T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

KiMYON (Cuminum cyminum) VE KARABAS KEKIiGi (Thymbra spicata) BITKI
UCUCU YAGLARININ SCE (KARDES KROMATID DEGIiSiMi) UZERINE
ETKILERINI INSAN LENFOSIT KROMOZOMLARINDA INCELENMESI

HANIFE YILDIRIM
YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN
Doc. Dr. SULEYMAN GUL

HAZIRAN-2014
KARS



Bu tez calismasi 2013-FEF-90 numarali proje ile KAU Bilimsel Arastirmalar
Projeleri Baskanhg tarafindan desteklenmistir.

T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

KIMYON (Cuminum cyminum) VE KARABAS KEKIGI (Thymbra spicata) BITKI
UCUCU YAGLARININ SCE (KARDES KROMATID DEGIiSiMi) UZERINE
ETKILERINI iNSAN LENFOSIiT KROMOZOMLARINDA iINCELENMESI

HANIFE YILDIRIM
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Do¢. Dr. SULEYMAN GUL

HAZIRAN-2014
KARS



T.C. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek
Lisans Ogrencisi Hanife YILDIRIM ’in Dog. Dr. Siileyman GUL ‘iin
danigmanliginda yiiksek lisans tezi olarak hazirladigi “Kimyon (Cuminum cyminum)
Ve Karabas Kekigi (Thymbra spicata) Bitki Ugucu Yaglarinin SCE (Kardes
Kromatid Degisimi) Uzerine Etkilerini insan Lenfosit Kromozomlarmda
incelenmesi” adli bu galisma, yapilan tez savunmasi sinavi sonunda jiiri tarafindan
Lisanstistti Egitim Yonetmeligi uyarinca degerlendirilerek oy ..E«TF.'JE??..... ile kabul
edilmistir.
10/06/2014

Ad1 ve Soyadi jmza

/ ;
/
Baskan : Dog. Dr. Siileyman GUL ﬂ”-/;‘“/%

Uye : Yrd. Dog. Dr. Pinar AKSU / PWW
Uye  :Yrd. Dog. Dr. Yiiksel KIVRAK /A/\

Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun ..../..../20 giin ve ..../

....................... say1l1 karari ile onaylanmustir.

Enstitii Miidiirii



ONSOZ
Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek

lisans tezi olarak hazirlanmustir.

Bu tez ¢aligmasinin her agamasinda bana bilgi ve deneyimlerinden yararlanma imkani
sunan rehberlik eden, umut ve gilic veren degerli danisman hocam Sayin Dog. Dr.
Siileyman GUL’ e ve maddi-manevi tiim destegiyle bu uzun ve yorucu calisma
stirecinde siirekli yol gosteren ve her daim yanimda olan Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Piar

AKSU ’ya siikranlarimi sunmak benim i¢in onurlu bir gorevdir.

Ayrica laboratuvar imkanlarii sunan Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida
Hijyeni ve Uretimi Anabilim Dali’na ve galisma arkadaslarim Yagmur YILDIZ ve Dilek
IRMAK’ a tesekkiirlerimi sunarim. Ve varliklariyla beni her an mutlu eden yiiregi

zengin aileme sonsuz minnettarligimi dile getiririm.

KARS/2014 Hanife YILDIRIM



ICINDEKILER

OZET ... Vil
ABSTRACT .ottt sttt bt n et neene e ne e iX
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .......cocooooiiiiiniiccae, X
SEKILLER VE RESIMLER DIZINI .........cccooovoiiiiiiieeceeeeceeee e Xii
CIZELGELER, GRAFIKLER VE TABLOLAR DIiZINI ...........cccocooovviiiiin. xiii
Lo GIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER ........cootiiiiiiiicc st 3
2.1. Cuminum cyminum (KIMYON) .......ccooiiiiiinieieieese s 3
2.2. Thymbra spicata (Karabag KeKiZi) .......cccoeiriirriireniiininisisieeee e 4
2.3, DISHHASYON ...t re s 5
2.4. Distilasyon YONteMICTL.......coouiiiiiiiiiiieiie e 6
2.4.1. SU DiStIASYONU ......ocvveiiiic et 6
2.4.2. BUNAr DIStIASYONU ......cooiiiiiiiiiicee e 8
2.4.3. SU-BUNar DIStHASYONU ..o 9
2.4.4. HIdrodiflZyOn ......cooiviiiiiiciiiici s 9
2.4.5. MIiKro DiStilaSyOn .........cccvoiuiiiiiicie e 10
2.4.6. Mikrodalga Destekli DiStilasyon ..........ccccoviiiiriniiiiineeee s 10
2.4.7. Eszamanli Distilasyon-EKStrakSiyon ...........cccociiiiiiiiiiiice 10
2.4.8. KUIU DISHHASYON ...t 11
2.4.9. Fraksiyonlu DistilaSyOn ...........ccoueiiiiiiiiciiec e 11

2.5. Distilasyon Sonrast ISIEMIEr............ccceviriveiiieiiceeice e, 11
2.5 10 AYITINA oot 11

i TR 1 1 4 1 4 < PRSP 12
2.5.30 KUIUIMA ...ttt ne e 12

2.6. KIOMOZOM ...ttt ettt et e e e nnn e b e e nneas 12



2.6.1. Kromozomlarin Ozel YapIlart ........cccccoceveviueiiicueriiceesiee e 13

2.7. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) .....coooiiiiiiiiiiiiiiieee e 14
2.7.1. KKD’1NIN TariiGeSI «..uvvveeiiiiiieciiiiee ettt et s e e e e snnne s 14
2.7.2. KKD’nin Olug MOdeIIEri......cccuviiiiiiiiiiieiie i 15

2.8. GENOLOKSISITE ... 21

3. MATERYAL VE METOD ...ttt 23

3.1. Kullanilan Test Maddeleri ve Test Maddelerinin Cozeltilerinin Hazirlanmast ... 23

3.1.1. Cuminum cyminum (KIMYON)......cccuoieiieiieieieesie e see e e sie e e e 23
3.1.2. Thymbra spicata (Karabag KeKiZi).........cooereriririniniiieieenese s 24
B LL3LASEEON .. 25
3.1.4. Kromozom Medyumu (BeSI YEI) ......ccccevverieiieiieiie e se e sie e 25
T B O (0] 5 £ 1 (SR EPRP 25
3.1.6. HIPOtONiK EFYIK ....ccveiieiicie e 26
B L7 FHKSALIT ... 26
3.1.8. 5°-Bromo-2’-deoxyuriding (BrdU) .........ccccooeiirinininiinieeenese s 26
3.1.9. SOrenSoN TAMPONU ......eeiiiieeiiieeiiieesiee e sre e ee e e e e sbee e sbe e srreeesreeeans 26
3.1.10. Standart Saline Citrate (SSC) COZEItIST ....ccvvvrvieiiiiiieiieiiee e 26
3.1.11. Fosfat Tampon COZEItISI......c.ccrviirieiiiiieree e 27
3L 12, GHBIMISA ..ttt bbbttt ettt bbb 27
B LL3 ENTEIIAN .. s 27
3.1.14. Mitomisin-C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503).........ccccevveieiieieeieiee e 27
3.2. Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlart .........c.ccccooiiiiiiiiiiiiciici 28
3.2. 1. HASSAS TOIAZI ..veviiieiieiesee ettt bbb 28
3.2. 20 SANLIHTL c.veeiiieec e 28
3.2.3. MIKIOSKOP ...t 28
3204, B UV ottt 29



3.2.5. Deney EKIpmanIart .........cccoviiiiiiiiiiiiiciee e 29
3.2.6. Sarf MalZEMEIET.....c.oiieieee s 29
KT I L 1 1 Y/ SRR 30

3.4. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire ilave Edilmesi ve Preparatlarin Hazirlanmas1

ALl 300 11100 T ) PSPPSR 32
3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmas1 ve Preparatlarin Hazirlanmasi...........cccooevveee 32
3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi..........cccooiiiiiiiiiiiiiici e 33
3.4.3. Mikroskobik INCEIEME .........ceuvvevveeceeieieierecce e 34

4. BULGULAR ...t 39

4.1. Kimyon (C. cyminum) ve Karabas Kekik (T. spicata) Bitki Ugucu Yaglarinin
Aseton Karisim1 Muamele Edilen insan Periferal Lenfositlerinde KKD Uzerine Etkisi

..................................................................................................................................... 39
4.2. Karabas Kekik (T. spicata) Ugucu Yagmin Aseton Karisimi Muamele Edilen
Insan Periferal Lenfositlerinde KKD Uzerine EtKiSi.......c..cccovvuevererevccreererieieenenenans 45
4.3. Kimyon (C. cyminum) Ugucu Yagmin Aseton Karisimi: Muamele Edilen Insan
Periferal Lenfositlerinde KKD Uzering EtKiSi .........ccccovueveviviicueeerieeccreeeseeeeee s 49
5. TARTISMA VE SONUC ........cooiitiiiiieiieit e seesie e este e ssee e anaesneessaensesseesseeneens 53
B. KAYNAKLAR ..ottt sttt e e st e steeteeseesteenteaneesreenseenee e 57
TeOZGECMIS ..ottt ettt ettt s n st 67

vii



OZET

Bu c¢alismanin amaci T.spicata ve C.cyminum bitki ugucu yaglarmin insan periferal
lenfosit kiiltiiriinde in vitro olarak arastirilmasidir. insan kan lenfosit hiicreleri, T.spicata
ve C. cyminum bitki ugucu yaglarmnin 0.05ul/ml, 0.10ul/ml, 0.15ul/ml ve 0.20ul/ml ‘lik
dozlar ile 24 saat etkilesime birakilmistir. Bitki ekstraktlar1 uygulanmis deneme
gruplar1 negatif kontrol ve pozitif kontrol olarak kullanilmis olan Mitomisin-C (MMC)
ile kiyaslandiginda, uygulanan ekstrakt dozlarinin kardes kromatid degisim oraninda
artisa yol agtig1 belirlenmistir. Karabas Kekik (r = -0.94) ve Kimyon (r = -0.95) ugucu
yaglari, ¢oziicii ve kontrolle karsilastirildiginda tiim konsantrasyonlarda replikasyon
indeksini diislirmiistiir ve replikasyon indeksiyle doz arasinda negatif bir korelasyon

vardir.

Anahtar Kelimeler: T.spicata, C. cyminum, lenfosit kiiltiirii, kardes kromatid degisimi,

replikasyon indeksi.
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ABSTRACT

The aim of this study was to research the essential oils of T.spicata and C. cyminum on
Sister Chromatid Exchange rate in human periferal lymphocyte culture in vitro. Human
peripheral blood lymphocyte cells were treated with 0.05ul/ml, 0.10ul/ml, 0.15ul/ml
and 0.20ul/ml concentrations of essential oils of T.spicata and C. cyminum for 24 hours.
A significant increase was observed for induction of Sister Chromatid Exchange rate in
all treatments that are compared with the negative control and Mitomycin-C (MMC)
which was used as positive control. Essential oils of T. spicata (r=-0.94) and C.
cyminum (r=-0.95) decreased the replication index (RI) in all the concentrations when
compared with control and solvent control and there was a negative correlation between

dose and replication index.

Key words: T.spicata, C. cyminum, lymphocyte culture, sister kromatid exchange,

replication index.
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1. GIRIS

Insanoglunun varolusundan beri tabiatta bulunan ¢ogu bitkiler hastaliklarin tedavisinde
iyilestirici rol tistlenmistir. Ayni zamanda, insanlar bazi bitkileri yiyecek, ¢ay ve baharat
olarak da kullanmislardir. Nesiller boyu deneme-yanilma yolu ile bazi bitkilerin
hastaliklar1 iyilestirmede faydali oldugu tibbi yonden kanitlanmasina ragmen ve ayni
zamanda bazilarinin da insan sagligina zarar verici etkilere sahip olabilecegi

ogrenilmistir [1].

Tibbi bitkilerden biri olan Thymbra spicata (Karabas Kekigi) tiirii, Akdeniz’de yaygin
olarak yetisen, yaklasik 50 cm boyunda, tiiylii, mor ¢igekli, ¢ali gériiniimiinde yaygin ve
bilinen bir bitkidir. Thymbra spicata Isparta ve yoresinde karabas otu ve Orta Dogu
tilkelerinde zahter adiyla taninir. Cayr veya yagi mide agrilarinda analjezik etki i¢in
kullanilmakta olup ayrica antiseptik, antiparaziter ve kan dolasimina olan etkilerinden
yararlanilmigtir. Thymbra spicata yaginin safra asitlerini artirict etkisi oldugu da
bilinmektedir. Ugucu ve kokulu bilesiklere sahip olan bu bitkinin en énemli ugucu yag

bilesikleri thymol ve karvakrol’dur [2-4].

