte bulunan ugucu yaglardan veya yaglarda izole edilen timol, antibakteriyel,

antiseptik, antispazmodik, fungusit ve ekspektoran etkilerinden faydanilmistir [23, 32].

Kekik bitkisi halk arasinda ilk olarak kramp olan bolgelere uygulanmistir. Steril etkisinin
oldugu ve balgam soktiiriicti olarak kullanildig1 da bilinmektedir. Mide, bagirsak, brons
ve akciger gibi bolgelerin hastaliklarinda tedavi amacgli olarak kullanilmistir. Halk
arasinda iltahap soktiiriici ve sindirim sistemini uyararak istah acici olarak da
tilketilmektedir. Ayrica halk arasinda kekik diger bitkilerlede karistirilarak bagka
hastaliklarda tedavi amagli olarak kullanilmistir [33].

1.1.5. Ucucu Yaglarin Genotoksik Etkileri

Ucgucu yaglarda bulunan bitki ekstrelerinin ve ugucu yag etken maddelerinin
genotoksisitelerine iliskin bulgular azdir. Salmonella mikrozomal test yontemleriyle
yapilan deneyler sonucu elde edilen bilgiler de bitkilerin ve etken maddelerinin mutajenik
etki gostermedigi belirlenmistir. Bakteriyel yontemlerle 4 civarinda ugucu yagin
genotoksik etkilerine bakilmistir. Ugucu yaglarin ve etken maddelerin genotiksik etkisine

rastlanarak, mutajenik etkiler gostermistir [34].

Kisa siireli in-vitro memeli ve mikrobiyal yontemlerle timol, karvol, karvakrol ve
sinnamaldehit benzeri ugucu yag etken maddelerinin doza baglh olarak Hep 2
hiicrelerinde hiicre yasayabilirligi ve proliferayonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Toksik
olmayan dozlarda timol ve karvakroliin aktivasyonuna gerek gostermeden Ames testi ile
revertant sayisint 1.5-1.7 kez artis gosterdigi fakat SOS-kromotest ile incelenen dort
bilesigide toksik olmayan dozlarda DNA hasar1 olusturmadigi gézlemlenmistir. Yapilan
morfolojik incelemede karvakrol, karvol ve sinnamaldehitin doza bagli olarak DNA

onarimini bozdugu belirlenmistir [35].



1.2. Genotoksisite

20. yiizyihn baglarin da Miller yaptigi calismalarda X 1smlarinin Drosophila’da
mutasyon oranlarinin 15-20 bin kat daha arttigininin belirlemesiyle genetik toksisite
tarthini baglatmistir. Teknolojinin de ilerlemesiyle fazlalasan risk ve ¢oziimleme

yontemleriyle ile birlikte 6nemli arastirma ve gelistirme dallarindan biri olmustur [27].

Genetik toksikoloji, toksikilojinin bir alt dalidir. Genetik toksikolojide yapilan ¢alismalar
canli sistemlerin isleyisi sirasinda biyolojik, fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda canli
DNA’sindaki kromozomal yapinin her hangi bir bdlgesinin hasar gérmesiyle olusan

etkilerin genetik toksikoloji bilimi belirler [36, 37].

Somatik mutasyonlarin birikimi sonucunda kanser hiicreler olusmaktadir. Gen ve
kromozomlarda olusan hatalar1 veya yeni diizenlemelere genetoksinler sebep olmaktadir.
DNA’da hasara yol agan mutasyonlar kalitsal hastaliklara sebep olmaktadir. Mutajen
olarak isimlendirilen fiziksel ve kimyasal uyarilar sonucunda mutasyonlar meydana gelir
[32].

Genetik zehirlenme organizmada genetigin belirlenmesinde, kalitsal bir zehirlenmenin
olugsmasidir. Gen ftizerinde ki genetik toksinler olarak isimlendirilir. Genetik toksinler;
sitotoksik, sitostatik ve mutajenik etkenler olarak isimlendirilir. Sitotoksik maddeler;
anoksin, mebran permeabilitesi ve protein koagiilasyonu sonucu hiicre dliimiine neden
olabilir. Sitostatik etki ise kromozom yapisinda olusan fakliliklardir. DNA iizerinde ki
degisimlere “nokta mutasyonlar” denir. Nokta mutasyonlara “mutajen etkenler” sebep
olmaktadir. Mutajen etkenler, viriisler, fiziksel ve kimyasal etkenlerdir. Bu olaya

“mutajenesiz”, olusan tiirlere ise “mutant” denir [37].
1.2.1. Kromozomlar

Hiicre organellerini islevsel ve morfolojik olarak inceleyen, ‘Chromosome’ olarak
isimlendirilen, genetik, sitogenetik ve sitoloji bilimlerinin bir araya gelmesiyle olusan

hiicre organelidir [38].



Sekil 3. Kromozomun Isik Mikrokobu Goriintiisii

Kromozomal proteinlerin bir araya gelmesiyle olusan kromotid seklindeki paketlerdir.
Hiicre boliinmesi hari¢ kromotinler daginik halde bulunurlar. Hiicre boliinmesi sirasinda
bir araya gelerek yogunlagirlar. Bolinme sirasinda kromozomlar 6zel yapilara sahip
olurlar. Kromotinin yapisinda bulunan proteinlerin bazilar1 gen ekspresyonunu
diizenlerken bazilar1 yapisal rol oynar. Mikroskop altinda incelenerek kromozomlar
belirlenir [39].



Kromozom
Kromatidler Kromatid Niikleus

Telomer
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Sekil 4. DNA’nin Kromozomlara Doniigsmesi [40].

Nesilden nesile aktarilan kromozomlarin kalitsal karakterlerin agiklanmasi kromozom

yapilarinin incelenmesiyle agikliga ulastirilir [41, 42].

Her tiir kendine 6zgii say1 ve morfolojiye sahip Kkarakteristik kromozom (karyotip)
sahiptir [39].

1.2.1.1. Kromozomlarda Olusan Ozel Bélgeler

Kromozom 151k mikroskobu altinda incelendiklerin de bazi morfolojik 6zelliklere sahip

olduklari belirlenmistir [38].

Kromotid: Kromotinlerin protein iskeletine sarilmasiyla meydana gelen olusumlardir.
Kromozom kollar1 iki goriiniimliidiir. Bunlardan uzun kol (q kolu), kisa kol (p kolu)

olarak isimlendirilir [43].



Sentromer: DNA’nin baglandig: spesifik protein yapisina sentromer denir. Primer olarak

tanimlanan p ve q kollarina olan sitogenetik tanimlayict olusumudur [43].

Telomer: Kromozomlarin u¢ kisminda bulunan DNA dizileri telomer olarak
isimlendirilir. Kromozom uglarin1 ve krozomlarin bir birine yapigsmasini onler. DNA

dizisinde kisalmalar yaglanmaya baglidir. Kanser hiicrelerinde kisalmalar goriilmez [43].

Replikasyon orjini ( Origins of replication ORI): DNA sentezinin basladigi tiim
bolgelerde goriiliir. Okaryotik hiicrelerde birgok ORI bdlgesinde bulunmaktadir. Isik
mikroskobunda bu yapilar goriilmemektedir [43].

Telomer
— Kisa kol (p)

Kromotid —

Kardes kromtidler

Sekil 5. Mitoz Esnasindaki Bir Insan Kromozomunun Sematik Goriiniimii [40].
1.2.1.2. Sentromer Bolgelerine Gore Kromozom Cesitleri

Kromozom yapilart setromerlerin kollarin bogum noktalarma gore ve kollarin

uzunluklarina gore su sekilde siniflandiriimaktadir [38].
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Metasentrik Submetasentrik Akrosentrik Telosentrik

Sekil 6. Sentromerin Yerlesim Bolgesine Bagli Farkli Kromozom Tipleri [40].

Metasentrik kromozom: Sentromerin bogum noktast kollarin orta noktasindadir.

Kromozom kollarinin esit bélmektedir [38].

