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OZET

Bu c¢alismanin amaci Thymbra spicata ve Cuminum Cyminum ugucu yaglarinin
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin insan periferal lenfosit kiiltliriinde in-vitro olarak
aragtirilmasidir. Insan kan lenfosit hiicreleri, T.spicata ve C. cyminum ugucu yaglarinin
0.05ul/ml, 0.10ul/ml, 0.15ul/ml, 0.20ul/ml ‘lik dozlar1 ile 24 saat etkilesime birakilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan mitomisin CIMMC 0,3 ug/ml) ve negatif kontrolle
karsilastirildiginda T.spicata ve C. cyminum ugucu yaglariin dozlarmin mikroniikleus
sikligimi artirdigr gozlenmistir. Mikrontikleus frekansindaki bu artis doza bagimli idi.
T.spicata ve C. cyminum ugucu yaglarinin ¢ekirdek boliinme indeksini (NDI) ve ¢ekirdek
boliinme sitotoksisite indeksini (NDCI) onemli o6lciide etkiledigi belirlenmistir.
Mikroniikleus sikligindaki artis doza baglidir. Sonuglar, T.spicata ve C. cyminum ugucu
yaglarinin dozlar1 ile MN siklig1, apoptotik hiicre ve nekrotik hiicre sayisi arasinda 6nemli

bir baglantinin oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Thymbra spicata ve Cuminum Cyminum, Mitomisin C(MMC),
Lenfosit kiiltiiri, sitokinezi engellenmis hiicrede mikroniikleus testi, nekrotik hiicre,

apoptotik hiicre, sitotoksisite.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the genotoxic and cytotoxic effects to human
peripheral blood lymphocytes of essential oils of Thymbra spicata and Cuminum
Cyminum Human peripheral blood lymphocyte cells were treated with 0.05ul/ml,
0.10ul/ml, 0.15ul/ml, 0.20ul/ml concentrations of essential oils of T.spicata and C.
cyminum for 24 h. A significant increase was observed for induction of micronucleus
frequency in treatment of essential oils of T.spicata and C. cyminum concentrations
comparing with the negative control and mitomycin C (MMC, 0.3 pg/ml) which was used
as positive control. This increase in the frequency of micronuclei has been dose dependent
manner. We demonstrated that the nuclear division index (NDI) and nuclear division
cytotoxicity index (NDCI) were significantly influenced essential oils of T.spicata and
C. cyminum. The increase in the frequency of micronuclei has been dose dependent
manner. The results showed that there were significant correlation between essential oils
of T.spicata and C. cyminum concentration and micronuclei frequency necrotic cells and

apoptotic cells.
Key words: Thymbra spicata and Cuminum Cyminum, Mitomycin C (MMC),

Lymphocyte cultures, cytokinesis-block micronucleus assay, necrotic cell, apoptotic cell,

cytotoxicity.
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1.GIRIS

Ulkemiz zengin florasiyla (Belirli bir bolge veya iilkede yetisen bitki ¢esidi) onemli
sayida tibbi ve aromatik bitkiyi barindirmaktadir. Bitkiler, insan yasaminin
siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan oksijen ile besinleri saglarken saglig1 korurlar. Insanlik
tarihiyle birlikte bitkilerin tedavide kullanimlar1 baslamistir. Binlerce yil dnce insan,

bitkilerin tedavi edici giiclinii tanimis ve onlardan yararlanmistir.

Anadolu’da halk ilaglar1 Halk hekimligi uygulamalarina yaygin olarak rastlanan, uzun
tecriibeler sonunda gliniimiize kadar gelmis uygulamalardir. Modern tipta ¢cogu ilag da
bitkilerden elde edilmektedir. Ulkemizin ii¢ fitocografik bolgenin kesistigi alanda yer
almasi, Giliney Avrupa ile Glineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins
ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezi olmasi bitkisel zenginliginin nedenidir. Buna
ragmen bu bitki zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir. Bitkilerin
mikroorganizmalar: 6ldiiriicii ve insan sagligi icin 6nemli olan 6zellikleri 1926 yilindan
bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) arastirmalarina

gore tedavi amagh kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir.

Tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de dogal florada bulunan bitkilerin halk arasinda

tedavi amacli, gida, cay, baharat, boya, insektisit, hayvan hastaliklarinin tedavisi, regine,
zamk, ugucu sabit yaglarindan faydalanma, mesrubat ve kozmetik sanayinde kullanimi1
uzun yillardan beri siiregelen geleneksel kiiltiirel zenginligimizin bir pargast olmustur.
Ancak bu olgu sehirlesmeyle paralel olarak kaybolmaya yliz tutmustur. Bu c¢aligmada,
gecmisten giiniimiize tibbi ve aromatik bitkilerin kullanimimi ve ekonomik onemini

belirlemek amaglanmigtir[1].

Dogaya doniisiimiin bir slogan haline geldigi giiniimiiz diinyasinda tibbi ve aromatik
bitkiler Tiirkiye'de de 6nemli bir yere gelmistir. Tirkiye pek cok bitkinin gen merkezi
olmasmmin yaninda, bazi endemik tiirlerin de bulundugu cografik bolgeleri

icermektedir[2].



MN, asentrik kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve bir ya da birka¢ kromozom ya
da kromatidin anafazda geri kalmasindan dolay1 (kalgin kromozom) telofazda olusan esas

niikleusun disinda rastlanan kiigiik niikleuslardir[3].

Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna sebep olmaktadir[4]. MN
olusumuna neden olabilen kromozom kaybi ya da kromozomlarin ayrilamamasi (non-
disjunction) kanser ve yaslanmada gozlenen Onemli olaylardan biridir. Bu durum,
muhtemelen 1§ iplik¢iklerinde ve sentromerde bozulma ya da metafazdan once

kromozom yapisinin yogunlagsmasi sonucu olusmaktadir[5].

Yapilan literatiir taramalar1 sonucu karabas kekigi (T. spicata ) ve kimyon (C. cyminum)
bitkilerinin mikroniikleuslar iizerine etkilerinin ¢alisilmadig: goriilmiistiir. Bu ¢aligsma ile
halk arasinda yaygin olarak kullanilan karabas kekigi ve kimyon bitkilerinin ugucu
yaglarinin in-vitro insan periferal lenfositlerinde mikroniikleuslar iizerine etkisinin

saptanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kimyon Hakkinda Genel Bilgi

Anavatant Dogu Akdeniz ve Orta Dogu olan kimyon maydanozgiller (Apiaceae)
familyasindan, 40-60 cm boyunda, Mayis- Haziran aylar1 arasinda beyaz ve pembemsi

renkte ¢igek acan bir yillik otsu bir bitki tiirtidiir.

Govdeleri dik, dallanma iist kisimlarda goriiliir. Yapraklar pargali ve tiiysiiz iplik
seklindedir. Cigekler beyaz veya pembe renkli semsiye durumunda, meyvesi koseli, oval
sekilli, 4-5 mm boyundadir. Kimyon baharati, kimyon bitkisinin olgunlastiktan sonra
toplanip kurutulan tohumlarindan veya bu tohumlarin dgiitiilmesiyle elde edilir. Biraz
sert, keskin bir tad1 vardir. Kimyon meyveleri , % 15- 25 protein, % 2. 5- 6 ugucu yag, %

10- 23 sabit yag, tanen, flavonoit, re¢ine ve zamk igerirler[6].

Kimyon, ¢ok yaygin bulunan bir bitki tiiriidiir. Cogunlukla Kuzey ve Orta Avrupa’da ayni
zamanda Asya ve Afrika’da da bulunmaktadir. Yabani olarak ise deniz seviyesinden
yiikseklere kadar her yerde goriilmektedir. Kimyon &zellikle Hollanda, Almanya, Isveg
ve Norveg’te yetistirilmekte, Macaristan, Romanya, Cekoslovakya, Italya, Avusturya,
Ispanya, Rusya ve kiigiik Asya’da da tarimi yapilmaktadir. Almanya kimyon iiretimi
bakimindan 6nemli bir {ilkedir. Genellikle kurak boélgeler i¢in kiicliik meyveli, yagish
bolgeler i¢in ise biiyiik meyveli tipler daha uygundur[7].

Kimyon, halk arasinda gaz soktiiriicii, siit artirici, periyodik kanamay1 geciktirici, ishal
kesici, kas agrisim1 giderici (analjezik ve myorelaksan etki), romatizma tedavisi
(antienflamatuvar etki), dis agris1 (analjezik ve antienflamatuvar etki), farenjit
(antienflamatuvar etki), karin agris1 (antispazmodik etki), diiiretik ve idrar yollarinin
tikanikliklarin1 agma (antienflamatuvar etki) gibi rahatsizliklar1 tedavi edici amaglarla

kullanildig1 bildirilmektedir[8,9].



2.2.Karabas Kekigi (Thymbra spicata) Hakkinda Genel Bilgi

Kekik, baharat ve ilag olarak antik ¢aglardan beri kullanilmakta olup yaygin olarak
bilinen bir bitkidir. Thymol ve carvacrol gibi karakteristik koku veren ugucu yag
bilesenlerine sahiptir. Origanum, Thymus, Satureja ve Thymbra cinslerine ait gesitli tiirler
de kekik olarak kullanilmaktadir[10].

Thymbra spicata L.’nin iki varyetesi T. spicata var. spicata L. ve T. spicata var. intricata
Tirkiye’ de dogal olarak yetismektedir. Bunlardan Thymbra spicata var. spicata,
tilkemizde, Trakya, Ege, Akdeniz sahilleri ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde yaygin
olarak yetismektedir[11,12] .

Thymbra spicata var. spicata, Giineydogu Anadolu Bolgesinde “Zahter”,”Sater” veya
“Karabas kekik™ olarak bilinmektedir. Geng siirgiinleri salata, yaprak ve ¢igek durumlari
ise baharat ve ¢ay olarak tiiketilmektedir. Karabas kekiginden halk arasinda agri1 kesici
olarak, soguk alginliklari, 6ksiiriik, parazit, ekzema gibi cilt hastaliklarinin tedavisinde de
yararlanilmaktadir. Ugucu yaginin igerdigi fenoller nedeniyle bakteri ve mantarlara kars1
giiclii bir antibiyotik 6zelligi gostermektedir bunun yani sira basta et iiriinleri olmak {izere
gida lriinlerinde aromatizan olarak, parfiim, sabun, sampuan, icki ve dis macunlari,

konserve, salga soslar1 ve sucuklarin yapiminda da yaygin olarak kullanilmaktadir[13-
16].

2.3. Mikroniikleus Hakkinda Genel Bilgi

MN (Mikrontikleus) olusumu ilk olarak Howell ve arkadaslar1 tarafindan eritrositlerde
gozlemlenmistir. Jolly tarafindan adlandirilmistir ve bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi
de denilmektedir. Mikroniikleus, hiicre bdliinmesi sirasinda kromozom fragmentinin ya
da kromozomlarin serbest kalarak ortamda varligin siirdiirmesidir. Sitoplazma igerisinde

ana niikleusun yaninda yer alan niikleoplazma ile sarili niikleer materyaldir[17].

Mikroniikleus olusum nedeni esast DNA hasaridir. Organizmanin cesitli klastojenik,

mutajenik ve karsinojenik ajanlara etkisi altinda kalmasi sonucunda DNA’da hasar



meydana gelmektedir. MN testi Toksikolojide, genetik hasar dlgiimiinde, diyette, ilag

sanayide, kanser riski olusumu siiphesinde, radyoterapide olduk¢a dnemlidir[18].