Tibbi  bitki olarak  kullanilan bir diger bitki ise; Kimyon (Cuminum
cyminum), maydanozgiller (Apiaceae) familyasindan Mayis-Haziran aylar arasinda, 40-
60 cm boyunda, beyaz ve pembemsi renkligigekleri agan, tek yillik otsu bir
bitki tiiriidiir. Anavatan1 Orta Dogu ve Dogu Akdeniz’dir. Govdeleri Ustte dallanir ve
diktir. Yapraklari tiiysiiz ve iplik gibi pargalidir. Cigekler 3-5 sapli semsiye durumunda
toplanmiglardir. Cigekler pembe veya beyaz renklidir. Meyvesi 4-5 mm boyunda,

koseli, oval sekillidir. Meyveleri Temmuzda olgunlasir. Ozel kokuludur ve meyveleri



sabit ve ugucu yag, tanen ve regine tasimaktadir. Ayrica Kuzey Afrika, Orta Dogu,

Bati1 Cin, Hindistan ve Meksika mutfaginda ¢ok kullanilan bir baharattir [5].

Her iki bitkinin de tedavi amagli kullanilmasiyla birlikte; insan genomunda
mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi da oldukc¢a onemlidir. Bir
kimyasal maddenin kisa siireli genotoksisite testleri ile boyle bir etkisinin olup olmadig:
belirlenebilmektedir. Kisa siireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal
maddenin genotoksik veya anti-genotoksik olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilan
metodlar; Kardes Kromatid Degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE) [6]
Kromozom Aberasyonu (KA) (Chromosome Aberration=CA) [7-9] ve Mikroniikleus

(MN) [10,11] testleridir.

Genotoksisite testlerinden biri olan KKD (Kardes Kromatid Degisimi), DNA ¢ift zincir
kirtklarinin homolog rekombinasyon yoluyla onarilmasini gosteren kardes kromatidlerin
homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iriinlerinin  degisimi  olarak
tanimlanmaktadir [12,13]. insan ve hayvanlarin, mutajen ve kanserojen oldugu bilinen
maddelere maruz kalarak, hiicrelerinde KKD frekansinin arttigni  ve tek-gen
mutasyonlarinin artigi ile KKD frekansi arasinda lineer bir iligki oldugu ortaya ¢ikmistir
[14-16]. Deneysel g¢alismalarda indikator test olarak kullanilan KKD, insanlarda

genotoksik etkileri gostermede uygun bir yontemdir [17].

Bu calisma ile kimyon (C. cyminum) ve karabas kekigi (T. spicata) bitki ugucu
yaglarimin KKD (Kardes Kromatid Degisimi) iizerine etkilerini insan lenfosit

kromozomlarinda incelenmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cuminum cyminum (Kimyon)

Maydanozgiller (Apiaceac) familyasindan, Mayis-Haziran aylar1 arasinda beyaz ve
pembemsi renkli ¢igekleri agcan, 40-60 cm boyunda ve bir yillik otsu bir bitki tiirtidiir.
Anavatan1 Dogu Akdeniz ve Orta Dogu'dur. Gévdeleri dik, lstte dallanir. Yapraklari
iplik gibi parcali ve tiiysiizdiir. Cigekler semsiye durumunda toplanmiglardir. Cigekler
beyaz veya pembe renklidir. Meyvesi koseli, oval sekilli, 4-5 mm boyundadir. Kimyon
baharati, kimyon bitkisinin olgunlagtiktan sonra toplanip kurutulan tohumlarindan ya da
bu tohumlarin ogiitiilmesinden elde edilir. Keskin, aci ve biraz sert bir tadi vardir.
Kimyon meyveleri, % 2.5-6 ugucu yag, % 10- 23 sabit yag, % 15-25 protein, tanen,

flavonoid, regine ve zamk igerir [18].

Kimyon, ¢ok yaygin bulunan bir bitkidir. Ozellikle Kuzey ve Orta Avrupa’da ayni
zamanda Asya ve Afrika’da da bulunmaktadir. Yabani olarak deniz seviyesinden
yiikseklere kadar her yerde rastlanmaktadir. Kimyon o6zellikle Hollanda, Almanya,
Isvec ve Norveg’te yetistirilmektedir. Ayni zamanda Macaristan, Romanya,
Cekoslovakya, Italya, Avusturya, Ispanya, Rusya ve Kiigiik Asya’da da tarmm
yapilmaktadir. Ancak iiretim bakimindan en onemli iilke Almanya’dir. Hollanda’da
yetistirilen kimyon agik renkli ve daha biiylik meyvelidir. Genellikle kurak bodlgeler i¢in
kiiciik meyveliler, yagish bolgeler igin bilyiik meyveli tipler daha uygundur [19].

Cuminum cyminum un kok, govde, yaprak ve c¢iceklerinde onlarin ugucu yaglarinin,
toplam fenolik, flavonoid ve tanen igeriginin, bireysel fenolik bilesikler ve antioksidan
aktiviteleri arastirilmistir [20, 21]. Onun antimikrobiyal, anti-karsinojenik ve sitotoksik
etkiye sahip oldugu da yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir [20, 22]. Ayrica; kimyon,
halk tibbinda gaz soktiiriicii, siit artirici, periyodik kanamayi geciktirici, ishal kesici, kas
agrist giderici (analjezik ve myorelaksan etki), romatizma tedavisi (antienflamatuvar
etki), dis agris1 (analjezik ve antienflamatuvar etki), farenjit (antienflamatuvar etki),
karm agris1 (antispazmodik etki), diiiretik ve idrar yollarinin tikanikliklarii agma

(antienflamatuvar etki) gibi amaglarla kullanildig1 bildirilmektedir [23, 24].



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

2.2. Thymbra spicata (Karabas Kekigi)

Thymbra spicata L. Labiatae familyasindan olup genellikle 1000 m’ye kadar olan
yiiksekliklerde, kalkerli, tagh ve kurak yerlerde dogal olarak yetismektedir. Cok yillik
dipten dallanan bu bitkinin dallar1 iki sira halinde tliyliidiir. Bitkinin yapraklari geng
devresinde ortasindan uzunlamasina biikiik, kenarlar1 diiz ve istii tiiyliidiir. Cigekleri stk
basak seklinde olup, basak eksenine alt kisitmdan sapsiz baglanmislardir. Brakteler mor
renkli, basik yumurtaya benzer ve belirgin sekilde 1-1.5 mm uzunlugunda tiiyliidiir.
Kaliks 4-6 mm uzunlugunda, borumsu, dorsal yonden basik ve ortasi iki dudaklidir.
Meyveleri pembe veya mor renkte ve ¢icegin boru kisminda belirgin seklinde en
azindan 13 damar bulunmaktadir. Sekil olarak ta¢ yapraklari iki dudakli, diiz tiiplii, tist
dudak ileri dogru genislemis alt dudak {i¢ lopludur. Bazen pembe veya pembemsi agik
mor renkli 2-16 mm uzunlugunda olan ta¢ yapraklar esasen mor renklidir. Cigek 4

stamenli ve meyve yumurtamsidir [25].

Bir Dogu Akdeniz bitkisi olan Thymbra spicata Anadolu, Yunanistan, Ege Adalari, Bati
Suriye ve Kuzey Irak’ta dogal olarak yetismektedir. Yurdumuzda Tekirdag, Canakkale,



Istanbul, Bursa, Sakarya, Zonguldak, Amasya, Tokat, izmir, Adana, Aydin, Antalya,
Gaziantep ve Mardin yorelerinde dogal olarak bulunabilmektedir [26].

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.

2.3. Distilasyon
Tarihi M.O. 3000 yillarina kadar uzanan distilasyon, Hindistan Harappa'da kullanilan

toprak imbik (damitma) ilk olarak kabul edilmektedir. S1vi ve buhar arasindaki madde
dagilimina dayanan distilasyon; sivi karistmindaki maddelerin ayrilmasi i¢in yaygin
olarak kullanilan bir metottur. Bu sebeple distilasyon ucucu ve yart ugucu organik

maddelerin saflastirilmasinda kullanilan se¢eneklerden ilkidir [27].

Distilasyon esasen; karisim igerisindeki ucucu bilesenlerin uguculuklarina gore
birbirlerinden veya ucucu olmayanlardan ayrilmasini amaclamaktadir. Her biri farklh
buhar basmcina sahip sivi karisimindaki maddeler; bu farkliliklarindan dolay
birbirlerinden ayrilabilmektedirler. Baska bir deyisle, doygun buhar basincindaki
maddelerin sicaklikla olan degisimleri distilasyon teknigi kullanilarak birbirinden

ayrilabilmektedir. Karisim i¢indeki bilesenleri ayirmanin temeli, homojen bir fazdan
5



digerine maddenin geg¢isi olgusudur. Burada kullanilan metotlar yogunluk veya parca
biiyiikliigiinden ziyade buhar basinglari ve c¢oziiniirlikklerindeki farklara dayanarak,

mekanik olarak ayirma islemindekinin zittidir [27].

2.4. Distilasyon Yontemleri

Ucucu bilesenlerin bitkisel materyalden alinmasi amaciyla uygulanan baglica
distilasyon yontemlerini su sekilde siralayabiliriz:

* Su distilasyonu

* Buhar distilasyonu

* Su-Buhar distilasyonu

* Hidrodifiizyon

* Mikro distilasyon

» Mikrodalga destekli distilasyon

* Eszamanl distilasyon-ekstraksiyon

* Kuru distilasyon

* Fraksiyonlu distilasyon [27].

2.4.1. Su Distilasyonu

Su distilasyonunda temel islem materyalin su icerisinde 1sitilarak ugucu bilesenlerinin
buharlastirilmas1 ve ardindan da sogutularak yogunlagsmasini saglamaktir. Yag suda
¢oziinmediginden dolay1 ortaya ¢ikan faz ayrimi elde edilen yagin yogunlugunun sudan
hafif veya agir olmasina gére suyun iizerinde veya altinda birikmesine sebebiyet verir.
Sekil 2.1°de laboratuvar olgekli ¢alismalar i¢in kullanilan bir su distilasyon apareyi

(Clevenger) gosterilmektedir [27].

Materyal su distilasyonunda dogrudan su ile temas halindedir ve kap igerisinde
materyali Ortecek miktarda su bulunmalidir. Ciinkii 1s1 etkisiyle materyal yanarak
bozunma iiriinleri olusumuna sebebiyet verir. Kazandaki su kaybin1 6nlemek amaciyla,
distilasyon islemi siiresince distilattaki yag sudan ayrildiktan sonra yagla doymus suyun
bir boru yardimi ile tekrar distilasyon kazanina gonderilmelidir. Bu teknik kohobasyon
(cohobation) olarak isimlendirilir. Bu islemle beraber kazan suyunda azalma olmaz ve
kazandaki su, suda ¢oziinen maddelerce doygun oldugundan yag verimi de artabilir
[27].



Su distilasyonunun diger bir farki ise materyalin karistirilarak ¢okme ve topaklasma

olusumunun engellenmesinin gerekliligidir [27].

Clevenger apcreyi

Sekil 2.1. Clevenger apareyi [27].

Ugucu yaglarin su distilasyonuyla elde edilmesi genel olarak diger yontemlerle kiyasla

elde edilen yaglar daha koyu renkli ve daha farkli kokuya sahip olabilirler. Su

distilasyon yonteminin bazi1 dezavantajlarin1 sdyle siralayabiliriz:

Yagda mevcut olan ester yapidaki bilesikler kolaylikla hidroliz olur.

Aldehitler ve asitlik monoterpenler polimerize olmaya yatkindir.

Oksijenli bilesikler (fenoller) kismen suda ¢oziinerek suya gecerler ve tamamen
alinmalar1 miimkiin degildir.

Su distilasyon kazanlar1 genellikle ¢ok biiyiik degildirler ve bu yiizden ayni
miktar materyal i¢in daha fazla is¢ilik gerektirir.

Biiylik miktarda 1s1l isleme alinan her distilasyon c¢aligmasi i¢in enerji tiiketimi

diger yontemlerle kiyasla daha fazladir.

Ozetledigimiz dezavantajlarin yaninda su distilasyonunun en temel avantaji ise; buhar

distilasyonu uygulamalarinda materyal topaklasmasi, penetrasyon ozelliginin birbirine

yapismasi sonucu zayiflamasi veya ortadan kalkmasi ile kiitle gegisinin durmasi

olaymin gozlenmemesidir. Uygulamaya en belirgin 6rnek ise Tiirkiye’deki giil yagi

tretimidir [27].