Submetasentrik kromozom: Sentromerin bogum noktasi ugla orta noktasi arasinda iki

kolu birbirine esit olarak boler [38].

Akrosentrik kromozom: Sentromerin bogum noktast u¢ kisma yakin olan

kromozomlardir [38].

Telosentrik kromozom: Sentromerin bogum noktasi u¢ kisimdadir. Bu tip kromozom

yapilari insan hiicrelerinde goriilmemektedir [38].
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Sekil 7. Kromozomlarin Sentromer Yerlesimleri ve Isimlendirmeleri [37].

1.2.2. Genotoksisite Testleri

1960°dan beri kullanilan bu testler giiniimiize kadar ulasmaktadir. Canli organizmada
olusan hasarlar, kanser, UV, radyasyon, sanayi atiklar1 gibi canlilar da olusturacagi
karsinojenik ve mutajenik etkilerin tespiti igin in-vivo ve in-vitro mutajen testler

sunlardir.

e Ames testi

e Comet testi

e Kromozom anomalileri (CA) testi

e Kardes kromotid degisimi (SCE) testi
e Mikrontikleus (MN) testi [44].

1.2.2.1. Ames Testi

Ames testi olarak bilinen salmonella/mikrozom mutajenite testi, canlilar iizerindeki
kimyasal maddelerin olusturduklari mutajenik etkilerin belirlenmesinde kullanilan testir.

Ames testi parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen/karsinojen etkisi
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en iyi bilinen kimyasallarla gercekligi en ¢ok kabul edilmis bakteriyel test sistemidir.
Ames testi canli organizmalarda kanser hiicresi olusumunda somatik hiicrelerin
baskilayic1 genlerden meydana gelen nokta mutasyonlarin belirlenmesinde ve kimyasal
maddelerin DNA ile etkilesimlerini engelleyerek mutajenik/karsinojenik etkileri ortandan
kalkmasini saglayan antikarsijenik maddelerin belirlenmesinde ames testi yaygin olarak
kullanilir. Salmonella typhimurium’un mutant suslari, histidin operonunun degisik

bolgelerinde bazi mutasyonlar i¢in kullanilmaktadir [36, 45, 46].

Test edilecek ajan

|

| g e

Karaciger

Histidinsiz ortam Ertesi gun

Histidin iceren -
ortamda yasayan
bakteriler

Sekil 8. Ames Testinin Uygulanmasi ve Mutajeniteyi Gosteren Koloniler [47].

1.2.2.2. Comet Testi

Son yillarda daha fazla gelisen, DNA tek veya c¢ift zincirinde olusan hatalarin
belirlenmesinde kullanilan, hizli, giivenilir, basit ve ucuz bir test yontemidir. Comet
yontemi tek hiicrelerde elektroforez teknigi olarak adlandirilmaktadir. Memeli
hiicrelerinde DNA da olusan kirikliklart ve onarim bozukluklarinin belirlenmesinde
kullanilan bir test yontemidir. Comet testi DNA hasarimin belirlenmesinde, kanser
hastalarinda DNA hasarinin derecesinin belirlenmesi, kromozom tamirinin tespit etmek,

kanser hastalarinin prenatal tanisinda, DNA da olusan hasarin artisinin belirlenmesi de
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kullanilan bir bioizlem testidir. Genotoksinlerin ilk etki olusturduklar1 bdolgelerin
belirlenmesinde, dkaryotik hiicrelerin genelinde uygulana bilmesi, daha diisiik hasarlarin
belirlenmesi comet testiyle sabitlenmektedir. Alkali ortamlarda pH’da farkli molekiil
araliklarina ve farkli elektrik ylikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanlarda

farkli gbg¢ etmesine bagli olarak hasarlarin belirlenmesini saglar [36, 48, 49].

Sekil 9. Hasarsiz DNA (a) ve Hasarli DNA Igeren Niikleuslarin (b) Comet Testi ile
Belirtilmesi [44].

1.2.2.3. Kardes Kromotid Degisimi (KKD) Testi

Homolog lokuslar arasinda gift zincir kiriklarinin rekonbinasyon yontemiyle onarilmasi
ve DNA replikasyon iriinlerinin degisiminin gosterilmesinde kullanilan test teknigine
kardes kromotid degisimi (KKD) testi denir. Kromozomlarda olusan bazi ajanlarin
mutajenik ve Kkarsinojenik etkilerin belirlenmesinde, ayrica kromozomlarda olusan
yapisal degisikliklerin belirlenmesinde kullanilan test teknigidir. Mutajen ve karsinojen
etkiye sahip oldugu bilinen kimysal maddelere maruz kalan hiicrelerde, kromozom
kiriklig1 ve yatkinlig ile karekteristik edilen bazi kalitsal hastaliklarda KKD frekansi ile
tiimdr olusumu arasinda lineer bir iliskinin oldugu belirlenmistir. DNA ile etkilesime
giren ve DNA reaksiyonlaria katilan mutajenik maddelerin belirlenmesi KKD testi ile
yapilmaktadir [50, 51, 52, 53].
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Sekil 10. a- BrdU ile KKD Belirlenmesi, b- KKD Igeren Metafaz Gériiniimii [44].
1.2.2.4. Mikroniikleus (MN) Testi

Hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, kinetokordan, mitotik igdeki
hatalardan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve kromozomal hasarlardan
kaynaklanan, hiicrelerin mitoz evresinde ortaya ¢ikan, esas ¢ekirge dahil olmayan, tam
ve esantirik kromozom fragmanlarindan koken alan yapilardir. Kromozom
diizensizlikleri ve somatik hiicrelerin belirli ajanlarla hiicrede olusturdugu MN artisinin
indirek gostergesi olarak degerlendirilir. Bazi fiziksel ve kimyasal maddelere maruz kalan
canlilarda, kanser genomik diizensizlik ile karekterize edilen ¢esitli hastaliklardan MN

frekansinin yiiksek oldugu belirlenmistir [36, 54, 55, 56, 57].

~
/ 10 ym

10ym

Sekil 11. Mikroniikleus igeren Biniikleat Hiicreler [44].
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1.2.2.5. Kromozom Anomalileri (CA) Testi

Kromozom iizerinde olusan yapisal ve sayisal degisimlere kromozomal aberasyon denir.
Kromozol aberasyon kendiliginden veya radyasyonlar sonucunda olusmaktadir. DNA
diizeyinde olusan hasar sonucu kromozomal anormallikler ortaya ¢ikmaktadir. DNA’da
onarilmis ¢ift zincir kiriklarinin yanlis onarilmasindan kaynaklanmaktadir. DNA’dan
olusan bu harslarin tamir edilirken olugsan CA frekans1 yliksek kanser riski gostermektedir
[47, 58, 59, 60, 61]. Mutajenler tarafindan indiiklenen bazi yapisal ve sayisal
anormalliklerin  belirlenmesinde kullanilan test yontemleridir. Memeli hiicre
kiiltiirlerinde In-vitro, kemik iligi hiicrelerinde ise In-vivo yontemler kullanilmaktadir

[36, 62, 63].

Okaryotik kromozomlarda olusan kromozomal aberasyon mayoz ve mitoz béliinme

esnasinda 6zel boyama teknikleriyle belirlenir [64, 65].
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Sekil 12. Kromozom Anormallikleri Iceren Metafazlar. a- Fragment, b- Kardes Kromatit
Birlesmesi, c- Kromatit Kiriklari, d- Kromozom Kirigi, e- Poliploidi, f-

Endoreduplikasyon [44].
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1.2.3. Sayisal Kromozom Anomalileri
Kromozomda olusan sayisal anomaliler iki sekilde belirlenir.