DNA hasar oranimin in vivo ve in vitro olarak belirlenmesinde, pratik ve en ekonomik
tekniklerden biri haline gelmistir[17-21].

MN teknigi, kemik iliginde, yanak mukoza hiicresinde ve insan periferik kan
lenfositlerinde, kimyasal ajanlarin  genotoksik  etkilerinin  arastirilmasinda
kullanilmaktadir. Teknigin basit ve kisa zamanda sonu¢ vermesi, DNA harabiyeti

konusunda giivenilir olmasi teknige 6nem kazandirmistir[19-21].

Kromozom kirilmalari, DNA'daki ¢ift iplik yapinin tekrar tamir edilememesi sonucu
olusabilir[18-22]. Kromozomlarin hatali ayrilisi (non-disjunction) ve kromozom kaybi,
kanserde ve yaslanmada c¢ok onemlidir ve metafaz sathasindan once ig ipliklerinde,

sentromerde ya da kromozom yapisinda olusan bozukluklarla ortaya ¢ikabilir[20-24].

Klasik olarak yapilan sitogenetik tekniklerde, metafaz evresindeki kromozomlara
bakilarak ve anormallikler sayilarak kromozomlara bakilmaktadir[21-25]. Bu detayl bir
analiz yapilmasini saglar ancak metafazdaki daha kompleks anormalliklerin birer birer
sayllmasinin yetersizlikleri vardir. Kromozom anomalilerinin tespit edilmesinde daha
basit yeni yontemler gelistirilmistir. Schmid [22-26] ve Heddle [23-27] birbirinden
bagimsiz in-vivo kromozom anomalilerini tespit etmek icin alternatif ve daha basit bir
yontem ileri siirmiislerdir. Bu yonteme, kemik iligi gibi boliinen hiicrelerde, hematologlar
tarafindan Howell-Jolly cisimleri olarak bilinen, mikrontikleuslarin (MNi) 6l¢iimii denir.
Periferal kan ve kemik iliginde bulunan eritrositlerde ve Mikroniikleus (MN) testi, in-

vivo sitogenetik analizidir ve Genetik Toksikoloji de kullanilir.

Bugiin, pek ¢ok kanserin spesifik kromozom diizensizlikleriyle baglantisi oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle kanserli olgularda mikroniikleus testi yapilmaktadir[28-30].
Elde edilen sonuglara gore MN testi, kanser tedavisinde kullanilabilen bir test haline

gelmistir.

MN testinin genis bir arastirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir. Yas artistyla
anoploidi siklig1 arasinda yakin bir iligki vardir. Yasam igerisinde bireyin maruz kaldigt

cevresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal boliinmedigi belirlenmigtir. Her



hiicrede mitoz bdliinmede ig iplik¢iklerinde katalizor goérevi yapan enzimlerde

dejenerasyon olusmakta ve mitotik aktivite yas ilerledik¢e yavaglamaktadir[31-35].

Cyt-B’nin (Cytochalasin-B) hiicre bdliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi 6zelligi
temel alinarak CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri, tanimlanmistir[18-
20]. Cyt-B ekstrati, Helmin dematiodeumdan elde edilmistir. Cyt-B hiicre boliinmesini
aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin polimerize olmasint Onler sitokinez

evresinde aktin filamentlerini etkileyerek durdurur[33-37] .

Maluf ve arkadaslari, CBMN yontemini kullanarak, Fanconi anemili ve Down sendromlu
hastalarda MN frekanslarinin yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir. Maling hastaliklar i¢in
yiiksek riske sahip Down sendromlu bireyler hiicrelerin ¢esitli mutajen, radyasyon, viriis
ve kimyasallara kars1 fazlaca hassas oldugu i¢in periferik kanlarinda MN frekansinin

yiikseldigini saptamislardir[38].

2.3.1. Mikroniikleus Tekniginin Gelisimi

Insan lenfositlerinin sitokinezinde goriilen mikroniikleus i¢in detayli hesaplama
yontemleri Washington’da Genotoxicity International Work Shop’la tiim diinyaya
bildirilmistir. Buna goére, CBMN analizlerinde once hiicre tipleri belirlenmeli, bu
hiicreler, mononiikleus, biniikleus, multiniikleus, hiicre tipinde ya da apoptotik veya
nekrotik hiicre tipinde olabilirler. Mononiikleuslu hiicrelerin sitoplazmalar1 kiiciik,
niikleuslar1 biiyiiktiir. Biniikleuslu hiicreler es biiyiikliikteki iki hiicre tipindedir ve
niikleoplazmik kopriiyle (NPB) birlikte olabilir. Niikleuslar temas halinde veya iist {iste
olabilir. Multiniikleuslu hiicreler farkli biiyiikliikteki ticlii veya dortlii hiicre formundadir
ve birden fazla MN igerebilir[21].

Sitokinezde bloke edilmis hiicreler CBMN frekansi i¢in hesaplanirken asagidaki

ozellikleriyle karakterizedir:

- MN sayimlar1 BN’( BiNiikleus) da yapilmalidir.



- MN’larin ¢ap1 ana niikleus yaricapinin 1/16 ile 1/3 arasindaki degerlerde olmalidir.
- MN’1n alani ana niikleusun alaninin 1/256 ile 1/9’u arasinda olmalidir.
- MN’lar ana niikleusa bagli olmamalidir.

- MN’larin ¢ogu niikleuslarin arasindadir ama ayni zamanda hiicrelerin kutuplarinda da

olabilir.

- MN’larin yapilart kiigiik niikleuslara benzer. Fakat kabarciklar, noktalar MN olarak
kabul edilmemektedir[21].
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Sekil 2. 1: CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) Dagilimi;
1.Binukleuslu hiicre,

2. Bir MN ‘lu BN hiicre,

3. Iki MN ‘lu BN hiicre,

4. Ug¢ MN “lu BN hiicre,

5. D6rt MN ‘lu BN hiicre,

\‘



6. NPB’li BN hiicre,

7. Bir niikleoplazmik koprii ve bir MN ‘lu BN hiicre,
8. Bir niikleoplazmik koprii ve iki MN ‘lu BN hiicre,
9. Iki niikleoplazmik k&prii,

10.1ki niikleoplazmik koprii ve bir MN ‘lu BN hiicre,
11. Iki niikleoplazmik képrii ve iki MN’Iu BN hiicre

Not: Fenech M. : The in Micronucleus Technique’den modifiye edilerek alinmistir[21].

MN'lar, sentromeri olmayan kromozom kiriklarini igeren bdliinen hiicrelerde ve mitoz
strasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlarda goriilmektedir. Telofazda, geri kalan
kromozomlar ve kromozom pargalarinin etrafinda niikleer bir zar olusur ve olusan bu yap1
hiicrenin ana ¢ekirdeginden daha kiigiik oldugundan "mikroniikleus (MN)" olarak
tanimlanir. Bundan dolayi, MN'lar hem kromozom kaybmin hem de kromozom
kirilmasimin uygun ve giivenilir sekilde dl¢limiinii saglar. MN'lar ¢ekirdek bdliinmesi
bittikten sonra meydana geldiginden, MN'lar hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki ¢ekirdekli,
BN) safhasinda oOlgiilmektedir. Bazen biniikleer hiicreler ile niikleuslar arasinda
niikleoplazmik kopriilere rastlanir. Bunlar disentrik kromozomlar olabilmektedir. DNA
olusan koprii sonucunda iki sentromer hiicrenin karsi kutbuna c¢ekilmekte ve etrafi
niikleer zarla ¢evrelenmektedir (Sekil 2). Sonug olarak bir hiicre populasyonunda mitoz
geciren hiicreleri ve boliinmeyen hiicreleri ayirt etmek i¢in bir yontemin gelistirilmesi

gerekmektedir[39-40].
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Sekil 2. 2: Mikroniikleus olusumu. (a) Mikroniikleuslar, anafazda geri kalan
kromozomlar ve asentrik kromozom parcalarindan orjin alir. (b) Sentromerleri ile
hiicrenin kars1 kutuplarina ¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik k&prii
olusumu ve asentrik kromozom pargasindan es zamanli olarak mikroniikleusun olusumu.

Sitokalazin-B (Cyt-B), biniikleer evrede hiicre boliinmesini bloke eder[24, 25].

MN teknigi, eksfolyatif hiicrelerde 1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaglari [41]
tarafindan yapilmistir. Bu teknik agiz, burun, brons ve iirotelyal eksfolyatif hiicrelerde
kimyasallarin ve enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmekte kullanilmistir[42,43]. Hizla
cogalabilen bu epitelyal dokular ¢evreleriyle siirekli temas halindedir. Epitelin ylizeysel
tabakasini olusturan eksfolyatif hiicreler kolaylikla elde edilebilmekte, genotoksik
hasarida kolaylikla goriilebilmektedir. Boylece bu hiicreler ait olduklar1 dokularda
meydana gelen morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarini, premalign degisiklikleri
ve kanseri gosterebildiklerinden bir biyomarker olarak degerlendirilebilmekte ve
karsinojenlere maruz kalmis bireylerde artmis kanser riskini gdstermek amaciyla

kullanilabilmektedir[43-45]. Eksfolyatif hiicrelerde uygulanan MN tekniginde Fuelgen-



Fast Gren boyama yoOntemi kullanilmaktadir. Hiicrenin c¢ekirdegi parlak pembe,
sitoplazmasi ise acik yesil boyanmaktadir. MN arastirmalarinda in situ hibridizasyon
(ISH) teknigi, ilk kez kromozomlarin sentromerini tanimlamak i¢in Norppa ve arkadaslari
[46] tarafindan yapilmistir; bu calismada kullanilan proplar, 1989 yilinda Meyne ve
arkadaslar1 [47] tarafindan hazirlanmis insan kromozomlarinin her biriyle hibridize
olabilen sentromere spesifik oligoniikleotidlerdir. Daha sonra, floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi ile MN olusturan kromozomlarin her birinin kimligini

belirleyebilecek teknolojik gelismeler saglanmistir[48].