2.4.2. Buhar Distilasyonu

Ugucu organik maddeleri su buhar1 kullanarak ayirma islemi buhar distilasyonunun
temelidir. Diger distilasyon tekniklerine alternatif olarak 1siya karsi hassas olan
maddelerin saflagtirilmasi ve madde hazirlanmasinda kullanilabilmektedir. Kaynama
noktalar1 ne olursa olsun ¢ogu maddeler saf suyun kaynama noktasinin altindaki
sicaklikta distile olabilmektedir. Genellikle kesikli bir islemle iyi dondurulmus bitki
materyali iginden siirekli sekilde su buhari gegirilmesiyle buhar distilasyonu

gerceklestirilir [27].

Ugucu maddelerin buhar fazindaki konsantrasyonu, su buhari karistmindaki basinglari
yani kismi buhar basinglariyla iliskilidir. Maddenin tek basina toplam basinca
ulagsmasinda buharin olusturdugu basing biiyiik katki saglar ve beklenen basingtan daha

kiigiik basingta buharlasma imkani saglar [27].

Distile elde edilen maddelerin su buhart sicakliginin iizerindeki sicaklia ¢ikilmamasi
sebebiyle bu teknik uygun bir distilasyon teknigi olarak kabul edilmektedir.
Sogutucudan gegen su buhari ve ugucu yag islem sonunda birlikte sivilagir. Ugucu yagin
yogunlugu sudan hafif oldugu i¢in toplama kabinda genellikle suyun {izerinde biriktigi
goriiliir ve sudan agir olan yaglar dibe ¢okerek ayrilmaktadirlar. Fakat, faz ayrimi yok
ise distilatin suyla karigmayan bir organik ¢oziicii ile ekstre edilmesi gerekmektedir

[27].

Buhar Distilasyonunda Baglica Dikkat Edilmesi Gereken Maddeler:

e Buhar distilasyonunda kati maddelerin ¢ok siki sekilde doldurulmasina dikkat
edilir.

e Distilasyon esnasinda tiim materyalin buhar ile temas1 saglanmalidir.

e Buhar/madde orani tespiti iyl yapilmaldir.

e Buharn verilisindeki hiz dikkatle ayarlanmalidir.

e Bir buhar dagiticis1 ile buhar materyale verilmeli ve buhar tek bir noktadan
verilmemelidir.

e Buhari fazla vererek iceride fazla basing olusturulmamalidir.



e Soguk olan cam malzemeye dogrudan asir1 miktarda buhar verilmemeli ve cam
malzemelerle ¢alisirken dikkatli olunmalidir.
e Eger buhar ayrn bir kap igerisinde elde ediliyorsa buhar transferi uygun

baglantilarla gerceklestirilmelidir [27].

2.4.3. Su-Buhar Distilasyonu
Distilasyon islemi su-buhar distilasyonunda, delikli tepsi ilizerinde bulunan bitkisel
materyal iginden alt bolmede kaynayan suyun buharlarinin gecirilmesiyle
gergeklestirilir. Kurulum maliyeti su distilasyonunda oldugu gibi diistik olup isletimi
kolaydir. Bu nedenle koy-tipi distilasyonlarda bu teknikten faydalanilir [27].
Su distilasyonuna gore su-buhar distilasyonunun avantajlar: sunlardir;

e Yag verimi oldukga iyidir.

e Hidroliz iirlinleri yagda daha az bulunur.

e Oksijenli bilesikler yagda daha fazladir.

e Tekrarlanabilir iiriinler yag kalitesi agisindan elde edilir.

e Enerji verimliligi oldukga yiiksek ve hizli bir prosestir [27].

2.4.4. Hidrodifiizyon
Buhar materyalin bulundugu kazana alttan degil iistten girer ve difiizyon olay1 ozmotik
basing prensibiyle gerceklesir. Genel olarak bilinen buhar distilasyonu uygulamasinin
aksine, materyalin bulundugu kazana buhar alttan degil stten girer. Ozmotik basing
prensibiyle diflizyon olay1 gerceklesir. Kazan i¢indeki delikli bir tepsi lizerine materyal
yiiklenir. Kazan igerisine diisiik basingli buhar tepeden verilir. Delikli tepsinin altinda
bulunan sogutucudan ¢ikan yag ve su alttaki ayiricida yogunluk farkiyla ayrilir. Genel
olarak Hidrodifiizyon 6zellikleri sunlardir:

e Kullanimi1 oldukga kolaydir.

e lyi parcalara ayrilmis materyallere kolayca uygulanmaktadir

e [slak buhar diisiik basingta kullanilir.

e Genel olarak bilinen buhar distilasyonundan daha yiiksek verim elde

edilebilmektedir.
e Distilasyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle zaman ve enerji ekonomisi saglar.

e Aci8a ¢ikan yag ticari olarak kabul edilen yaglardandir.
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e Iscilik yogun ve kapasitesi diisiiktiir.

e Kondanse su akimi beraberinde lipit, klorofil, yag asitleri, kumarinler vb. bazi
ucucu olmayan bilesikleri de beraberinde getirdigi i¢in yag kompozisyonu
degisime ugramaktadir. Bu yontem elde edilen yagin saf olmamasi nedeniyle

cok fazla kullanim alan1 bulamamistir [27].

2.4.5. Mikro Distilasyon

Az miktardaki bitkisel materyalin ¢ok az zamanda distilasyonu i¢in gelistirilmis bir
yontemdir. Bu yontemle 1 gr’dan daha az maddelerin distilasyonu yapilabilmektedir.
Bu ama¢ dogrultusunda kullanilan baslica mikro-distilasyon sistemleri;

e Mikrodistilasyon sistemi

e Kisa mesafeli (Short Path) distilasyon

e Hickman distilasyon basligi

e Likens-Nickerson eszamanli distilasyon ve ekstraksiyon apareyi

e Mikro 6lgek “Doner kusakli” distilasyon sistemi [27].

2.4.6. Mikrodalga Destekli Distilasyon

Mikrodalga enerjisi, kontrollii kullanildig1 zaman 1sitma islemi kullanimi i¢in uygun
olabilir. Bu tip yontemlerde en dnemli konu kullanilan sivinin ve materyalin mikrodalga
enerjisini alabilmesidir. Oncelikle su olmak iizere polar veya iyonik ¢ozeltiler
mikrodalga enerjisini alabilir ancak apolar ¢oziiciiler mikrodalga enerjisini alamaz ve bu

nedenle enerji transferi gergeklesmez [27].

Esas itibariyle mikrodalga destekli distilasyon su distilasyonu ile benzerdir. Materyal ve
su mikrodalga enerji kullanilarak 1sitilir ve bdylece 1sitma islemleri mikrodalga ile

saglanmig olur [27].

2.4.7. Eszamanh Distilasyon-Ekstraksiyon

Bitkisel materyal distile edildiginde yag sudan ayrilmaz ve bu teknikte distilat bir
organik ¢oziicii icinden gecirilerek ugucu kimyasallarin organik ¢oziicii icinden
gecirilerek ucucu kimyasallarin organik ¢oziiciide tutunmalar1 saglanmaktadir. Likens-

Nickerson apareyi bu uygulamanin mikro dlgekte gergeklestirildigi bir sistemdir. Sudan
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agir veya hafif olmasina gore ekstraksiyon amaciyla kullanilan organik ¢oziicii iki farkli

dizayna sahiptir [27].

2.4.8. Kuru Distilasyon

Genel olarak kullanilmayan bu yontem, oleorezinli odunlardan katran elde etmek
amaciyla kullanilmaktadir. Bu amagla odun pargalar1 kapali bir sistemde tistten 1sitilarak
blinyesindeki ugucu maddelerin asagiya akmasi saglanmaktadir. Isitma islemi esnasinda
bircok madde 1s1 etkisiyle bozulur ve son iirlin piroliz iirlinleri igerir. Bir miiddet
bekletilen iiriinde altta katran, ortada su, lstte ise ugucu yag iceren yagli bir kisim

g6zlenir [27].

2.4.9. Fraksiyonlu Distilasyon

Karisimdaki maddelerin kaynama noktalar1 birbirine yaklastikca ayirimlart da bir o
kadar giiclesmektedir. Bu tiir maddelerin ayirimlar1 basit distilasyon sistemleriyle
miimkiin olmamakla birlikte ayirim i¢in bu islemin siirekli tekrar edilmesi
gerekmektedir. Bu uygulama buhar fazi ile sivi fazin ¢ogu kez dengeye getirilmesine
imkan veren basamaklardan olusmaktadir. Fraksiyonlu distilasyon buna olanak veren

bir ayirim sistemidir [27].

2.5. Distilasyon Sonrasi islemler

Distilasyon sonras1 bazi islemler gergeklestirilir ki bu islemlerin ilki, elde edilen ugucu
yagin sudan ayrilmasidir. Ayrilan yagin varsa tasidigi kati parcaciklar ve sudan
arindirilmasi islemleri de distilasyon sonrasi islemler arasinda bulunmaktadir. Bu

islemleri sirasiyla agiklayalim [27].

2.5.1. Ayirma

Distilasyon sonunda agiga ¢ikan ucucu yagin sudan ayrilmasi islemi olduk¢a 6nemlidir.
Bu amagcla kullanilmakta olan ayirma kaplarina “florentin kab1” denilmektedir. Yagin
sudan ayrilmasi islemi yogunluk farki ile gergeklesmektedir. Yagin sudan hafif ya da
agir olmasina gore kullanilan florentin kab1 farkli tasarlanabilir. Ugucu yaglarin ¢ogu
sudan hafif olduklarindan dolay:1 florentin kaplar1 genellikle sudan hafif yaglar i¢in
tasarlanmaktadir [27].
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2.5.2. Siizme

Eger aciga ¢ikan ugucu yag icinde calisilan materyalden gelen kat1 pargaciklar kalmissa
uygun filtre ortamindan siiziilerek tasidigi pargaciklardan ayrigtirilir. Bu iglemler
laboratuvarda siizge¢ kagidi yardimiyla yapilirken, endiistride ¢esitli filtreler

kullanilarak gercgeklestirilmektedir [27].

2.5.3. Kurutma

Ayirma ve siizme isleminin bitmesinin ardindan yag az bir miktar bile olsa su
tastyabilmektedir. Boylece yagin 6zelligine bagl olarak bulaniklik da meydana gelebilir
ve bu durumda yapilacak islem yagin kurutulmas: olarak isimlendirilen kalan nem ve
suyundan arindirilmasidir. Laboratuvarda az miktar o6rnekle ¢alisilan yagin kurutulmasi
islemi susuz sodyum siilfat ile muamele edilerek yapilirken endiistriyel uygulamalarda
mekanik olarak gerceklestirilmektedir. Narenciye esanslarinin sudan ayrilmasinda bu

sebeple yiiksek devirli santrifiijler kullanilmaktadir [27].

2.6. Kromozom

Yunanca chromo (renk) ve soma (viicut) kelimelerinden tiiretilmis kromozom terimi
1888’de ilk kez Waldeyer tarafindan kullanilmistir [28]. Genetik mekanizmalarin
yapilarmi saglayan kromozomlar DNA’nin dogru bir sekilde replikasyonuna ve
transkripsiyonuna izin verir. Kromozomlarin sentromer, telomer ve kromatin
paketlenmesi gibi yapisal Ozellikleri ¢ok iyi muhafaza edilmistir. Mitozun metafaz
evresinde DNA; kisa, ¢ubuk seklindeki mitotik kromozomlar halinde sikistirilir, interfaz
evresinde ise kromozomlar interfaz niikleusunda sikilasmamis halde yani kromatin

iplikler seklindedir [29].

Kromozomlar niikleus igerisinde sentromerlerinin bulundugu yere gore; asentrik
(sentromersiz), metasentrik (sentromer orta noktada), akrosentrik (sentromer uca yakin),
submetasentrik (sentromer kollardan birine yakin), telosentrik (sentromer ug¢lardan
birine ¢ok yakin), disentrik (iki sentromerli), polisentrik (ikiden fazla sentromerli),
izosentrik (kromozomun iki kolu birbirinin aynisi) ve satellitli (uzun kol, kisa kol,
ikincil yap1 ve satellite sahip) kromozom olarak farkli sekillerde adlandirilmaktadirlar

[30].
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2.6.1. Kromozomlarin Ozel Yapilari

Mikroskopta incelenen kromozomlar {izerinde ii¢ bolge tanimlanmistir: telomerler,

sentromer ve niikleolar organize edici bolgeler.

2.6.1.1. Sentromer
Nesilden nesile, hiicreden hiicreye genetik bilginin dogru sekilde iletilmesi i¢in gerekli
Okaryotik kromozomlarda bulunan sentromer ozellesmis bir yapidir.  Niikleus

boliinmesi gibi bir¢ok temel islevde 6nemli role sahiptir.

Sentromerler, anafaz evresi siiresince kardes kromatid birlesimi ile mitotik ve mayotik
ig iplik¢iklerinin baglanmasi gorevini istlenirler. Sentromerler, mayoz I’de homolog
kromozomlarin ayrilmasinda, mitoz ve mayoz II’de kardes kromatidlerin ayrilmasinda
ve anafaz tesvik kompleksi (‘anaphase promoting complex’) araciligi ile hiicre

dongiistiniin kontroliinde 6nemli rolii vardir [31, 32].

