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OZET

Bu calismanin amacit T. spicata ve C. cyminum ugucu yaglarinin genotoksik ve
sitotoksik etkilerinin insan periferal lenfosit kiiltliriinde in-vitro olarak arastirilmasidir.
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. T.
spicata ve C. cyminum ugucu yaglar uygulanmis tiim deneme gruplari1 negatif kontrol ve
pozitif kontrol mitomisin-C (MMC, 0.3 npg/ml) ile kiyaslandiginda, uygulanan T.
spicata ve C. cyminum ugucu yag dozlar1 kromozom aberasyon sikliginda artisa yol
acmistir. Kromozom ve kromatid kiriklari, kromatid birlesmeleri, fragment ve kromatid
degisiklikleri tiim doz uygulamalarinda gozlenmistir. Negatif ve ¢oziicii kontrol ile
kiyaslandiginda T. spicata ve C. cyminum ugucu yaglari tiim konsantrasyonlarda hiicre
boliinme indeksini diisiirmistiir. Calisma sonuglart T. spicata ve C. cyminum ugucu
yaglarlarinin insan lenfosit kromozomlarinda in-vitro klastojenik potansiyeli oldugunu

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: T. spicata, C. cyminum, mitomisin-C (MMC), lenfosit kiiltiirleri,

insan kromozomlari, kromozomal aberasyonlar, mitotik indeks.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the genotoxic and cytotoxic effects of essential
oils of T. spicata and C. cyminum on human peripheral blood lymphocytes. 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 chromosomal aberration frequency in
all treatments of essential oils of T. spicata and C. cyminum concentrations for 24 h
comparing with the negative control and mitomycin C (MMC, 0.3ug/ml) which was
used as positive control. Chromatid and chromosome breaks, sister chromatid union,
fragment and chromatid exchange were observed in all treatment concentrations.
Essential oils of T. spicata and C. cyminum decreased the mitotic index (MI) in all the
concentrations and treatment times when compared with control and solvent control.
Our results suggest that essential oils of T. spicata and C. cyminum has clastogenic
potential for human lymphocytes chromosomes in-vitro.

Key words: T. spicata, C. cyminum, mitomycin C (MMC), lymphocyte cultures, human

chromosomes, chromosome aberrations, mitotic index.
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1. GIRIS

Diinya tizerinde yaklasik olarak bir milyon civarinda bitki tlirinlin var oldugu tahmin
edilmektedir. Bu bitkilerin yaklasik olarak yarisi adlandirilmis ve bilim diinyasina

kazandirilmistir [1].

Insanlik tarihi boyunca bircok hastalik (seker hastalifi, sarilik, nefes darlig1 vb.)
bitkilerle tedavi edilmeye c¢alisilmistir. Diinya Saglk Orgiiti (WHO), diinyada
yaklasik 4 milyar insanin (diinya niifusunun % 80’1) saglik problemlerini 6ncelikli

olarak bitkisel droglarla tedavi etmeye ¢alistiklarini bildirmektedir [2].

Ayrica, gelismis lilkelerdeki receteli ilaglarin yaklasik olarak % 25°1 bitkisel kokenli
etken maddeler (atropin, kolsisin, digoksin, taksol, vinkristin, morfin vimbilastin,

rezerpin, kinin, aspirin vb.) igermektedir [2].

1980 yilinda, Diinya Saglik Orgiitii (WHO), tibbi bitkileri “bir veya birden fazla
organiyla tedavi edici veya hastaliklar1 dnleyici olabilen veya herhangi bir kimyasal-
farmasoétik sentezin Onciisli olabilen bitki ¢esitleridir” seklinde tanimlamis ve bitkisel
tiriinlerin tedavide kullanilabileceklerini kabul etmistir. Ila¢c olarak bir maddenin
kullanilabilmesi i¢in yapisinin iyi bilinmesi, etki mekanizmasinin ve dozunun belli

olmasi ve giivenilirlik siniriin belirtilmis olmasi gerekmektedir [3].

Tiirkiye cografi konumu, iklim ve bitki cesitliligi, tarimsal potansiyeli, genis
yiizOlclimii sayesinde tibbi ve aromatik bitkilerin ticaretinde 6nemli bir konuma

sahiptir [4].