1. Kromozomlarin ayrilmasi ( nondisjunction )

2. Kromozomlarin anafazda geri kalmasi

Mayoz sirasinda kromozomlara fazla veya eksik kromozom gitmesi nedeniyle
kromozomal anomaliler olusur. Kromozomlarda olusan ve belirlenen anomaliler: 6ploidi
( Euploidi ) ve anodploidi (Aneuploidi) olarak isimlendirilir. Kromozom sayisinin belirli
sayilarda artmasi olayma Euploidi olarak adlandirilir. Ornek olarak haploidi sayisi
23’diir. Diploid sayisi ise 46 olarak bilinmektedir. 23 olan haploidin 69 olmasi yani 3
katina ¢ikmasi triloidi denir. Bu sekildeki artislar poliploidi olarak adlandirilir. Hiicre
¢ekirdeginin boliinmesi, sitoplazmanin boliinmesi sonucu poliploidi olusur. Kromozom
sayisinin 46’dan fazla olmasi veya eksik olmamasi durumuna aneuploidi denir. Az
olmasina durumuna hipoploidi, fazla olmasma hiperploidi denir. Monozomidi
hipoploidi’ye en iyi drnektir. Monozomidi homolog kromozomlarin biri ayrilmamasi
sonucu 45 olmasidir. Turner sendromu (45,X0) 6rnek olarak gosterile bilir. Trizomidi ise
hiperploidiye 6rnek verile bilir. Normalde iki adet olan homolog kromozomlar ii¢ adet
olmasina trizomidi denir. Ornek olarak “trizomi 21” (3x21 kromozom ) olarak bilinen

Dowm Sendurumu 6rnek gosterile bilir [66].

Insan kromozomunda olusacak bir degisiklik fenotipik olarak gosterilir. Normal 46
krozomun digindaki kromozomlara heteroploid adi verilir. Haploid kromozm sayisinin
(n) tam katlar1 sekilindeki anomalilere 6ploid (euploid) ve diger kromozom say1 farki

anomalilerinede andploid (aneuploid) ad1 verilir [66].
1.2.4.Yapisal Anomaliler

Kromozom yapisindaki kiriklar kromozom yapisinda ki degisikliler meydana gelir [67].
Mitoz ve mayoz esnasinda G1, S ve G2 sathasinda kromozom kiriklar1 meydana gelir.
Gen mutasyonlariyla, kromozom kiriklari i¢in yapilan ¢alismalar bir biriyle baglantilidir.
Gen mutasyonlarinin ve kromozom kiriklarinin mutajenlerin indiiklenmesiyle olusur.
DNA sarmalinda ki tek zincirin kirtlmasinin nedenleri; primidin dimerlerinin meydana

gelmesi, baz alkilasyonu, iplikcikler arasinda ¢apraz baglanti DNA ¢ift sarmalinin arasina
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mutajen girmesi gibi faktorler gosterilir. Kromozom ve kromotid olmak {izere iki tip kirik
bilinmektedir. Hiicre boliinmesi sathalarinda olusan ajanlar kromozom ve kromotid tipi
kirikliklar meydana getirir. Kromozom tipi kirikliklar GO ve G1 sathalarinda meydana
gelir. S ve G2 sathalarinda kromotid kirikliklar meydana gelir. Kromozom kiriklar1 G1
sathasinda bir kromotid de kirik meydana getirir. Bu olay S safhasinda devam ederse,
metefazdan sonra her iki kromotid de kirik olusmasi sonucunda kromotid tipi kirtkliklar
meydana gelir. Olusan kirikliklar tekrar birlesmese asentrik fragment ve delesyonlu bir
kromozom olusturur. Meydana gelen asentirik pargalar metefazda kaybolur ve anafazda

mikroniikleusun olusmasina sebep olur [43, 68, 69].

Kromozomda olusan kiriklik tekrar birlesmesi meydana gelse bile tekrar birlesme de
olmaya bilir. Kromozom segmentlerindeki kiriklar orijinal sekilde tekrar yapisirsa bu

kiriklik fark edilmez. Orijinal yapismalar sonucun da su kromozomal degisimler ortaya

cikar [70].

Delesyon: Kopan kromozom pargasinin kaybolmasina denir. Kaybolan kromozom
pargast baska kromozomlara baglanmaz. Stoplazma bu kromozom parcasini
birlesenlerine ayirir. Uzerinde bulunan genetik yap1 kaybolacaktir. Kromozom kiriklig
biiyiikse yani genetik yapi fazla ise gen dengesinde bozulma olarak hiicre olimii

gergeklesir [70].

Duplikasyon: Homolog iki kromozomdan kopan parg¢asinin baska bir kromozomda

olusan bosluga yerlesmesi sonucu olusur [71].

Translokasyon: Kromozomda olusan kirik parganin baska kromozoma yerlesmesine

translokasyon denir. Homolog kromozomlarda goriildiigii gibi homolog olmayan

kromozomlarda da goriile bilir [71].

Inversivon: Kromozomda iki kirik olusmasi ve bu olusan kiriklarin yer degistirerek

yapismasina denir [70].

Ring _kromozom: Saglam olan kromozom uglarinda polaritenin olmasi nedeniyle

yapisma olmaz geri kalan kisminda yapisma olmasina ring kromozom denir [66].
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Izokromozom: ig ipliklerinden ¢ekilmesi esnasin da kromozomlarda olusan hata sonucu

boylamasina boliinmesi gerekirken enine boliinmesine izokromozom denir [38].

Sentrik fragment: Karyotip esnasinda rastlanan kiigiik, ek metasentrik figmentlerdir
[66].

Sister-union (Kardes kromotid birlesmesi): Aktarimi olmayan mutasyonlardir.

Kromozom iizerindeki kirilmalar rastgele olmadig1 yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.
Kromozom iizerinde duyarlilik bazi bdlgelerde fazladir. Tek kromatid halinde
olduklarindan metebolik evrede kirikliklar daha basit olur. Tekrardan yapigsmamasi
halinde sentromerli ve sentromersiz pargalar miyoz devam ederken uzunlamasina yarilir
ve her birinden iki kromotid olusur. Olusan kromotid uglar1 birbirine yapisir. Bu olaylarin

olmasina kardes kromotid birlesmesi denir [72].

Disentrik kromozom: Sentromer olan pargalarin sentromerlerinin kaybederek yapigmasi

olayma disentrik kromozom denir. Crossin-over’den dolayr 2 gen anafaza go¢
edeceginden rekombinat kromotid disentrik koprii formasyonunu olusturur. Iki

sentromerli kromozoma disentrik krozomal denir [65].
1.3. Bitki Ekstraklari Ile Tlgili Genel Bilgiler

Bitkiler aleminde kendilerine 6zgii renk, koku ve tat bulundurmalari yani sira kendilerine
0zgii ugucu yaglarda bulundurmaktadirlar. Ugucu yaglar oda sicakliginda donmus veya
stvi halde bulunurlar ve belirli sicakliklarda buharlasmaktadirlar. Kimyasal bilesenlerinde
hidrokabonlar yani sira, asit, alkol, keton ve fenon gibi bilesiklerden olusmaktadirlar [26,

73].

Ucucu yaglarda su buharinda ugucu olan azot ve kiikiirt gibi bilesiklerin yani sira
2000’den fazla kimyasal bag bulundurmaktadir. Ucgucu yaglar bitkilerin kok, govde,
yaprak ve meyve kisimlarinda bulunmaktadir. Bitkilerin bu o6zellikleri bir¢ok kisi

tarafindan ve bazi toplumlarda terapi amach kullanilmaktadir [74].
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1.3.1. Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesenleri

Ugucu vyaglarin biiylik bir kismi yaklasik olarak %90 terpenik maddeleri
barindirmaktadir. Ugucu yagin elde edilecek bitkinin tiirline gére aromatik madde, diiz

zincir hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt gibi kimyasal maddeler siniflandirilabilir [75, 76].
1.3.2. Ucucu Yaglarin Elde Edilme Yo6ntemleri

Bitkilerde bulunan ugucu yaglarin elde etmek i¢in, bitkinin 1stya karsi duyarliligi, elde

edilecek ugucu yagin suda ¢oziiniip ¢oziinmedigi ve ugucu yagin miktari tespit edilmelidir

[75, 76].