2.6.1.2. Telomer

Kromozomlarin ucglarinda bulunan tekrarli diziler telomer olarak adlandirilir. R
bantlama uygulamasinda siire uzatildigi zaman, T bantlar1 olarak bilinen bantlarin
olustugu ve telomerik bolgelerin 6zgiin olarak boyandigi gorilmiistiir [33]. Telomerler
kromozom uglarinda koruyucu bir baslik olustururlar ve bu baglik sayesinde disentrik
kromozom olusumu ve subtelomerik bolgelerdeki genetik bilgi kaybi1 dnlenmektedir.

Genellikle bitkilerdeki telomerik dizi TTTAGGG seklindedir [29].

2.6.1.3. NOR (“Nucleolus Organizing Region”) -Niikleolar Organize Edici Bolge
Satellit iceren kromozomlar metafaz plaginda incelenirken, ikinci bir daralma bolgesi
sentromerden sonra gozlenir ve bu bolge NOR olarak isimlendirilir. nukleus i¢indeki en

belirgin yapi interfazdaki niikleolustur.

18S-5.8S5-26S rRNA genlerini onlarin transkriptlerini ve transkripsiyonu olmayan
bolgeleri igeren 45S rDNA bolgelerine NOR karsilik gelir. NOR’lardaki rRNA
genlerinin sayis1 degiskenlik gosterir ve Mendelyen tarzda kalitilirlar. Ayn1 zamanda

NOR'larin miktar1 ve pozisyonu, tiirler arasinda da degisiklik gosterir [33-35].
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2.7. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)

2.7.1. KKD’nin Tarihcesi

Cevredeki atiklarin etkisini arastirmak i¢in Taylor ve arkadaslar1 tarafindan 1957 yilinda
KKD testi gelistirilip, kisa siireli mutajenite ve karsinojenite testleri arasinda en hassas
ve yaygin olarak en fazla kabul edilen yontem haline gelmistir [36]. insan hiicrelerinin
kullanildig1 testlerden DNA hasarini arastirmada en sik bagvurulan Sister Chromatid
Exchange (SCE) ve Microgel Electrophoresis (MGE) olarak da bilinen Comet Assay
yontemidir. KKD analiz yontemi; homolog kromozomlarinin gen lokuslar1 arasindaki,
DNA replikasyon iirlinlerinin degisimini test etmekte olup, duyarli ve hizla isleyen,

kirilma ve yeniden birlesmeyle sonlanan sitogenetik bir analizdir [37-39].

Bir kromozomun iki kromatidinde, DNA’ki homolog bélgelerde olusan kirilma ve
yeniden birlesme olaylarmm sonuglart SCE olarak isimlendirilir [40]. Timidin
varliginda otoradyografik yontem kullanilarak DNA replikasyonu gegiren hiicrelerin

isaretlenmesi, “Giimiis Tane Modeli” olarak adlandirilmaktadir [40, 41].

En az iki replikasyon siklusu KKD’nin olusumu i¢in gereklidir. Bir primidin analogu
olan BrdU, Hoechst 33258 florochrom floresans boyasi ile baskilanmaktadir.
Replikasyon siklusunda her bir kromozomun bir uzun bir kisa kolunda BrdU
goriilmektedir. Her kromatid tek iplik seklinde BrdU’lu timin tasir. Ilk mitozda
degisiklik go6zlenmezken ikinci mitozda her bir kromatid iki ayr1 hiicrede yer
almaktadir. BrdU bu yer degisimini saglamaktadir. DNA sentezi siiresince bu olay
BrdU varliginda devam eder ve olay sonucunda kromatid ikili durumdan tekli duruma

gecer ve kromatid siyah renkli goriiliir [42].

In vitro ¢aligmalar sonucunda insektisitlerin, prokaryot ve 6karyot hiicrelere genotoksik
etkisi oldugu bilinmektedir. Insektisitler, akut zehirlenme yapmalarinin yam sira
genotoksik olarak da etkili olmaktadirlar. Organofosfatli ve karbamatli insektisitler
tarim veya halk sagligi alaninda kullanilabilmektedirler. Bilhassa insan lenfosit
hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda, kromozomlarin kardes kromatidleri arasinda simetrik

segment degisimine neden oldugu gdzlenmistir. Insektisitler gibi insanda olusan
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KKD’ye, kimyasal maddeler, radyasyon ve viriisler de neden olabilmektedir. Son
yillarda niikleer denemeler sirasinda olusan atiklar, sanayi atiklari ve zirai miicadele
ilaglarinin ¢evreye verilmesi sonucu, bu atiklar insanlarda genetik degisikliklere neden

olmakta ve ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir [36, 43, 44].

KKD orani; pestiside maruz kalan insanlarda, pestiside maruz kalmayan insanlara
kiyasla 6nemli ol¢iide yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda, yapisal ve sayisal
kromozom diizensizliklerinin de siklikla goriildiigii belirtilmistir. In vitro c¢alismalar
dogrultusunda belirli kimyasal maddeler {izerine yapilan arastirmalarda, bu
kimyasallarin KKD artisina neden oldugu ve karisim olarak uygulandigi zaman,

etkilerinde bir artis meydana geldigi gosterilmistir [45].

[Ik kez timidin (3H) varliginda KKD analiz yontemi, otoradyografik yontem
kullanilarak, kromozomlardaki kardes kromatidlerin farkli boyandigi gosterilmistir [39].
Son yillarda otoradyografik caligmalarindan ziyade, timin analogu olan BrdU
kullanilmasi, KKD sikligin1 daha kolay ve cabuk degerlendirme olanagi saglamaktadir.
Boylelikle BrdU kullanimi ve yeni boyama metodlarin gelistirilmesi ile KKD analiz

yontemi daha da 6nem kazanmaktadir [46].

2.7.2. KKD’nin Olus Modelleri

KKD olus mekanizmasi hakkinda degisik modeller ortaya atilmistir [46]. KKD olus
mekanizmasini incelemek i¢in tetraploid hiicreler kullanilmis olup bu hiicreler, ilk
replikasyonun sonunda kolsisin ekleyerek iki DNA replikasyonu arasindaki boliinme
durdurularak elde edilmektedir. Tetraploid hiicrelerin BrdU ile iki replikasyon zamanin
gecirmeleri gerekmektedir. KKD mekanizmasi genel olarak Sekil 2.2’de oldugu gibi
aciklanabilmektedir [47].

a) Interfaz G1 kromozomu diploid hiicre (2n) ( “Diiz ¢izgi” ile kalip DNA
gosterilmektedir).

b) DNA sentezi S1 evresinde baslamaktadir. Yeni sentez edilen DNA’da timin
yerine, ortamda bulunan BrdU ge¢mektedir (BrdU iceren DNA (-----) seklinde

gosterilmektedir).
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c) DNA’da kirilma ve kromatidler arasinda degisimler ortaya ¢cikmaktadir.

d) Mitozun ilk evresinde (M1) yeni sentezlenen kardes kromatidlerin yalnizca
birinde BrdU olmasindan dolayi, FPG boyama teknigi ile koyu boyanmaktadir.
Kolsisin ilave edilen M1 diploid hiicrelerden (2n) tetraploid hiicreler (4n)
olusturulmaktadir.

e) Interfaz G2 kromozomu tetraploid hiicre (4n).

f) Ortamda mevcut olan BrdU, yeni sentez edilen DNA’nin yapisina girmekte (S2
evresi) ve semikonservatif DNA sentezi baslamaktadir.

g) DNA'’da kirilmalar olusmakta ve kromatidler arasinda KKD gozlenmektedir.

M2 mitoz sonunda Tetraploid hiicrelerde (4n), kardes kromatidlerin sadece birinde
meydana gelen degisim “Tek KKD” olarak sdylenilmektedir. Homolog kromozomlarin
ayr1 lokuslarinda “Tek KKD” nin, olustugu belirtilmektedir. M2 mitoz sonunda, kardes
kromatid c¢iftinin her ikisinde meydana gelen degisim “Cift KKD” olarak
degerlendirilmekte olup, homolog kromozomlarin ayni lokuslarinda “Cift KKD”

meydana gelmektedir [47].
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Sekil 2.2. Genel KKD olus mekanizmasi: Tetraploid hiicrelerde (4n) ¢ift KKD
olusmaktadir [48].
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2.7.2.1. Replikasyon Bypass Modeli

“Replikasyon Bypass Modeli” KKD olus mekanizmasini bagka agiklayan bir modeldir.

Bu model, KKD’nin olus mekanizmasint DNA ile ¢apraz baglanma yapabilen kimyasal

ajanlarin meydana getirmesi olarak agiklamaktadir. “Replikasyon Bypass Modeli” sekil

2.3’te gosterilmektedir [47].

a)

b)

f)

9)

h)

)

K)

Interfaz G1 kromozomu diploid hiicre (2n) (kalip DNA diiz cizgi seklinde
belirtilmektedir). Kimyasal ajan, DNA ile ¢apraz baglanma meydana getirmekte
ve iki replikasyon orjini “O” seklinde ifade edilmektedir.

[lk S1 evresinde BrdU varliginda iki yonlii semikonservatif DNA sentezi
baslamaktadir. (Yeni sentez edilen ve BrdU igeren DNA (-----) sekilde
belirtilmektedir.).

DNA sentezi ¢apraz baglanti olan bolgede meydana gelmemekte ve sentez
okazaki fragmentleri seklinde devam etmektedir.

Kromatidlerde kirilmalar ¢apraz baglant1 noktalarindan ortaya ¢ikmaktadir.
DNA’daki kirilma noktalarinda kardes kromatidler arasinda degisim
olusmaktadir.

Cift zincirli DNA vyapisi, yeni sentez edilen DNA parcalarinin aralar
tamamlanarak meydana gelir. Uzaklastirilamamasi nedeniyle bir ¢ift kromatidin
yapisina ¢apraz baglanma girmektedir.

Yeni sentezlenen kardes kromatidlerin yalnizca birinde BrdU olmasi nedeniyle
birinci mitozda (M1), FPG boyama ydntemi ile koyu boyanmaktadir.

Kardes kromatidlerin herbiri kardes hiicrelere ikinci mitozda (M2) ayrilir ve ayni
zamanda kardes kromatidlerin bir tanesi ¢apraz baglanmayi icermektedir.

S2 evresinde BrdU wvarliginda iki yonlii semikonservatif DNA sentezi
baslamaktadir.

Kromatid ¢apraz baglanti icermeyen birinci kardes hiicrede, replikasyon baslama
noktasindan DNA sentezi devam etmektedir. Kromatid capraz baglanti ikinci
kardes hiicre icermektedir. iki yonlii okazaki fragmentleri seklinde DNA sentezi
devam eder ancak DNA sentezi capraz baglanma bolgesinde meydana
gelmemektedir.

Ikinci kardes hiicrede kirilmalar ¢apraz baglanma noktalarindan ortaya ¢ikar.
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I) Kromatidler arasinda degisim, DNA kirilma noktalarinda ortaya ¢ikmaktadir.

m) Birinci ve lkinci kardes hiicrede yeni sentez edilen DNA parcalarmin aralari
tamamlanir ve yeni kromatid yapist meydana gelir. Capraz baglanma
uzaklastirilamadigi i¢in ikinci kardes hiicrede, yeni olusan kromatid yapisina
girmektedir.

n) FPG boyama yontemi ile ikinci mitozdaki birinci kardes hiicrede tek DNA
zincirinin BrdU i¢ermesi koyu renkle, her iki DNA zincirinin de BrdU i¢ermesi
actk renkle boyanmasina neden olmaktadir ve KKD goriilebilmektedir.
“Replikasyon Bypass Modeli” ne gore ikinci kardes hiicrede, yalnizca bir DNA
zinciri bulunan ve ¢apraz baglanma igeren kardes kromatidler koyu renkle
boyanmaktadir. BrdU icermekte olan diger kromatid yapisini olusturan her iki
DNA zinciri agik renkle boyanmaktadir. Bu sebeple olusan kromozom yapisinin
bir tarafi koyu renk boyanmakta olup kromatid degisimi olusmamaktadir. KKD

bu modele gore yalnizca birinci kardes hiicrede goriilmektedir [47].
DNA ile c¢apraz baglanma yapabilen kimyasal ajanlarin “Tek KKD” olus

mekanizmasint “Replikasyon Bypass Modeli” acik¢a ifade etmektedir. Fakat bu

modelle “Cift KKD” olus mekanizmasi agiklanamamaktadir [47].
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Sekil 2.3. Replikasyon Bypass Modeli'ne gére KKD olus mekanizmasi: tek KKD
meydana gelen tetraploid hiicreler (4n) [48].