2.3.2. Mikroniikleus Tekniginin Kullanim Alanlar

Mavournin ve arkadaslar1 [49] ABD Cevre Koruma Grubunun Gen-toks Programi
dahilinde 1990 yilina kadar kimyasallarin canlilar {izerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in
yapilan tiim MN test sonuglarini toplayarak, degerlendirmeye aldilar. Memelilerin kan ve
kemik iliginde in vivo calisilmis olan 414 bilesigin sadece 220’sinin kriterlere uygun test
edilebildigini tespit ettiler. Uygun test edilen kimyasallar arasinda karsinojenlerin orani
% 91 olarak saptandi; fakat negatif testlerin azlig1 ciddi bir eksiklik olarak bildirildi.
Ayrica bu ¢aligmalarda esas alinan ve yillar 6nce Schmid [50] tarafindan tanimlanan MN
test protokoliiniin modifikasyonuna ihtiya¢ duyuldugu ve daha fazla ¢alismanin gerekli
olduguna dikkat cekildi. Fiziksel ajanlarin etkileri deneysel MN caligmalar1 yaninda, 13
Eylil 1987 de Goiania’da (Brezilya) meydana gelen radyolojik kaza sonucu genetik
materyalde olusturdugu hasar1 belirlemek i¢inde kullanildi. MN sikliginda iyonizan
radyasyonun dozuna bagli ¢ok anlamli bir artis saptandi ve MN testinin biyolojik
dozimetre olarak kullanilmasi 6nerildi. Ayrica Goiania kazasina maruz kalan insanlardaki
sitogenetik degisiklikler iyonizan radyasyon ile yas ve hayat tarz1 (alkol tiiketimi, sigara
kullanimi) gibi faktorlerin etkisi birlikte degerlendirildi[51]. Daha sonra bu konuda
yapilan ¢esitli arastirmalar iyonizan radyasyonun ve mikro dalga 1sinlarin klastojenik
etkisini aciga ¢ikardi ve mikro dalga 1sinlarin, andploidi uyaran bazi kimyasallarin,
karakteristik mutajen Ozelliklerine de sahip oldugu bulundu[34, 52-55]. Yeni dogan
bebeklerde ve 18-25 yas grubu bireylerde yapilan iki ayr1 ¢aligmada [56,57] MN
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frekansinin erkek ve disi cinsiyete bagli olmadan farklilik gdstermedigi saptanmistir.
Ancak yaslilarda yapilan bir diger ¢aligmada [48] kadinlarda MN sikliginin yaslanma ile
artis gosterdigi anlasildi; ayrica FISH teknigi ile MN olusturan kromozomlarin kimligi
belirlenerek; yash kadinlarda X kromozomlarinin otozomal kromozomlardan daha sik
olarak MN olusumuna katildig1 gosterildi. X kromozom kayb1, ayn1 zamanda monozomik
hiicrelerde karyotip analizleriyle de dogrulanmistir. Sonu¢ olarak; sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilen MN testi,
organizmay1 etkileyen c¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin sitogenetik etkilerini

belirlemek i¢in yapilabilecek biiyiik ¢apli tarama ¢aligsmalarinda glivenle kullanilabilir.

2.3.2.1. insan Lenfositlerindeki Standart Sitokinez-Blok Mikroniikleus Analizi

Bu yontem, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan CytochalasinB (Cyt-B) ile
mitoz gegciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart lenfosit
kiltlirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ilk niikleus boliinmesini
tamamlamis, ancak sitokinezi gergeklestirememis biniikleuslu (BN) hiicreler kolaylikla
taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir[28].
Insan hiicrelerinde 'mikronukleus indeksi genetik toksikoloji arastirilmasinda kullanilan
standart sitogenetik testlerden biri haline gelmistir[58]. Cyt-B, ilk mitotik boliinmeden

once eklenmelidir ve Cyt-B ile sitokinez gergeklesmeden BN hiicreler olusmaktadir[59].

2.3.2.2. insan Lenfositleri i¢cin Kan Kiiltiirii

Insan lenfositlerinde, CBMN analizi tam kan kiiltiirii kullanarak da yapilabilir. 0.4-0,5 ml
tam kan, L glutamin, fetal kalf serum, antibiyotik ve PHA ile desteklenmis 4,5 ml kiiltiir
ortamina eklenir. Cyt-B, PHA stimulasyondan sonra 44. saatte ortama eklenir. Bintikleer

hiicrelerinin biriktigi Cyt-B' nin en uygun konsantrasyonu, tam kan kiiltiiriinde 6 pg/ml’
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dir[59]. Biniikleer lenfositler, Cyt-B eklendikten 28 saat sonra, 0.075 M KCI ile muamele
edilerek kirmizi kan hiicreleri pargalanir, lama aktarmadan ve boyanmadan dnce metanol:
asetik asit ile fikse edilir (smear hiicrelerinde lamlar kuruduktan sonra fikse islemi
yapilir). Alternatif olarak, Ficoll gradienti kullanilarak tam kan kiiltiiriinden biniikleer
lenfositleri izole etmek miimkiindiir. Izole edilen hiicreler daha sonra sitosantrifugasyon

ile lamlara transfer edilir. Daha sonra hiicreler fikse edilir ve boyanur.

2.3.2.3. Sitokinez-bloklu ve Sitokinez-bloksuz Hiicrelerdeki Mikroniikleus Analizi

Biniikleer hiicreleri elde etmek icin kullanilan Cyt-B'min, MN olusumunda bazi
karigikliklara sebep oldugu ile ilgili tartigmalar vardir[60]. Normal hiicrelerle yapilan
caligmalarda Cyt-B'nin MN'lar1 indiiklemedigi veya sitokinezde hiicreleri bloke etmek
i¢in kullanilan dozlardaki biniikleer hiicrelerde MN frekansi ile Cyt-B' nin etkisinin doza
bagli olmadig1 gosterilmistir[28, 61-63]. Son bir calismada sitokinez-bloke edilen
biniikleer hiicrelerde 1g ipligi zehirleri tarafindan indiiklenen MN olusumunun
beklenenden daha az oldugu o6ne stiriilmiistiir, ¢linkii kutuplar aras1 mesafenin kisalmasi
geri kalan kromozom pargalar1 ya da tam kromozomlarin niikleusa geri katilma olasiligini
artirabilir. Fakat bu CBMN analizinin etkinligini azaltmaz[64]. Hiicre bdliinme
kinetiginin yetersiz kontrollerinden dolay1 yanlis negatif sonu¢lardan kaginmak ve Cyt-
B' nin olasi etkisini en aza indirgemek i¢in Cyt-B kullanmadan in vitro MN analiziyle
ilgili aragtirmalara ilgi artmistir. Normal hiicrelerde CBMN analiziyle elde edilen hatali
bir pozitif sonucun kaniti olmamasina karsin, zaten Cyt-B kullanilan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MN indiiksiyonu ile ilgili MN analizi i¢in yeterli kanit vardir[28, 29, 65].
Yine de; Cyt-B'li veya Cyt-B'siz karsilastirmali son MN ¢alismalari, eger iyi biiyiiyen
hiicreler kullanilirsa kiiltlir ve ¢ekirdek boliinme kosullar1 en iyi seviyede olursa, giiglii
klastojenler test edildigi zaman Cyt-B’li ve Cyt-B’siz MN analizleri arasindaki
sonuglarmi karsilagtirmanin miimkiin oldugunu gostermistir[66,67]. MN olusumunun
matematiksel modeli, 1. BN hiicrelerdeki MN sayimi mikroniikleus frekansinin
belirlenmesinde giivenilir bir yoldur ve 2. sitokinez-blok olmadan yapilan kiiltiirlerdeki

mononiikleer (tek c¢ekirdekli) hiicrelerde MN saymmi, test edilen kimyasal g¢ekirdek
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boliinmesini inhibe ettiginde veya kiiltiir kosullar1 optimal sayida hiicre boliinmesine izin
vermediginde yanlis negatif sonuclar ortaya ¢ikarabilir[68]. Sonug¢ olarak, Cyt-B'siz
kiltiirlerdeki mononiikleer hiicrelerdeki mikroniikleuslarin sayilmasiyla elde edilen
mikroniikleus frekansi sonuglari, yanlis negatif sonuglardan dolayt CBMN analizi

kullanilarak dogrulanmalidir.

2.4. Mikroniikleus ve Non-disjunction’daki Kromozom Kaybim1 Ol¢mek i¢in
Gelistirilen Molekiiler Teknikler

CBMN analizinde, MN’larin tam kromozomlardan mi1 yoksa asentrik par¢alardan mi1
koken aldigini ayirt etmek, sentromerik DNA proplari ya da kinetokor proteinlerine (aktif
kromozomlarin sentromerik bolgesinde toplanan) baglanan antibadiler kullanarak
miimkiindiir. insan hiicrelerinde veya diger hiicre tiplerinde kromozom biiyiikliikleri
heterojen oldugundan ve kiigiik bir MN ya biiyiik bir kromozomun pargasini ya da kiiciik
bir kromozomun tiimiinii i¢erebildiginden, MN biiyiikliigii bu ayrim i¢in kullanilamaz.
Kullanim agisindan anti-kinetokor antibadi yontemi en basit ve ucuz bir tekniktir[69],
ancak bu yaklasimla tek olan kromozomlar arasinda ayrim yapilamaz ve inaktif
sentromerler iizerinde kinetokorlarin olmamasindan dolayr kromozom kaybi
belirlenemeyebilir[70]. Sentromerik bélgeleri tanimlamak i¢in kullanilan in situ
hibridizasyon (ISH) ydntemi ¢ok pahali ve zahmetlidir, ancak daha spesifiktir. Ornegin,
tek kromozomlar i¢in sentromerik proplar kullanilabilir, bu proplar BN hiicrelerde non-
disjunctional(ayrilamama) olaylarin(yavru niikleuslarda homolog kromozomlarin esit

dagilmamasi gibi) belirlenmesine olanak saglar[71].

Geleneksel sitogenetik yontemlerden birisi de Fenech ve Marleyn tarafindan 1985 yilinda
tanimlanan MN yontemidir. MN, hiicre sitoplazmasi i¢inde ana nukleuslarin yaninda, ana
nukleusla ayn1 sekil, yap1 ve boyanma 6zelligi gosteren kiiciik kiiresel bir yapilardir. MN
met preperatlarin hazirlanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi CA ve SCE yontemlerine

gore daha hizli ve kolaydir. Bu yontemde kiiltiirde bir kez bolinme gegirmis olan
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hiicrelerde sitokalasin kullanilarak sitokinez bloke edilmektedir. Hazirlanan preperatlarda

binukleat hiicrelerde MN frekans: saptanmaktadir[72,73].

2.5. Bitki Ekstratlarim1 Eldesi

Kurutulmus bitkilerden, 6zel ekstraksiyon yontemleri kullanilarak, ayristirma (osmoz)
islemlerinin gergeklestirilmesi sonucunda elde edilen, ilag hammaddesi olarak da

kullanilan bitki 6zlerine (etken maddelere) “ bitki ekstrakt1" denir.

2.6. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon islemini geleneksel ve yeni yontemler olmak {izere iki gruba ayrilir.
Sokselet ekstraksiyonu ve maserasyon islemi geleneksel yontemle olup islem siiresi
uzundur. Biiyiik miktarlarda ¢evreyi kirletici ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Siiperkritik sivi
ekstraksiyonu ise mikrodalga ekstraksiyonu ise son yillarda gelistirilen hizli, etkin ve
modern yontemler arasindadir. Etkin bir ekstraksiyon i¢in sicaklik 6nemli bir faktor olup
ucucu ve yar1 ugucu bilesiklerin olustugu sicaklik degerleri sirasi ile 40-60 °C ve 80-100

°C arasindadir. Sicakligin artmasi artifak olusumuna neden olur[74].

2.6.1. Coziicii Ekstraksiyonu (Solvent Extraction)

Geleneksel ekstraksiyon yontemi olup bitki materyali, direkt olarak oda sicakliginda
¢oziiciiniin igerisine batirilabilecegi gibi bir sokselet igerisinde organik ¢oziicii ile

kaynatilabilir. Ekstraksiyon sonunda, organik ¢oziicli destilasyon yontemi ile ortamdan
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uzaklastirilarak geri kazanilmaktadir. Kalan yags1 kisim igerisinde ise ugucu bilesikler
vardir. Bu yontemin buhar destilasyonuna gore avantaji, ekstraksiyon sirasinda diisiik
sicaklik kullanmilmasidir. Genellikle sicaklik, sokselet cihazinda 600 °C’den azdir
daldirma yonteminde ise 5-25 °C arasindadir. Diisiik sicaklik, elde edilen ugucu yagin
buhar destilasyonuna gore daha dogal bir icerik olusturmasini saglar. Coziicii
ekstraksiyon isleminin iki dezavantaji vardir. Bunlardan ilki ekstraksiyon sonrasi
yogunlastirma islemi sirasinda molekiil agirlig1 diisiik ucucu bilesiklerin kaybolmasi ve
artifaklarin olugmasi ikincisi ise ekstraksiyon islemi sonrasinda geri kalan ¢oziiciidiir. Bu
problem ekonomik agidan ve c¢evre kirliligi (toksit 6zellikleri) bakimindan énemlidir. Saf
ve kaliteli ¢oziiciiler pahalidir ve yiiksek miktarlarda kullanildigr zaman maddi bir yiik

getirmektedir[75].

