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OZET

Bu tez ¢alismasi ile kimyon (C. cyminum) bitkisinden elde edilen ugucu yagin fare
kemik 1iligi hiicrelerinde mikroniikleus frekansi {iizerine etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Olusturulan {i¢ deney grubundaki farelere 250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000
mg/kg kimyon (C. cyminum) ugucu yagi, viicut agirliklarina gore 24 saatte bir iki kez
oral yolla verilmistir. Bu gruplar haricinde negatif kontrol grubu olusturularak in-vivo
mikroniikleus test yontemi kullanilmistir. Kimyon ugucu yagi uygulamasinin farelerde
mikroniikleus sayilar1 iizerine etkileri istatistiksel olarak degerlendirildiginde, negatif
kontrol grubuna gore 250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg dozunda kimyon ugucu
yagmin mikroniikleus sayilarini istatistiksel olarak 6nemli oranda arttirdigi tespit
edilmistir (p<0.001). Deney gruplarinda gézlemlenen mikroniikleus frekansindaki artis
kimyon (C. cyminum) ucucu yagi doz artisiyla paralellik gostermistir. Sonug olarak
yapilan bu tez ¢alismasi ile, kKimyon (C. cyminum) ugucu yaginin madde miktarina gore

fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus frekansini artirdig tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: C. cyminum, Mikroniikleus, Ugucu yag

vii



ABSTRACT

This study was carried out in order to examine the effects of essential oil obtained from
cumin (C. cyminum) on the micronucleus frequency of bone morrow cells of mice. To
the mice in 3 experiment groups, 250 mg/kg, 500 mg/kg, and 1000 mg/kg doses of
essential oil of cumin (C. cyminum) were orally given once every 24 hour for 2 times.
Besides these groups, by establishing a negative control group, in vivo micronucleus
test method was implemented. The effects of essential oil of cumin on the number of
micronuclei in mice were examined statistically, and it was determined that, when
compared to negative control group, 250 mg/kg, 500 mg/kg and 1000 mg/kg doses of
essential oil of cumin statistically significantly increased the number of micronuclei
(p<0.001). The increase observed in the number of micronuclei in experiment groups
showed parallelism with the increase in dose of essential oil of cumin (C. cyminum). In
conclusion, in this thesis study, it was determined that, in parallel with its dose, essential
oil of cumin (C. cyminum) increased the micronucleus frequency of bone morrow cells

of mice.

Keyword: C. cyminum, Micronucleus, Essential Oil
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1. GIRIS

Giliniimiizde yapilan arastirmalara gore yaklasik bir milyon civarinda bitki tiiriiniin
oldugu bilim insanlarinca tahmin edilmektedir. Bu tiirlerin yarisindan fazlasi

adlandirilip bilim diinyasina kazandirilmigtir[1].

Bilime kazandirilan bu bitki tiirleri insanlar agisindan 6nemli bir yere sahip olup ¢esitli
hastaliklarm tedavisinde kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) yaptig1
caligmalara gore insan niifusunun 3/4'lin saglik problemlerini bu bitkiler ile halletmeye

calistiklar1 bilinmektedir[2].

Ayrica doktorlar tarafindan, insan tedavisinde kullanilmak igin regetelere yazilan

ilaglarin ¢gogunun bitkisel kokenli olduklar1 (aspirin, kinin, atropin) bilinmektedir[2].

Diinya Saglik Orgiitii 1900°1ii yillarda, baz1 bitkilerin insanlar iizerinde tedavi edici
0zelliginin oldugunu agiklamislardir. Bu bitkisel ilaglarin tedavide kullanilmadan &nce
iyi arastirilip etki mekanizmasimin bilinmesi ve doz oraninin ona gore ayarlanmasi

gerekmektedir[3].

Tedavide kullanilan bitkilerin, tilkemizdeki iklim c¢esitliliginden dolay1 fazla olmasi ve

tedavi amaciyla kullanilmasindan dolayi ticarette 6nemli bir yere sahiptir[4].

Bitkisel tedavi i¢in kullanilan bu bitkilerin, iilkemizde ©Onemli tiirlerinin olmasina

ragmen yinede bu bitkilerden fazla yararlanilamamaktadir[5].

M.O. 1550’li yillarda musir halkiin kimyon bitkisinden bitkisel ilag olarak
yararlandiklar1 tespit edilmistir. Yaz aylarinin baslarinda yetismeye baslayan kimyon
bitkisi tek yillik otsu bir bitki tiirleri arasindadir. Apiaceae familyasina ait bu bitki tiiri

beyaz ve pembemsi renkte olup, anavatani Dogu Akdeniz ve Orta Dogu oldugu
bilinmektedir[6].

Bitkisel ilag olarak kullanilan bu bitkinin yararlari olmasinin yaninda, kullanilacak olan
dozun 1iyi ayarlanilamamasindan dolayr canlilar iizerinde genotoksik hasar
olusturabilecegi gilinlimiizde yapilan c¢aligmalarda tespit edilmistir. Bundan dolay1

bitkilerin 6zelliklerinin iyi aragtirilmasi gerekmektedir[7,8].

Zararl ajanlarin canlilarda DNA hasarina yol acarak, gelecek nesillere aktarilan genetik

bilgilerde hasarin kalici olmasi olayina genotoksisite denilmektedir. Genotoksik etki



DNA yapisinda mutasyona yani degismesi ve buna bagli olarak bozulmalara yol

agmaktadir[9].

Genetik materyalde hasar olusturdugundan dolayi, kullanilacak olan bitkilerin
genotoksisite testleri dedigimiz birgok test yontemi sayesinde arastirilip kullanim
dozunun belirlenmesi ve olusturabilecek hastalarin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Bu

testler in-vivo ve in-vitro genotoksik testler olarak adlandirtlmistir[10,11].

Genotoksisite testleri arasinda en ¢ok kullanilan testler Comet testi, Ames testi, Kardes
Kromatid testi (KKD) , Kromozomal Aberasyon (KA) ve Mikroniikleus (MN)

testleridir.

Mikroniikleus testi 1950’den itibaren bitki {lizerinde, 1970’den itibaren ise hayvan
hiicreleri ve insan hiicreleri iizerinde kimyasal kanserojen etkileri aragtirmada

kullanilmaya baslanmistir[12-14].

Mikroniikleus testi genellikle lenfosit hiicrelerinin, kemik iligi hiicrelerinin ve periferal
kan hiicrelerinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Baz1 bilim insanlar1 bu testi yaparken
kanserojenik etki olusturan ajanlar1 MN farki ile tespit etmislerdir. Klastojenden
etkilenen hiicrelerde kromozomal pargalar igeren kiiciik MN’ler meydana gelmesine
karsin, anojenlerden etkilenen hiicrelerde kromozom igeren olduk¢a biiylik ebatlarda

mikroniikleuslar ortaya ¢ikmaktadir[15,16].

Bitkisel ilagla tedavi yontemlerinin fazla oldugu bilinmektedir. Bu bitkiler arasinda
bilindigi gibi en ¢okta insanlar tarafindan kullanilan kimyon bitkisi, toplum arasinda, siit
arttirici, ishal kesici, romatizma tedavisi ve dis agris1 gibi g¢esitli hastaliklarin tedavi
edici ozelliginin oldugu bilinmektedir. Yapilan calismalarda kimyonun faydasinin
yaninda, bahsedildigi lizere fazla dozda kullanilmasi genotoksik etkinin olusturabilecegi

yapilan genotoksisite testleri ¢calismalarinda tespit edilmistir[17,18].

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu kimyon (C. cyminum) bitkisinin in-vivo
mikrontikleus tizerine etkisinin ¢aligilmadigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile halk arasinda
yaygin olarak kullanilan kimyon bitki u¢ucu yaginin fare kemik iligi hiicrelerinde in-

vivo mikroniikleus olusumuna etkisinin saptanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genotoksisite

Genotoksisite, cevrenin etkisi ve kullanilan maddelerin yani fiziksel ve kimyasal
ajanlarin genetik yapida meydana getirdigi bozukluklar olarak adlandirilir. Bu hasarlar
genetik yapida bulunan, tek zincir kiriklari, ¢ift zincir kiriklari, alkali ve DNA
bozukluklaridir[19].