Destilasyon: Su, buhar ve vakum destilasyonu olarak 3 kisma ayrilarak, sivilarin
kaynama noktalarinin farkliliklarindan dolay1 ayrilma islemi yapilir [75]. Destilasyon
yontemi Clavenger aparati kullanilarak, cam balon i¢ine konulan bitki kaynatilarak

serbest hale gecen ugucu yaglarin baska bir haznede toplanma islemine dayanmaktadir

[76].

Sekil 13. Clavenger Aparati [77].
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Sikma: Destilasyon yonteminde bozulma gosteren bitkiler sikma (presleme) yontemi
kullanilarak ugucu yaglar elde edilirler. Su ile yikanarak yag-su emiilsiyonu bir kapta

toplandiktan sonra santrifiij ile ayrilir [78].

Ekstraksiyon: Bu yontem Soxhlet cihazi kullanilarak aseton, solventler vb. maddeler
kullanilarak bitki ugucu yag elde edilirler. Kullanilan ¢ziicii madde buharlastirarak ve
tekrar sogutulma sisteminden gegerek bitki parcalarinin bulundugu kisma geri donerek
ve bitki i¢indeki maddeleri ¢ozerek ¢Oziinmiis maddelerle birlikte ¢oziiciinlin iginde
toplanirlar. Coziicii madde doner baslikli evaporatorde ugurulmakta ve ¢éziinen madde

cam balon i¢inde kalmaktadir.
Ekstraksiyon yontemi 3 sekilde yapilmaktadir;

e Organik ¢oziicii ile ekstraksiyon
e Sabit yag ile ekstraksiyon
e Sikistirilmis gazlarla ekstraksiyon [79].
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Hayvan Materyali

*Hayvanlar Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-HAYDEK)
22.03.2011-009 sayili izni ile ¢calisma onay1 alindi.

Calismada agirliklar1 20 + 1 gr. arasinda degisen, 8 haftalik disi mus musculus cinsi albino
fareler kullanildi. Mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon analizinin belirlenmesi
amaci ile 40 adet disi fare kullanildi. Deney hayvanlar1 zarar gormeyecek sekilde
kafeslerde barindirildi. Hayvanlar kafeslere 10°1u gruplar halinde ayirilarak konuldu. Oda
sicakligr 20 + 2 C olacak sekilde 12 saat 1g1k 12 saat karanlik bir ortamda su ve besin
ihtiyaclart giderilerek barindirildi. Uygulanacak maddenin dozu farelerin giinliik

agirliklarina gore tespit edilip, oral gavaj yolu ile verildi.
2.2. Cahsmada Kullanilan Bitki Ucucu Yag

Yapilan ¢alismada arastirma materyali olarak karabas kekigi (T. spicata) bitki ugucu yagi
kullanildi. 1000 mI’lik balon joje igerisine 80 gr karabas kekigi ve 800 ml distile su
konularak yaklasik 4-5 saat Non-Asbestos marka Clevenger cihazi ile su buhari
distilasyonuna birakilarak ucucu yag elde edildi. 4-5 saat sonunda toplama kabinda
biriken karabas kekigi bitki ugucu yagi koyu renk steril siselere alinarak deney

hayvanlarina verilecek giine kadar +4 °C’ de saklandu.
2.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
Kolsisin (Colchicine)

Hazirlanan kromozom preparatlarinin mitotik zehir olarak Colchicine (kolsisin) (Sigma
cat. No. C9754) maddeleri kullanildi. Kolsisin ¢ozeltisi steril distile su igerisinde
hazirlandi. Kolsisin ¢ozeltisinden 4 mg/kg dozda 2 saat 6nce hayvanlarin karin zarma
(peritonuna) intraperitonal olarak enjekte edildi. Kolsisin’in baz1 6zellikleri asagidadir:

Kapali formiilii: C22H2sNOs, molekiil agirligi: 399.4 g/mol’diir.

22



Eter (Dietil, Eter, Etoksietan)

Dietil eter, kisaca eter ya da etoksietan olarak da bilinir (CAS No: [60-29-7]. Kaynama
noktasi diisiik olup, kendine 6zgii bir kokusu sahiptir. Calismada anestezik madde olarak
farelerin servikal dislokasyonundan once kullanildi. Dietil eterin bazi 6zellikleri asagida
verilmistir. Etil Eter ve Etil Oksit, Etoksietan, 3- Oksapentan olarakda adlandiriimaktadir.
Kapali Formiilii, CsH100 (C2HsOC:Hs), Molekiil agirligi, 74.12 g/mol olarak

bilinmektedir.
Glasiyal Asetik Asit

Kromozomal aberasyon testi preparatlarinin  hazirlanmasi kullanilan  fiksatif
sollisyonunda ve ayrica teratojenik calismalarda fetuslarin boyanmasi i¢in kullanilan
boyanin hazirlanmasinda da kullanilmistir (Merck). Diger isimleri: Acetyl hydroxide
(AcOH), Hydrogen acetate (HAc), Ethylic acid, Methanecarboxylic acid (CAS No: 64-
19-7), Kimyasal Formiilii, C2H4O,, CH3COOH, Molekiil Agirligi 60.05 g/mol’diir.

Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0,4’liik KCI (Merck) maddesi kullanildi. Eriyik bidistile su
icinde hazirlanarak agzi kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C) stoklandi. Her
preparasyondan yaklasik 2 saat once yeterli miktarda alinip, 37 °C’deki inkiibatorde

1sitildiktan sonra kullanildi.
Fiksatif

Kromozomal aberasyon testi i¢in kullanilan fiksatif, 1 kisim glasiyal asetik asit’in 3 kisim
metanol ile karigtirtlarak kullanima hazir hale getirildi. Fiksatifintazeligini korumak igin

her calismadan 20 dk 6nce hazirlanarak +4 °C saklanda.
Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok ¢6zelti halinde hazirlanmig
olup, calismanin amacina uygun olarak birbiriyle degisik miktarlarda karigtirilarak
kullanildi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda kapali kaplarda saklandi. Tampon A: 11.
34 g KH2PO4 250 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildii (pH=4.8).
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Tampon B: 14. 83 g Na;HPO4.12 H>0 250 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriildi. (pH=9.3).
Giemsa

Giemsa boyasi Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup, deneylerde
Sorensen tamponu iginde hazirlanmig olan preparatlarin boyanmasi igin % 10’luk boya
eriyigi halinde hazirlandi. % 10°luk Giemsa boyasinin hazirlanisi: 10 ml Tampon A + 10
ml Tampon B + 10 ml Giemsa + 70 ml distile su.

Entellan

Yapistirict 6zellige sahil olan soliisyon (Merck, cat. no. 7961) preparatlarin uzun yillar
bozulmadan saklanmasini saglar. Calismada sayim yapilacak reparatlar kalici bir duruma

getirilirken lamel ile lamin yapistirilmasinda kullanildi.
Metanol (Methanol, Metil Alkol, Karbinol)

Kromozomal aberasyon (KA) testinde preperatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif
soliisyonunda kullanildi. Burada fiksatif, 1 birim glasiyal asetik asit, 3 birim metanol

karigimi seklinde hazirlanarak kullanildi.
Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlar:

Hassas terazi tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka

terazi kimyasal maddelerintartilmasinda kullanildi.
Santrifiij

Devir hiz1 5000 rpm’e kadar yiikselebilen, 15 dk.’lik zaman ayarlayici ve 8 tiip kapasiteli
ELEKTRO-MAG marka santrifiij cihazikullanildi.

Mikroskop

Preparat incelemelerinde kullanilan mikroskop fotograf makinesi, immersiyon objektifi

ve koordinat cetveliolan olympus marka binokiiler 1s1k mikroskobu kullanildi.
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Etiiv

Elektro-mag M 420 Bp marka 0 °C - 100 °C’leri arasinda ayarlanabilir etiiv, deneyde

kullanilacak bazi maddelerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanildi.