Ulkemizde 9000’e yaki farkli dogal bitki tiirii bulunmaktadir. Bunlarm %30°u ise

endemiktir. Fakat bu bitki zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir [5].

Tiirkiye’de tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayis1 tam olarak bilinmemekle birlikte,
yaklasik 500 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bunlardan 200’iiniin ihrag¢
potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir [1,6,7].

Ugucu yaglarin tedavi edici 6zellikleri yaninda zarar verici yonlerininde oldugu g6z
oniinde bulundurulup, kullanilacagr yer ve dozunun iyi bir sekilde ayarlanmasi

gerektigi agiklanmugtir. Ozellikle ugucu yaglarin ve bilesenlerinin bazilarmin



genotoksik aktivitesi belli doz artisina paralel olarak ortaya ¢iktigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir [8-13].

Toksik ajanlarin DNA molekiilleri ile etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan ve gelecek
kusaklara tasinan toksisite “genotoksisite” olarak tanmimlanir. Genotoksik etki
metillenmeyle ya da ajanlarin direkt olarak mutasyona neden olmasiyla
gerceklesebilir. Bu etkinin organizmadaki mekanizmasimi ve mutajenlerin neden
olabilecegi risk faktorlerini arastiran bilim dalina ise “Genotoksikoloji” adi
verilmektedir [14].

Molekiiler kanser genetigindeki son gelismeler gosteriyor ki; karsinojenlerin
cogunun, genotoksite ve karsinogenezisi, onkogenler ve antionkogenlerdeki

mutasyonlarla iligkilidir [15,16].

Genotoksisite testleri temel olarak kanserden korunmada, c¢evresel etkenlerin (UV,
irradyasyon), endiistriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaglarin kullanim
asamasina gelmeden oOnce toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada
kullanilmaktadir. Bu genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanilmaktadir ve o
tarihten glinlimiize kadar bircok in-vivo ve in-vitro genotoksisite testleri

gelistirilmistir [15,16].

Genotoksisite testleri, molekiiler ve kromozom diizeyinde olabilmektedir. Molekiiler
diizeyde yapilan genotoksisite testleri; DNA hasarmin direkt belirlenmesi amaciyla
yapilan Comet testi, tamir edilebilir DNA hasarinin belirlenmesi amaciyla
Programlanmamis DNA Sentezi (UDS), Ames testi ve Drosophila testleri siklikla
kullanilmaktadir. Kromozom diizeyinde genotoksisite arastirmalarinda ise
sitogenetik testler olan Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Kromozom Aberasyonlari
(KA) ve Mikroniikleus (MN) analiz yontemleri siklikla kullanilmaktadir [17].

KKD testi, kardes kromatidler arasinda parga degisimi sonucu DNA’da meydana
gelen ve sonra tekrar birlesen kiriklarin belirlenmesini saglamaktadir. KKD testinde
hiicreler, bir timin analogu olan Brd-U (bromodeoksiiiridin) ile mitoz sirasinda
muamele edilir ve Brd-U’ nun floresan bir parlaklik vermesiyle kardes kromatid
degisimlerinin belirlenmesi saglanir. Kanser gibi hastaliklarda, SCE frekansinda artis
oldugu bilindigi i¢in, mutajenlere maruziyet sonucu olusabilecek hasarlarin

belirlenmesinde yaygin olarak tercih edilen bir tekniktir. Cesitli mutajenik maddeler



kromatid kiriklarini ve degisimlerini alkilleyici 6zellikleriyle (mitomisin C, nitrojen
mustard gibi) indiiklemektedirler [18].

Anoploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalar1 ile kromozom/ kromatid
tipi kirilmalar, anormal birlesmeler kromozomal aberasyon test sistemi ile
belirlenebilmektedir. Bu test yontemi 70’li yillardan beri klastogenik etkinin
arastirilmasi i¢in uygulanmaktadir [19,20].

Kromozom aberasyonlari, DNA diizeyindeki bir harabiyet sonucunda ortaya ¢ikar ve
DNA’ daki ¢ift zincir kiriklarinin onarilamamasi veya yanlis onarilmasindan
kaynaklanabilir [21].