Her canli kendisine has 6zellikleri, yapisinin farkliligimin belirlendigi, farkli sayilarda
kromozom yapisina sahip bir genetik materyali bulunmaktadir. Kimyasal ve fiziksel
ajanlarin, canlilarda bulunan bu genetik materyaller {izerinde meydana getirdigi
degisikliklere mutasyon adi verilmektedir. Bu mutasyonlar fiziksel ve kimyasal
ajanlardan etkilenerek olusmasinin yaninda kendiliginden de ortaya ¢ikabilmektedir.
Mutasyonlarin DNA {izerinde meydana getirdigi degisiklikler iki farkli ozellikte
aciklanir. Bunlardan birincisi mutasyona ugramis olan bolgenin kendiliginden
onarilabilmesidir. Onarabilme yetenegi olan viicut mekanizmasi, bu hasarli bolgeyi
onarabilmektedir. DNA da olusan bu hasarlarin diger bir 06zelligi ise viicut
mekanizmasinin hasarlt bolgeyi onaramamasidir, yani kalict olabilmektedir. Viicut
savunma mekanizmasi tarafindan diizeltilemeyen bu hasarli bolge kalici olmakla
birlikte, gelecek nesillere aktarilabilmektedir. DNA’da olusan bu mutasyonlar, g¢esitli
hiicrelerde bozukluklara neden olmaktadir. Bu sorunlu hiicrelerde bazilar1 etkinligini
kaybeder ve oliir. Bazilar1 ise genetigi bozulmus olarak kalir. Kanser olusumu bu
genetik yapis1 bozuk olan hiicrelerin viicut igerisinde kalmasi ile meydana gelir. Bazi
fiziksel etkiler, canlinin genetik yapisinda bozukluk olusturmayabilir. Canlilarin zor
cevre sartlarina ayak uydurmasina ve dayanip hayatta kalabilmesine yardimeci
olabilmektedir. Kutup boélgelerinde yasayan kutup ayilarmin kiirk renklerinin beyaz
olmas1 zorlu sartlarda hayatta kalabilmesine faydasi olarak gosterilebilir. Zararl etki
olusturabilecek kimyasal ve fiziksel etkenlerin canli organizmaya olan etkisi,
gelistirilmis yontemlerle arastirilip, canlilarin ona gore onlem almasini saglamaktadir.
Bu agidan onlem almak icin zararli etkenlerin tespiti amaciyla ¢ok fazla testler
gelistirilmistir. Bu gelistirilen yontemler sayesinde, canli mekanizmasinda DNA
tizerinde olusturabilecegi zararli maddeler arastirilarak onlem alinmasi amacglanmistir.

Bu testlerin kisa siirede sonu¢ vermesi Onemlidir. Bu testler kisa siirede sonug



verdiginden dolay1 bu testlere kisa siireli testler de denilmektedir. Bu testler genellikle,
insanlarin yasadigi ortamdaki kimyasal etkilerin, kullanilan ilaglarin mutajen olup
olmadig1r hakkinda bilgi edinebilmemizi saglamaktadir. Elde edilen sonuglara gore
kullanilacak olan maddelerin dozu hakkinda bilgi edinmemizi saglar. Bazi genotoksisite
testleri bazi durumlarda tek basina yeterli sonuglar veremeyebilir. Bunun i¢in alerjik

testler, akut ve kronik toksisite testleri gibi testler de kullanilir[20,21].

Mutajenlerin tespiti i¢in kullanilan bu genotoksisite testleri in-vivo ve in-vitro diye ikiye
ayrilir. Bu testler molekiiler, gen ve kromozom diizeyinde olabilir. Glinlimiizde en ¢ok
kullanilan testler Ames testi, Comet testi, Kromozomal Aberason testi, Kardes

Kromatid Degisimi (KKD) testi ve Mikroniikleus (MN) testidir[21].

2.1.1. Genotoksisite Testlerinin Kullanim Alanlari

1970’li yillardan itibaren kullanilmaya baslanan bu testler fiziksel veya kimyasal
ajanlarin canlilar ilizerinde kanserojenik etki degerlerini 6l¢mede ve degerlendirmede

yardimci1 olmaktadir[19].

In-vitro ve in-vivo olarak kullanilan bu testler genetik materyalde meydana gelen

bozukluklarin tespiti i¢in kullanilir[22-24].

Genotoksisite testleri genellikle kullanilan maddelerin insanlarda risk olup olmadiginin
tespit edilmesi ve bu zararli maddelere karst nasil bir onlem alinmasi konusunda
yardimci olabilmektedir. Zararli maddelerin engellenmesi genetik toksikoloji dalinin en

onemli amaglarindan biridir[23].

Genotoksisite testleri genellikle insanlarin siirekli karsilastig1 zararl ajanlar, kullanilan
ilaclar, tiiketilen gidalar gibi maddelerin insanlar iizerindeki etkilerinin tespiti ve
kullanilan doz miktar1 hakkinda bilgi vererek insanlarda olusabilecek kanser riskini

azaltmak acisindan genotoksisite testleri uygulanmaktadir[11,22,25,26].

Zararl ajanlarin olusturdugu genetik bozukluklarin tespiti i¢in tek bir genotoksisite testi

yeterli olmadigindan dolayi bir¢ok genotoksisite testi kullanilmaktadir[22,27-31].



2.1.2. Genotoksisite Testleri

2.1.2.1. Ames Testi

Ames olarak adlandirilan bu testin diger adi1 olan Salmonella testi, sik kullanilan testler
arasinda olmakla birlikte, canlilarin maruz kaldig1 zararli ajanlarin mutajenik etkisinin
olup olmadiginin tespiti i¢in kullanilan bakteriyel test sistemidir. Yapilis1 agisindan
kolay ve verdigi degerlerin dogrulugu agisindan kullanilan testler arasindan en yaygin
olanlarindan biridir. Ames testi canlilar lizerinde yapilan ¢aligmalarda, kanser hiicresi
olusumu sirasinda somatik yapili hiicrelerin kanserli hiicreleri engelleyici genlerinde
meydana gelen bozukluklarin tespitinde, ayn1 zamanda zararli olan maddelerin genetik
materyal tizerindeki etkileri azaltabilen yapidaki antimutajenik ve antikarsinojenik

maddelerin tespit edilmesi agisindan siklikla kullanilmaktadir[22,27,32].

Ames testi yapilirken mutant suslar1 olan salmonella typhimuriumdan
yararlanilmaktadir. Bu yontemin amaci, S. typhymurium’un yapay mutasyonla ortaya
cikan histidin meydana getirme kabiliyetini yitirmis suslarinin, sitokrom P-450
enzimine sahip memeli karaciger post mitokondriyal siipernatant (S9) bulunmasi ya da
bulunmamast durumunda, test maddesi ile etkilesiminden sonra tekrar mutasyon
gecirmesini saglayip histidini olusturan ve histidinsiz ortamda g¢ogalmasi esasina
dayanmaktadir. Mutajenik etki belirlenirken histidin olmayan ortamda koloniler
sayilarak tespiti yapilir (Sekil 1). Ortamda mutajenik etki olusturan bir madde varsa geri
mutasyonla ¢ogalan bakteriler sayisinda istatiksel olarak artis goriilmektedir[22,23,32-
34].
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Sekil 2.1 Ames testi[22,23,27,32-34].



2.1.2.2. Comet Testi/Comet Assay (Tek Hiicre jel Elektroforezi)

Diger genotoksisite testlerine gore daha sonralarda kullanilmaya baslanan Comet testi,
hassas, hizli ve gilivenilir olmasiyla birlikte, zararli maddelerin etkiledigi DNA tek ve
cift zincir kiriklarinin tespitinde kullanilmaktadir. Comet testi, memeli hiicrelerde
zararli ajanlarin neden oldugu DNA’da olusan bozuklugu ve onarim mekanizmasindaki
bozuklugun tespitinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda =zararli etki olusturan
maddelerin DNA’ ya vermis oldugu zararin etkisini, kanser hastalarinda olusan DNA
bozuklugunun derecesi ve bu hasarli bolgelerin tedavisinin tespitinde kullanilan bir test
cesididir. Ayrica genetik hasardaki etkinin tespitinin hemen olmasi, kullanilmasi
acisindan basit ucuz ve yeterli derecede sonuc¢ vermesi agisindan ¢ok kullanilan

testlerden biridir[22,35,36].