Vorteks

Deney tiiplerinin karistirilmasi i¢in Yellowline marka vorteks kullanildi.
2.4. Metot

Gruplar

1. Grup (negatif kontrol grubu) n=10: Normal beslenmelerinin yani sira, diger gruptaki

farelere yapilan uygulama gibi 24 saatte bir, iki kez ¢esme suyu oral gavaj yol ile verildi.

2. Grup (250 mg/kg): Bu gruptaki 10 adet fareye her birinin agirliklarina gore toplam
250mg/kg olacak sekilde karabas kekigi bitki yagi oral gavaj yol ile her 24 saatte bir, iki

kez verildi.

3. Grup (500 mg/kg): Bu gruptaki 10 adet fareye her birinin agirliklarina gore toplam
500mg/kg olacak sekilde karabas kekigi ugucu bitki yagi oral gavaj yol ile her 24 saatte

bir, iki kez verildi.

4. Grup (1000 mg/kg): Bu gruptaki 10 adet fareye her birinin agirliklarina gére toplam
1000mg/kg gelebilecek sekilde karabas kekigi ugucu bitki yagi oral gavaj yol ile her 24
saatte bir, iki kez verildi.

2.4.1. Kromozomal inceleme ve Mitotik Indeksin Tespiti

Mitotik aktivite ve kromozomal aberasyon testi i¢in kontrol grubu ve ii¢ farkli doz grubu
olmak iizere her grupta 10 adet fare olacak sekilde toplamda 40 adet fare kullanildi.
Farelere oral gavaj yol ile maddeler verilmeden 6nce tartilip, viicut agirliklarina gore 250,
500 ve 1000 mg/kg karabas kekigi bitki ugucu yagi, oral gavaj yol ile farelere uygulandi
[80]. Biitiin gruplardaki farelere 3. giiniin baslangicinda, 6tanazi yapilmadan 2 saat 6nce
4 mg/kg dozunda kolsisin distile suda ¢oziilerek intraperitonal yol ile enjekte edildi. Eter

ile anestezi edilen hayvanlar, servikal dislokasyon yontemi ile dldiiriiliip, femur kemikleri
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cikartildi. Cikarllan femur kemikleri {izerinde bulunan kaslarindan iyice temizlendi.
Icerisinde 3 ml fotal dana serumu bulunan santrifiij tiipiine enjektdr yardimu ile her iKi
femura ait kemik iligi aktarildi. Santrifiij tiipii igerisinde her iki femura ait olan kemik
iligi numuneleri, 1100 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar1 atildi. 0.075
M 5 ml KCI soliisyonu ¢alisma baglamadan 6nce etiivde 37 C’de, 20 dakika 1sitilmaya
birakild1. Isitilan hipotonik ¢dzeltide hiicreler, 25-35 dakika inkiibe edildi. Inkiibe siiresi
tamamlanan hiicreler 1100 rpm’de 10 dakika yeniden santrifiij edilerek ¢ikan
siipernatantlar atildi. Kemik iligi hiicreleri yeni olarak hazirlanan 5ml dolapta bekletilmis
soguk Carnoy’s fiksatifi (metanol, glasiyel asetik asit 3:1) igerisinde fikse edilerek,
santrifiijlenip, tekrar siipernatant kisimlari atildi. Yapilan fiksasyon islemi 3 defa
tekrarlanarak santrifiij islemine tabi tutulup her defasinda siipernatant kisimlari ayirt
edildi. En son islemde tiipilin icerisinde 1 ml kalacak sekilde ayarlandi. Pastor pipeti
yardimiyla santrifiij tiipiiniin i¢erisinde kalan 1 ml hiicreler siispanse edildi. Elde edilen
stispansiyon temiz ve nemli lamlar {izerine 4-5 cm yukaridan damlatilarak yayma islemi
gerceklestirildi. Hazirlanan preparatlar mitotik aktivitenin ve kromozomal aberasyonun
belirlemesi i¢in, Preston’a (1987) gore laboratuvar ortami ve c¢alisma kosullar1 dikkate

alinarak yapilmistir [81].
Boyama Islemi

Santrifiij tiiptinde kalan 1 ml’lik kisim lamlara yayildiktan sonra oda sicakliginda
kurutuldu. Kuruyan preparatlar dnceden hazirlanan %10’luk giemsa ile 10 dakika
boyandi. Boyama islemi sonunda kuruyan preparatlar lamel kullarak entellan yardimu ile
kapatildi. Hazirlanan daimi preparatlar Olympus CX21 marka 151k mikroskobunda,
mitotik aktivite i¢cin 1000’lik biiylitmede her hayvan orneginden rastgele 1000 hiicre
sayildi. Sayilan hiicrelerin icerisinde metafaz sathasinda olanlarin adetleri tespit edilerek,
yiizdeleri belirlendi. Kromozomal aberasyonu tespit etmek i¢in elde edilen preparatlardan

100 metefaz incelendi.
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2.4.2. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel olarak analiz edilmesi i¢in SPSS22 paket
programi ve GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software, San Diego California USA)
kullanildi. Kontrol ve deney gruplari arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi icin Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA Tukey Testi) uygulandi. Doz-etki iliskisini ortaya
koymak amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri yapilarak regresyon ve korelasyon

katsayisi (r) bulundu ve regresyon dogrusu ¢izildi [82, 83].
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3. BULGULAR

Karabas kekigi (Thymbra spicata)’nin Mus Musculus albino fare kemik iligi
hiicrelerindeki mitotik aktivite tizerine etkisini belirlemek i¢in her biri 10 hayvandan
olusan biri kontrol olmak iizere topla dort grup olarak ayrilmistir. Kontrol grubundaki
hayvanlara distile su 24 saat araliklarla toplam 2 giin boyunca verildi. Deney gruplarinda
bulunan hayvanlarin viicut agirliklarina gore 250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg
dozlarindaki kekik bitki ugucu yagi oral gavaj yolu ile 24 saatte bir, 2 giin boyunca verildi.
48 saat sonunda disloke edilen farelerden hazirlanan kemik iligi preparatlarinda, her

hayvana ait preparatlardan rastgele 1000 hiicre 48 saatlik etki siiresi i¢in sayildi.
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3.1. Kontrol Grubu Farelerde Mitotik Aktivite Degerleri

Kontrol grubundaki hayvanlara distile su 24 saat araliklarla toplam 2 giin boyunca verildi.
Hazirlanan kekik iligi preparatlarinda sayim yapilarak mitotik aktivitenin hem grup
ortalamas1 hemde yiizde ortalamasi belirlemistir. Kontrol grubundan elde edilen mitotik

aktivite degerleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Kontrol Grubu Si¢anlarda Mitotik Aktivite Oranlari

Kontrol grubu
Ornek no Toplam Interfaz Metafaz Metafaz
hiicre sayis1 | hiicre sayis1 | hiicre sayisi hiicre
orani(%)
1 1000 970 30 3
2 1000 971 29 2,9
3 1000 969 31 3,1
4 1000 967 33 3,3
5 1000 970 30 3
6 1000 972 28 2,8
7 1000 971 29 2,9
8 1000 970 30 3
9 1000 968 32 3,2
10 1000 971 29 2,9
Grup Ortalamasi 30,1 3,01
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3.2. Deney Grubu (250 mg/kg) Farelerde Mitotik Aktivite Degerleri

1.deney grubu olan 250 mg/kg dozundaki kekik bitki ugucu yagi oral gavaj yolu ile 24
saatte bir, 2 gilin boyunca verildi. 48 saat sonunda disloke edilen farelerden hazirlanan
kemik iligi preparatlarinda, her hayvana ait preparatlardan rastgele 1000 hiicre 48 saatlik
etki siiresi i¢in sayildi. Metafaz evresindeki hiicreler belirlenerek mitotik aktivite tespit

edilip Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. 250 mg/kg Karabas Kekigi Uygulanan Deney Grubu Mitotik Aktivite Oranlar