2.7.2.2. Holiday Modeli

KKD olus mekanizmasini ve hiicrede DNA pargalar1 aralarindaki degisimi agiklayan bir
diger yaklasim ise “Holiday Modeli” dir. Hiicrelerin BrdU varliginda bir mitoz
gecirmeleri bu modele gore yeterlidir. Holiday modeli sekil 2.4’te belirtilmistir [37].

a) Kalin ¢izgi (agir) seklinde gosterilenler birbirini tamamlayan atasal DNA
zincirleridir.

b) Yeni DNA sentezi BrdU varliginda yapilmaktadir ve ince ¢izgiyle BrdU igeren
iplik gosterilmektedir.

c) Kirilma olay1 her bir ¢ift zincirli DNA yapisinda goriilmektedir. Bu zincirler
arasinda krossing-over olayr meydana gelmekte ve zincirler arasinda
rekombinasyon ile heterodubleks yap1 olugsmaktadir.

d) Zincirler arasinda rekombinasyon olay1 tekrarlanir.
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e) Dis taraftaki agir ve hafif DNA zincirlerinde kirilmalarin olugmasi, rekombinant
DNA molekiillerinin meydana gelmesine neden olmakta ve iki DNA molekiilii
birbirinden ayrilmaktadir.

f) Olusan rekombinant DNA molekiilleri son olarak

agir-agir-hafif hafif-hafif-agir

hafif-agir-agir ~ ve agir-hafif-hafif
seklinde heterodubleks yapilar igermektedir. Bu DNA molekiiliinde agir/agir bolge
koyu renk, hafif/hafif bolge a¢ik renk ile boyanmakta ve boylece KKD olusumu ortaya
cikmaktadir [37].
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Sekil 2.4. Holiday modeline gére KKD olus mekanizmasi [48].

FPG boyama yontemi ile Zakharov ve Egolina, agik renkte boyanan kromatidlerin, koyu
boyanan kromatidlerden daha uzun oldugunu belirtmislerdir [47]. Protein ile BrdU
iceren DNA arasindaki etkilesimin farkli olmasi nedeniyle kromatidlerdeki bu uzunluk
farki1 meydana gelmektedir. Kromozomlarin kondensasyonunda ve spiralizasyonunda
proteinler etkili olmaktadir. Kromozomlarin spiralizasyonunu ve kondensasyonunu
zorlastirmakta olan proteinler, BrdU igeren DNA’ya, BrdU igermeyen DNA’dan daha

sik1 baglanmaktadir. Arastirmacilar, BrdU’nun kromozomlardaki esas etkisini biiyiik
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kromozomal yapiyt olusturan 25 nm c¢apindaki liflerin paketlenmesi sirasinda

gostermektedir [39].

KKD analiz yontemi ayrica DNA tamir mekanizmasi bozuk ve kromozom kiriklar
iceren genetik hastaliklarin molekiiler sitogenetik ag¢idan arastirilmasinda da oldukca
onemlidir. Bloom Sendromu, Fanconi Anemisi ve Ataksi Telenjiektazi kromozom
kiriklart iceren ve DNA tamir mekanizmast bozuk olan otozomal resesif hastaliklardir
[49].

Insan lenfosit hiicre kromozomlarinda KKD degerinin Fanconi Anemisi ve Ataksi
Telenjiektazi hastalarindakinden kontrol grubu olarak kullanilan saglikli kisilerin KKD
degerinden daha farkli olmadigi gozlenmistir. DNA tamir sisteminin Fanconi Anemisi
olan kisilerde bozuk olmasi nedeniyle, KKD ve kromozom kirig1 meydana getiren (iKi
fonksiyonlu) alkilleyici ajanlar hiicre DNA’sin1 etkilemekte ve kromozom kiriklari
olusturmaktadirlar. Bu hastaligin goriildiigii kisilerde iki fonksiyonlu alkilleyici ajan
olan MMC’nin lenfosit hiicre kiiltiirlerine eklenmesi sonucunda, kromozom kiriklari
artmakta, fakat KKD degeri, normal KKD degerine gore ¢ok az degisim gostermektedir.
Kromozom kiriklarinin artmasi ve KKD degerinin ¢ok az degiskenlik gostermesi,
kromozomlardaki kirilmay1 ve KKD’yi meydana getiren mekanizmanin farkli oldugunu
belirmektedir [50, 51]. Normal KKD degerine gére Bloom Sendromu olan kisilerin,
kromozom kiriklart ve KKD degerleri 10-13 kat daha fazla olmaktadir [52, 53]. KKD
degerinin artis1 Bloom Sendromlu kisilerin lenfosit hiicre kiiltiirlerine, etil metil siilfonat
gibi alkilleyici ajanin eklenmesi sonucunda goriilmiistiir. Bu sendroma sahip hastalarin
hiicrelerinin, Cin hamster hiicreleri veya normal fibroblast hiicreleri ile fiizyona girmesi
sonucu, yiiksek KKD degerinin normal KKD degerine yaklastig1 agiga ¢cikmistir. Bloom
sendromlu hastalarin hiicrelerinde, yliksek KKD oranini normal KKD oranina diisiiren
kimyasal faktorlerin izolasyonu ve belirlenmesi, bu olaymn agiklanmasinda énemli rol

oynamaktadir [53].

2.8. Genotoksisite

Canl tiiriiniin kendine has genetik bilgisinde gen rekombinasyonundan bagka etkenlerle
birden bire ortaya c¢ikan kalitsal varyasyonlar mutasyon olarak isimlendirilmektedir.

Dogada kendiliginden olusan mutasyonlarin yani sira, mutajen fiziksel ve kimyasal
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etkenler tarafindan da meydana gelebilmektedirler. DNA molekiilinde mutajenler
bir¢ok hasar olustururlar ve bu hasarlarin bir kismi1 6zel mekanizmalar ile hiicrede
onarilmaya calisilir. DNA’da meydana gelen cesitli hasarlar, bazen hiicrenin 6liimden
kurtulabilmesi i¢in mecburen yanlis olarak da onarilabilir. Onarim mekanizmalarinin
caligmasint kontrol eden genlerdeki mutasyon varliginda ya da yas, hastaliklar,
beslenme, 1s1 gibi sartlarin olumsuz etkileriyle DNA’da meydana gelen hasarlar
onarilmadan kalabilir. Bunun sonucunda o hiicre de mutasyona neden olur ve mutasyon
sonucu cesitli bozukluklar ortaya cikar. Kanser ve hiicre Oliimii bu bozukluklar
arasindadir. Canlilarda mutasyonlar bazen {iistiin bir karakterin goriilmesine neden
olabilir. Fakat yinede ¢ogunlukla canlilar i¢in olumsuz olan o&zelliklerin ortaya

¢ikmasina sebep olmaktadir [54, 55].

Canlilarin DNA’larinda olusan hasarlar (mutasyon) in vitro memeli hiicre gen mutasyon
testi, bakteri kullanarak yapilan geri mutasyon testleri ile belirlenmektedir. In vitro
memeli, Kardes Kromatid Degisimi, Kromozom Aberasyon ve Mikronukleus testi,
DNA’da olusan mutasyonun ve genotoksik etkilerin sitogenetik agidan arastirilmasinda

en yaygin kullanilan yontemlerdendir [56].
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3. MATERYAL VE METOD

Materyal

Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 29.06.2011/6 sayil1 izni ile

calisma onay1 alindi.

Bu ¢alismada, materyal olarak yas araliklar1 20 ve 25 arasinda degisen 10 bayan ve yine
yas araliklar1 20 ve 25 arasinda degisen 10 erkekten alinan periferik kan, Kimyon
(Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) bitki ugucu yaglari test
maddesi olarak kullanildi. Test kontrol olarak Aseton (C3HgO), pozitif kontrol olarak ise
Mitomisin-C (MMC) kullanildi [57].

3.1. Kullanilan Test Maddeleri ve Test Maddelerinin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.1.1. Cuminum cyminum (Kimyon)

Bu c¢alismada kullanilan test maddelerinden biri olan Kimyon (C. cyminum),
maydanozgiller (Apiaceae) familyasindan Mayis-Haziran aylari arasinda, 40-60 cm
boyunda, beyaz ve pembemsi renkli gigekleri agan, bir yillik otsu bir bitki tiirtidiir.
Anavatan1 Orta Dogu ve Dogu Akdeniz’dir. Govdeleri istte dallanir ve diktir.
Yapraklan tiiysiiz ve iplik gibi parcalidir. Cicekler 3-5 sapli semsiye durumunda
toplanmiglardir. Cicekler pembe veya beyaz renklidir. Meyvesi 4-5 mm boyunda,
koseli, oval sekillidir. Meyveleri Temmuzda olgunlasir. Ozel kokuludur ve meyveleri
sabit ve ugucu yag, tanen ve regine tagimaktadir. Ayrica 6zellikle Kuzey Afrika, Orta

Dogu, bat1 Cin, Hindistan ve Meksika mutfaginda ¢ok kullanilan bir baharattir [58].
Kimyon (Cuminum cyminum) sistematigi asagida verilmistir.
Kingdom : Plantae (bitkiler)

Subkingdom : Tracheobionta (damarli bitkiler)

Division : Magnoliophyta (kapali tohumlular)
Class : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Subclass . Asteridae
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Order . Apiales

Family - Apiaceae (maydanozgiller)
Genus : Cuminum
Spesies : Cuminum cyminum

3.1.2. Thymbra spicata (Karabas Kekigi)

Bu ¢alismada kullanilan bir diger test maddesi olan Thymbra spicata (Karabas Kekigi)
tiirti, yaklasik 50 cm boyunda, tiiylii, mor ¢icekli, ¢al1 goriiniimiinde yaygin Akdeniz’de
yaygin olarak bilinen bir bitkidir. Thymbra spicata Isparta ve yoresinde karabas otu ve
Orta Dogu iilkelerinde zahter adiyla taninir. Cay1 veya yagi mide agrilarinda analjezik
etki icin kullanilmakta olup ayrica antiseptik, antiparaziter ve kan dolasimina olan
etkilerinden yararlanilmigtir. Thymbra spicata yaginin safra asitlerini artirict etkisi
oldugunda bilinmektedir. Ucucu ve kokulu bilesiklere sahiptir. Bu bitkinin en énemli

ugucu yag bilesikleri thymol ve karvakrol’dur [3, 59, 60].
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.
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3.1.3.Aseton

Aseton, ketonlar siifinin ilk tiyesi, dimetil ketondur. Kapali formulii C3HgO, kaynama
noktas1 56 °C'dir [61]. Bu ¢alismada Merck marka aseton kullanildi. 5 ml besiyerine
eklenecek olan aseton 2.5 ul/ml olarak hesaplandi.

3.1.4. Kromozom Medyumu (Besi Yeri)
Bu calismada Biochrom firmasinin tirettigi Chromosome Medium B (Cat. No. F5023),
hiicre kiiltiirii olarak kullanildi. Chromosome Medium B’nin her litresinde asagidaki

maddeler bulunmaktadir.

Non essential Amino Acids : 850 ml
Fetal Calf Serum > 150ml
Heparin : 25.000 E
Penicilin G, Sodium Salt : 75.000 E
Streptomycin Sulphate : 50 mg
Phytohemagglutinin M :2.5mg

Bu medyum her tiipe 5 ml olacak sekilde paylastirildi ve bu miktarlarda kullanildi.
Kiiltiir steril olarak temin edildi.

3.1.5. Kolsisin

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine (Kolsisin)
(Sigma) kullanildi. Kolsisin ¢ozeltisi steril saf su igerisinde hazirlandi ve kromozom
medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 5 ml’lik kromozom

medyumuna ilave edildi. Kolsisin’in baz1 6zellikleri asagida belirtilmistir.

Kapali formiilii : CooH25NOg
Molekiil agirlhig :399.4
Etil asetat igerigi : %3.4
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Kloroform igerigi 1 <%0.1

3.1.6. Hipotonik Eriyik
% 0,5’lik KCI (Merck) calismamizda kullanildi. Cozelti agz1 kapali bir cam kapta
bidistile su igerisinde hazirlanarak buzdolabinda (+4 °C) saklandi. Etiivde 37 °C’de

1isitilarak her ¢aligmadan 2 saat dnce yeterli miktar alinip kullanildi.

3.1.7. Fiksatif

1 kisim glasial asetik asit, 3 kisim methanol (1/3: glasial asetik asit/metil alkol)
karistirilarak hazirlandi. Kullanilmadan 2 saat 6nce buzdolabinda saklandi. Her preparat

icin yeni fiksatif hazirlandi.

3.1.8. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) alinan BrdU, 10 ml Chromosome Medium B

igerisinde ¢ozdiirtildii (50 pg/10ml medium). Hazirlanan ¢zeltiden besi yerine 10 pg/ml

SCE calismast icin eklendi (100pu1).