Mikrontiikleus hiicre cekirdeginin disinda sitoplazmada yer alan ¢ekirdek orijinli
kiiciik kiiresel bir yapidir. Mitotik hiicrelerde kromozom fragmentlerinden veya
anafazda geg kalarak her iki kardes ¢ekirdege dahil olmayan kromozomlardan ya da
tam veya asentrik kromozom fragmentlerinden koken alir [22,23].

Karabas kekigi, halk arasinda, soguk alginliklari, 6ksiiriik, parazit, egzama gibi cilt
hastaliklarinin tedavisinde ve agri kesici olarak kullanilmaktadir. Ugucu yaginin
icerdigi fenoller nedeniyle bakteri ve mantarlara kars1 gii¢lii bir antibiyotik etkiye
sahip oldugundan, basta et iiriinleri olmak tizere gida iiriinlerinde aromatizan olarak,
bununla beraber parfiim, sabun, sampuan, i¢ki ve dis macunlari, konserve, sal¢a

soslar1 ve sucuklarin yapiminda da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [1,24-26].

Kimyon, halk arasinda; gaz soktiiriicti, siit arttirici, ishal kesici, romatizmal tedavide
(antienflamatuvar etki), dis agrisinda (analjezik ve antienflamatuvar etki), farenjit
(antienflamatuvar etki), karin agris1 (antispazmodik etki), ditiretik ve idrar yollarinin
tikanikliklarini  agma  (antienflamatuvar etki) gibi hastaliklarin  tedavisinde

kullanildig: bildirilmektedir [27,28].

Ancak yapilan literatiir taramalar1 sonucu karabas kekigi (T. spicata ) ve kimyon (C.
cyminum) bitkilerinin kromozom aberasyonlar1 iizerine etkilerinin g¢alisiimadigi
goriilmistiir. Bu ¢aligma ile halk arasinda yaygin olarak kullanilan karabas kekigi ve
kimyon bitkilerinin ugucu yaglarinin in-vitro insan periferal lenfositlerinde

kromozomal aberasyon olusumuna (KA) etkisinin saptanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgi

“Chromosome” olarak adlandirilan hiicre organellerinin islev ve morfolojilerini
inceleyen sitogenetik, sitoloji ve genetik bilimlerinin birlesmesiyle ortaya ¢cikmustir.
Bu birlesme, 6zellikle Mendel ilkelerinin 20. yy baslarinda yeniden kesfedilmesine
ve kaliimin kromozomal temelinin anlagilmasina sebep olmustur [29].

Kromozom, spesifik boyanma 6zelliginden dolayr Yunanca chromos (boya) ve soma
(kiitle) kelimelerinden tiiremistir ve ilk kez Waldayer tarafindan kullanilmistir. insan
kromozomlaria yonelik yapilan ilk calismalarda mayotik hiicreler incelenmis ve
insan kromozom sayis1 48 olarak belirlenmistir. 1956 yilinda Tijo ve Levan ‘in insan
fetlisii akciger fibroblastlarinda yapmis olduklar1 calismalarda, insan kromozom
sayistnin 46 oldugunu kesin olarak belirlemislerdir. Insanda 46 kromozom
bulunmaktadir ve bunlarin 44 ‘ii otozomal (viicut) ve 2 taneside gonozomal (esey)

kromozomlardir [29].

Sekil 2.1 Insanda erkege ait kromozom takimiin renklendirilmis goriintiisii [30].



Yapilan analizlerde her viicut hiicresinde 6x107°, her sperma ve yumurta

cekirdeginde ise 3x10™° miligram DNA oldugu tespit edilmistir [31].