250 mg/kg karabas kekigi uygulanan deney grubu
Ornek no | Toplam hiicre | interfaz hiicre | Metafaz hiicre Metafaz
sayisi sayisi sayisi hiicre orani
(%)
1 1000 973 27 2,7
2 1000 974 26 2,6
3 1000 972 28 2,8
4 1000 970 30 3
5 1000 972 28 2,8
6 1000 974 26 2,6
7 1000 975 25 2,5
8 1000 972 28 2,8
9 1000 974 26 2,6
10 1000 973 27 2,7
Grup Ortalamasi 271 2,71
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3.3. Deney Grubu (500 mg/kg) Farelerde Mitotik Aktivite Degerleri

2.deney grubu olan 500 mg/kg dozundaki kekik bitki ugucu yagi oral gavaj yolu ile 24
saatte bir, 2 gilin boyunca verildi. 48 saat sonunda disloke edilen farelerden hazirlanan
kemik iligi preparatlarinda, her hayvana ait preparatlardan rastgele 1000 hiicre 48 saatlik
etki stiresi icin sayildi. Metafaz evresindeki hiicreler belirlenerek mitotik aktivite tespit

edilip Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. 500 mg/kg Karabas Kekigi Uygulanan Deney Grubu Mitotik Aktivite Oranlari

500 mg/kg karabas kekigi uygulanan deney grubu
Ornek no | Toplam hiicre | interfaz hiicre | Metafaz hiicre Metafaz
sayisl sayisl sayisi hiicre

orani(%)
1 1000 977 23 2,3
2 1000 974 26 2,6
3 1000 977 23 2,3
4 1000 975 25 2,5
5 1000 979 21 2,1
6 1000 976 24 2,4
7 1000 979 21 2,1
8 1000 979 21 2,1
9 1000 975 25 2,5
10 1000 978 22 2,2
Grup Ortalamasi 23,1 2,31
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3.4. Deney Grubu (1000 mg/kg) Farelerde Mitotik Aktivite Degerleri

3.deney grubu olan 250 mg/kg dozundaki kekik bitki ugucu yagi oral gavaj yolu ile 24
saatte bir, 2 gilin boyunca verildi. 48 saat sonunda disloke edilen farelerden hazirlanan
kemik iligi preparatlarinda, her hayvana ait preparatlardan rastgele 1000 hiicre 48 saatlik
etki siiresi i¢in sayildi. Metafaz evresindeki hiicreler belirlenerek mitotik aktivite tespit

edilip Tablo 4°de gosterilmistir.

Tablo 4. 1000 mg/kg Karabas Kekigi Uygulanan Deney Grubu Mitotik Aktivite Oranlar

1000 mg/kg karabas kekigi uygulanan deney grubu
Ornek no | Toplam hiicre | Interfaz hiicre | Metafaz hiicre | Metafaz hiicre
sayisi sayisli sayisl orani(%)

1 1000 982 18 1,8

2 1000 981 19 1,9

3 1000 985 15 1,5

4 1000 982 18 1,8

5 1000 980 20 2

6 1000 979 21 2,1

7 1000 977 23 2,3

8 1000 980 20 2

9 1000 981 19 1,9

10 1000 982 18 1,8
Grup Ortalamasi 19,1 1,91
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3.5. Kontrol ve Deney Grubu Mus musculus albinoFarelerin Kemik iliginde Mitotik

Aktivite Degerlerinin Karsilastirilmasi

Karabas kekigi ugucu yagmin fare (Mus musculus albino) kemik iligi hiicrelerinde
mitotik aktivite lizerindeki etkilerinin farkli dozlarda uygulanan deney gruplar1 ve kontrol
grubundaki degerleri, grup ortalamalar1 ve metafaz hiicre orani ortalamasi Tablo 5°te

gosterilmistir.

Tablo 5. Kontrol ve Deney Gruplari Arasindaki Mitotik Aktivite Oranlarinin

Karsilastirilmasi
Gruplar Denek | Toplam Interfaz Metafaz Grup Metafaz
sayis1 hiicre hiicre hiicre ortalamasi | hiicre oram
sayisi sayisi sayisi ortalamasi
(%)
Kontrol 10 10000 9699 301 30,1 3,01
250 mg/kg 10 10000 9729 271 27,1 2,71
Karabas
Kekigi
500 mg/kg 10 10000 9769 231 23,1 2,31
Karabas
Kekigi
1000 mg/kg 10 10000 9809 191 19,1 1,91
Karabas
Kekigi

Karabas kekigi bitki ugucu yaginin fare kemik iligi hiicrelerinde mitotik aktivitesinin
belirlenmesinde, kontrol ve deney gruplarinda metafaz evresinde olan hiicrelerinin grup
ortalamalar1 arasinda gézlemlenen farkliligin ortaya konmasi icin gruplar arasi farklilig
belirlemek i¢in one-way ANOVA Tukey Testi kullanilmistir. Kontrol ve deney gruplari

arasindaki istatistiki sonuglar Tablo 6 ve Sekil 14°de gosterilmistir.
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Istatistiksel analizler neticesinde kontrol grubuna goére karabas kekigi bitki ucucu yag
uygulanan gruplarda mitotik indeksin (metafaz hiicre sayilarinin) doz artisiyla paralel

olarak azaldig1 tespit edilmistir (P<0.001).

Tablo 6. Kontrol Grubu ve Karabas Kekigi Uygulanan Farelere ait Metafaz Hiicre

Sayilari

30.1+£1.528 27.1+£145° 231+185¢ 19.1+£2.139 0,000
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34



Karabag kekidi bitki ugucu yadi
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Sekil 15. Karabas Kekigi Bitki Ugucu Yaginin Farkli Konsantrasyonlar1 ile Mitotik
Indeks Arasindaki Regresyon (r = -0,98)

Kontrol grubuna ait fare kemik iligi hiicrelerinden elde edilen metafaz 6rnegi Sekil 16°da

gosterilmistir.
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1um

Sekil 16. Kontrol Grubuna ait Metafaz Ornegi (n=40)(x1000)

3.6. Kontrol ve Deney Grubu Farelerin Kemik Iliginde Kromozomal Aberasyon

Sonuglar

Kontrol grubuyla farkli dozlarda karabas kekigi bitki ugucu yagi uygulanan gruplar
kiyaslandiginda 500 mg/kg ve 1000 mg/kg karabas kekigi uygulanan gruplardaki
kromozomal aberasyon sayilarinin arttig1 tespit edilirken, yalnizca 1000 mg/kg uygulama
yapilan gruptaki artigin istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlendi (P<0.001) (Tablo 7,
Tablo 8 ve Sekil 17).
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Tablo 7. Kontrol ve Deney Gruplarinin Degisik Dozlar ile Etkilesime Sokulan Fare

Kemik [ligi Hiicrelerinde Kromozomal Aberasyon Oranlari

Gruplar Muamele | KK | Kk | F DSK | KKB | Toplam
stiresi (%)

Kontrol 48 - 1 1 - - 2

250 mg/kg karabas | 48 - 1 2 - 1 4

kekigi

500 mg/kg Kkarabas | 48 1 2 3 - 3 9

kekigi

1000 mg/kg karabas | 48 2 5 8 1 6 22

kekigi

KK: Kromozom kirikligi, Kk: Kromatid kirig1, F: Fragment, DSK: Disentrik Kromozom,

KKB: Kardes Kromatid Birlesmesi.

karsilastirildiginda fark onemlidir (P<0.001).

Deney gruplarmmin  kontrol

grubu ile

Tablo 8. Kontrol Grubu ve Farkli Dozlarda Karabas Kekigi Uygulanan Gruplardaki

Aberasyon Sayilart

0,8+0,452

0,8+0,45%

37

1,8+0,84%

4.4+ 134"

0,000



e BT L. BN = W |

el

Kontrol 250 mg/kg KK 500 mg'kg KK 1000 mg'kg KK
Gruplar

* Farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.