2.6.2. Siiperkritik Sivi Ekstraksiyonu (Supercritical Fluid Extraction-Sfe)

Dogal iirtinlerin organik ¢oziiciilerle muamele edilmesi gerek cevresel gerekse saglik
acisindan son yillarda pek istenmeyen bir olgu haline gelmistir. Bu noktada daha az
¢oziicii harcayan, ekstraksiyon siiresi daha kisa olan ve normal kosullarda yiiksek
sicaklikta ¢6ziinen bilesikleri ayristirma 6zelligi ile siiperkritik sivi ekstraksiyonuna olan

ilgi giderek artmaktadir[76].

Stiperkritik siv1 ekstraksiyonu (SFE), bir ¢oziicii ekstraksiyonudur. Organik ¢oziiciilerin
yerine kullanilan, stiperkritik sivi 0Ozelligi gosteren maddeler c¢oziicii olarak
kullanilmaktadir. Sivi ¢oziiciilerin sahip oldugu ¢6zme giicii bir¢ok maddeyi ¢ézerken
ayn1 zamanda gazlara yakin difiizyon katsayis1 6zelligi de ¢oziinen maddeyi hizli bir

sekilde yayar[75].
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2.6.3. Mikrodalgayla Ekstraksiyonu (Microwave-Assisted Extraction)

Ikinci diinya savasindan beri kullanilan mikrodalga teknolojisinin, analitik laboratuarinda
kullanimi1 1970’lerin sonunda baslamistir. Mikrodalgalar 0,3- 300 GHz araliginda degisen
elektromanyetik radyasyonlardir. Genellikle dogal {iriinlerde 2,5- 75 GHz’de
ekstraksiyon gergeklestirilmektedir. Mikrodalga enerjisinin etkisi biiyiik oranda
¢oziliciiniin icerigine, bitki materyaline ve uygulanan mikrodalga giiciine baghdir.
Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon iki farkli sekilde gerceklestirilmektedir. Sicaklik ve
basinci kontrol edilebilen kapali bir kap icerisinde yapilan en yaygin sistem olan kapal
sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise atmosferik basing altinda agik kap icerisinde
gerceklestirilmektedir. Bu yontemin avantaji, ekstraksiyon siiresinin ve kullanilan ¢oziicii
miktarinin biiylik oranda az olmasidir. Mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle bitkilerdeki

polifenoller ve lignanlar ayristirilabilmektedir[76-78].

2.6.4. Sikistirllmis Coziicii Ekstraksiyonu (pressurised solvent- extraction)

Klasik ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak gelistirilmis bir yOntemdir.
Ekstraksiyon siiresi, ¢oziicii tiiketimi, verim ve tekrarlanabilirlik gibi avantajlari vardir.
Yontemin etkisini artirmak i¢in yiiksek basing ve sicaklikta organik ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Sicakligin artirilmasi, ekstraksiyonun kinetigini hizlandirir ve
yiikseltilen basing ¢oziiciiyli sivi halde tutarak giivenli ve hizli bir ekstraksiyon saglar.
Ayrica yiiksek basing, ¢oziiclinlin deney materyalinin i¢ kisimlarina kadar niifuz etmesini
saglamaktadir. Hizlandirilmis ¢oziicli ekstraksiyonu da(accelereted solvent extraction-
ASE) bu yontemin bir seklidir. Bu yontem de, celik bir kap icerisine yerlestirilen kat1 ya
da yari-kat1 Ornegin c¢oziicii ile bir firin igerisinde 50-200 °C arasinda degisen
sicakliklarda 1sitilir ve 1sitma sirasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing
uygulanir. Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama yeni ¢oziicli pompalanir, 6rnegin
ve kabin yikanmasi saglanir. Sistem icerisindeki biitiin ¢oziicli genellikle nitrojen gazi

kullanilarak bir sise igerisinde toplanir[77].
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2.6.5. Kati-faz Mikroekstraksiyon (solid phase microextraction-spme)

Analitik yontemler ornek toplama, ornek hazirlama, ayristirma, tespit ve sonuglarin
yorumlanmasini igerir. Yapilan ¢alismalar analiz siiresinin % 80’nin 6rnek toplama ve
hazirlamaya harcandigimi gosterir. Bu asamalarda hata yapilirsa biitiin bir ¢alismanin

¢ope atilmasi anlamina gelir[79].

2.7. Bitkilerde Ucucu Yag Eldesi

Bitkisel ugucu yaglar bitkide 6zel salgi hiicreleri ve dokularinda tutulurlar. Bunlarin
kullnailmast i¢in bulunduklar1 bu hiicre ve dokulardan c¢ikartilmalar1 gerekmektedir.
Bitkide bulunduklar1 kismin dogal yapisina bagli olarak ugucu yaglarin bir¢ok kimyasal
ve fiziksel elde edilme yontemleri vardir. Bitkilerdeki ugucu yaglarin elde edilme sekli;

kaliteyi ve miktar1 etkileyen onemli faktordiir.

Ucucu yag elde etmede uygulanan yontemler 4 grupta toplanir.

1. Destilasyon yontemi

2. Mekanik yontem (Presleme Yoluyla Ucucu Yag Elde Edilmesi)

3. Anfloranj yontemi (Ekstraksiyon Yoluyla Ugucu Yag Elde Edilmesi)

4. Tiiketme yontemi (Coziiciiyle Ekstraksiyon)
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Resim 2.1: Non Asbestos marka Clevenger cihazi

Bitkisel ugucu yag elde etmede kullanilan en uygun yontem su-buhar destilasyon
yontemidir. Bu yontemde, su ile bitkisel materyal elek seklinde delikli plakalarla
birbirinden ayrilir bitkisel materyal ile suyun dogrudan temasi kesilmistir. Bitki 6zlerine
buhar basincinin uygulanarak bitki 6zlerinin pargalanmasi saglanir. Bu esnada ortaya
¢ikan ugucu oOzellikteki esans yaglar ve su buhari, buhar kapaginin ortasindan ¢ikan bir
boruyla soguk su dolu bir havuzdan gegirilerek yogunlastirilir. Toplama kabinda su ile
esans yaglar birikir. Bu iki bilesigin yogunluk farki nedeniyle diisiik yogunluktaki esans

yaglar su iizerinden toplanir. Alt kistmdaki su ise aromatik su olarak kullanilir[80] .

2.8. Apoptoz

Hiicrenin programli 6liim sekli i¢in eski bir yunan terimi olan apoptoz tanimlanmistir ve
fizyolojik hiicre oliimiinii ifade eder. Kelime anlami yapraklarin agactan, petallerin
cigekten dogal olarak diismesidir. Bugiin de bu terimin kullanimi uygun olup fizyolojik
nedenlerden kaynaklanan hiicre Oliimiinii anlatir. Teorik olarak apoptoz, c¢esitli
travmatikhiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisini

programlanmis bir mekanizma ile 6liimiinii kontrol eden aktif bir islemdir. Kisaca
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hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir. Bdylece hormonal olan aktif ¢esitli maddeler,
iyonize radyasyon ve kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar yoluyla gerceklesen hiicresel
lezyonlarin ya da genetik faktorlerle aktive olan hiicresel intihar programinin apoptoza
sebep oldugu soOylenebilir[81-83]. Fizyolojik olarak apoptoz ise, normal gelisim
esnasinda ve olgun organizmadaki cesitli hiicre tiplerinin tahribi sirasinda spesifik
hiicrelerin kaybinin nedenlerindendir. Kiginin ya da organizmanin saglikli ya da hasta
olusunu apoptotik hiicre sayis1 belirlediginden, apoptozun fonksiyonel mekanizmalari
hiicrede denge unsurudur[81]. Bu da; apoptoz oraninin azalmasi hiicre sayisini artirir,
apoptoz orani artmasi ise hiicre sayisini azaltir ve istenmeyen doku tahribatini meydana

getirir[82].

Hiicresel cogalma ve apoptozis gibi hiicre 6liim iglemleri arasindaki siki dengeyle doku
yasami, siirdiiriiliir. Temelinde genetik mekanizma olan apoptozis hem fizyolojik hem de
patolojik olarak istenmeyen, hasar gérmiis ya da potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin
uzaklastirilmasinda basvurulan bir hiicre intihar mekanizmasidir. Apoptozis morfolojik
ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Baslica morfolojik degisimler hiicre kiigiilmesi,
nuklear kromatinin yogunlagmasi, nukleusun fragmantasyonu ve DNA’nin
internukleozomal alandan ayrilmasidir. Genomik DNA’nin (deoksiriboniikleikasit)
internukleozomal fragmantasyonu ise son zamanlarda apoptozisin en belirgin
biyokimyasal isareti olarak diisliniilmektedir. Tiim bu ozelliklerin meydana gelmesi
enerjiye bagimhidir. Bu sebeple apoptozis enerjiye bagimh islemlerle hiicreyi 6liime
stirtikler. Caspase ailesi proteazlari, BCL-2 ailesi proteinleri ve p53 gen iiriinii apoptozisin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

Apoptoz; liyelerin olusumunda, erkek fetiislerde miiller kanalinin tahribati sirasinda ve el
ve ayak parmak taslaklar1 arasindaki ara dokunun ortadan kalkmasinda, omuriligin
sekillenmesinde, iltihapta notrofil 6liimiiniin gerceklesmesinde, farklilasmis dokularin

olgunlagmasinda ve menstrual siklus gibi birgok olayda goriiliir[82].
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Sekil 2. 3: Sitotoksik ya da genotoksik ajanlara maruz kalan bir hiicrenin gegirebilecegi
degisimler[83].

Apoptozis, tek bir hiicrede, bliziigme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile
karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, Cl tastyici sistemin durmasi nedeniyle
hiicre i¢1 ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre,
hacminin yarisina diiser, ¢evre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslar1 kaybolur.
Elektron mikroskobunda gbzlenen degisikliklerde, dncelikle plazma membraninin sekli
bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yapi‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki
tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili

olmaktadir[84].

2.9. Nekroz

Nekroz, bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun ya da organin geri doniisemez
sekilde hasar gdrmesi sonucu goriilen patolojik dliimdiir. Ornegin bir yanik durumunda
asir1 1stya maruz kalan viicut pargast nekroza ugrayip cansiz doku haline gelebilir. Diger

sebepler; yaralanma, enfeksiyon, kanser, enfarktiis, zehirlenme ve enflamasyon olabilir.
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Nekroz; iskemi, toksik maddelerin asir1 konsantrasyonu, hipertermi, viral enfeksiyon ve
hipertermi gibi nedenlerle ortaya cikabilir. Nekroz hiicre zarmin biitiinliigliniin
bozulmasi, kromatinin dagilmasi, hiicre sismesi, organellerin bozulmasi, biiylik hiicresel
vakuollerin olusumu ile karekterize olan bir olusumdur. Nekroz apoptozdan, hiicre

gruplarini etkilemesi ve inflamasyon olusumu yonleri ile ayrilir[83,85-88].

Sekil 2. 4: Apoptozis ile Nekrozis arasindaki farklar[89].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

*Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 29.06.2011/ 06 sayil1 izni ile
calisma onay1 alindi.