Kalitsal materyalin hiicre dongiisiiniin interfaz sathasindaki kiimelesmis ve
yumaklanmis haline kromatin denilmektedir. Kromatinin kimyasal olarak
incelenmesi neticesinde kromozomlarin DNA histon (bazik) ve histon olmayan (hon
-histon, asidik) proteinlerden meydana geldigi goriilmiistiir. Histon proteinler ile
DNA karsilikli siki iliski icerisindedir. Okaryotik organizmalarda ne kadar DNA
varsa o kadar histon tipi protein vardir. Okaryotlardaki histon proteinler H1 H2a H2b
H3 ve H4 olmak iizere 5 grup icerirler. Kromozomun ana iinitesi 110 A ¢apindaki
iplik yumag seklinde goriilmektedir ve bu iplik yumagi iizerinde boncuk tanesi gibi
yapilar bulunmaktadir. Bu yapilar niikleozom olarak adlandirilmaktadir. H2a H2b H3
ve H4 histonlarinin monomerlerinden olusan 8 histon molekiiliiniin biraraya
gelmesiyle oktomer yap1 ortaya ¢ikmaktadir ve yaklasik 200 baz ¢iftinden olusan ¢ift
sarmalli DNA molekiilii oktomerin dis ¢evresini 2 kez sarmaktadir. Iki niikleozom
H1 histonu ile 50 niikleotid ¢iftinden olusan ¢ift sarmalli diiz bir DNA zinciri ile
birbirine baglanir ve bu diiz DNA zinciri kromatinini kolay bir sekilde egilip
biikelmesini saglamaktadir. Niikleozomlar, Okaryotik hiicrelerde DNA zincirinin
boyunun kisalmasini ve paketlenmesini saglamaktadir. Ik evrede DNA molekiilii gift
sarmal hale gecer ve kendini iki kat artirir, ikinci evrede histonlar DNA sarmaliyla
sarilir ve niikleozom olusur. Uciincii evrede ise niikleozomlar kivrilarak bobin
benzeri yapi olustururlar ki bu yapiya bobin modeli denilmektedir. Son olarak

dordiincii evrede ilmekler olusarak kromozom meydana gelmektedir [29].



Sekil 2.2 Tarayic1 elektron mikroskobu altinda goriintiilenen insan mitotik

kromozomlarinin renklendirilmis goriintiisii [30].

Genetik materyal denildiginde ilk olarak kromozom terimi akla gelmektedir. Anne ve
babaya ait kalitsal karakterlerin aciklanmasinda veya bir sonraki dole aktarilmasinda
kromozomlar gorev almaktadir [32,33]. Kromozomlar iizerinde birbirinden farkli
boyanma o6zelligine sahip iki ayr1 kisim vardir. Bunlardan koyu boyanan bolgeler
heterokromatin, agik boyanan bolgeler 6kromatin olarak adlandirilir. Genetik olarak
inaktif olan heterokromatin bolgeler sikica katlanmis kromozom ipliklerinden

olugsmaktadir [34].

2.1.1. Kromozomlarin Morfolojik Ozellikleri
Sayilar1 23 ¢ift ( 2n=46) olan insan kromozomlar1 151k mikroskobu ile mitoz
bolinmenin metefaz safhasinda incelenebilmektedir. Kromozomlar incelenirken

baz1 morfolojik 6zellikler dikkat ¢ekmektedir. Bu morfolofik 6zellikler [29]:

Kromatid: Kromatinlerin protein iskelete sarilmasi ile ortaya ¢ikan yapilardir ve

kromozomun kollar1 gibi goriiniirler. Sentromerin her iki tarafindaki kromatidler
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kromozom kolu olarak adlandirilir; kisa kolu (p kolu) ve uzun kolu (q kolu). Kardes
kromatidler birbiriyle tamamen ayni genetik bilgiyi tasirlar (Mayoz [I’de
krossingover’a kadar) [35].

Sentromer: Sentromerler, spesifik proteinlerin baglandigt DNA dizileridir.
Sentromer, kromozomu p ve q olarak iki kola ayiran ve sitogenetik bir belirleyici

olarak gériinen primer bogum seklinde tanimlanmistir [35].

Telomer: Kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan 6zel DNA dizileridir.
Kromozomun kendi fiizerine katlanmasini ve diger kromozomlara yapigsmasini
engelleyerek kromozom biitlinliiglinde biiyilk rol oynar. Yaslanma ile birlikte
telomerik DNA dizileri kisalmaya baglar. Kanser hiicrelerinin telomerik dizilerinde

kisalma gézlenmez [35].

Replikasyon Orjini  (Origins of Replication, ORI): Isik mikroskobu ile
goriilememesine ragmen, biitlin kromozomlarda en az bir tane DNA sentezinin
basladig1 bolge bulunur. Okaryotik kromozomlarda ise birden fazla ORI bélgesi
bulunur [35].