Sekil 17. Kontrol Grubu ve Farkli Dozlarda Karabas Kekigi Uygulanan Gruplardaki

Kromozomal Aberasyon Sayilari
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Karabas kekigi bitki ugucu yag

kromozom aber,

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950  1.000
doz mglkg

Sekil 18. Karabas Kekigi Bitki Ugucu Yaginin Farkli Konsantrasyonlari ile Kromozomal
Aberasyon Arasindaki Regresyon (r= 0,98)

Karabas kekigi bitki ugucu yagi uygulamasi sonucunda fare kemik iligi hiicrelerinde
kromozom kirigi, kromatid kirigi, fragment, disentrik kromozom ve kardes kromatid
birlesmesi gibi kromozomal anomalilere rastlandi. Bu kromozomal anomaliler Tablo 7

ve Tablo 8’de gosterilmistir.
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Sekil 19. Disentrik Kromozom (DSK) (1000 mg/kg Kekik)(Gavage Uygulama <) (48
Saatlik Muamele) (X1000)

10pm

Sekil 20. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB)(500 mg/kg Kekik) (Gavage Uygulama Q)
(48 Saatlik Muamele) (X1000)
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10pm

Sekil 21. Fragment (F) (250 mg/kg Kekik) (Gavage Uygulama ) (48 Saatlik Muamele)
(X1000)

10pum

Sekil 22. Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB) Kromatid Kirig: (KK) (500 mg/kg Kekik)
(Gavage Uygulama ?) (48 Saatlik Muamele)(X1000)
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4. TARTISMA ve SONUC

Diinya {izerinde canlilar bir etkilesim ve koordinasyon icinde yasamlarini
siirdiirmektedirler. Yiizyillardan beri insanlar ¢evrelerinde olan bitkiler ile cesitli tedavi
yontemleri bulmaya calismiglardir. Elde edilen bitki 6rneklerinden yapilan tedavilerin
bazilar1 bagarili bazilar1 ise basarisiz olmustur. Bundan dolayi bitkilerden tedavi amagh
kullanim giiniimiize kadar devam etmektedir. Gerek endemik gerekse diger bitkiler

tedavi amacinin yani sira beslenmede lezzet, tat ve istah agici olarakta tiiketilmektedir [1,

2],

Kullanilan bitkilerin olumlu etkileri yanisira bilingsiz ve kontrolsiizce kullanilmasinda
olumsuz etkiler doguracagi tahmin edilmektedir. Bitkilerin ugucu yaglariin kontrolsiiz

ve bilingsiz kullanilmasindan genetik materyal {izerine etkisinin oldugu bildirilmistir [10,

11].

Gida ve igecek katki maddesi olarak kullanilan bitki ugucu yaglari, temizlik ve kozmetik
maddelerinde de genellikle koku verici 6zelliginden dolayr siklikla kullanilmaktadir.
Kullanilan bitki ugucu yaglarinin toksisitesi hakkinda gerekli ve yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Esansiyel yaglar olarakta bilinen ugucu yaglar ile ilgili ¢ogunlukla
antimikrobiyal etkiler calisilmistir. Bu 6zelliklerinin yani sira az da olsa mutajenik,
teratojenik ve kanserojenik etkilerininde bulundugu yapilan c¢alismalarla ortaya
konmustur [1, 2, 3, 4].

Son caligmalar gosteriyorki, DNA tizerindeki hasarlar mutasyonlarla alakalidir. Bilim
insanlarinca birgok genotoksisite testleri yapilmistir. Yapilan bu ¢aligmalar in-vivo veya
in-vitro yontemlerle test edilmistir. Kimi bitkilerin canlilara faydasi oldugunu kimi
bitkilerin ise zarar verdigini tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismaya paralel olarak bazi bitki
ekstraklarinin da zararli olduklar1 yapilan literatiir ¢alismast sonucu bulgulara

rastlanmustir [12, 13].

Giinliik yasamda ilag olarak kullanilan bitkilerin toksisiteleri ve giivenli kullanimlar
hakkinda Uluslararast1 Yasam Bilim Enstitiisii (International Life Sciences Institute,
ILSI), Ulusal Arasgtirma Konseyi ve Tip Enstitiisii (Institute of Medicine/National

Research Council-Amerika), Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (Union of
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Pure and Applied Chemistry, [UPAC), Avrupa Birligi Tip Ajanst (European Medicines
Agency) ve Avrupa Birligi Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority,
EFSA) bu kuruluslara benzer uluslararas: kuruluslar insanlara bitkiler hakkinda daha 1yi

ve dogru bilgiler sunmak igin bir¢ok bildirge yayinlamaktadirlar [84].

Hollman ve ark. (1996) cesitli bitkilerden sentezlenen flavonoidlerin anti-inflamatuar
etkilerinin yani sira anti-genotoksik 6zelliklerinin oldugunu bildirmislerdir. Fakat cesitli
bitkilerin ugucu yaglarinin da insanlarda bazi istenmeyen etkilere ve 6liimlere neden

olacak kadar zehirli tiriinler igerdiklerini de rapor etmislerdir [85, 86, 87, 88].

Yildiz ve ark (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada T. spicata ve C. cyminum ugucu
yaglarinin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin insan periferal lenfosit kiiltiirtinde in-vitro
olarak arastirmislardir. Insan kan lenfosit hiicreleri, T. spicata ve C. cyminum ugucu
yaglariin 0.05ul/ml, 0.10ul/ml, 0.15ul/ml, 0.20ul/ml ‘lik dozlart ile 24 saat etkilesime
birakilmiglardir. Sonug olarak T. spicata ve C. cyminum ugucu yaglarlarinin insan lenfosit

kromozomlarinda in-vitro klastojenik potansiyeli oldugunu gostermislerdir [89].

Azirak, S., (2007) yapmis oldugu g¢alismada antihelmintik, antiseptik, antifungal,
antibakteriyel, antiparazitik ve antiviral olarak kullanilan carvacrol ve thymol’iin sigan
kemik iligi hiicrelerinde in vivo genotoksik etkilerini belirlemek i¢in farelerin vuciit
agirlilaria gore; carvacrol (10, 30, 50 ve 70 mg/kg’lik viicut agirhigi) ve thymol (40, 60,
80 ve 100 mg/kg’lik viicut agirligi), kromozom anomaligi (KA) ve toplam KA sayisini
genel olarak biitiin deneme zamanlarinda (6, 12, 24 saat) vermistir. Sonug olarak da
thymol ve carvacrol in vivo si¢an kemik iligi hiicrelerinde ATP iiretimini baskiladigindan
ya da genotoksik etkilerinden dolayr hiicre boliinmesini azaltarak, sitotoksik etki

meydana getirdiklerini bildirmislerdir [90].

Yapilan diger bir ¢aligmada, Kayraldiz ve ark. (2010), Aloe vera’nin yapraklarindan elde
edilen ekstraktin genotoksik ve anti-genotoksik etkileri sican kemik iligi hiicrelerinde
kromozom aberasyon testi, insan lenfositlerinde ise, MN, KKD, KA ve
Ames/Salmonella/mikrozom testleri kullanilarak yapilmistir. Sonu¢ olarak Aloe vera
ekstrakti sigan kemik iligi hiicrelerinde uygulanan tiim konsantrasyon ve muamele
stirelerinde yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerini 6nemli derecede uyardig tespit

edilmistir [91].
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Shukla ve ark. (2002), gida boyas1 ve baharat olarak kullanilan zerdecaldan elde edilen
sar1 pigmentli natiirel madde bilesenini, farelere in-vivo yontemi uygulayar kromozomal
anomalilik testini yapmiglardir. Bu c¢alismay1 yaparken farelere 7 glin boyunca viicut
agirliklarina gore 40 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg araliklar da dozlar verilmistir. Sonug
olarak fareler de doz araliklarina gére kromozomal anormaliklerde artiglari kromozomal

aberasyon testi ile belirlemislerdir [92].