Comet testi, DNA’nin elektriksel yiiklere sahip olmasindan dolayi, elektriksel ortamda
farkli yonlere dogru go¢ etmesine dayanir. Tespit edilecek olan hiicre ve c¢ekirdekgikler
agaroza yerlestirilir, bu islemden sonra lizis ve alkali elektroforezinde nétralizasyon ve
yirlitme asamalar1 uygulanarak florasan boyama oOzelligi ile boyanir. Boyanmis
preparatlar incelenirken hasarli olmayan DNA’larda herhangi bir kuyruk olusumu

goriilmez.

Hasarli olan DNA’larda ki fragmentler ise farkli elektriksel yapida olduklarindan dolay1
elektriksel alanda farkli yonlere dogru bir go¢ olusur ve bu esnada disa dogru bir kuyruk
olusumu gozlenir (Sekil 2)[29,35,37-40].

® E

a b

Sekil 2.2 (a) Saglam DNA (b) Bozuk DNA, Comet testi[29,35,37-40].



2.1.2.3. Kromozomal Anomali (KA) Testi

Kromozomal anomaliler, zararli ajanlarin olusturmus oldugu DNA yapisindaki
bozukluklardan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. DNA yapisinda olusan bu bozukluklar ya
onarillamayan ¢ift zincir kiriklarindan ya da yanlis onarilan kiriklardan dolay1 ortaya
cikmaktadir. DNA’daki olusan bu hasarin onarilamamasindan dolayr kromozomal

anomaliler ortaya ¢ikmaktadir[29,41-43].

Diger genotoksisite testleri gibi bu testte mutajenik etkinin tespiti i¢in sik kullanilan
yontemlerden biridir. Gelistirilmis yontemlerden olan in-vitro, memeli hiicrelerinde
uygulanirken, in-vivo kemik iligi hiicrelerindeki kromozomal anomalilerin frekansinin

Ol¢iimiinde kullanilmaktadir.

Ayrica in-vivo KA testi, kromozomal hasarin tespit edilmesinin yaninda, DNA onarim
mekanizmasinda ve doku hasarimin  diizeltilmesi  yoniindeki  faktorlerin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir[22,26,44,45].

In-vitro yontemini ile mitoz bdliinme asamalarin gergeklestirilerek degerlendirilir. In-
vivo uygulanirken genellikle tercih edilen kemik iligidir. Bu yontemler uygulanirken
belli bir saat araliginda hiicre boliinmesini durdurmak amaciyla kolsisin maddesi
uygulanmaktadir. Incelenecek olan oOrnekler metafaz  evresindeyken alinip

degerlendirilir[26,44,46].

Sekil 2.3 21.kromozom ¢iftinde fazladan bir kromozom bulunmasi (Down

sendromu)[47].



2.1.2.4. Kardes Kromatid Degisimi Testi

Kardes kromatid degisimi (KKD), kardes kromatidlerde bulunan homolog lokuslarinda
DNA replikasyon materyallerinin karsilikli olarak degis tokusudur ve DNA’da meydana
gelmis  olan  kiriklarin  homolog  rekombinasyon  yoluyla  diizeltilmesini

gostermektedir[48,49].

Bu test diger genotoksisite testleri ile benzer olarak, zararli ajanlarin kromozomlarda
meydana getirdigi etkinin tespitinde kullanilir. Fiziksel ve kimyasal etkiler sonucu
mutajenite olan hiicreler incelenirken KKD frekansinda olan artis miktarinin paralel

olarak insanlarda olusan zararin bir gostergesidir[29,48-51].

KKD testinde, DNA’da timin analogu gibi davranan Bromodeoksiiiridin (BrdU)
maddesi DNA kiriklarini tespit etmek i¢in uygulanmaktadir. BrdU maddesi, hiicresel
olaylarin  gergeklestigi esnada, kardes kromatidler arasina girip, homolog
kromozomlarin degisimi sirasinda boyanma o6zelliginden dolayr degisen parcalar
hakkinda bilgi edinmemizi saglar. Kiiltiirlerde hiicre boliinmesi olurken DNA’nin
replikasyonu sirasinda meydana gelen poliniikleotid ipligine ortamda bulunan BrdU
iceren bromurasil niikleotidleri katilmaktadir. Ultraviyole ortamda incelenmeye
alindiginda BrdU’nun acik renkte boyanma 6zelliginden dolayt DNA i¢ine yerlesmis
olan BrdU daha 1yi goriinmesini saglar (Sekil 4a). Bu boyanma 6zelliginden dolayz,
DNA’da olusan kardes kromatidler arasindaki degisen parcalarin net gériiniim saglanir

(Sekil 4b)[49,52-54].
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Sekil 2.4 a- BrdU i¢eren DNA iplikleri, b- Kromatid degisimi goriiniimii[49,52-54].



2.1.2.5. Mikroniikleus (MN) Testi

MN testi 1950 yilinda bitki hiicrelerinde, 1970 yilinda ise hayvan hiicreleri ve insan
lenfositlerinde  kanserojen maddelerin  zararlarmin  tespiti  i¢in  kullanilmaya

baglanmigtir[ 12-14].

Bu testi ¢alisan kisiler farkli teknikler kullanmislardir. Bu teknikler lenfosit hiicrelerde
ve kemik iliginde veya periferal hiicrelerinin analizinde kullanilmaktadir. Gelistirilmis
bu farkli aragtirma yollartyla andploidi meydana getiren maddeler ile klastojen etki
olusturan maddeleri birbirinden ayirmada MN testinden yararlanilmaktadir.
Klastojenlerin verdigi etki ile hiicrelerde asentrik kromozomal parcalar bulunduran

kiigiik boyutlardaki MN’ler olugmaktadir (Sekil 5)[15,16].
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Sekil 2.5 Klastojen ve anojenlerin MN iizerindeki etkileri[15,16].

Eastmond ve tucker[55] bu yontemle yaptig1 calismada kinetikorun pozitifin MN’lerde
tam bir kromozom goriiniim, kinetikor negatif MN’lerin ise kromozom pargalari
bulundurdugu ve bu kullanilan yontemin andploidi tetikleyen ajanlar1 klastojenlerden
ayiran daha kesin bir yol oldugunu gostermistir. Bir sonraki ¢alismalarda Fenech ve
Morley[56] tarafindan kiif mantarlarinin metabolitlerinde bulunan sitokalasin-B yani

(cyt-B) ile mitoz gegirme 6zelligi olan hiicrelerde sitokinez olayini durdurma yontemine



dayanan ve bir hiicre siklusunu gerceklestiren hiicrelerin biniiklear goriiniimleriyle ayirt

edilebilmesini saglayan farkli bir yontem gelistirilmistir (Sekil 6)[12,57-59].

.. . Sitokalasin B 1le
Kimyasal veya fiziksel sitokmezin bloklanmasi
mutagen
— —
. " = : .) o1, I., I., 7
Interfaz Atz Telofaz Mikronikleus tagtyan

binukleat hicre

Sekil 2.6 Sitokinezin durdurulmasi yontemi ile biniikleat hiicre goriiniimii[12,57-59].

Sitokalasin-B boliinen hiicrenin  bolinmesini etkileyen mikroflamentleri meydana
getirecek olan aktin molekiillere tutunarak aktin polimerizasyonu inhibe eder. Bu
olaydan dolay1 aktinle iligkili biitiin hareketler durdurulmakta ve sitokinez durmaktadir.
Sitokinezi bloklama yontemi ile bazi kinetik sorunlar ortadan kalkmig ve in-vitro

mikroniikleus tekniginde giivenirlik artmistir[12,57-59].

Tespit edilecek olan lenfosit kiiltiirlerine Cyt-B eklendikten sonra, incelenen cekirdek
boliinme islemini tamamlamis, fakat sitoplazmik bdliinmesini gerceklestirmemis
oldugundan dolayr ¢ift c¢ekirdek olusan hiicrelerdeki MN oran1 tespit
edilmektedir[12,57].

Hiicrelerde olusan MN sayilirken su kriterler goz oniinde tutulmalidir[57,60,61].