Kromozom Sekilleri
Kromozomlar sentromerlerinin bulundugu bolge ile total ve kol uzunluklarina gore
dort grupta incelenmektedir. Bunlar:

Metasentrik _kromozom: Sentromeri ortada ve iki kolu birbirine esit olan

kromozomlara denilmektedir.

Submetasentrik kromozom: Sentromeri merkezden uzak ve iki kolu biribirine esit

olan kromozomlara denilmektedir.

Akrosentrik _kromozom: Sentromeri kromozomun bir ucuna daha yakin olan

kromozomlara denilmektedir.

Telosentrik kromozom: Sentromerin kromozomun ug¢ bdlgesinde bulundugu

kromozomlar olup normalde insanda gézlenmeyen kromozom tipidir [29].
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Sekil 2.3 Kromozomlarin sentromer yerlesimleri ve buna dayanilarak yapilan

isimlendirmeleri [30].

2.2. Genetik Toksisiste

Miiller’ in 1927 yilinda yaptigi ¢alismada X 1sinlarinin Drosophila’da mutasyon
oranlarin1 normalden 15 000 kat daha fazla arttirdigini belirlemesiyle baslayan
genetik toksikoloji bugiin, gelisen teknoloji ile artan risk ve analiz yontemlerine bagh

olarak en 6nemli arastirma dallarindan biri haline gelmistir [36].

Toksikolojinin alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda veya fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere bagli olarak
hiicrelerin DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bilim dali

olarak adlandirilmaktadir [37-39].

Cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen hasarlar, DNA kiriklari, gen
mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi olaylarin timii

genetoksisite olarak adlandirilmaktadir [38,40,41].

Kanser olusumunun somatik mutasyon birikimi ile agiklanmasi bilinen bir dogrudur.

Genotoksinler, kromozom ve genlerde degisim ya da yeniden diizenlenmeye sebep



olan ajanlardir. Mutasyon ise DNA hasarina yol agan isleyis mekanizmasi ile hiicre
ya da organizma i¢in kaliimsal degisimdir. Toksik madde ve genetik materyal
ikilisinin sonucu mutasyon olabilir. Mutasyon, mutajen denilen fiziksel veya
kimyasal ajanlarla uyarilma sonucu ortaya ¢ikabilir [42].

Bir organizmanin genetik isaretlerinde, kalitsal (herediter) bir farklilasma olusturan
maddelere genetik zehirler denilmektedir. Genetik zehirler, gen hiicreleri iizerindeki
etkilerine gore; sitotoksik, sitostatik ve mutajenik etkenler olmak {izere
siniflandirilabilir. Sitotoksik maddeler; anoksi, protein koagiilasyonu veya membran
permeabilitesinin artmasina bagli olarak hiicre 6liimiine neden olabilir. Sitostatik etki
ise, daha ¢ok kromozom yapist ve sayisindaki degismeleri gosterir. Genlerdeki DNA
tizerindeki degismeler "nokta mutasyonu" olarak isimlendirilir. Genlerdeki nokta
mutasyonuna neden olan "mutajenik etkenler" viriisler, kimyasal maddeler ve
fiziksel etkenler olabilir. Bu olaya "mutajenesiz", mutasyona ugrayan tiire de

"mutant” denir [37].

Genotoksik madde

'

; Mutajenik olay

Somatik hucreler ' Sem huualu \
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| S——

Ressesif / Dominant ] Dominant-etal Dominant Risa |
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Sekil 2.4 Mutasyonlarin neden oldugu zararlar [37].

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarda bulunan bazi bilesiklerin, sitotoksik,

mutajenik veya antimutajenik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir [43,44].



2.2.1. Kromozom Aberasyonlari

Kromozom yapisi veya sayisindaki degisimler kromozom aberasyonlar1 olarak
adlandirilmaktadir. Bu olay kendiliginden veya kimyasal/radyasyon muamelesi

sonucu ortaya ¢tkmaktadir [45].

Okaryotik kromozomlarda meydana gelen bu degisiklikler sitolojik olarak mayoz ya

da mitoz bdlinme sirasinda ¢esitli boyama teknikleri kullanilarak tespit

edilebilmektedir [46,47].

2.2.1.1. Sayisal Anomaliler

Kromozomlardaki sayisal anomaliler 2 temel mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir.