Lazutka ve ark. (2001), nane ve ¢am bitkisinden edilen bazi ugucu yaglarin, SMART test
ile genotoksik etkiye sahip oldugu agik bir sekilde gosterilmistir [93].

Celik ve ark. (2006), Thymus kotschyanus var. glabrescens’in Mitomycin C (MMC)’nin
genotoksisitesine kars1 antigenotoksik etkilerini arastirmislardir. Elde ettikleri ekstraktlar
kardes kromatid degisimini (KKD) (10-2 pl/ml konsantrasyonu hari¢) ve kromozom
aberasyonlarint (CA) kontrol ve ¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda artirmadigini
bildirmislerdir. Bunun yani sira bu bitkiden elde edilen ekstrakt kromozomal
aberasyonlara neden olan MMC’nin etkisini azaltmis oldugunu bildirmislerdir. Diger
yandan bitki ekstrakti MMC ile birlikte kardes kromatid degisimini pozitif kontrolle

karsilastirildiginda 6nemli derece artirdigini ileri stirmiiglerdir [94].

Phillips ve ark. (1984), maydanoz ugucu yagini yeni dogmus farelere 4 farkli dozda (0.25,
0.5, 1.0 ve 3.0 umol) intraperitonal yolla vermislerdir. Sonug olarak yeni dogmus farelerin
karacigerinde DNA’da adduct (kanserojen olan maddenin DNA’ya baglanmasi sonucu
olusan yap1) olusumuna neden oldugu yani verilen maddenin DNA ipliklerine kovalent

olarak baglandigini belirlenmistir [95].

Sanchez-Lamar ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alisgmada P. granatum meyve ekstraktinin
genotoksisitesini  farkli  in-vitro ve in-vivo deneylerle test etmislerdir.
Mikroorganizmalardaki mikronukleus, kardes kromatid degisim testleri ve faredeki
sperm sekil bozuklugu testi P. granatum meyve ekstraktinin in-vivo ve in-vitro olarak

genotoksik etkisi oldugunu gostermistir [96].

Bellini ve ark. (2006), koromozomal abaresyon testi kullanarak halk arasinda kullanilan

Agaricus blazei mantar tiiriiniin zararli etki olusturup olusturmadigini tespit etmislerdir.
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Calisma sonucunda kullanilan mantar tiiriiniin kromozomal hasarlara sebep oldugunu,

dikkatli kullanilmasi1 gerektigini bildirmislerdir [97].

Grover ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada bocek 6ldiirticii ilag olarak kullanilan
anonasququose tohum oOziinii fare kemik iligi hiicrelerinde kromozomal anomali ve
mikroniikleus testini in-vivo yontemi ile yapmislardir. Bu ¢aligmalarda 75, 150, 300
mg/kg viicut agirliklarina goére vermislerdir. Calismanin sonucunda mikroniikleus
sayisinda artis, kromozomal aberasyon yapisinda bozukluga neden oldugunu

gozlemlemislerdir. Halk arasinda dikkatli kullanilmas1 gerektigini gostemislerdir [98].

Ishidate ve ark. (1984), coriander ugucu yaginin (kisnis) ¢in hamster fibroblast
hiicrelerinde in vitro kromozomal aberasyon testiyle mutajenitesini arastirmiglardir.
Farkli dozlar hiicrelere corianderugucu yagi verilmistir. Sonug olarak klastojenik

olmadigini tespit etmislerdir [99].

Hwang ve Kim (2012), yapmis olduklar1 ¢alismada karin rahatsizliklari igin kullanilan
zanthaxylum piperitum maddesinin fareler lizerinde in-vitro yontemiyle kromozomal
anomalik olusturup olusturmadigini gézlemlemislerdir. Farelere 2 giin boyunca 250, 500,
1000 mg/kg viicut agirliklarina gore oral yolla vermislerdir. Farelerin karacigerleri
almarak incelemislerdir. Sonu¢ olarak Kromozomal Anomalik bozukluguna

rastlamamiglardir [80].

Sekeroglu ve Sekeroglu (2012), yapmis oldugu ¢alismada tibbi ilag olarak kullanilan
viscum album maddesinin fareler i{izerinde in-vivo yontem kullanarak Kromozomal
Aberasyon bozukluklarini tedavi edip etmedigini arastirmiglardir. Bu ¢aligmay1 yaparken
viicut agirliklarina gore 10 giin boyunca uygulamiglardir. Mitotik endeks sayilarini
gozlemlemislerdir. Sonug olarak tibbi ilag olarak kullanilan viscum album maddesinin

farelerde sitotoksisitede azalma gozlemlemislerdir [100].

Muncari ve ark. (2012), yapmis olduklari ¢alismada Brezilya halkinin tibbi olarak
kullandigi kurt meyvesi olarak adlandirdigi Solanum lycocapapum adli bitkinin insanlar
tizerinde genotoksik hasar olusturup olusturmadigr icin calisma yapmislardir. Bu
calismada kromozomal anomali testini uygulamiglardir. Farelere bu bitki maddesi

verildikten sonra karacigerleri almarak incelemislerdir. incelene karaciger hiicrelerinde
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herhangi bir kromozomal anomali olusturmadig: hatta tedavi edici 6zellikgi oldugunu

tespit etmislerdir [101].

Aydin ve ark. (2005), kekigin metanollii ekstraktinin genotoksik etkisini insan periferal
lenfositlerinde tek hiicre jel elektroforezi ile arastirmislardir. Elde edilen ekstrakt ile DNA
tizerindeki koruyucu etkisini de IQ (2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]-quinoline) ve
MMC varliginda arastirmiglardir. Kekik yagi ekstrakti diisiik dozlarda DNA ipliklerinde
herhangi bir kirilmaya neden olmazken yliksek dozlarda DNA’da 6nemli hasarlara neden
oldugunu bildirmislerdir. Diisiik dozlarda IQ ve MMC’nin neden oldugu DNA hasarlarini
azalttiginida saptamilardir [102].

Sonug olarak; diinya genelinde insanlar tarafindan gerek halk tibbinda gerekse giinliik
baharat olarak kullanilan kekigin doza bagli olarak genotoksik etkisinin oldugu
goriilmektedir. Bu etkiler genellikle yiliksek konsantrasyonla birlikte ortaya ¢ikmaktadir.
Karabas kekigi bitki ugucu yaginin kimyasal bilesiminde bir¢ok maddenin oldugu
bilinmektedir. Kekik ve bunun gibi baharat olarak kullanilan diger bitkilerin igeriginin
test edilmesi oldukca énemlidir. icerigindeki kimyasal bilesenlerin analiz edilmei ve ayri
ayrt etki mekanizmalarina ayrica genotoksik testlere tabi tutularak ortaya c¢ikan
genotoksisitenin hangi maddeden kaynaklandiginin belirlenmesi hem insanlar hemde
bilim i¢in 6neme sahiptir. Bu bilgiler 15181nda giinliik yasamda ¢esitli kullanim alanlarina
sahip olan baharatlarin tiiketilmesine dikkat edilmeli, bilingsiz kullanimlarin Oniine

gecilmeli ve kontrollii bir sekilde kullanilmalidir.

Bu ¢alismada karabas kekigi (T.spicata) bitki u¢ucu yagimin ti¢ farkli dozu (250,500 ve
1000 mg/kg) fare kemik iligi hiicrelerinde 48 saat muamelesi sonucu; istatistiksel
analizler neticesinde kontrol grubuna gore karabas kekigi bitki ugucu yagi uygulanan
gruplarda mitotik indeksin (metafaz hiicre sayilarinin) doz artisiyla paralel olarak azaldig:

tespit edilmistir (P<0.001).

Ayrica farkli dozlarda karabas kekigi bitki ugucu yagmin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 500 mg/kg ve 1000 mg/kg karabas kekigi uygulanan gruplardaki
kromozomal aberasyon sayilarinin arttigi tespit edilirken, yalnizca 1000 mg/kg uygulama

yapilan gruptaki artigin istatistiksel olarak énemli oldugu belirlendi (P<0.001).
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