1. Hiicrelerde ¢ift niikleus bulunmalidir. Sitoplazma yapis1 belirgin goriilmeli ve yapisi

bakimindan oval goriiniime sahip olmalidir.
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2. Dagilmamis ve niikleus zar1 ile ¢evrili olan belirgin niikleuslar yuvarlak yapida veya

oval yapida gortilmelidir.

3. Mikroniikleus ana niikleusa gore 3’te 1 oraninda kii¢iik capta olmalidir.
4. MN oval veya yuvarlak yapiya sahip olmalidir.

5. MN ana niikleusundan ayrilmis veya ayirt edebilecek sekilde olmali.

6. Boya yogunlugu kivaminda goériiniimii olmalidir.

7.Hesaplanirken sitokinez iptal olmus iki c¢ekirdegi bulunan MN’lerin sayilari

hesaplanmalidir[57,60,61].

2.1.3. Mikroniikleus Test Yonemi

2.1.3.1. Hiicre Tipleri

Kullanilan bu test, mitoz gecirebilen tiim hiicrelerde genotoksik etkiyi belirlemek amaci
ile uygulanabilir. MN testi daha ¢ok kan ve kemik iligi hiicrelerinde uygulanmaktadir.
Bu test farkli organizmalar iizerinde de kullanilir. Bunlar insan hiicreleri, fare, sigan,

balik gibi canlilardir[12,62-64].

Insanlarda uygulandig1 zaman daha ¢ok periferal kan hiicrelerinde uygulanir. MN testi

sayesinde kanserli kisilerden alinan periferal kan hiicresinde MN artis miktar1 tespit
edilebilir[59,65-68].

2.1.3.2. in-Vitro Mikroniikleus Testi

Alinan hiicreler, mitoz boliinmesi i¢in uygun ortam olusturan steril tiiplere aktarilir ve
kiiltiir inklibasyona birakilir. Eger kimyasal 6zellikteki bir kanserojen maddenin etkisi
arastirtliyorsa kiiltiire 24. saatinde test bilesigi ilave edilir. 48 saat bekletilecek olan
tiipe, sitokinezi engellemek amaciyla bitime 24 saat kala (inkiibasyon siiresinden 48 saat
sonra) Cyt-B ilave edilir. Siire bittikten sonra santrifiij edilerek siipernatant kismi

cikarilir ve tiipe hipotonik eriyik eklenerek 10 dk. 37 C’deki inkiibasyona birakilir. 10
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dk. bittikten sonra santrifiij islemi yapilip tiipe glasiyel asetik asit ve metanol karigimi
olan fiksatif eklenir. Ilk fiksatiften sonra tiipler tekrardan santriifiij isleminden gecer ve
bu islem sivi berraklagincaya kadar birka¢ kez tekrar edilir. Tiiplerden alinan 6rnekler
preparatlara yayilarak, Giemsa boyasi gerceklestirilir. Mikroskop altinda incelenmeye

aliir (Sekil 7)[57,66,69].

Hipotonk muamelesi Fiksasyon
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Sekil 2.7 In-vitro yontem ile yapilan MN testi[57,66,69].

2.1.3.2.1. Mikroniikleus Sayiminin Saptanmasi

Olusan MN sikligin1 belirlemek i¢in bir preparattan yaklasik 2000 biniikleat hiicre ve bu
hiicrelerden mikrontikleus bulunduranlar tespit edilir. Ayrica tespit edilen biniikleat
hiicrelerde bulunan mikroniikleus sayisini belirleyerek, mikroniikleus bulunduran
biniikleat olan hiicrelerin toplam mikroniikleus sayis1 incelenen biniikleat hiicre sayisina
boliiniip, hiicre basina diisen mikroniikleus ortalamasi ve bu mikroniikleuslarin yiizdesi

hesaplanir (Sekil 8)[57,61].
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Resim 2.1. a- Bir mikroniikleus bulunduran, b- ki mikroniikleus bulunduran biniikleat
hiicreler[57,61].

2.1.3.2.2. Sitotik Etkinin Belirlenmesi

Sitotoksisite yiiksek oranda kromozom degisikliklerine ya da DNA’daki diger c¢esitli
hasarlara baglidir. Niikleer boliinme indeksi (NBI) ve mitotik indeks (MI) yeterli
diizeyde hiicre proliferasyonu ve sitotoksisiteyi belirlemek i¢in uygulanan indikator
testlerdir. MI veya NBI deki her hangi bir eksilme durumu hiicre dongiisiindeki bir
inhibisyonu ve hiicrenin proliferasyon kapasitesindeki bir eksikligi gosterir. Bu
kullanilan testler gesitli kimyasallarin hiicre tizerindeki etki mekanizmasi hakkinda

bilgiler vermektedir[71,72].

Hazirlanan preparatlardan yaklasik 2000 hiicre sayilir ve bu hiicrelerin igerdigi
mononiikleat, biniikleat, triniikleat, tetraniikleat olanlarin oranlar1 hesaplanir (Sekil 9).
Bu oranlar NBI: (MI + 2MII+3MIII+4MIV)/N seklinde hesaplanir. Sitototik etkinin

goriilmesi saglanir[73-75].
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Resim 2.2 Mononiikleat, biniikleat, triniikleat ve tetraniikleat hiicreler[73-75].

2.1.3.3. in-Vivo Mikroniikleus Testi

Bir diger test olan in-vivo teknigi memelilerdeki mutajenik etkinin ve DNA onarim
stireglerindeki faktorlerin  degerlendirilmesinde de kullanilir. Kullanilan in-vivo
Mikroniikleus testi ile memeli eritrositlerindeki MN sikliginin belirlendigi yontemdir.
Bu yotem genellikle kemik iligi veya kan hiicrelerinde eritrositlerin analizi yapilarak

kromozomal hasarmn olusup olusmadiginin tespiti yapilir[14,76-78].

Cesitli kanserojen madde uygulanan kemik iliginde hiicrelerin boliinme esnasinda,
kromozom bozukluguna neden olur ve bdlinme islemini durdurur. Eritropoezis
sirasinda son mitozdan sonra kemik iliginde bulunan eritroblastlar polikromatik
eritrositlere (PCE) doniisiirken, ¢ekirdeklerini yitirir ve bu esnada olusan kromozomal
hasar sitoplazma igerisinde mikroniikleusun ortaya ¢ikmasina sebep olur. MN
bulunduran, olgunlasmamis (polikromatik) eritrosit sayisindaki yiikselis kromozomal

bozuklugun bir gostergesidir[15,78-80].
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Bu test uygulanirken, test maddesi hayvanlara verildikten sonra anestezi altinda hayvan
ac1 cekmeyecegi sekilde oldiiriiliip femur kemigindeki kemik iligi tiiplere alinir. Kemik
iliginden alinan 6rnek santrifiij edilip siipernatant kismi atilir. Tiipten alinan 6rnekler
lamlara aktarilarak, May-Grunwald ve Giemsa boylar1 ile boyanip incelemeye hazir

hale getirilir (Sekil 10)[15,78-80].

Test maddes:
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Sekil 2.8 In-vivo Mikroniikleus test protokolii[15,78-80].

2.1.3.3.1. Mikroniikleus Sayiminin Belirlenmesi

Mikroskop altinda her preperat iizerinde rastgele 1000 adet PCE sayilir. Bu sayilan
PCE’lerin igerisinden MN bulunduranlarin sayilari tespit edilerek ytizdeleri ¢ikarilir.
Yani toplam sayilan 1000 adet PCE iizerinde inceleme yapilarak bu PCE’ler igerisinde
mikroniikleus tasiyanlar (MNPCE) tespit edilip ytlizdeleri ¢ikarilir. PCE’ler heniiz tam
olarak olgunlasmamis eritrositlerdir. Olgunlasmamis olmasindan dolayr yapilarinda
halen daha ribozom bulundururlar ve ribozomlar boyandiklarindan dolay1 gelisimini
tamamlamig olan normokromatik eritrositlerden (NCE) daha iyi bir sekilde ayirt

edilebilirler. NCE’ler mikroskop altinda turuncu renkte goriiliirken, PCE’ler mavi-yesil
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renkte goriiliirler. MN ise PCE’lerin icinde ana ¢ekirdegin 3 te 1’1 kiiglikliigiinde

bulunur (Sekil 11)[76,79,81,82].
T
NCE . PCE

Resim 2.3 Kemik iliginde gézlemlenen PCE, NCE ve MNPCE[76,79,81].