1- Kromozomlarin ayrilamamasi (nondisjunction olay1)

2- Kromozomlarin anafazda geri kalmasi (Anafazlag olay1)
Kromozom anomalilerini meydana getiren mekanizmalardan en 6nemlisi mayozda
kromozomlara az ya da ¢ok sayida kromozom gitmesidir. Kromozomlarda goriilen
sayisal anomaliler Oploidi (Euploidi) ve Andploidi (Aneuploidi)dir. Kromozom
sayisiin katlar halinde artmasina Euploidi denir. Ornegin insanda haploid say1 23
‘diir, diploid say1 ise 46‘dir. Haploid sayinin 3 kat artmasi ile triploidi olugmaktadir.
Genelde bu katlar seklindeki artiga poliploidi denir. Poliploidinin sebebi hiicre
¢ekirdegi boliindiigii halde sitoplazma boliinmesinin  meydana gelmemesidir.
Aneuploidi ise kromozom sayisi normal diploid sayidan (46) bir ya da birkac adet
fazladir ya da eksiktir. Bir ya da birka¢ kromozom azligina hipoploidi, fazlaligina ise
hiperploidi denir. Hipoploidiye en iyi 6rnek monozomidir. Bu durumda homolog
kromozomlardan biri azalmistir ve toplamda 45 olmustur. Buna 6rnek olarak Turner
Sendromu (45,X0) gosterilebilir. Hiperploidiye en 1yi 6rnek trizomilerdir. Trizomide
normalde iki adet olan homolog kromozomlar {i¢ adettir. Trizomiye 6rnek olarak
"Trizomi 21" (¢ tane 21. kromozom) olarak da bilinen Down Sendromu

gosterilebilir [48].

10



2.2.1.2. Yapisal Anomaliler

Kromozom yapisindaki degismeler kromozom kirilmalar1 seklinde ortaya ¢ikar [49].

Kromozom kiriklar1 hiicre siklusunun Gi, S ve G2 safthalarinda mitoz ve mayoz
siiresince olusabilir. Kromozom kiriklariyla yapilan ¢alismalar, gen mutasyonlariyla
yapilan caligmalar ile baglantihidir. Cilinkii mutajenlerin ¢ogu hem kromozom
kiriklarinit hem de gen mutasyonlarini indiikler. DNA’nin tek zincirinde kirik olusma
nedenleri arasinda; pirimidin dimerlerinin olusmasi (kisa dalga boylu UV), baz
alkilasyonu (alkilleyici ajanlar), iplik¢ikler arasinda g¢apraz baglanti (uzun dalga
boylu UV, cok fonksiyonlu alkilleyici ajanlar), DNA ¢ift sarmalinin arasina mutajen
girmesi (acriflavin, proflavin vb.) gibi faktorler gosterilebilir. Kromozomlarda
yapisal olarak kromozom ve kromatid tipi olmak {iizere iki tip kirik vardir.
Kromozom veya kromatid tipi kiriklara sebep olan bir ajanin hiicre siklusunun hangi
sathasinda etkili olduguna baglidir. Mitoz bdliinmenin Go ya da Gi fazinda etkili
olan ajan kromozom tipi kiriklara, S ya da G2 fazinda etkili olan ise kromatid tipi
kiriklara neden olur. Kromozom kiriklari, G1 sathasinda yalniz bir kromatid de kirik
meydana getirir ve S safhasi siiresince devam ederse, metafazdan sonra her iki
kromatid de kirik olusur ve bdylece kromozom tipi kirik meydana gelir. Eger bu
kirik tekrar birlesmezse, delesyonlu bir kromozom ve asentrik fragment meydana
gelir. Kromozom kirtlmasi sonucu olusan asentrik parcalar ya metafazda kaybolur ya

da anafazda mikroniikleuslari olusturur [35,50-52].

Bir kromozom kirilmasini, kromozom segmentlerinin tekrar birlesmesi islemi
izleyebilecegi gibi bu sekilde tekrar birlesme olayr meydana gelmeyebilir.
Segmentler, orijinal yap1 halinde tekrar birlesirse normal olarak kirilma farkedilmez.
Bu sekilde tekrar birlesme meydana gelmemisse asagida ki kromozomal

degismelerin bir ya da birkag1 ortaya ¢ikabilir [49].