3.1.9. Sorenson Tamponu

60 ml KH2PO,4 ve 30 ml Na;HPO, ¢ozeltilerinden alinarak saleye konulur. Daha sonra
tizerine 10 ml giemsa boyas1 eklenir. Boylece %10’luk giemsa-sorenson fosfat tampon
cozeltisi hazir hale gelir. Hazirlanilan ¢ozelti bircok pH degerlerine ayarlanabilir. Bu

yontemde her iki ¢ozeltinin farkli miktarlar1 kullanildi ve pH istenilen degere ayarlandi

[62].

3.1.10. Standart Saline Citrate (SSC) Cozeltisi

Bu ¢ozelti kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini isinlamadan sonra artirmak
amaciyla kullanildi. Cozeltide 21.9 gr NaCl ve 11.05 gr trisodyum sitrat
(CsHsNaz07.2H,0) kullanildi. Bir miktar saf su ile ayr1 kaplarda ¢ozdiiriilen bu iki
madde, ayn1 kaba alinarak karistirildi. Hazirlanilan karigim 500 ml’ye saf su ile

tamamlandi. Sonug olarak hazirlanilan stok ¢ozelti 5xSSC’dir ve buzdolabinda saklandi.
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Calismada stoktan 20 ml alinarak {izeri 100 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi (elde

edilen 1xSSC kullanildi).

Bidistile Su.........ooooiiii 1000 ml.
pH 5.6 igin: Cozelti 2 den 5 ml ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,0 igin: Cozelti 2 den 12.3 ml ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,5 icin: Cozelti 2 den 30 ml ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,8 i¢in: Cozelti 2 den 50 ml ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

pH 7,2 i¢in: Cozelti 2 den 70 ml ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

3.1.11. Fosfat Tampon Cozeltisi

9.1 gr potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO4)’dan alinarak 1 It bidistile suya balon joje
icerisinde tamamlanir. Igerisinde 11,9 gr sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) bulunan
farkli bir balon joje de 1 It bidistile su ile tamamlanir. Cozeltiler hazirlanarak oda

sicakliginda saklanir [62].

3.1.12. Giemsa

Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilen Giemsa boyasi, ¢alisma icerisinde
Sorenson tamponu i¢inde hazirlandi. Preparatlarin boyanmasinda %10’luk ve %35’lik

¢oOzeltileri kullanildi.

3.1.13. Entellan

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

getirilirken alm ve lamelin birbirlerine yapistiriimasinda kullanilda.

3.1.14. Mitomisin-C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503)

Bu calismada Streptomyces Caespitosus’tan elde edilen Mitomisin-C Wakaki tarafindan
1958 yilinda kesfedilen bir antibiyotiktir [63]. Mitomisin-C, 334 dalton molekiiler

agirliginda, organik sivilar ve suda coziilebilen, viole-mavi renge sahip kristal ajandir
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[64]. Yapilan caligmalara gore ve DNA sentezin dogrudan etkileyerek, timor

biiylimesinin indiikleyici etki ettigi gorilmiistiir [65].
Mitomisin-C (MMC) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Mitomisin-C’den 2 mg alinarak iizerine 2 ml steril bidistile su eklenerek MMC’nin
¢ozdiiriilmesi saglandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 5 ml’lik kiiltiir ortamina eklendi ve MMC

orani 0.3 pg/ml olan ¢ozeltiler hazirlanmis oldu.

Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

1.Etanol (C;HsOH), (Merck, K35091886 537)

2.Kimyon ve Karabas Kekigi ucucu yaglari,

3.Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,), (Merck, A651773 524)
4.Sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,), (Merck, K34623780 516)
5.Mitomisin C (MMC) 2mg, (Sigma, M 0503)

6. Giemsa. (Merck, HX694620)

3.2. Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlar:

3.2.1. Hassas Terazi

0,0001 gr hassasiyetindeki 6zel cam paravanlarla korunan PRECISA XB 220 A marka

terazi kimyasallarin tartilmasinda kullanildi.

3.2.2. Santrifiij

15 dk’lik zaman ayarlayici, 8 tiip kapasiteli ve 5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir
hizina sahip ELEKTRO-MAG marka santrifiij kullanildi.

3.2.3. Mikroskop

Immersiyon objektifi ve koordinat cetveli olan OLYMPUS marka binokiiler 1sik

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanildi.
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3.2.4. Etiiv

0 °C - 100 °C ayarlanabilir Elektro-mag M 420 Bp marka etiiv deneyde hiicre

kiiltiirinlin yapiminda ve baz1 eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilda.

3.2.5. Deney Ekipmanlari
1. Etiv (elektro-mag M420 Bp)

2. Vorteks (Yellowline)

3. Mikroskop (Olympus model CHK)
4. Santrifiij (Elektro-mag)

5. Derin dondurucu

6. Buzdolab1

7. Otomatik pipet

8. Fotomikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800)

3.2.6. Sarf Malzemeler

=

Heparin (Roche)

N

Giemsa (Merck, 5400512)

3. KH;PO, (Merck, 9021622)

4. Na,HPO4H,0 (Merck Kl 690176)

5. Glasial asetik asit (Merck, 24K18855556)
6. Metanol (Merck, 502K05275408)

7. Immersiyon yag (Merck, 09403569)

8. KCI (Merck, 340TA611835)

9. Alkol (Merck)
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10. Distile su

11. Tiipliik

12. Cesitli cam malzemeler

13. Konik tabanli 10 ml’lik steril kiiltiir tiipii
14. Enjektor

15. Cesitli ebatlarda puarlar

16. Pasteur pipeti

17. Lam

18. Lamel

3.3. Ekstraksiyon
Calismada kullandigimiz Kimyon (C. cyminum) ve Karabas Kekik (T. spicata)

bitkilerinin yaprak ve tohum kisimlarindan ugucu yaglari ¢ikarildi. Ekstrakt ¢ikarma
isleminde NON ASBESTOS marka Clevenger cihazi kullanildi. 40 gr bitki i¢in 400 ml
distile su ilave edilerek yaklasik olarak 3 saatte ugucu yag ¢ikarildi ve bu islem yeterli

ucucu yag elde edilinceye kadar tekrarlandi.

Elde edilen ugucu yagdan 100 pl alinarak 900 pl asetonla karistirildi. Sonug olarak 1
kisim yag 9 kisim aseton karistirilmis oldu [66].

Sirasiyla 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 Karabag Kekik (Thymbra spicata) dozu:

0.05 pl/ml ugucu yag icin 5 ml besiyerine 0.05 pul/ml x 5 ml = 0.25 pl ugucu yag
gereklidir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,
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1000 pl stok ¢ozeltide 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

(100 pl ugucu yag+900 pl aseton)

Xul 0.25 pul ugucu yag bulunur

X =2.5 ul olarak bulunur
Bulunan sonugla stoktan 2.5 pl alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.
2. 5 ul Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) dozu:

0.10 pl/ml ugucu yag i¢in 5 ml besiyerine 0.10 pl/ml x 5 ml = 0.5 pl ugucu yag

gereklidir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,
1000 pl stok ¢ozeltide 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

(100 pl ugucu yag+900 pl aseton)

X ul 0.5 ul ugucu yag bulunur

X =5 pl olarak bulunur
Bulunan sonugla stoktan 5 pl alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.
3. 7.5 ul Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) dozu:

0.15 pul/ml ugucu yag i¢in 5 ml besiyerine 0.15 pl/ml x 5 ml = 0.75 pl ugucu yag

gereklidir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,
1000 pl stok ¢ozeltide 100 pl ugucu yag bulunuyorsa

(100 pl ugucu yag+900 pl aseton)

Xl 0.75 pl ugucu yag bulunur

X =17.5 pl olarak bulunur

Bulunan sonugla stoktan 7.5 pl alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.
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4. 10 pl Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) dozu:

0.20 pl/ml ugucu yag i¢in 5 ml besiyerine 0.20 pl/ml x 5 ml = 1.0 ul ugucu yag
gereklidir. Bu doz besiyerine su sekilde ilave edildi,

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

X ul 1.0 pl ugucu yag bulunur

X =10 pl olarak bulunur

Bulunan sonugla stoktan 10 pl alinarak 5 ml besiyerimize eklendi.

Metod

3.4. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin

Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini
(Sister Chromatid Differentiation=SCD) saglamak amaciyla gelistirdikleri metod
modifiye edilerek kullanildi [67]. Saglikli, yaslari birbirine yakin ve sigara igmeyen on
bayan ve on erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan Ornekleri steril
sartlarda kromozom medyumlarma (5ml) 12 damla ekildi. Onceden steril sartlarda
hazirlanan BrdU c¢ozeltisinden her tiipe 10 pg/ml olacak sekilde (hazirlanan BrdU
soliisyonundan 100 pl) yine steril sartlarda ve ilave edilerek iyice karistirildr (50 pg
BrdU/100 pl besi yeri). Hazirlanan hiicre kiiltiirii etiivde 37°C’de 72 saat igin inkiibe
edildi. Kiiltiir sliresinin bitimine 24 saat kala Kimyon ve Karabas Kekigi ugucu
yaglarinin insan kromozomlar1 iizerine etkisini incelemek i¢in son olarak kiiltiir
tiiplerine ilave edildi.
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MMC (Mitomisin-C), bidistile suda ¢oziilerek pozitif kontrol olarak kullanildi. Son
konsantrasyon olan MMC’nin insan kromozomlar1 {izerine etkisini incelemek igin
kiiltiir bitimine 24 saat kala 0.3 pug/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine eklendi. Aseton (C3HgO)
test kontrol olarak, distile su (%1) ise negatif kontrol olarak kullanildi [68].

70. saate ulasan kiiltiire (kiiltlir siiresinin bitiminden 2 saat 6nce) hazirlanan kolsisin
cozeltisinden her tiipe ilave edildi (0.06 pg/ml) ve iyice karistirmak amacr ile tiipler
yavas bir sekilde sallandi. 37°C’de 2 saat siiresince hiicreler kolsisin ile 6n muameleye
tabi tutuldu. Kiiltiir siiresinin bitiminde (72. Saatin sonunda) kiiltiir tiipleri 10 dk 2000
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij edilen kiiltiir tliplerinin iizerindeki siipernatanti atildi.
Tiipiin dibinde kalan 0.5-0.7 ml’lik siv1 iyice karigtirildiktan sonra etiivde 37°C’de
tutulan hipotonik ¢ozelti tiiplere eklendi. Hiicrelerde kiimelesme olmasini 6nlemek igin
cozelti tiiplere karistirilarak ve damla damla her tiipe 5 ml ilave edilerek agizlar1 kapali
sekilde etiive konuldu. Hipotonik ¢ozelti eklenilen tiipler 37°C’de 30 dk etiivde
bekletildi. Stirenin bitiminde 10 dk 2000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant kismi
atildi. Her tiipe 5 ml olarak soguk fiksatif yavas bir sekilde karistirilarak ilave edildi.
2000 rpm’de 10 dk fiksatif ile muamele edilen hiicreler santrifiij edildi ve slipernatant
kismi atildi. Bu islemin 3 kez tekrarlanmasi ile tiipte kalan sivinin tamamen
berraklastigi goriildii. Santrifiij isleminin sonunda dipte 0.5-0.7 ml s1v1 kalacak sekilde
siipernatant kismi atilarak kalan sivi ile preparatlar hazirlandi. Pasteur pipeti ile tiipiin
dibinde toplanan hiicreler karigtirilarak homojen hale getirilerek pasteur pipetine 4-5
damla bu hiicre siispansiyonundan g¢ekildi. Daha 6nce temizlenmis lamlarin {izerine
pasteur pipetinden 1’er damla 50 cm yiikseklikten farkli alanlara damlatild: (her lama 3-
4 damla). Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmasi sirasinda damlalarin {ist {iste
diismemesine dikkat edilerek, hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam iizerinde

yayilmalari saglandi. Kurumak iizere preparatlar oda 1sisinda 24 saat bekletildi.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini
(Sister Chromatid Differentiation=SCD) saglamak amaciyla gelistirdikleri metod
modifiye edilerek kullanilmistir [67]. Kurutulan preparatlar isinlama kabina konarak
tizeri film gibi Ortiilecek bicimde Sorenson tamponu ile kapatildi. 5 ml tampon A, 5 ml

tampon B’den alinip bu karisimin distile su ile 100 ml’ye tamamlayarak isinlama
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¢ozeltisi hazirland1 (pH=6.8). Kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini 1ginlama
¢ozeltisinin azlig1 veya fazlaliginin 6nemli derecede etkiledigi goriildii. Bu sebeple ince
bir tabaka halinde preparatlarin {izeri 1smnlama ¢ozeltisi ile ortiildii. Bu preparatlar, 30
W’luk 254 nm dalga boyunda i1sik yayabilen karanlikta 15 cm ylikseklikten tek
ultraviyole lamba ile 30 dk isinlandi. Isinlanma sonunda preparatlar 1xSSC eriyi
icerisinde 58-60°C arasindaki sicakliklarda 60 dk etiivde inkiibe edildi. % 5°lik Giemsa
boya c¢ozeltisi inkiibasyon siiresi tamamlanmadan 15 dk once, 5 ml Giemsa, 5 ml
tampon A ve 5 ml tampon B’nin karigtirilarak iizeri 85 ml saf su ile tamamlanmasiyla
hazirland1 (pH=6.8). Hazirlanan bu boya filtre kagidindan dik bir sale igerisinde
siiziildii. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda 1xSSC soliisyonundaki preparatlar
alinarak direkt olarak giemsa boya ¢ozeltisi icerisine konuldu ve 20 dk bekletildi. Siire
bitiminde boya igerisinden c¢ikarilan preparatlar iic ayr1 kaba konulan saf sudan
gecirilerek preparatlar tizerindeki fazla boyanin akmasi saglandi ve kurumaya birakildi.
Kuruyan preparatlarin daimi hale gelmesi i¢in entellan ile kapatildi. Entellanin kurumasi

ile birlikte preparatlar mikroskop altinda incelendi.