2.1.3.3.2. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Herhangi bir hasarin tespitini belirlemek i¢in preparatlardaki incelenen hiicrelerde
kiigiik olan mikrontikleuslarin tespit edilmesi gerekmektedir. Herhangi bir kimyasal
maddenin kanserojen etki gosteriyorsa incelenen hiicredeki c¢ekirdeklerin kenarinda
daha kiiciik olan mikroniikleuslar olusur. Ana c¢ekirdegin yaninda olusan bu
mikroniikleuslarin oranlar1 hesaplandiktan sonra, belirlenen orandan (%6) fazla
olursa genotoksik hasarin oldugu kabul edilir. Sayilan PCE ve NCE’nin birbirine
olan oraninda, negatif kontroldeki degerlere gore her hangi bir artig goriiliiyorsa
maruz kalinan bilesigin MN olusturdugunun bir gostergesidir. NCE’ler
olgunlastiklarindan dolayr ribozomlar1 olmayan eritrositlerdir. Periferik kanda
bulunurlar. Gelisimi sirasinda, mutajenik etki olusturan kimyasal madde PCE’ler
tizerine etki ederek MN olugsmasina neden olur. Buna bagli olarak kanda
minroniikleuslu PCE’ler (MNPCE) meydana gelir. Bu PCE sayisinda azalmaya
neden oldugundan dolay1 bu azalma PCE/NCE oraninda da diigmeye neden olur. Bu

durum sonucu maruz kalan bilesikte toksik etki olustugunun bir gostergesidir[36].
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2.2. Bitki Ekstrakti

Bitkilerden elde edilen, kendi yapisina gore 6zgili kokusu, rengi, tadi ve ucucu 6zellik
tasiyan, sivi olarak acik bir sekilde oda sicakliginda birakildiginda ugucu o6zelligi

bulunan karisimlara bitki ugucu yagi adi verilmektedir[17,83].

Elde edilen ugucu yaglarin, 2000’den fazla kimyasal baginin bulundugu, bunlarin
yaninda ugucu olabilen azot ve kiikiirt igerdikleri bilinmektedir. Bitkilerden ugucu yag
elde etmek i¢in, bitkinin ya belirli organlarindan ya da bitkinin tamaminin kullanilmasi

gerekmektedir[84].

2.2.1. Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesimi

Bitkiler tiirlerine gore farkli yapilarda kimyasal bilesikler i¢erdiklerinden dolay1 degisik
ozellikler gosterirler. Yapilarinda terpenik maddeler, aromatik madddeler ve kiikiirt,
azot tasiyan bilesikler seklinde smniflandirilirlar. Ugucu yaglarin neredeyse tamami

(yaklasik %90) kimyasal bilesiklerinde bulunan terpenik maddelerden olugsmustur[85].

2.2.2. Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ugucu yag1 almak i¢in, kullanilan su buhar1 destilasyon yontemi en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Ugucu yag alinacak olan bitkilerin bulundugu ortamdaki verimliliklerine

gore farklilik gosterir ve ortalama %0.53 arasindadir[86].

Ucgucu yag elde etmek icin uygulanacak olan testin, 6nce bitkinin 1siya dayanikliligina,
ucucu yagin miktarina, suda ¢oziiniip ¢dziinmemesine uygun olup olmadigi tespiti

yapilmalidir[87].

Destilasyon  yontemleri, sivilarin  kaynama  noktalarindaki  farklara  gore
degerlendirilerek, bir ayirma islemi olup bu yontem; su, buhar ve vakum destilasyonlari

olarak 3 kisimda incelenir[88].

Destilasyon: Bu ayirma isleminde cam diizenekten olusan Clavenger Aparati adi

verilen diizenek kullanilmaktadir. Bu yontem belirli bir miktardaki bitki parcalarinin su
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icinde yaklagik 2-3 saat tutulup kaynatilarak ve serbest hale gegen ugucu yagin

sogutularak belirli bir yerde toplanmasi esasina dayanmaktadir[89].

Sekil 2.9 Clavenger aparati[90].

Sikma: Bir diger kullanilan destilasyon yontemi ise ugucu yag elde etmek i¢in sikma
veya benzeri gibi gesitli yollarla elde edilir. Sikistirilan kabuklar su ile yikanarak elde

edilen yag-su emiilsiyonu bir kapta toplanir ve santrifiij sonucu yag elde edilir[88].

Ekstraksiyon: Bitkisel ve hayvansal iriinlerden elde edilmek istenen maddeleri

ayristirmak i¢in kullanilmaktadir[88].

Bu yontem kullanilirken aseton gibi bazi dnemli ¢oziicii solventler kullanilarak yapilan
bir yontemdir ve bu islem i¢in Soxhlet Aparati adi verilen bir cihaz kullanilmaktadir.
Buharlasma yapilarak kullanilan ¢6ziicii madde ve buharlagsan ¢6ziicii madde sogutma
sisteminde sogutulup bitki pargalariin bulundugu kisma geri donmekte ve bitki
icindeki maddeleri ¢ozerek ¢oziiciiniin i¢inde toplanmaktadir. Bu islemlerin sonucunda
¢Oziicii madde doner baslikli evaporatdr adi verilen boliimden ugurulur ve cam balon

i¢inde sadece ¢oziinmiis maddeler kalir[90].
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Sekil 2.10 Soxhlet Aparati

Ucucu yag elde etmek i¢in bazi ektraksiyon yontemleri;

* Organik ¢oziicii ile ekstraksiyon: Drog, benzen, hekzan, heptan gibi farkli 6zelliklerdeki
¢oziiclilerle yapilan ekstraksiyon yontemidir. Bu esnada ugucu yag, sabit yag, mum ve
boya organik c¢oziicii haline geger ve bu ¢oOziicliniin algak basing uygulanarak

ucurulmasiyla da saf ugucu yag elde edilir[88].

* Sabit yag ile ekstraksiyon: Ucucu yag elde etmek i¢in bu yontemde en ¢ok kullanilan

yag domuz yagidir. Bunun nedeni domuz yaginin kokusuz ve renksiz yapida
olmasi[88].

* Swvilastirilmig gazlarla ekstraksiyon: Bu yontemde en fazla CO,-den yararlanilmaktadir.
Islem sivilasma 6zelligi bulunan gazin, kritik noktasinda (72 kg/cm basing ve 30 C
sicaklikta), yiiksek basingli ekstraksiyon kabinda drog iizerinden sirkiilasyonla
gerceklestirilir. Coziicii gaz, ekstreden buharlasma ile uzaklastirilir. Coziicii artigi

icermediginden dolay1 bu yontem ile elde edilen yag oldukc¢a degerli olmaktadir[88].
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2.3. C. cyminum Bitkisinin Genel Ozellikleri

Kimyon bitkisinin M.O. 1550’11 yillardan itibaren Misir’da kullanilan tibbi bitkiler
arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Mayis-Haziran donemleri arasinda yetisen
maydanozgiller (Apiaceae) familyasina fizyolojik o0zelligi bakimindan beyaz ve
pembemsi renkte cigek acan, 40- 60 cm boya kadar uzanabilen tek yillik otsu bitki
tiirleri arasindadir. Dogu Akdeniz ve Orta doguda ¢ok fazla bulundugu bilinmektedir.
Govdeleri dik yapida olup ve iist kisimlara dogru dallanma 6zelligi gosterir. Yapraklari
cizgili ve tllysiiz, ¢icekleri ise semsiye yapisinda olan bir 6zellige sahiptir. Meyve yapisi
koseli ve oval, 4-5 mm boyda olmaktadir. Kimyon bitkisinin tohum kismi toplanip
kurutularak baharat ¢esiti olarak kullanilmaktadir. Aci, keskin ve sert bir tada sahip olan
bu bitkinin meyveleri % 2.- 5,5 ugucu yag, % 9- 24 sabit yag, % 14-26 protein, tanen,

flavonoid, regine igerir[6].