Delesyon: Kromozomun bir kismimnin koparak yitirilmesine denir. Kopan parga
herhangi bir kromozoma baglanmaz. Sitoplazma igerisinde kalan bu kromozom

parcalar1 enzimlerin etkisiyle kendini olusturan ana birimlere kadar par¢alanir. Sonug
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olarak hiicre kaybolan parga ilizerindeki genleri yitirecektir. Eger yitirilen par¢a ¢cok

biiyiikse gen dengesi tamamen bozulur ve sonugta 6liim meydana gelir [31].

Duplikasyon: Homolog iki kromozomdan birinde meydana gelen iki kirik sonucu
kopan parga, digerinde tek kirik ile olusan araliga girerek kaynasmasina denir.

Duplikasyonlar delesyonlardan daha sik goriiliirler ve daha az zararlidirlar [53].

Translokasyon: Translokasyon veya yer degistirme, bir kromozomdan kopan
par¢anin diger bir kromozoma yerlesmesi demektir. Parca degisimi homolog
kromozomlar arasinda olabilecegi gibi, homolog olmayan kromozomlar arasinda da

meydana gelebilir [53].

inversiyon: Bir kromozomomun iki yerden kirilmas1 ve sonrada kopan kromozom

segmentinin ters donerek kopan yere tekrar eklenmesi veya yapismasina denir [49].

Ring Kromozom: Saglam kromozomlar birbirleri ile birlesmezler, ¢ilinki
kromozomlarin telomerlerinde (uglarinda) bir polarite vardir [53]. Geriye kalan

kisimlar yapisma ozelligi gostereceginden birleserek ring kromozomu olustururlar

[48].

izokromozom: Hiicre bolinmesinin  metefaz safhasinda ig iplikgiklerine
sentromerleriyle tutunmus olan kromozomlar uzunlamasina bdliinerek kutuplara
cekilirler. Ancak bir hata sonucu boylamasina boliinmesi gereken kromozom

enlemesine boliinebilir. Bu tip kromozomlara izokromozom denilmektedir [29].

Sentrik Fragment: Genellikle rutin karyotip sirasinda rastlanan kigiik, ek,
metasentrik fragmentlerdir [48].

Sister Union (Kardes Kromatid Birlesmesi): Aktarilmayan tipteki mutasyonlardir.
Bircok arastirmaciya gore kirilmalar rastgele yerlerde meydana gelmezler, buna gore
kromozomlar iizerinde bazi bolgelerin kirilmaya kars1 duyarliliklar1 diger bolgelere
gore daha fazladir. Ayrica kromozomlar genellikle tek kromatid halinde olduklarinda
yani metabolik evrede daha kolay kirilirlar. Yeniden yapisma olmamasi durumunda
meydana gelen sentromerli ve sentromersiz pargalar mitoz ilerlerken uzunlamasina
yarilir ve her biri iki kromatid meydana getirir. Daha sonra her par¢adaki kromatidin
kirik uglar1 birbiriyle birlesebilir. Bu olaya kardes kromatidlerin birlegsmesi adi verilir
[54].
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Disentrik Kromozom: Aktarilmayan tipteki mutasyonlardir. Herbirinde bir
sentromer olan iki kromozom segmentinin sentromersiz pargalarini kaybederek
birlesmesi ile olusmaktadir. inversiyon lobundaki 2 gen arasindaki crossing-overdan
dolay1 iki sentromer anafaza birlikte go¢ etmeye baslayacag: i¢in bir rekombinant
kromatid disentrik koprii formasyonunu olusturur. Iki sentromerli bu kromozom

disentrik kromozom adini alir [45].

2.2.2. Genotoksisite Testleri

Genetik toksisite testleri 1970 lerden beri kullanilmaktadir ve giiniimiize kadar
kanserden korunmada, c¢evresel etkenlerin (UV, radyasyon), endiistriyel
kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaclarin piyasaya siiriilmeden Once toksik

etkilerini ve giivenilirligini arastirmak amaciyla kullanilmaktadir [55].

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik etkilerini belirlemek amaciyla kullanilan in vitro ve in vivo mutajenite
testleri sunlardir,

e Comet Testi

e Ames testi

e Kromozom Anomalileri (CA) Testi

e Kardes Kromatid Degisimi (SCE)

e  Mikroniikleus Testi (MN) [56].