Bu calismada test maddesi olarak karabas kekigi ve kimyon ugucu yaglari, materyal
olarak da sigara igmeyen, rutin ilag kullanmayan yaslari birbirine yakin (22-25 ) saglikli

10 erkek ve 10 bayandan alinan periferik kan kullanildi.

3.1.1. Cuminum cyminum (Kimyon)

Kimyon (Cuminum cyminum) sistematigi asagida verilmistir.

Kingdom : Plantae (bitkiler)

Subkingdom : Tracheobionta (damarli bitkiler)
Division  : Magnoliophyta (kapali tohumlular)
Class : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)

Subclass  : Asteridae

Order . Apiales

Family : Apiaceae (maydanozgiller)
Genus : Cuminum

Spesies  : Cuminum cyminum
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3.1.2. Thymbra spicata (Karabas Kekigi)

Karabas Kekigi (Thymbra spicata) sistematigi asagida verilmistir.

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Subclass . Asteridae

Order : Lamiales

Family : Lamiaceae

Genus : Thymbra

Spesies : Thymbra spicata L.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

3.2.1.1. Aseton

Ketonlar sinifinin ilk iyesi olup dimetil ketondur. Asetonun kapali formulii C3HeO,
kaynama noktas1 ise 56°C'dir. Keskin kokuya sahiptir[90]. Karabas kekigi ve kimyon
bitki ugucu yaglarin1 ¢ozmek igin Merck marka aseton kullanilmistir. 5 ml besiyerine

eklenecek olan aseton miktar1 %1 olarak hesaplanmustir.
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3.2.1.2. Kromozom Medyumu

Bu c¢alismada Biochrom firmasina ait olan Chromosome Medium B hiicre kiiltiirii olarak

kullanilmistir. Asagidaki maddeler Chromosome Medium B’nin her litresinde

bulunmaktadir:

Non essential AmMIN0O ACIAS.........ccoovvereniieniiinne 850 ml
Fetal Calf Serum ... 150 ml
HEPAIN. ..o 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt..........c.coovviviiiivciie e 75.000 E
Streptomycin Sulphate..........cocooiiiiiie, 50 mg
Phytohemagglutinin M.........ccccooiiiiiiiiic e 2.5 mg

Bu medyum steril kiiltiir tiiplerine 5 ml paylastirilmis ve bu miktarlarda kullanilmistir.

3.2.1.3. Cytochalasin-B

CBMN analizinde, bir niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicrelerde, sitokalazin-B (Cyt-B)
kullanilarak sitokinez bloke edilir ve bu hiicreler biniikleer hiicreler olarak tanimlanirlar.
Cyt-B, sitokinez esnasinda kardes niikleuslar arasindaki sitoplazmay1 daraltan ve
mikrofilament halkanin olusumu igin gerekli olan aktin polimerizasyonun bir

inhibitoriidiir[91]. Kiiltiir tiiplerine 48. saatte 6 pg/ml eklenerek kullanilmistir.
Kimyasal adi: Sitokalasin B

Molekiil agirhigi: 479,61 g/mol

Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2
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Kapali formiilii: C20H37NOs

3.2.1.4. Mitomisin C (MMC) eriyiginin hazirlanmasi

2 mg mitomisin-C bulunan ortama 2 ml steril bidistile su ilave edilerek MMC eritilmistir.
Sonra bu eriyikten 5 ml’lik kiiltiir ortamina ilave edilerek MMC ile hiicreler 24 saat
muamele edilmistir. Mitomisin C (MMC) (Sigma) bu calismada test maddesi olarak
kullanilan, Mitomisin C (MMC) mavi-menekse renkte, kristal seklinde ve suda
¢oziinebilen bir maddedir. Suda ¢oziinen (pH=6-9) eriyik, 1siktan korundugu ve 5°C
altindaki buzdolabi1 kosullarinda saklandiginda yedi giin 06zelligini korumaktadir.
Mitomisin C 2 mg ve 10 mg’lik siselerde toz seklinde bulunur. MMC genis spekturumlu
bir sitostatik (hiicre boliinmesini durduran), antinoplastik (urlarin biiylimesini 6nleyen)
ve ajandir[92]. Mitomisin C(MMC)’nin kullanim alanlar1 Mitomisin C (MMC),
antineoplastik ilaclar grubuna dahildir. Bu grupta cyclophosphamide, daunamycin,
mitomycin C, streptozotocin ve uracil mustard gibi ilaglar bulunmaktadir.

Mitomisin C (MMC) ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajandir.
MMC’nin kullanildig: kanser tiirleri ise;

* Mide kanseri

* Aniis ve kalin barsak kanserleri

* Gogls kanseri

« Kiiciik hiicreli akciger kanseri

* Bas ve boyun kanserleri

* Kii¢iik mesane papillomalan

* Pankreas kanseri

* Rahim kanseridir[92].
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3.2.1.5. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KC1 (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidistile su i¢inde
stok halinde hazirlandiktan sonra agzi kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4°C)
saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 2 saat 6nce yeterli miktarda alinip 37°C’deki

inkiibatorde 1sitilip kullanilmistir.

3.2.1.6. Fiksatif

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’in 3 kisim
metanoliin (1/3: glasial asetik asit/metil alkol) karistirilmasiyla hazirlanmistir. Fiksatif
her zaman taze olarak kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda

saklanmistir.

3.2.1.7. Sorenson fosfat tampon ¢ozeltisi

KH2PO4 ¢ozeltisinden 60 ml. ve Na2HPO4 ¢ozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur
ve tizerine 10 ml. giemsa boyasi eklemek suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat
tampon ¢Ozeltisi hazirlanmis olur. Sorenson fosfat tampon ¢ozeltisi ¢esitli pH degerlerine
ayarlanabilir, bu islem igin her iki ¢ozeltinin degisik miktarlar1 kullanilarak pH istenilen

degere ayarlanir[93].
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3.2.1.8. Giemsa

Giemsa boyas1 Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup, deneylerimizde

Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis, %5°lik boya eriyigi kullanilmigtir.

3.2.1.9. Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, Cat. No. 7961). Preparatlar daimi hale

getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanilmistir.

3.2.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Heparin(Roche)
Giemsa (Merck, 5400512)
KH2P04 (merck, 9021622)
Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
Metanol (Merck, 502K05275408)
Entellan® (Merck, 640171987)
Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)
KCL (Merck, 340TA611835)
Alkol(Merck)

. Distile su

. Tiiplitk
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. Cesitli cam malzemeler
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. Konik tabanli 10ml'lik steril kiiltiir tiipti
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. Cesitli ebatlarda puarlar
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. Pasteur pipeti
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17. Lam
18. Lamel

3.2.3 Deney Ekipmanlar:

Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)

Vorteks (Yellowline)

Mikroskop (Olympus model CHK)

Santrifiij (Elektro-mag)

Derin dondurucu

Buzdolabi

Otomatik pipet

Fotomikroskop (Olympus BH-2, Nikon Coolpix 8800)

O N o g B~ w DB

3.2.4 Kullanilan Cihazlar

1.Hassas Terazi

Kimyasallarin tartilmasinda 0,0001 gr hassasiyetindeki 6zel cam paravanli PRECISA XB
220 A marka terazi kullanildi.

2.Santrifij

Calismalarda 8 tiip kapasiteli 5000 rpm devir hizina yiikselebilen 15 dk kadar
ayarlanabilen ELEKTRO-MAG marka santrifiij kullanilmistir.

3.Mikroskop

Immersiyon objektifi ve koordinat cetveli olan OLYMPUS marka binokiiler 1sik

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir.
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3.3. Ekstraksiyon

Kullanilan Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) bitkileri
golgede kurutuldu. Daha sonra yaprak ve tohum kisimlari ayirildi. NON ASBESTOS
marka Clevenger cihazi ekstraktlari ¢gikarmak i¢in kullanilmistir. 40 gr bitki i¢in 400 ml
distile su ilave edilerek 3 saatte ucucu yag cikarildi. Yeterli miktarda ucucu yag elde
edilene kadar ekstrasyon islemi tekrar edildi. Elde edilen ugucu yagdan 100 pul alinarak

900 pl asetonla karistirildi. Sonug olarak 1 kisim yag 9 kisim aseton karistirilmig
oldu[94].

Sirastyla her iki bitki i¢in dort ayr1 doz uygulandi ve her doz su hesaplamalar

dogrultusunda 5 ml‘lik besiyerimize eklendi:
1. 2.5 pl Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) i¢in doz:

0.05 pl/ml ugucu yag eldesi i¢in 5 ml besiyerine 0.05 pl/ml x 5 ml = 0.25 pl ugucu yag
ithtiyag¢ vardir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,

1000 pl stok ¢ozeltide (100 pl ugucu yag+900 pl aseton) 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

Xul 0.25 pl ugucu yag bulunur

X =2.5 pl sonucu bulunur
Elde edilen degere gore stoktan 2. 5 ul alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.
2. 5 ul Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) i¢in doz:

0.10 pl/ml ugucu yag eldesi i¢in 5 ml besiyerine 0.10 pl/ml x 5 ml = 0. 5 pl ugucu yaga

ithtiyac vardir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,
1000 pl stok ¢ozeltide (100 ul ugucu yag+900 ul aseton) 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

Xl 0. 5 pl ugucu yag bulunur

X =5 pl sonucu elde edilir.
Elde edilen degere gore stoktan 5 pul alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.

3. 7.5 ul Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) dozu:
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0.15 pl/ml ugucu yag i¢in 5 ml besiyerine 0.15 pl/ml x 5 ml = 0.75 pl ugucu yaga ihtiyag

vardir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,
1000 pl stok ¢ozeltide (100 pl ugucu yag+900 pl aseton) 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

X ul 0.75 pl ugucu yag bulunur

X =17.5 ul sonucu elde edilir.
Elde edilen degere gore stoktan 7. 5 pl alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.
4. 10 pl Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) i¢in doz:

0.20 pl/ml ugucu yag i¢in 5 ml besiyerine 0.20 pl/ml x 5 ml = 1. 0 pl ugucu yaga ihtiyag

vardir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,
1000 pl stok ¢ozeltide (100 pl ugucu yag+900 pl aseton) 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

Xl 1. 0 pl ugucu yag bulunur

X =10 pl sonucu elde edilir.

Elde edilen degere gore stoktan 10 ul alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.
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3.4. Mikroniikleus (MN) Testi I¢in Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin
Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1. Calisma grubu

Sigara igmeyen, 22-25 yaglarinda saglikli, 10 erkek ve 10 bayan toplam 20 {iniversite

Ogrencilerinden periferik kan 6rnekleri alinmistir.

3.4.2. Kan orneklerinin alinmasi

Kontrol kisilerden, 5 ml’lik steril ve 0.1-0.2 cc heparin igeren enjektorler kullanilarak
periferal kan Ornekleri alindi. Daha sonra kan orneklerinin bekletilmeden kiiltiir

ortamlarina ekimi yapildi.

3.4.3. Kiiltiir teknigi

Onceden 37 °C'ye getirilmis olan 5 ml medyum iceren kiiltiir tiiplerine steril ortamda,
alinan kan orneklerinin 3-4 damlas1 disar1 atildiktan sonra 12 damla (~0.4ml) kan ilave
edildi. Tiplerin iizerine kontrol kisilerinin adi yazildi ve her bir kisi i¢in 2 tiipe ekim
yapildi. Kiiltiir siiresinin bitimine 24 saat kala Kimyon ve Karabas Kekigi ucucu yaglari
mikrontikleus iizerine etkisini incelemek i¢in son olarak kiiltiir tiiplerine ilave edildi.
Tiipler hafifge karistirilarak 37 °C'lik etiivde 48. saatte Cyt-B eklemek kosuluyla 72 saat
kiiltiire edildi.
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Negatif Kontrol Grubu:

Negatif kontrol grubu olarak tutuldu. Hazirlanan deney tiiplerine besi yeri (12 damla
kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kontrol grubumuza herhangi madde

eklenmedi. Her iki deney grubumuz icin yapildi. 72 saat inkiibasyona birakildi.