3.4.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanan daimi preparatlar immersiyon objektifi ile Olympus marka binokiiler 1g1k
mikroskobunda incelendi (10x100=1000 biiyiitmede).

3.4.4. KKD ve Replikasyon Indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi

KKD Sayisinin Saptanmasi

Kan Kkiiltlirline ait iyi dagilmis preparatlardan, bir kromozomun acik boyanmis
kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki agik
boyanmis parcalarin sayilmasi ile ikinci mitozu gegiren 100 metafazda KKD sayisi
belirlendi [69]. Kromozom kollarmin ug¢ kisminda parga degisimi olmus ise bir KKD
olarak ve eger kromozom kollarmin orta kisminda parca degisimi olmus ise iki KKD
olarak sayildi. Fakat bu sonuclar1 incelerken kromatidlerin primer bogum bdélgelerinden

doniim yapmuslar ise bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigr durumun sematik olarak
gosterilmesi [69].

Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon Indeksi=PI) Saptanmasi

Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas Kekik (Thymbra spicata) bitkilerinin
ekstraktlarnin  DNA replikasyonu tizerindeki etkilerini saptamak amaci ile RI
hesaplandi. Bu hesaplamalar igin rastgele se¢ilen 100 hiicre incelendi. Bu incelemeler
esnasinda goriilen birinci, ikinci ve liglincli metafaz devresindeki hiicreler sayilarak RI

asagidaki formiille hesaplandi.

RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100
M1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayist
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1

1., 2. ve 3. metafazlar su yontemle ayirt edildi [70]. BrdU, deoxytimidin (dT) ve
deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan bilesikleridir ve aralarindaki tek fark
tasidiklar1 benzen halkasindaki 5. C atomuna dT’de CHs, BrdU’de Br ve dU’da H

atomunun bagl olmasidir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU) ‘in
kimyasal yapilari.

BrdU Kkiiltiir ortamina koyuldugunda, hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada (1.S fazinda)
dT’in yerine BrdU yeni sentezlenen DNA dallarindan birinin (poliniikleotid ipligi) i¢ine
gecmektedir. Boyle hiicreler 1. Mitoza ugradiklarinda meydana gelen yeni hiicrelere ait
kromozomlarin her iki kromatidi de koyu renkte boyanmaktadir. S (2. S faz1) fazina
giren bu hiicreler DNA ipliginin birisi BrdU digeri dT tasidigindan, DNA replike
oldugunda tekrar ortamda bulunan BrdU’i yapilarina almaktadirlar. Hiicreler 2. Mitoza
ugradiklarinda ise yavru hiicrelerin kromozomlarinin kromatidlerinden biri koyu
boyanirken digeri agik boyanmaktadir. Ciinkii, koyu boyanan kromatidde DNA ipliginin
biri dT tasirken, digeri BrdU tasimaktadir. Ag¢ik boyanan kromatidi olusturan DNA
ipliginin ikisi de BrdU tasimaktadir. BrdU bulunan ortamda S fazina (3. S fazi1) bdyle
yavru hiicreler tekrar girdiklerinde ortamdaki BrdU’yu yapilarina alirlar. Bu hiicrelerin
kromozomlarindan birini olusturan DNA ipliginden biri BrdU’yu, digeri dT uyu
tasidigindan 3. mitoza girdiginde yavru hiicrelerin kromatidlerinden biri koyu digeri
acik renkte boyanmaktadir. 3. Mitoza ugradiklarinda acik renkte boyanan kromatidleri
tastyan hiicreler ise kromatidleri olusturan DNA ipliklerinin her ikisi de BrdU
tasidigindan yeni yavru hiicrelerin kromozomlarini olusturan kromatidlerin her ikisi de
acik boyanmaktadir. Bu nedenle 3. Mitoz sonucu olusan yeni yavru hiicrelerin
bazilarinin her iki kromatidi agik boyanirken, bazilarinin kromatidlerinden biri agik
digeri koyu renkte boyanmaktadir. Kisaca Ozetlersek, BrdU’lu ortamda bulunan
hiicrelerin kromozomlarim1 olusturan kromatidlerin her ikisi, birinci mitoz sonucu

olusan yavru hiicrelerde koyu renkte boyamir. Ikinci mitoz sonucu olusan yavru
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hiicrelerde kromatidlerin biri koyu digeri agik boyanir. Ugiincii mitoz sonucu olusan
hiicrelerde ise hiicrelerin bir kisminda kromatidlerin biri agik, digeri koyu renkte
boyanirken, diger bir kisminda ise kromatidlerin ikisi de a¢ik boyanmaktadir. Sematik
olarak Sekil 3.3’de gdsterilmistir. Bu boyanma sekliyle hiicrelerin kaginci mitozda
oldugu anlasilabilmektedir. Bu hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi
kromozomlarin her iki kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik,
diger kromatidi de koyu renkte boyanmaktadir. Boyle hiicrelerde 3. mitoz boliinmeyi
geciren hiicrelerdir. Metafaz esnasinda bulunan 100 hiicre incelenerek kaginci mitoz
evresinde olduklar1 belirlenmistir. Bu sonuca gore replikasyon indeksi (RI) formiille

hesaplandi.
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Sekil 3.3. BrdU’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi geciren
hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi [70].

Mikroskopta Fotograf Cekme

Olympus marka mikroskopla 1000 biiyiitmede fotograflar ¢ekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyon (C. cyminum) ve Karabas Kekik (T. spicata) Bitki U¢ucu Yaglarinin

Aseton Karisimi Muamele Edilen insan Periferal Lenfositlerinde KKD Uzerine

Etkisi

C. cyminum ve T. spicata ugucu yaglarinin 0.05 pl/ml, 0.10 pl/ml,0.15 pl/ml ve 0.20
ul/ml dozlar ile 24 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde belirlenen
ortalama kardes kromatid sayilar1 (KKD) tablo 4.1’de goriilmektedir. Her iki kontrolle
karsilastirildigl zaman, sayilan 100 hiicrede, C. cyminum ve T. spicata ugucu yaglarinin
insan lenfositlerinde KKD sayisint artirdigr goriildii (Cizelge 4.1 ve 4.2). Kimyon doz
ve SCE arasinda r=0.94 pozitif korelasyon bulunmus ve kekik doz ve SCE arasinda
r=0.99 pozitif korelasyon bulundu (Grafik 4.1 ve 4.2).
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Tablo 4.1. Farkli dozlarda Kimyon ve Karabas Kekik Ugucu Yaglarmin Aseton
karisimi ile 24 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde ortalama kardes

kromatid degisimi (KKD) sayis.

Gruplar Konsantrasyon Muamele Toplam KKD +SEM
(nl/ml) siiresi (saat) Hiicre sayis1 (%)
Negatif Kontrol - 24 100 0.3 +0.3
Aseton 2.5 pl/ml 24 100 1 +0.57
Kimyon Ucucu 0.05 pl/ml 24 100 2.5* +0.28
Yag
© 0.10 pl/ml 24 100 3.16* +0.16
© 0.15 pl/ml 24 100 5.5*% +0.28
© 0.20 ul/ml 24 100 10* +0.57
Karabas Kekik 0.05 pl/ml 24 100 3.4* +0.20
Ucucu Yagi
© 0.10 pl/ml 24 100 5.5*% +0.28
© 0.15 ul/ml 24 100 8.4* +0.20
© 0.20 pl/ml 24 100 11.83* +0.44
Pozitif Kontrol 0.3 pg/ml 24 100 64 +0.57
(MMC)

Dunnett T testi ile kargilastirildi.
Negatif kontrolle ¢dziicii kontrol arasinda fark yok (p> 0.05).

*Kontrol ve solvent kontrole gore 6nemli (p<0.01).
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Resim 4.1. KKD’nn goriildiigii M2 evresindeki metafaz plag
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Cizelge 4.1. Farkli dozlarda Kimyon Ekstraktlarinin Aseton karisimi ile 24 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid degisimi
(KKD) sayist. (A: Negatif Kontrol, B: Aseton (2.5 ul/ml), C: Kimyon (0.05 ul/ml), D:
Kimyon (0.10 pl/ml), E: Kimyon (0.15 pl/ml), F: Kimyon (0.20 ul/ml), G: Pozitif
Kontrol (MMC) (0.3 pg/ml)).
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Kimyon doz ve SCE

13
12
1

10 n

SCE

3 -

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

Grafik 4.1. Kimyon doz ve SCE arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.94).
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Cizelge 4.2. Farkli dozlarda Kekik Ekstraktlarinin Aseton karigimi ile 24 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid degisimi (KKD) sayisi.
(A: Negatif Kontrol, B: Aseton (2.5 ul/ml), C: Kekik (0.05 pl/ml), D: Kekik (0.10
ul/ml), E: Kekik (0.15 pl/ml), F: Kekik (0.20 pl/ml), G: Pozitif Kontrol (MMC) (0.3
ug/ml)).
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Kekik doz ve SCE

SCE

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

Grafik 4.2. Kekik doz ve SCE arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.99).

4.2. Karabas Kekik (T. spicata) Ucucu Yaginin Aseton Karisinm Muamele Edilen

insan Periferal Lenfositlerinde KKD Uzerine Etkisi

T. spicata ugucu yagmin 0.05 pl/ml, 0.10 ul/ml1,0.15 ul/ml ve 0.20 pl/ml dozlar ile 24
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde belirlenen replikasyon indeksi (RI)
ve M1, M2 ve M3 oranlar1 tablo 4.2°de goriilmektedir. Her iki kontrolle karsilastirildigi
zaman sayilan 100 hiicrede, T. spicata ekstraktinin insan lenfositlerinde RI’ni azalttigi
goriilmektedir (Cizelge 4.3). T. spicata ekstraktinin 0.10 pl/ml1,0.15 pl/ml ve 0.20 pl/ml
dozlar1 kontrol ve solvent kontrole gore 6nemli (p<0.01). Kekik doz ve RI arasinda

negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0.94) (Grafik 4.3).
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Tablo 4.2. Kontrol ve Karabas Kekik Ugucu Yag Gruplarmin Insan Lenfosit
Hiicrelerinde Replikasyon Indeksi (%).

Gruplar Konsantrasyon Muamele Toplam M1 M2 M3 RI +SEM

(ul/ml) Siiresi Hiicre Sayis1 (%)
(saat)

Negatif - - 100 10 25 65 257  +0.02

Kontrol

Aseton 2.5 ul/ml 24 100 35 20 45 225* +0.08

Karabas 0.05 pl/ml 24 100 12 38 50 244  +0.05

Kekik

Ucucu

Yagi

© 0.10 pnl/ml 24 100 48 12 40 1.90* +0.05

¢ 0.15 pl/ml 24 100 59 11 30 1.75* =+0.02

© 0.20 pl/ml 24 100 60 17 23 1.58* +0.02

Pozitif 0.3 pg/ml 24 100 89 5 6 1.20  +0.02

Kontrol

(MMC)

Dunnet T testi ile karsilastirildi.
Negatif kontrolle ¢oziicii kontrol arasinda fark yok (p>0.05).

*Kontrol ve solvent kontrole gore 6nemli (p<0.01).
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Resim 4.3. M2 evresindeki metafaz plag.
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Resim 4.4. M3 evresindeki metafaz plag.

Kekik RI
Mean and Standard Error

A B c D E F G
Column

Cizelge 4.3. Kontrol ve Kekik Ekstrakt Gruplarinin insan Lenfosit Hiicrelerinde
Replikasyon Indeks Oranlari (A: Negatif Kontrol, B: Aseton (2.5 pl/ml), C: Kekik (0.05
ul/ml), D: Kekik (0.10 pl/ml), E: Kekik (0.15 pl/ml), F: Kekik (0.20 pl/ml), G: Pozitif

N

-
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Kontrol (MMC) (0.3 pg/ml)).