2.3.1. C. cyminum Bitkisinin Sistematigi
Alem: Plantae

Boliim: Angiosperms

Simnif: Eudicots

Takim: Apiales

Familya: Apiaceae

Cins: Cuminum

Tiir: C. cyminum
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan Materyali (Mus Musculus)

* Hayvanlar Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-
HAYDEK) 22.03.2011-009 sayil1 izni ile ¢alisma onayi alindu.

Calismada agirliklart 20 + 1 gr. arasinda degisen, 8 haftalik disi mus musculus cinsi
fareler kullanildi. Mikroniikleus sikligin1 belirlemek amaciyla 40 adet fare kullanildi.
Zarar gormeyecek sekilde kafeslerde barindirildi. Hayvanlar kafeslere 10°lu gruplar
halinde ayirilarak konuldu. Oda sicakligi 20 + 2 C oda sicakliginda 12 saat 151k 12 saat
karanlik bir ortamda su ve besin ihtiyaglar1 giderilerek barindirildi. Verilecek olan
madde negatif kontrol hari¢ diger gruptaki farelerin viicut agirliklarina gore farkli

dozlarda oral yol ile verildi.

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

3.1.2.1. Kimyon

Kimyon bitkisi ugucu eterik yag haline doniistiiriildii. Bu madde gruplara ayirilan
farelere hesaplanan miktarda 24 saatte bir pes pese iki giin oral yol ile verildi. Bu
maddenin verildigi giinler farelerin tiikettigi su ve besinlerinde herhangi bir degisiklik
yapilmads. 11k gruptaki fareler igin agirliklarina gore toplam 250 mg/kg, ikinci gruptaki
fareler icin agirliklarina gore toplam 500 mg/kg ve flclincii gruptaki farelere igin

agirliklarina gore toplam 1000 mg/kg miktarinda verildi.
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3.1.2.2. Eter

Eter veya etoksietan olarak bilinen dietil eter kaynama noktasi diisiik olup kendine 6zgii
bir kokusu vardir. Calismada farelerin kesiminden Once anestezik madde olarak

kullanildi.

3.1.2.3. Sorensen Tampon (Sorensen Buffer) Cozeltisi

Bu tampon stok ¢ozelti halinde hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda kapali
kaplarda saklandi. Calismanin amacina uygun olarak birbiriyle degisik miktarlarda

karistirilarak kullanildu.

3.1.2.4. Giemsa

Giemsa boyasi preperatlarin boyanmasi i¢in kullanildi. Boyama i¢in yiizde 20 oraninda
Giemsa hazirlandi. %20’lik Giemsa boyasi hazirlanirken %80 tampon ¢ozeltisi ve %20

Giemsa boyasi karistirilarak hazirlandu.

3.1.2.5. May-Grunwald

Deneyde kullanilmak iizere temin edilen bu boya boyama islemlerinde kullanildi.
Boyay1 hazirlarken %0.25 ve %1.125’lik boya soliisyonu olacak sekilde hazirlandr ve

praperat boyamasinda kullanildi.

3.1.3. Caliymada Kullanilan Diger Ekipmanlar

3.1.3.1. Hassas Terazi

Deney hayvanlarinda verilecek olan maddenin miktarinin hassas oldugundan dolay1 0,1

gibi diisiik agirlikta olmasindan dolay1 miktarlarin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

3.1.3.2. Santrifiij

5000 Rpm’e kadar yiikselebilen sekilde devir hizi olabilen 15°dk zaman ayarlayici ve 8
tiip kapasiteli ELEKRO-MAG marka santrifiij calismada kullanildi.
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3.1.3.3. Mikroskop

Fotograf makinesi ve kamera ayarlanabilen 151k mikroskobu kullanildi. Deney amaci

olan hiicre sayimi1 ve gézlemlenmek istenen preparatlar mikroskop altinda incelendi.
Kullamilan diger deney ekipmanlari

1. Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)

2. Vorteks (Yellowline)

3. Mikroskop (Olympus model CHK)

4. Derin dondurucu

5. Otomatik pipet

6. Fotomikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800 )
Sarf Malzemeler

1. Heparin (Roche)

2. Metanol (Merck)

3. iImmersiyon yag1 (Merck)

4. Alkol (Merck)

5. Distile su

6. Tiipliik

7.Cesitli cam malzemeler

8. Konik tabanli 10ml'lik steril kiiltiir tiipti
9. Enjektor

10. Cesitli ebatlarda puarlar

11. Pasteur pipeti

12. Lam

13. Lamel
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3.2. Metot

3.2.1. 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(250mg/kg): Bu gruptaki 10 adet fareye her birinin agirliklarina gore toplam
250mg/kg olacak sekilde kimyon ugucu bitki yagi oral yol ile her 24 saatte bir, iki kez

verildi.

3. Grup(500mg/kg): Bu gruptaki 10 adet fareye her birinin agirliklarina gore toplam
500mg/kg olacak sekilde kimyon ucucu bitki yagi oral yol ile her 24 saatte bir, iki kez

verildi.

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

kez verildi.
3.2.2. Mikroniikleus Testi

Caligmamizdaki mikroniikleus testinde eritrositlerden daha kolay yararlanabilmemiz
icin farenin kemik iligi kullanildi. Test maddesi verilen fareler 48 saatin sonunda
kesildi. Femur kemikleri ikiye boliinerek enjektor yardimi ile dana serumu bulunduran
tiipe alindi. Tiipler 2000°’rmpde 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi.
Tiplerin lizerine birka¢ damla serum konularak siispanse edildi. Bu islemlerden sonra

tiipten 1 damla alinarak lam iizerine yayildi ve lamlar kurutulmaya birakildi[82].

3.2.3. Boyama islemi

Hazirlanan praperatlar ilk 6nce %0.25’lik oranda May-Grunwald ile 5’dk boyanarak saf
sudan gegcirildi. Daha sonra %0.125’1ik oranda tekrardan May-Grunwald boyasi ile 5’dk
boyanarak saf sudan gecirildi ve kurutulmaya birakildi. Bu islemlerden sonra boyama
islemi olarak preparatlar %20’lik oranda Giemsa boyasi icerisinde 30’dk bekletildi ve
preparatlar kurutulup 1000 biiyiikliikte rastgele her bir preparattan 1000 adet PCE
sayildi. Bu PCE’lerin igerisinden MNPCE’lerin sayilar1 belirtilerek, yiizdeleri
cikarildi[82].
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4. BULGULAR
4.1. In vivo Deney ve Kontrol Gruplarmin Fare Kemik Iligi Hiicrelerinde

Mikroniikleus Sikhgi Uzerindeki Etkileri

Kimyon bitki ugucu yagi farelere belirlenen miktarda verilerek MN siklig1 tespit edildi.
Negatif kontrole hi¢bir madde verilmedi ve genotoksik hasar goriilmedi. 250 mg/kg
verilen farelerde MN sikligi sayildi ve 4 adet MN oldugu tespit edildi. 500 mg/kg
verilen farelerde 12 adet 1000 mg/kg verilen farelerde 26 adet MN sayildi. Bu sayilarin
miktara gore artmasi, uygulanan kimyon bitki ugucu yagmin miktarinin artmasi ile

genotoksik hasarin artmasinin dogru orantili oldugunu gosterdi.

Kimyon ugucu yagi uygulamasinin farelerde mikroniikleus sayilari {izerine etkileri
istatistiksel olarak degerlendirildiginde negatif kontrole gore 250 mg/kg, 500 mg/kg ve
1000 mg/kg dozunda kimyon ugucu yaginin mikroniikleus sayilarini istatistiksel olarak
onemli oranda artirdig1 tespit edildi (p<0.001). Kimyon ugucu yagi uygulanan gruplar
kendi arasinda kiyaslandiginda ise doz artisina bagli olarak mikroniikleus sayilarinin

artis gosterdigi saptandi (Tablo 1, Grafik 1).