Pozitif Kontrol Grubu:

Hazirlanan deney tiiplerine Mitomisin-C (MMC) 0,3 pg/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml
besi yeri) olacak sekilde ilave edildi kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina

24 saat kala MMC eklendi. Her iki deney grubumuz i¢in ayri1 yapildi.

Coziicii Kontrol Grubu(Aseton):

Hazirlanan deney tiiplerine ¢oziicii kontrolii i¢in asetondan 2.5 pl/ml besi yeri (12 damla
kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat) siiresinin

dolmasina 24 saat kala aseton eklendi. Her iki deney grubumuz i¢in ayr1 olarak yapildi.

Grup 1. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ve kimyon ugucu yaglari i¢in olusturulan ayri
iki stokdan 0.05 pl/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi.
Kiiltiirin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala bitki ugucu yaglari

eklendi.

Grup 2. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ve kimyon ugucu yaglari i¢in olusturulan ayri
iki stoktan 0.10 pl/ml best yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi.
Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala bitki ugucu yaglar

eklendi.

Grup 3. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ve kimyon ugucu yaglari i¢in olusturulan ayri
iki stoktan 0.15 ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi.
Kiiltiirlin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala bitki ugucu yaglar

eklendi.
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Grup 4. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ve kimyon ugucu yaglari i¢in olusturulan ayri
iki stoktan 0.20 pl/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi.
Kiiltiiriin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasia 24 saat kala bitki ugucu yaglari

eklendi.

3.4.4. Cikarim islemleri

Umegaki ve arkadaglarinin MN elde etmek icin ¢alismasinda kullanilan Balasem ve Ali

yontemine gore ¢ikarim islemleri yapildi[95,96].

1. 72 saat inkubasyondan sonra kiiltiir tlipleri etiivden ¢ikartilarak 1200 rpm'de 10 dakika
santrifiij yapildu.

2. Dipte 0,6- 0,7 ml kalincaya kadar tistteki supernatantlar atildi.

3.Daha sonra hiicrelere laboratuvar 1sisinda beklemis, olan % 0,4’lilkk hipotonik

soliisyonundan 6 ml eklenerek 15 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.

4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 10 dakika 1200 rpm'de santrifiij
edildi.

5. Siipernatantlar1 atilip lizerine taze hazirlanmig soguk fiksatiften 6 ml (3:1, metanol:
glasial asetik asit) yavag¢a damla damla ilave edilip bekletmeden 10 dakika 1200 rpm'de
santrifiij yapildi.

6. Stipernatantlarin tekrar atilip lizerine ayn fiksatiften 6 ml ilave edilip, 10 dakika 1200
rpm'de santrifiij edildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi.
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3.4.5. Preparat Hazirlama

Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltlir tliplerine pipetaj yapilarak hiicre
slispansiyonundan pastor pipeti ile lamlara yakin mesafeden(1-2 cm yukaridan) 3-4 damla
damlatildi ve preparatlar 24 saat oda sicakliginda kurumaya birakildi. Her kiiltiir tiipii i¢in
ayr1 pastor pipeti kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlara ayr1 ayr1 numaralar

verildi.

3.4.6. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Kuruyan preparatlar yeni hazirlanmig olan % 5°lik giemsada 10 dakika boyandiktan
hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Preparatlar kuruduktan

sonra kanada balsamui (entellan) damlatilarak lamelle kapatildi[97].

3.4.7. Mikroniikleus Sayisi ve Niikleus Boliinme Indeksinin (NBI) Saptanmasi

En iy1 goriintii 1000X'lik biiylitmede saglandi. Her bir duplike kiiltiirden alinan lamlar i¢in

bir skor elde edilmelidir. Her bir preparat asagidaki bilgiler ¢ergevesinde incelendi.

1. MN'larin sayis1,1000 BN hiicrede sayilmalidir ve 1000 BN hiicre basina MN frekans1
hesaplanmalidir. BN hiicrede MN'larin sayilmasinda kullanilan kriterler detayli bir
sekilde asagida agiklanmistir.

2. Sifir, bir veya daha fazla MN igeren BN hiicre dagilimi; tek bir BN hiicrede MN sayist
normalde saglikli bireylerin lenfositlerinde 0 ila 3 arasinda degismektedir ancak maruz

kalinan genotoksine ve yasa bagli olarak 3'den fazla olabilir.
3. Mikroniikleuslu BN hiicrelerinin frekansi, en azindan 1000 BN hiicrede bulunmalidir.

4. 1000 BN hiicresinde niikleoplazmik koprii frekansi hesaplanmalidar.

34



5. 500 hiicre basina tek ¢ekirdekli (mononiikleer), iki ¢ekirdekli (biniikleer), ti¢ ¢cekirdekli
(trintikleer) ve dort ¢ekirdekli (tetraniikleer) hiicrelerin orani hesaplanmalidir. Bu bilgiye

dayanarak ¢ekirdek boliinme indeksi olusturulabilir.

6. Canli ya da apoptoz veya nekrozdan dolayr 6len hiicrelerin sayisi, ayni preparat
tizerinde 500 hiicre basina tek-, iki- ve ¢ok- ¢ekirdekli hiicreler sayilirken sayilabilir.
Hiicreler sayilirken, hiicre tanimlanamadiginda skorlanan hiicrelere  dahil

edilmez[93,98,99].

3.5. Sitokinezi Bloke Edilmis Biniikleer Hiicreleri Tanimlama Kriterleri

MN frekansi degerlendirilecek olan sitokinezi bloke edilmis hiicreler asagidaki kriterleri

icermek zorundadir.
1. Hiicreler biniikleer (iki ¢ekirdekli) olmalidur.

2 Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdegin boyutu yaklagik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

3.Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek niikleoplazmik bir kopri ile baglanabilir. Bu
niikleoplazmik koprii ¢cekirdek ¢apinin 1/4' inden biiyiik olmamalidir.

4. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak birbirinin
lizerine ¢tkmamis olmalidir. ki cekirdegi {ist iiste ¢cikmis olan bir hiicre eger her bir

cekirdegin ¢ekirdek sinirlart ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

5. Biniikleer hiicrenin sitoplazmik sinir1 ya da zar yapis1 bozulmamis olmali ve komsu

hiicrelerin sitoplazmik smirindan agikga ayirt edilebilmelidir[21] .
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3.5.1. Mikroniikleus Sayim

Sayilan cekirdeklerin tekrar sayilmamasi ic¢in 151k mikroskobunda 400X biiyiitmede
sitoplazmas1 dagilmayip sinirlar1 belli olan g¢ekirdekler belirlendi ve bunlar sayildi.
Kontrol kisiler i¢in duplike olarak yapilan kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarda 2000 BN
hiicre sayildi ve mikronukleuslar kaydedildi. Ayn1 zamanda, her bir kisi i¢in, 500
mononiikleer (tek cekirdekli) hiicre basma bintikleer (iki g¢ekirdekli), trintikleer (ii¢
cekirdekli) ve tetrantikleer (dort ¢ekirdekli) hiicrelerin sayist da kaydedildi ve ¢ekirdek
boliinme indeksi (NDI) hesaplandi. Apoptotik ve nekrotik hiicreler 151k mikroskobunda
cekirdegin yapisina bakilarak belirlendi. Apoptotik hiicrelerde hiicre zarinin yapisi
kismen bozulmus, niikleus kiicilik pargalara ayrilmistir. Nekrotik hiicrelerde ise solgun bir
cekirdek yapist vardir, iginde vakuoller doludur ve sitoplazmasiin yapisi da

bozulmustur.

NDI: [MI + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N

NDCI: [Ap+Nec+M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)] / N*

Ap: Apoptotik hiicre

Nec: Nekrotik hiicre

M1: Bir niikleuslu hiicre,

M2 : iki niikleuslu hiicre,

M3: Ug niikleuslu hiicre,

M4: Doért niikleuslu hiicre,

N: Toplam yasayan hiicre,

N* : Toplam hiicre (Yasayan hiicre + Apoptotik hiicre + Nekrotik hiicre)
NDI: Niiclear Division Index (Niikleer Boliinme Frekansi)

NDCI: Niiclear Division Cytotoxicity Index (Niikleer Boliinme Sitotoksite
Frekans1)[17,100].
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3.5.2. Hiicre Sayis1 ve Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz “GraphPad InStat version 3.05 for Windows 95 (GraphPad Software,
San Diego California USA)” programiyla yapilmis ve kiiltiirde bulunan hiicrelerdeki
mikroniikleus sikligindaki artis Dunnett’s t-test ile hesaplanmistir[94].
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4. BULGULAR

Kekik ve kimyon ucucu yaglarinin insan periferal lenfositlerine 0.05, 0.10, 0.15, 0.20
ul/ml dozlarinin 24 saat muamelesi sonucu olusan MNBN’ler Resim 4.8, Resim 4.9 da,
Karabas Kekigi ve Kimyonun insan lenfositlerinde mikroniikleus sikligi, niikleer
boliinme indeksi, niikleer sitotoksik boliinme indeksine etkileri Tablo 4.1 de verilmistir.
Karabas kekigi ve kimyonun 4 farkli dozu (0.05, 0.10, 0.15, 0.20 pl/ml) insan periferal
kaninin kullanildig: lenfosit kiiltiiriine 48. saatte eklenmistir. Sitokinez olayi sitokalasin-
B eklenerek engellenip ve mikroniikleus sikligi, hiicre 6liimii (apoptoz ve nekroz)
incelenmistir. Kimyon ve Karabas kekiginin degisik dozlar ile etkilesime sokulan insan
lenfosit kiiltiirlerinde MN oranlar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 ‘de gosterilmistir. Karabag
kekigi tiim dozlar1 negatif kontrol ile karsilastirildiginda 0.05 ve 0.10 degerleri 6nemsiz
(p>0.05) diger dozlar ve pozitif kontrol 6nemli bulunmustur (p<0.01)*. Kimyonun tiim
dozlar1 negatif kontrol ile karsilastirildiginda 0.05, 0.10, 0.15 degerleri 6nemsiz (p>0.05)
diger dozlar ve pozitif kontrol 6nemli bulunmustur (p<0.01)*. Tiim dozlarda kontrollere
gore hiicre Olimiinii istatistiksel olarak artirmis ve boliinme indeksini diistirmiistiir.
Cekirdek boliinme indeksi hiicrelerde bulunan ¢ekirdek sayisina gore hesaplanmistir ve

Tablo 4.1 ‘de verilmistir.