Kekik doz ve RI

RI

1

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

Grafik 4.3. Kekik doz ve RI arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0.94).

4.3. Kimyon (C. cyminum) Ucucu Yagimin Aseton Karisima Muamele Edilen Insan
Periferal Lenfositlerinde KKD Uzerine Etkisi

C. cyminum ugucu yagmin 0.05 ul/ml, 0.10 pl/ml1,0.15 pl/ml ve 0.20 ul/ml dozlar ile 24
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde belirlenen replikasyon indeksi (RI)
ve M1, M2 ve M3 oranlar1 tablo 4.3’ de goriilmektedir. Her iki kontrolle karsilastirildig
zaman sayilan 100 hiicrede, C. cyminum ekstraktinin insan lenfositlerinde RI’ni azalttig1
goriilmektedir (Cizelge 4.4). C. cyminum ekstraktinin 0.05 pl/ml, 0.10 ul/ml1,0.15 ul/ml
ve 0.20 pl/ml dozlar1 kontrol ve solvent kontrole gére dnemli (p<0.01). Kimyon doz ve

RI arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0.95) (Grafik 4.4).
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Tablo 4.3. Kontrol ve Kimyon Ekstrakt Gruplarmin Insan Lenfosit Hiicrelerinde
Replikasyon Indeksi (%).

Gruplar  Konsantrasyon Muamele Toplam M1 M2 M3 RI +SEM

(ul/ml) Siiresi Hiicre Sayis1 (%)
(saat)

Negatif - - 100 10 25 65 257 +0.02

Kontrol

Aseton 2.5 ul/ml 24 100 35 20 45 225* =+0.08

Kimyon  0.05 pl/ml 24 100 36 15 49 219* +0.03

Ucucu

Yag

¢ 0.10 ul/ml 24 100 43 10 47 2.06* +0.01

¢ 0.15 ul/ml 24 100 42 14 44 2.03* +0.01

¢ 0.20 ul/ml 24 100 40 36 24 1.79* +£0.02

Pozitif 0.3 pg/ml 24 100 89 5 6 1.20  +0.02

Kontrol

(MMC)

Dunnet T testi ile karsilastirildi.

Negatif kontrolle ¢oziicii kontrol arasinda fark yok (p>0.05).

*Kontrol ve solvent kontrole gére 6nemli (p<0.01).
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KimyonRI
Mean and Standard Error

A B C D E F G

Column

~

-

Cizelge 4.4. Kontrol ve Kimyon Ekstrakt Gruplarmin Insan Lenfosit Hiicrelerinde
Replikasyon indeks Oranlari (A: Negatif Kontrol, B: Aseton (2.5 pl/ml), C: Kimyon
(0.05 pl/ml), D: Kimyon (0.10 pl/ml), E: Kimyon (0.15 pl/ml), F: Kimyon (0.20 pl/ml),
G: Pozitif Kontrol (MMC) (0.3 pg/ml)).
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Kimyon doz ve RI

2417]™
2376
23%
2,204
2253
2012
2471

213
2,089

2,048

RI

2,007
196 T
1925
1,884

1,843

1,802

1,761

172

1,679

1,638

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

Grafik 4.4. Kimyon doz ve RI arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0.95).
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5. TARTISMA VE SONUC

Literatiirde Karabag Kekigi ugucu yag bileseni olan Thymol’le yapilan iki ayri
calismada; bronsit, oksiiriik, nezle ve ekzema gibi bazi1 hastaliklarda, antiseptik olarak
kullanildig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda Thymol’iin genotoksik etkisi KKD testiyle
belirlenerek, Tyhmol’iin yiiksek dozlarda 6nemli derecede KKD sayisini artirdigi, fakat

bu sonug istatistiksel olarak dnemli bulunamamustir [71, 72].

Bat1 ve Giiney Anadolu’da yetismekte olan Kara kekik’in Thymbra spicata L. tiiriiniin
yaprak ve ¢igeklerinden ibaret oldugunu ve % 1.2-1.5 arasinda ugucu yag tasidigini, bu

ugucu yagda fenol tiirevi olarak 6zellikle carvacrol (% 45) bulundugu saptanmistir [73].

Mentha, Melissa officinalis ve Thymus wvulgaris bitkilerinde sicak kuru, giinesli
havalarda ugucu yag miktarinin distigi goriiliirken, nemli ve soguk havalar da ise

ugucu yag miktarinin arttigi gézlenmistir [74].

MMC’nin varliginda, insan lenfosit hiicrelerinde yapilan bu ¢alismada; carvacrol’iin
biitlin dozlarda SCE’nin olusumunu artirmadigi, hatta MMC’nin neden oldugu SCE

oranlarini inhibe ettigi gorilmistiir [75].

Unda beyazlatma maddesi olarak kullanilan benzol peroksit’in; genotoksik etkisinin
olup olmadigini insan periferal lenfositlerinde in vitro kardes kromatid degisimi (SCE)
testi ile arastirilan bu ¢alismada; benzol peroksit’in genel olarak KKD’yi arttirdig, fakat
bu artisin yalnizca en yiiksek konsantrasyondaki (100 pg/ml) benzol peroksit ile 48

saatlik uygulama siiresinde istatistiksel olarak dnemli oldugu gézlemlenmistir [76].

KKD yontemi kullanilarak yapilan bir bagka g¢aligmada; degisik tiplerdeki 16semili
olgularda genomik instabilitenin roliiniin degerlendirilmesi sonucunda; KKD sikliginin
diisiik oranda olmasini 16semili olgularda beklenen olasi bir durum olarak karsilamis ve

genomik instabilitenin arastirilmasinda informatif olmayacagini 6ne siirmiistiir [77].

Literatiirde CO zehirlenmesinde KKD c¢alismasi ile ilgili yeterli diizeyde calismaya
rastlanilmamis olup CO zehirlenmelerinin sikligi g6z Oniine alinarak yapilan bu
calismada, CO zehirlenmesinin genotoksik etkisi ve bagisiklik sistemimizin en 6nemli
hiicresel elemanlar1 olan lenfositlerin yasam siiresi iizerine etkileri belirlenmistir. CO

zehirlenmelerinde CO’in hiicre lizerindeki toksik etkileri ve canlilarin genetik yapisinda
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mutasyon olusturma ihtimali sebebiyle ciddi bir saglik problemi olarak goriilmiistiir
[78].

Genotoksisite testleri olan; kromozom aberasyonu, mikronukleus ve kardes kromatid
degisimi yontemleri ile Miyelodisplastik sendrom olgularinda genomik instabilitenin
roliinii belirlemek ve bu yontemlerin birbirleriyle olan iliskisini arastirmak amaciyla
yapilan bu calismada; MDS’lu olgulardaki MN ve KKD sikligindaki anlamli artis,
genomik instabilite i¢cin MN ve KKD’nin informatif bir biyolojik gosterge oldugu
goriilmektedir [79].

Karabas Kekigi olarak da bilinen Isparta yoresinde yetisen TSL (Thymbra spicata L.);
degisik dozlarda TSL yagmin ve atorvastatinin (ATS) sicanlarin karaciger, kalp ve
bobrek dokularindaki histopatolojik etkilerine bakilarak; TSL ve ATS’nin genel
anlamda rutin  biyokimyasal tetkikleri bozmadigi  goriilmiistiir. TSL’nin
hiperkolesterolemide etkili olabilecegi ve 300 mg/kg TSL ile ATS yaklasik ayni oranda
antihiperkolesterolemik etki gosterdigi saptanmistir. TSL ve ATS’de ¢ok diisiik oranda
bobrek hasart goriilmiis fakat TSL’ nin hasar miktar1 doz artisiyla artmaktadir [80].

Ulkemizde kullanimi yaygin olan baharatlardan targin, kimyon ve sumak iizerine
yapilan ¢alismada; baharat Orneklerinin her bir tiirlin su, etanol-su, metanol ve
kloroform ekstraktlar1 literatiire uygun yontemler kullanilarak edilmistir. Antioksidan
aktiviteleri, fenolik bilesik miktarlar1 ve indirgeme kabiliyetleri belirlenen ekstraktlar;
antioksidan aktivite diizeylerinin, tar¢in ve kimyonun su ekstraktlarinda en yiiksek,
kloroform ekstraktlarinda en diisiik ve diger tiim ekstraktlarda ise orta seviyede oldugu
sonucuna ulagilmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik bilesik miktarlarinin; sumagin
metanol ve etanol-su ekstraktlarinda en yiiksek, kloroform ekstraktlarinda en diisiik ve
diger biitiin ekstraktlarda degisen seviyelerde oldugu gozlenmistir. Olgiimler
dogrultusunda ekstraktlarin indirgeyici gii¢lerinin, sumak metanol ekstraktinda en
yiiksek, kloroform ekstraktlarinda en diisiik ve diger biitiin ekstraktlarda degisen
diizeylerde oldugu goriilmiistiir [81].
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Akrilamidin (AA) etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada; kardes kromatid
degisimi (KKD), kromozom aberasyonu (CA) ve mikroniikleus (MN) testleri
kullanilmis olup, AA’nin sitotoksik etkilerini arastirmak i¢in ise mitotik indeks (MI) ve
replikasyon indeksi (RI) kullanilmistir. AA'nin genotoksisitesine karsi pelargonidin
(PG) ve gallik asit (GA)'in antigenotoksik etkileri de incelenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen in vivo ve in vitro test verilerine gore gallik asit'in, AA'nin neden oldugu
genotoksisite frekansinda belirgin bir diisiise neden oldugu ve GA'in pelargonidin
(PG)'den daha giiclii bir anti mutajenik etkisinin oldugu, PG'in herhangi bir genotoksik

ve sitotoksik etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir [82].

Bir baska calismada ise; gemfibrozil’in kardes kromatid degisim oranina etkilerinin,
insan periferal lenfosit kiiltiirtinde in vitro olarak arastirilarak gemfibrozil’in farkli
dozlarda kardes kromatid degisim oraninda artisa sebep oldugu goriilmiis olup ayrica;
KKD-replikasyon indeksi arasinda negatif bir korelasyon (r = -0.97) oldugu,
gemfibrozil konsantrasyonlarinin artisiyla hiicre replikasyon indeksi ve KKD'nin arttig1

sonucuna ulasilmistir [83].

Yapilan in vitro ¢alismamiz dogrultusunda Kimyon (Cuminum cyminum) ve Karabas
kekigi (Thymbra spicata) bitkilerinin genotoksik etkilerini KKD testi ile gosterdik ve
sonu¢ olarak Kimyon bitki ugucu yaglarmin insan lenfosit kiiltiirtinde, dort farkl
dozunun (0.05 pl/ml, 0.10 pl/ml, 0.15 pl/ml, 0.20 pl/ml) 24 saat uygulanmasi ile
Kimyon (C. cyminum) Ugucu Yaginin;

a) Replikasyon indeksini diisiirdiigii ve farkli dozlar1 ile replikasyon indeksi arasinda
negatif korelasyon vardir (r= -0.95).
b) Kontrol ve solvent kontrole goére her doz 6nemlidir (p<0.01).

¢) KKD sayisin1 negatif kontrolle kiyasla artirdigi saptanmustir.
Karabag Kekik u¢ucu yaginin insan lenfosit kiiltiiriinde, dort farklt dozunun (0.05 pl/ml,

0.10 pl/ml, 0.15 ul/ml, 0.20 pl/ml) 24 saat uygulanmasi ile Karabas Kekik (T. spicata)

Ucucu Yaginin;
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a) Farkli dozlar ile replikasyon indeksi arasinda negatif korelasyon vardir (r=-0.94) ve
replikasyon indeksini diistirdiigii goriilmiistiir.

b) Kontrol ve solvent kontrole goére 0.10 ul/ml, 0.15 pul/ml ve 0.20 pl/ml dozlari
onemlidir (p<0.01).

¢) Dozlar1 ve KKD sayisi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.99).

Calismamizin verilerine gore; Kimyon ve Karabas Kekik Ekstraktr uygulanmis deneme
gruplar1 negatif kontrolle kiyaslandiklarinda, uygulanan ekstrakt dozlarinda artisa bagl
olarak KKD oraninin artti§i goriilmektedir. Ayrica ekstrakt konsantrasyonu artisi ile
replikasyon indeksinin (RI) diistiigii gorilmistiir. In vitro olarak yaptigimiz bu ¢alisma
Kimyon ve Karabas Kekik ekstraktlarinin tam anlamiyla etkilerini agiklayamayabilir bu

nedenle in vivo galismalarin yapilmasi da 6nerilmektedir.
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