Gruplar Negatif Kontrol 250 mg 500 mg 1000 mg P Degeri

Mikroniikleus Sayisi 2+0.67 ° 4+0.82° 1241.41° 26+1.89° 0.001
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Ayni satirda farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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M Mikroniikleus H Mikroniikleus B Mikroniikleus E Mikroniikleus
Sayist; Negatif Sayist; 250 Sayis1; 500 Sayis1; 1000
\_ Kontrol; 2 mg/kg; 4 mg/kg; 12 mg/kg; 26 Y,

Grafik 4.1 Kimyon ugucu yagi uygulanan farelerde mikroniikleus siklig1

Resim 4.4 Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerinde MNPCE ve normal PCE,
NCE (X1000)
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Resim 4.5 Deney Grubu Farelerin Kemik iligi Hiicrelerdinde iki mikroniikleuslu PCE
(X1000)
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Tablo 4.1 Negatif kontrol grubu sonuglari

Ornek Toplam PCE | MNPCE |MNPCE Oram (%)
1 1000 3 0.3
2 1000 4 0.4
3 1000 3 0.3
4 1000 5 0.5
5 1000 4 0.4
6 1000 3 0.3
7 1000 2 0.2
8 1000 4 0.4
9 1000 4 0.4
10 1000 3 0.3

Grup Ortalamasi 3.5 0.35
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Tablo 4.2 250 mg/kg Kimyon ugucu yag1 uygulanan 1. Deney grubu MN test sonuglari

Ornek Toplam PCE | MNPCE | MNPCE Oram (%)
1 1000 4 0.4
2 1000 3 0.3
3 1000 4 0.4
4 1000 4 0.4
5 1000 4 0.4
6 1000 6 0.6
7 1000 4 0.4
8 1000 4 0.4
9 1000 4 0.4
10 1000 3 0.3
Grup Ortalamasi 4 0.4
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Tablo 4.3 500 mg/kg Kimyon Ugucu Yagi Uygulanan 2. Deney Grubu MN Test

Sonuglart

Ornek | Toplam PCE | MNPCE MNPCE Oram
(%)
1 1000 12 1.2
2 1000 14 1.4
3 1000 10 1
4 1000 12 1.2
5 1000 11 1.1
6 1000 13 1.3
7 1000 12 1.2
8 1000 14 1.4
9 1000 10 1
10 1000 12 1.2
Grup Ortalamasi 12 1.2
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Tablo 4.4 1000 mg/kg Kimyon ugucu yagi uygulanan 3. Deney grubu MN test

sonuglari

Ornek | Toplam PCE | MNPCE | MNPCE Oram (%)
1 1000 26 2.6
2 1000 24 2.4
3 1000 28 2.8
4 1000 26 2.6
5 1000 23 2.3
6 1000 29 2.9
7 1000 25 2.5
8 1000 28 2.8
9 1000 25 2.5
10 1000 26 2.6

Grup Ortalamasi 26 2.6
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiim diinyadaki insanlar, hastaliklar tedavi edici 6zelliklerinden dolay1 bitkileri siklikla
kullanmaktadirlar. Kullanilan bu bitkiler ge¢misten giiniimiize kadar bazi bilgilerin
kalmasiyla insanlarin higbir sekilde doktorlara danismadan kullandiklar1 bilinmektedir.
Bu bitkiler sadece tedavi amagli olmayip, insanlar tarafindan gida olarak da
tiiketilebilmektedirler. Bu bitkilerin faydalarinin yaninda, kullanilacak olan dozun
ayarlanamamas1 sonucunda yiiksek miktarda tiiketildigi takdirde cesitli genotoksik
etkiler birakabilecegi yapilan calismalarda goriilmektedir. Kompleks hidrokarbonlarin
bir karisimi olan bitki ucucu yaglari terpenlerden olusmaktadir. Bitki ugucu yaglari,
temizlik iriinlerine koku maddesi, gida ve igecek katki maddesi olarak ayrica
kozmetikte siklikla kullanilmaktadir. Bu ugucu yaglarin toksisitesi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ugucu yaglar ile ilgili genellikle antimikrobiyal etkiler ¢alisilmistir.
Antimikrobiyal o6zellik disinda kanserojenik, mutajenik, teratojenik etkilerinde

bulundugu yapilan bir¢ok ¢alismayla ortaya konmustur[1].

Yapilan bazi ¢alismalarda in-vivo yontem kullanilarak cesitli bitki ektraktlarinin zararl

etkileri tespit edilmistir.

Rodrigues Alves A. ve arkadaslari yapmis oldugu ¢alismada geleneksel tipta kullanilan
Rubus Imperialis bitki ugucu yapmin genotoksik etkisini MN testi ile arastirmiglardir.
Gruplara ayirdiklar farelere ti¢ farkli doz (50, 250,500 mg/kg.) viicut agirliklarina gore
intraperitonel yolla vermislerdir. Maddeleri verdikten sonra fare kemik iligini alarak
MN testini uygulamislardir. PCE ile NCE sayarak (PCE/NCE orani ) hesaplayarak
degerlendirmisler. Sonu¢ olarak yiiksek doz wuygulanan farelerde mikroniikleus
sikliginda artis oldugu goriiliirken, diisiik dozlarda herhangi bir artiy meydana
gelmedigini saptamislardir[91].

Vinod ve arkadaslarinin bu ¢alismadaki amaglar1 Azadirachta indica bitki ekstraktinin
fareler ilizerinde olusabilecek genotoksik etkilerini Ames Salmonella ve Mikroniikleus
testi ile tespit etmeyi amaglamiglardir. Salmonella testini uygularken 8 farkli suslardan
Aroclor-1254 uyarilmis sigan karaciger homojenati (S9) varliginda ve MN sikliginda

gozlem yapmuglardir. Bitki ekstraklar1 farelere verildikten sonra yapilan Salmonella
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testinde Salmonella Typhimurium suslarinda bir artis tespit etmislerdir. Yine bu bitki
ekstraktinin etkisinin tespiti i¢in farelerin kemik iligi alinarak MN testi yapilmistir.
Bulgularda MN sayisinda artis tespit edilmistir. Sonug olarak Salmonella ve MN testi
sonucunda A.indica bitki ekstraktinin = genotoksik etki olusturdugunu tespit
edilmistir[92]

Grover P. ve arkadaslar1 yapmis oldugu bu calismada, gelecekte bocek ilaci olarak
kullanilmasi igin arastirilan Annona Squamosa (AS) bitkisinin genotoksik etkisinin olup
olmadigint MN testi, Comet testi ve kromozomal sapma testlerini kullanarak
arastirmiglardir. Calismayi in-vivo olarak 75,150 ve 300 mg/kg. doz araliginda farelere
vererek degerlendirmiglerdir. Bulduklar1 bulgulara gére Comet testi go¢ araliginda ve
MN testi sonucu hasarli mikroniikleus artisinda 6nemli derecede bir artis oldugunu
saptamiglardir. Sonug¢ olarak ilerde bocek Oldiiriicii olarak kullanilmak istenen AS

bitkisinin genotoksik hasar olusturabilecegini agiklamiglardir[93].

Tolentino F. Ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada halk arasinda bazi hastaliklarin
tedavisinden kullanilan Rosaceae familyasina ait Rubus Niveus Thunb (RNT) bitkisinin
canlilar iizerinde DNA hasar1 olusup olusmadigini MN testi ile arastirmislardir.
Calismalarmi fareler iizerinde in-vivo olarak, 500, 1000, ve 2000mg/kg doz araliklarini
viicut agirliklarina gore vererek calismalarini uygulamiglardir. MN testi uygulayarak
olusan DNA hasarini tespit etmeyi amaclamislardir. Sonug olarak MN testi sonucu, az
uygulanan dozdaki farelerde herhangi bir mikroniikleus artis1 goriilmezken, ¢ok dozda
uygulanan farelerde ise gozle goriilecek kadar mikroniikleus artisini tespit etmislerdir.
Bu sonuglara bakilarak RNT bitkisinin genotoksik etki olusturabilecegini
aciklamislardir[94].

Hwang E. ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bu c¢alismada amaglar1 Z.piperitum ugucu
yagimin giiven araligini  yani  genotoksik hasar olusturup olusturmadiginm
arastirmislardir. Risk araligim1 degerlendirirken MN testi, Kromozomal anomalik testi
ve Salmonella testini uygulamiglardir. Farelere oral yolla Z.piperitum ekstraktini 2 giin
boyunca 1000 mg/kg viicut agirliklarina gore oral yolla vermislerdir. Sonug¢ olarak

uygulanan biitiin testlerde genotoksik hasar oldugunu goézlemlemislerdir[95].