Resim 4.1 : Apoptoza gitmekte olan hiicre (x1000)
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Resim 4. 2: Apoptoza ugramis bir hiicre (x1000)

Resim 4. 3: Solgun bir sitoplazmaya, ¢ok sayida kiigiik vakuollere ve bozulmus yapida
stoplazmik ve niikleer membrana sahip nekrotik hiicre (x1000)
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Resim 4. 4: Solgun bir sitoplazmaya, ¢ok sayida kii¢iik vakuollere ve bozulmus yapida
stoplazmik ve niikleer membrana sahip nekrotik hiicre (x1000)

Resim 4. 5: Tek niikleuslu hiicre (a), normal sitokinezi engellenmis iki niikleuslu hiicre(b)
(x1000)
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Resim 4. 6: 4 Niikleuslu bir hiicre (x1000)

Resim 4. 7: Ug niikleuslu bir hiicre (x1000)

41



Resim 4. 8: Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve bir mikroniikleus igeren hiicre
(x1000)

Resim 4. 9: Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve bir mikroniikleus igeren hiicre
(x1000)
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Tablo 4. 1: Karabas Kekigi ve Kimyonun Insan Lenfositlerinde Mikroniikleus Siklig1,

Niikleer Boliinme Indeksi, niikleer Sitotoksik Boliinme Indeksine Etkileri

Sayilan

Uygulama  Hiicre

Test maddesi |UJRE Doz Payst 1 2 [3 4 NDI+SH N A INSDI+SH

(s)  jpg/ml
Negatif kontrol| _ [2000 (765 957 |88 [190 |1.851+0.330 [0 |1.851+0.24
PK(MMC) 24 | 0.3 [2000 [1186/690 |64 |60 [1.499+0.90 25 22 [1.487+1.15
Coziicii kontrol 25 [2000 1990 [718 [120 [145 |1.683 £0.35[15 [12 [1.665+0.28
Kekik 0,05 [2000 [1152 [560 [153 |135 [1.635+0.38[15 |10 |1.627+0.45
(ul/ml) 24 1010 2000 [1194 522 [176 [108 [1.599+0.25 23 [15 [1.587+0.52

0,15 (2000 [1213 510 180 95 |1.576 +0.35(18 [20 (1.565+0.37

0,20 2000 (1252 480 [168 96 (1.555+0.32[30 22 [1.536+0.38

Kimyon 0,05 (2000 [1152 530 [210 (108 |1.637 +0.24{17 {15 [{1.626+0.28

(nl/ml) 0,10 2000 [1153 [509 233 105 [1.645 £0.4521 18 [1.632+0.29
24

0,15 [2000 (1279 425 [197 98 [1.538 £0.29[18 20 [1.528+0.33

0,20 2000 [1310 421 175 91 |1.520=+0.3237 [21 {1.505+0.46

Karabas kekigi ve kimyonun 4 farkli dozu (0.05, 0.10, 0.15, 0.20 pl/ml) insan periferal
kaninin kullanildig: lenfosit kiiltiiriine 48. saatte eklenmistir. Sitokinez olay1 sitokalasin-
B eklenerek engellenip ve mikroniikleus sikligi, hiicre 6liimii (apoptoz ve nekroz)
incelenmistir. Karabas kekigi tiim dozlar1 negatif kontrol ile karsilastirildiginda 0.05 ve
0.10 degerleri 6nemsiz (p>0.05) diger dozlar ve pozitif kontrol énemli bulunmustur

(p<0.01)* (Dunnett’s t-test).
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Kimyonun tiim dozlar1 negatif kontrol ile karsilastirildiginda 0.05, 0.10, 0.15 degerleri
onemsiz (p>0.05) diger dozlar ve pozitif kontrol énemli bulunmustur (p<0.01). Tim
dozlarda kontrollere gore hiicre Oliimiinli istatistiksel olarak artirmis ve boliinme
indeksini diigtirmiistiir. Cekirdek boliinme indeksi hiicrelerde bulunan ¢ekirdek sayisina
gore hesaplanmistir ve Tablo 4.1°de verilmistir. Yani kimyon ve karabas kekigi ucucu
yagt MN olusumunu uyarmistir. Ancak bu artis pozitif kontrol olan MMC’deki kadar

olmamustir.

Kekik MN
Mean and Standard Error

E F G

Column

Sekil 4. 1: Karabas kekiginin degisik dozlar1 (0.05 ul/ml,0.10 pl/ml,0.15 pl/ml,0.20
ul/ml) ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirlerinde MN oranlar1 (A: Negatif kontrol,
B:Coziicii Kontrol, C: 0.05 pl/ml karabas kekigi, D: 0.10 pl/ml karabas kekigi, E: 0.15
ul/ml karabag kekigi, F: 0.20 pl/ml karabas kekigi, G : Pozitif kontrol MMC )
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Kimyon MN
Mean and Standard Error

%—*-z-?ﬁig

Column

Sekil 4. 2: Kimyonun degisik dozlart (0.05 ul/ml,0.10 pl/mL,0.15 pl/ml1,0.20 pl/ml) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirlerinde MN oranlari(A: Negatif kontrol, B:
Coziicti Kontrol, C: 0.05 pl/ml kimyon, D: 0.10 pul/ml kimyon, E: 0.15 pl/ml kimyon, F:
0.20 pl/ml kimyon, G: Pozitif kontrol MMC )
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Cizelge 4. 1: Kullanilan Kimyon Ugucu Yag Dozlar1 ile MN Oran1 Arasindaki
Regresyon Cizelgesi

Kimyon MN ve doz baglantisi

MN

3 s
0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2
Dozlar

Kimyonun ugucu yag dozlar1 ile MN oran1 arasinda pozitif bir korelasyon vardir (=0,90).
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Cizelge 4. 2: Kullanilan Karabas kekigi Ucucu Yag Dozlar1 ile MN Oran1 Arasindaki
Regresyon Cizelgesi

Kekik MN ve doz baglantisi

MN

3L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,051 0,056 0,061 0,067 0,072 0,077 0,082 0,087 0,092 0,097 0,102 0,108 0,113 0,118 0,123 0,128 0,133 0,138 0,143 0,148 0,154 0,159 0,164 0,169 0,174 0,179 0,184 0,189 0,195 0,2
Dozlar

Karabas kekigi ucucu yag dozlar ile MN orani arasinda pozitif bir korelasyon vardir
(r=0,94).

Tablo ve ¢izelgelerden goriildiigii gibi Karabas kekigi tim dozlar1 negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 0.05 ve 0.10 degerleri 6nemsiz (p>0.05), diger dozlar (0,15*,0,20*) ve
pozitif kontrol (MMC~) 6nemli bulunmustur (p<0.01). Kimyonun tiim dozlar1 negatif
kontrol ile karsilagtirildiginda 0.05, 0.10, 0.15 degerleri 6nemsiz (p>0.05) diger
dozlar(0,20*) ve pozitif kontrol (MMC*) 6nemli bulunmustur (p<0.01).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki oOziitlerinin hiicreler {izerinde Onemli etkiler yapabildigini Kolsisin ve
Fitohemaglutinin &rneklerinden biliyoruz. Incelenmesi amaglanan Karabas kekigi ve
kimyon bitkilerinin genotoksik, anojenik (hiicre boliinme mekanizmasini etkileyen ajan)
ve Klastojenik (kromozomlar1 etkileyen ajan) etkilerinin ortaya konulmasi oldukga

Onemlidir.

Bu etkilerin ortaya ¢ikarilmasinin; besin giivenirligi, literatiire katki, ileride yapilacak
antimutajenik caligmalara ve diger calismalara kaynak olmasi, ila¢ sanayisine katki

saglamasi ac¢isindan 6nemlidir.

Bitki extraktlarinin kromozomlar iizerine yaptig1 etki ile ilgili pek ¢ok arastirma vardir. Bitki
ucucu yaglar1 kompleks hidrokarbonlarin bir karisimidir ve genellikle terpenlerden olusur.
Bitki ugucu yaglar1 koku ve aroma olusturma kapasitelerine gore smiflandirilabilir. Bitki
ucucu yaglari, besin ve icecek katkisi olarak, kozmetik olarak, sabun ve deterjanlara koku
olarak, bocek ve sinek oldiiriiciilere katki olarak kullanilabilir. Pek ¢ok tilkede bitki ugucu
yaglarinin kullanimi kontrol altina alinmistir. Bu ugucu yaglarin akut ve kronik toksisitesi
hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Ulkemizde yapilan ¢aligmalar genellikle
antimikrobial etkileri iizerinedir. Oysa bitki Oziitlerinin kanserojenik, teratojenik ve
mutajenik etkileri bildirilmistir. Klasik kromozom elde edilme yontemlerinde bile bitkisel
materyal siklikla kullanilmaktadir. Kolsisin kar ¢iceginden (Colchicum) elde edilir ve ig
ipliklerini kirarak kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini Onler. Kolsisin sayesinde
kromozomlar metafaz evresinde yakalanir ve incelenir. Yine insan kromozomu
incelemelerinde insan kani kullanilir. Normalde insan kan hiicreleri dolasimda boliinmez ve
bolinmeyen hiicrelerde kromozom incelemesi yapilamaz. Fitohemaglutinin fasulyeden
(Phaselus vulgaris) elde edilir ve bolinmeyen kan hiicrelerini bir nevi kanserlestirerek
boliinmeye zorlar. Bu orneklerden de goriilecegi iizere bitki oziitleri oldukca etkili hiicre
boliinme diizenleyicisi olabilirler. Bitkisel ilaglara ve bitkilerden elde edilen hammaddelere
ilginin arttig1 gliniimiizde, 6zellikle bazi bitkiler kullanim alanlar1, miktarlart ve insanlar
tarafindan yararl etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere oranla daha fazla 6neme

sahiptirler[6,13,101,102].
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Eroglu ve arkadaslari1 mesane kanserli doku kiiltlirlerindeki mikroniikleus {izerine
propolis ve mitomisin-c’nin etkileri adli ¢alismalarinda; Propolis ve mitomisin-c’nin
mutagenik aktivitesinin arastirildigi bu c¢alismada propolis ve mitomisin-C’nin

hiicrelerdeki mikroniikleus oranini arttirdigini saptamislardir[103].

Eroglu ve arkadaslari, Helichrysum arenarium tiiriiniin insan lenfosit kiiltiirlerindeki
genotoksik etkileri adli ¢aligmalarinda; Asteraceae familyasinda yer alan Helichrysum
Mill. cinsi genellikle “6lmez ¢igek™ olarak bilinir. Helichrysum tiirleri safra diizenleyici
ve idrar soktiiricii Ozelliklerinden dolayr Tiirkiye’de ylizyillardan beri safra kesesi
diizensizliklerinde bitkisel ¢ay olarak kullanilmaktadir. Bu g¢alismada, Helichrysum
arenarium (L.) Moench subsp. rubicundum (K.Koch) P.H.Davis & Kupicha, H.
arenarium (L.) Moench subsp. aucheri (Boiss.) P.H.Davis & Kupicha, ve H. arenarium
(L.) Moench subsp. Erzincanicum P.H.Davis & Kupicha’nin 0,01, 0,05, 0,1, 0.5 ve 1
mg/mL’lik konsantrasyonlardaki su ve metanol ekstraktlari ile indiiklenen insan lenfosit
kiiltiirlerindeki genotoksik etkileri degerlendirildi. H. arenarium subsp. erzincanicum
mitotik ve replikasyon indekslerini azaltsa da mikronukleus formasyonunu indiikledigi

saptamiglardir[104].

Eroglu ve arkadaslari, Maras otu kullaniminin mikronukleus (MN) diizeyine etkisinin
arastirilmasi adli ¢alismasi sonucunda; Maras otu kullaniminin; MN ve BNMN frekansini
artirdigi saptanmistir[104]. Elde edilen sonuclar, Khaini [105], Gudakhu [106] , kuru
enfiye veya tiitiin-kire¢ karigimi [107] mava, tamol, masheri, Marag otu [108-111]
kullanicilarinda yapilan ¢alisma sonuglarini destekler nitelikte olup dumansiz tiitiin

kullaniminin hedef olmayan dokularda da MN frekansini arttirdigina isaret etmektedir.

Spearsman’s rho korelasyon analizlerinden elde edilen sonuglara gore MN ve BNMN
diizeylerinin Maras otu kullanim siireleri ile pozitif korelasyon gosterdigi gézlenmistir.
Cesitli calismalarda da sitogenetik markir diizeyinin dumansiz tiitiin kullanim siiresine

bagli olarak arttigi saptanmistir[106, 107, 112].

Yildiz, endemik bir tiir olan Stachys petrokosmos bitki ekstraktinin metabolik aktivator
varliginda ve yoklugunda insan lenfositlerinde genotoksik ve anti-genotoksik etkisi adli
calismasinda; S9mix (yaprak ekstraktinin metabolik aktivator) yoklugunda Sp ( Stachys
petrokosmos )yaprak ekstrakti tek basina KKD sayisin1 sadece en yiiksek dozlarda
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artirmig, KA’y1 tim dozlarda uyarmis fakat MN sayisini artirmamistir. Bununla birlikte
Sp yaprak ekstrakti Mitomycin C’nin KA olusumu {izerindeki etkisini azaltmistir. Sp
yaprak ekstraktinin tek basina sadece yiiksek dozlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu, yine
sadece yliksek dozlarda Mitomycin C’nin sitotoksik etkisini artirdig1 saptanmistir. S9mix
varliginda Sp yaprak ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik olmadigi, fakat
Cyclophosphamide’in KKD ve MN olusumu iizerindeki etkisini azaltarak anti-

genotoksik etkiye sahip oldugu saptamistir[113].

Biiyiikleyla; Thymol’iin insan lenfositlerinde kardes kromatid degisimi, kromozom
anormalligi ve mikroniikleus olusumu tizerine etkileri adli ¢alismasinda; thymol’iin 25,
50, 75 ve 100 pg/ml’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir.
Thymol’iin genotoksik etkisi, mikroniikleus (MN) testleriyle, sitotoksik etkisi de niikleer
boliinme indeksi (NBI) nin saptanmasiyla belirlenmistir. Bu c¢alismada, thymol tiim
dozlarda MN olusumunu indiiklemistir. Thymol 6zellikle yiiksek dozlarda ve her iki
muamele siiresinde NBI’ni doza bagl bir sekilde diistirdiigiinii saptamistir[114].

Ocal, insan periferik kan lenfositlerinde Hypericum heterophyllum vent. tiiriiniin
mikroniikleus, mitotik indeks ve replikasyon indeksi {izerine etkileri adli ¢alismasinda;
Hypericum tiirleri binlerce yildir Tiirkiye’de geleneksel tipta kullanilmaktadir. Bu
calisgmada Hypericum heterophyllum’un (koyun kiran otu) genotoksik etkilerini
belirlemek i¢in su ekstraktlar1 ile insan lenfositleri inkiibe edilmistir. Artan ekstrakt
konsantrasyonlart mikroniikleus oranini indiiklemistir Mikroniikleus oranindaki artis,
yiksek konsantrasyonlarda Hypericum heterophyllum tiirtiniin karsinojenik ve
genotoksik olabilecegini gostermistir. Mitotik indeks ve replikasyon indeksi degerleri de
Hypericum heterophyllum’un artan ekstrakt konsantrasyonlari ile yiikselmistir. Bu
sonuglar Hypericum heterophyllum tiirtiniin proliferatif 6zellikler ve proliferatif etkiler
kadar sitotoksik Ozellikler ve sitotoksik etkiler gosterebilecegini isaret etmektedir.
Mikrontikleus ile yas arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir. Ayrica bayanlarin ve

erkeklerin mikroniikleus oranlar1 arasinda da pozitif korelasyon saptamistir[115].
Balik¢i, Hypericum olympicum L. ve Hypericum adenotrichum Spach. tiirlerinin

genotoksik/antigenotoksik etkilerinin kisa siireli in vitro test yontemleri ile arastirilmasi

adli ¢alismasinda; Hypericum adenotrichum tiiriiniin gévde+tgigek, govde ve ¢igek
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kisimlart ayr1 ayr1 ekstraktlarin ayni dozlarinin meydana getirdigi mikroniikleus oranlari
degerlendirildiginde yalnizca govdetcicek ekstraktinin ¢oziicii kontrole gore 250 pg/ml
dozunda istatistiki olarak anlamli bir artis meydana gelmistir (p<0,05). Niikleer boliinme
indeksi (NDI) sonuglarinda ise sadece govde ekstraktinin ii¢ dozunun da NDI’y1 anlaml

olarak arttirdig1 sonucunu saptamistir[116].

Kopar, S9mix varliginda ve yoklugunda Salvia fruticosa (Sf) bitkisinin yaprak
ekstraktinin insan periferal lenfositlerinde genotoksik ve antigenotoksik etkileri adli
calismasinda; kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA),
mikroniikleus (MN) testleri ile aragtirmistir. Sf yaprak ekstraktinin sitotoksik etkisi de
mitotik indeks (MI), proliferasyon indeksi (PI) ve niikleer boliinme indeksinin (NBI)
hesaplanmasi ile saptamistir. Bu amagla Sf yaprak ekstraktinin farkli dozlar1 24 ve 48
saatlik muamele siirelerinde denenmistir. S9mix yoklugunda Sf yaprak ekstrakti KKD
sayisin1 sadece 48 saatlik muamele siiresinde artirmistir. Tiim muamele siirelerinde ise
KA sayisi arttirmig, Mitomycin C (MMC) ile beraber uygulandiginda da MMC’nin
etkisini sinerjik bir sekilde indiiklemis fakat en yiiksek dozda KKD olusumu {izerine
MMC’nin etkisini artirmamistir. Bu sonuglara paralel olarak Sf yaprak ekstraktt MN
sayisint da artirmis, 24 saatlik muamele siiresinde MMC’nin etkisini indiiklerken 48
saatlik muamele siirelerinde MMC’nin etkisini azaltmistir. S9mix varliginda St yaprak
ekstrakti KKD sayisint sadece muamelesiz kontrole nazaran artirmig ama
Cyclophosphamide (Cyp)’nin etkisini azaltmistir. Halbuki en yiiksek dozda Sf yaprak
ekstrakti KA sayisim1 ve anormal hiicre ylizdesini indiiklemis fakat Cyp’nin etkisini
artirmamugstir. Sf yaprak ekstrakti tek bagina MN olusumunu artirirken Cyp ile beraber
kullanildiginda MN olusumunu indiiklememistir. S9mix yoklugunda St yaprak ekstrakti
tek bagina MI’1i diisiirerek sitotoksik etki yapmis fakat PI ve NBI’ni diistirmemistir. S9mix
varliginda ise sitotoksik olmadigi, yiiksek dozlarda ise Cyp’nin sitotoksik etkisini

artirdigi sonucunu saptamigtir[117].

Kocaman, Acetamiprid ve alpha-cypermethrin pestisidlerinin tek basma ve karigim
halinde kullanildiklar1 zaman insan periferal lenfositlerindeki in vitro genotoksik etkileri
adl calismasinda; Hiicreler, 25, 30, 35, 40 ug/ml Acm’le; 5, 10, 15, 20 ug/ml A-cyp’le;
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tek baslarima ve bu konsantrasyonlarin yarisi kadar konsantrasyonlarda bir araya
getirilerek karisim (Acm+A-cyp) halinde 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bu
calismada, Acm'in biitiin siire ve dozlarda KKD’ni, KA’ni, yiiksek {ic dozda MN
olusumunu istatistiksel olarak onemli derecede arttirdigi; mitotik indeksi (MI) ve niikleus
boliinme indeksini (NBI) her iki siire ve tiim dozlarda, proliferasyon indeksini (PI) 24
saatlik muamele i¢in 35, 40 pg/ml’de, 48 saatlik muamele i¢in 40 pg/ml’de 6nemli
derecede diistlirdiigii saptanmistir. A-cyp’nin biitiin siire ve konsantrasyonlarda KKD’yi,
KA’y1 ve diisiik iki konsantrasyonda (15 ve 20 pg/ml A-cyp dozlarinda yeterli iki
niikleuslu hiicre bulunamamaistir) ise MN olusumunu 6nemli derecede artirdigt; tiim
konsantrasyonlarda MI’i, NBI'ni ve yiiksek ii¢ konsantrasyonda PI’ni 6nemli derecede
diisiirdiigii saptanmistir. Acm+A-cyp karisim halinin ise insanlar i¢in ya insektisidlerin
tek baglarina muamele edilen kadar ya da daha fazla genotoksik oldugu sonucunu

saptamistir[118].

Ulkemizde geleneksel halk tibbinda kullanilan kimyon ve karabas kekigi ekstraktlarinin
karsinojen ve genotoksik ozellikler gosterdigi sdylenebilir. Kimyon ve karabas kekigi
ekstraktlar1 genotoksik etkiler gosterse de bu etkiler yiiksek konsantrasyonlarda ortaya
cikmaktadir. Diger taraftan kimyon ve karabas kekigi ugucu yaglarinin yapisinda birgok
kimyasal bulunmaktadir. Tirlin gosterdigi karsinojenik ve genotoksik etkilerin hangi
kimyasal bilesiklerden ileri geldiginin arastirilmas:t da 6nemli bir konudur. Bir tiiriin
yapisindaki kimyasallarin izole edilerek tek tek sitogenetik testlere tabi tutulmasi, tiiriin
sitogenetik etkilerinin igerigindeki hangi maddeden veya maddelerden kaynaklandigina
dair bilgiler verebilir. Bu 0zellikler diisliniildiigiinde insan sagliginda kullanimlarina
dikkat edilmeli, bu konuda arastirma yapilmali, bilin¢sizce kullanimlart 6nlenmeli,

kontrollii bir sekilde kullanilmas1 gerekmektedir.

Bu caligmada kimyon ve karabas kekigi ucucu yaglarinin dort farkli dozlari (0.05, 0.10,
0.15, 0.20 pl/ml) insan lenfosit hiicre kiiltiirlinde ¢aligilmistir.

Karabas kekigi (T. Spicata) tiim dozlar1 negatif kontrol ile karsilagtirildiginda 0.05 ve 0.10

degerleri 6nemsiz (p>0.05) diger dozlar ve pozitif kontrol nemli bulunmustur (p<0.01)*.
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Kimyonun tiim dozlar1 negatif kontrol ile karsilastirildiginda 0.05, 0.10, 0.15 degerleri

onemsiz (p>0.05) diger dozlar ve pozitif kontrol 6nemli bulunmustur (p<0.01)*

1. Karabas kekiginin (T. Spicata) farkli konsantrasyonlari ile MN orani arasinda pozitif
bir korelasyon (r= 0.94) oldugu aym sekilde kimyonun (C. cyminum) farkli
konsantrasyonlari ile Mn orani arsinda da pozitif bir korelasyon (r= 0.90) oldugu,

2. Negatif kontrolde 1.851 olan NDI degerinin karabas kekiginin en {ist dozunda 1.555’e
diistiigli ayn1 sekilde kimyonun en iist dozunda 1.520’ye diistiigii dolayisiyla bu iki
bitkinin uygulanan dozlarda hiicre boliinmesini baskiladigi,

3. Bu iki bitkinin negatif kontrolle karsilastirildiginda doza bagli olarak MN olusumunu,

apoptoz ve nekrozu arttirdigi; saptanmastir.
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