Bu caligmalarla bitki ekstraktlar1 ve bitki ugucu yaglarinin zararl etkileri belirlenmistir.

Bunun yani sira birgok yapilan caligmalarda ise bazi bitki ekstraklar1 ve ugucu
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yaglarinin genotoksik etkisinin olmadigi veya tedavi edici ozelligi oldugu tespit

edilmistir.

Oliveira Meneguetti D. ve arkadaslart yagmis oldugu bu c¢alismada Amazon
ormanlarinda siklikla bulunan ve ilag olarak kullanilan Maytenus Guyanensis bitkisinin
genotoksik etkisini arastirmiglardir. Calismada yaklasik agirligi 40 gr. Olan Mus
Musculus tiirtinden erkek ve disi fareler kullanmislardir. Ekstrakt olarak verilen M.
Guyanensis maddesi her bir fareye 10 gr. Viicut agirhiina gére 0.1 ml. agiz yolla
verilmiglerdir. Farelerden kemik iligi alarak MN testi uygulamislar. Sonu¢ olarak MN
sikliginda her hangi bir artis tespit etmemislerdir[96].

Sekeroglu Z. ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada birgok hastaligin tedavisinde
kullanilan Viscum Albiim bitkisinin, Metotreksat (MTX) uygulanan farelerde olusan
genotoksik bozukluklari, Viscum Albiim bitki ekstarktinin Onleyici etkisinin olup
olmadigin1 arastirmislardir. VAE bitki ekstrakti 10 giin boyunca 250 mg/kg. viicut
agirliklarina gore uygulamislardir. MTX uygulanan farelerde olusan bozukluklari, bu
uygulanan VAE ekstraktinin hasarlar1 Onleyici etkiye sahip oldugunu tespit

etmislerdir[97].

Souza Marques E. ve arkadaglari yapmis olduklar1 ¢alismada, Bolivya halkinin tibbi
olarak kullandigi, gasrtrit, romatizma ve inflamasyon tedavisinde kullanilan Garcinia
achachairu Rusby (GAE) bitkisinin genotoksik etkisi olup olmadiginin tespit etme
amagh calismislardir. Bu calismada in-vivo yontemi ile Comet deneyi ve MN testini
kullanmislardir. Yapilis olarak GAE bitki ekstraktin1 500, 1000, 2000 doz araliginda
farelere oral yol ile vermislerdir. Comet testini 16kosit hiicreler iizerinde, MN testini ise
kemik iligi hiicrelerinden aldiklar1 6rneklerle incelemislerdir. Calisma sonunda Comet
testi sonuglarinda 16kosit hiicrelerde ve MN testi sonucu olusan PCE/NCE oraninda
herhangi bir soruna rastlamamigslardir. Sonu¢ olarak GAE bitkisinin herhangi bir

genotoksik etkisinin olmadigin1 tespit etmislerdir[98].

Mengs U. Ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bu calismada, daha 6nce Ames testi ile
calisilip herhangi bir zarari olmadig1 tespit edilen Senna 6zii bitkisinin, glivenirliligi
acisindan MN testini uygulayarak arastirmislardir. Calismay1 yaparken in-vivo yontem
ile farelere 2000 mg/kg Senna ekstraktt oral yol ile vermislerdir. Madde verilen

farelerden alinan kemik iligi 6rneklerini MN testi ile incelemislerdir. Sonu¢ olarak
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Ames testinde oldugu gibi MN testinde de, Senna Oziliniin herhangi bir genotoksik

etkisine rastlanmamistir[99].

Li N. Ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismayi, halk arasinda kozmetik iiriin olarak
kullanilan Manolya kabugu ekstresinin (MKE) canli iizerinde herhangi bir genotoksik
etki olusturup olusturmadiginin tespiti amaciyla yapmislaridir. Bu g¢alismay1 in-vitro
bakteriyel mutasyon testi ve in-vivo mikroniikleus testi olarak calismislardir. Testler
sonucu farelere uygulanan MKE 6zii sonucu Salmonella suslarinda ve mikroniikleus
sayisinda herhangi bir degisime rastlamamiglardir. Sonug¢ olarak yapilan MN ve
bakteriyel testler sonucu MKE ekstraktinin herhangi bir genotoksik hasara yol
acmadigini agiklamiglardir[100].

Bitki ekstraktlar1 ve ugucu yaglari ile in-vivo yontem kullanilarak yapilan ¢aligmalarin

yani sira, in-vitro yontem kullanarak yapilmig bazi ¢alismalarda mevcuttur.

Irmak D. Thymbra spicata ve Cuminum Cyminum ugucu yaglarinin insan periferal
lenfosit kiiltiiriinde in-vitro yontem ile genotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapmis
oldugu caligmada, Thymbra spicata ve Cuminum Cyminum bitkilerinden elde ettigi
ekstraklar1 belirli bir doz miktar1 araliklarinda uygulamistir. Ayni1 zamanda pozitif
kontrol grubuna MMC maddesi vererek mikroniikleus olusumunu saglamistir.
Calismasim1 incelerken diger gruplara vermis oldugu gruplarda az miktardan cok
miktara dogru uygulanan ekstraklarda doz miktarina gére mikroniikleus artis miktarini
tespit etmistir. Buldugu sonuglar karsilagtirarak dozun miktar1 arttikga mikrontikleus

miktarinda da artis tespit etmistir[101].

Giil ve ark., Urtica dioica L., bitki ugucu yagini in-vitro yontem metodunu kullanarak
insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik hasar olusturup olusturmadigini arastirmislardir.
Bu uygulamay1 yaparken CA ve MN test sistemin kullanmiglardir. Dort farkli doz
uygulayarak doz oranlarina gore etkisini arastirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda en
kiiciik doz miktar1 uygulanan grup hari¢ diger doz uygulanan gruplarda kromozomal
aberasyon tespit edilirken, mitotik indekste azalma oludugunu tespit etmislerdir. Ayrica

uygulanan tiim doz araliklarinda MN sayisinda artis oldugunu saptamislardir[102].

Geleneksel olarak halk arasinda gerek tibbi gerekse baharat olarak kullanilan kimyon

bitkisinin ekstrakt ve ucucu yaginin genotoksik etki gosterdigi soylenebilir. Cesitli
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calismalarla  belirlenen  genotoksik  etkinin  kullanilan  kimyonun  yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir. Kullanilan bitki ekstrakt ve ugucu
yaglarinin ortaya cikardigi genotoksik etkinin tam anlamiyla belirlenebilmesi i¢in bu
bitki bilesenlerinin yapisindaki kimyasallarin izole edilmesi gerekmektedir. Ekstrakt ve
ucucu yag icerisindeki kimyasal bilesenlerin ayr1 ayri1 sitogenetik analizlerden
gecirilerek tespit edilmesi konunun anlagilmasina fayda saglayacaktir. Halk arasinda
gerek tibbi amagh gerekse de tiiketime yonelik kullanimlarda kullanim miktar1 bilingli

olarak belirlenmelidir.

Sonug olarak; tibbi ila¢ ve baharat olarak tiiketilen kimyon bitkisinin ugucu yaginin fare
kemik iligi hiicrelerinde 250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg dozlarinda verilerek
mikroniikleus siklig1 tespit edildi. Farelere verilen kimyon ugucu yaginin doz miktari
arttikca mikrontikleus sayisinda da bir artis gozlemlendi. 250 mg/kg kimyon ugucu yagi
verilen farelerde ortalama olarak 4 adet mikroniikleus gozlenirken, 500 mg/kg verilen
farelerde 12 adet 1000 mg/kg verilen farelerde 26 adet mikroniikleus sayildi. Kimyon
ucucu yagt uygulamasinin farelerde mikroniikleus sayilar1 {izerine etkileri istatistiksel
olarak degerlendirildiginde negatif kontrole gére 250 mg/kg, 500 mg/kg ve 1000 mg/kg
dozunda kimyon ugucu yagmin mikroniikleus sayilarini istatistiksel olarak Onemli
oranda artirdig1 tespit edildi (p<0.001). Kimyon ugucu yagi1 uygulanan gruplar kendi
arasinda kiyaslandiginda ise doz artisina bagli olarak mikroniikleus sayilarmin artis

gosterdigi saptandi.
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