2.3. Bitki Ekstraktlar1 Hakkinda Genel Bilgi

Aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan elde edilen, bitkiler aleminde yaygin
olarak bulunan, kendine 6zgii koku, tat, renk ve goriinlimlerinin yani sira ugucu
ozellige sahip, oda sicaklifinda sivi halde olan fakat bazen donabilen yagimsi
karisimlara ugucu yag denilmektedir [27,57].

Acikta birakildiklarinda, oda sicaklifinda buharlasabildiklerinden dolay1r “ucucu
yag”, “eterik yag”, “esans” gibi isimler verilen bu yaglarda terpenik hidrokarbonlar

ve bunlarin oksijenli tilirevlerinin yani sira organik asitler, alkoller, fenoller ve

ketonlar bulunmaktadir [27,57].
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Bugiine kadar ugucu yaglarda 2000°den fazla kimyasal baglantinin bulundugu ve ¢ok
sayida su buharinda ugucu olan azot ve kiikiirt iceren bilesiklerin mevcut oldugu
tespit edilmistir. Bu maddeler fizyolojik etkileri nedeniyle bireysel veya toplu halde
terapide kullanilmaktadir. Ugucu yaglar bitkinin belirli organlarinda ( folia=yaprak,
fructus=meyve, cortex=kabuk) ya da bitkinin tiim organlarinda bulunabilir. Ugucu
yaglar bitkilerin bagl bulundugu familyalara gore salgi tiiylinde, salgi ceplerinde,

salg1 kanallarinda veya salg1 hiicrelerinde bulunmaktadir [58].

2.3.1.Ugucu Yaglarin Kimyasal Bilesimi

Kimyasal bilesimleri bakimindan ugucu yaglar elde edildikleri bitkilere gore farklilik
gosterirler fakat igerdikleri maddelere goére terpenik maddeler, aromatik maddeler,
diiz zincirli hidrokarbonlar, azot ve kiikiirt tasiyan bilesikler olarak
siiflandirilabilirler. Ugucu yaglarin biiyik boliimii  (yaklasik %90) terpenik
maddelerden olusmustur [59].

2.3.2.Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ucgucu yag genellikle bitkilerden, su buhari destilasyon yontemiyle elde edilir.
Bitkinin yetistigi lilkeye gore ugucu yag verimi farklilik gostererir ve ortalama %0.5-

3 arasindadir [60].

Uygulanacak yontem bitkinin 1siya dayanikliligina, ugucu yagin miktarina, suda
¢oziliniip ¢ozliinmemesine ve bilesenlerine bagli olarak segilmektedir [61].
Destilasyon, sivilarin ~ kaynama  noktalarindaki  farklardan  yararlanilarak
gerceklestirilen bir ayirma islemi olup bu yontem; su destilasyonu, buhar
destilasyonu ve vakum destilasyonu olmak iizere 3’e ayrilmaktadir [62].

Destilasyon: Destilasyon, sivilarin kaynama noktalarindaki farklardan yararlanilarak
gerceklestirilen bir ayirma islemi olup bu yontem; su destilasyonu, buhar
destilasyonu ve vakum destilasyonu olmak {izere 3’e ayrilmaktadir [63].

Bu ayirma islemi i¢in Clavenger Aparati denilen cam bir diizenek kullanilmaktadir.
Bu yontem belirli miktardaki bitki pargalarinin (bu miktar kullanilan cam balonun

blytikliigline gore degisebilir) su i¢inde 1sitilarak 2-3 saat boyunca kaynatilmasi ve
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serbest hale gegen ugucu yagin sogutma sisteminde sogutularak belirli bir yerde

toplanmasi esasina dayanmaktadir [64].

Sekil 2.5 Clavenger aparati [65].

Sikma: Diger destilasyon yontemleri ile bozunan materyaller i¢in preslerde sikma
veya benzeri mekanik yollar uygulanir. Sikismis kabuklarin su ile yikanmasi sonucu
ayrilan yag-su emiilsiyonu bir kapta toplanir ve bu emiilsiyon santrifiij edilerek

ugucu yag elde edilir [62].

Ekstraksiyon: Bitkisel ve hayvansal droglardan etken maddeleri ¢ikarmak amaciyla
kullanilmaktadir [62].

Bu yontemde baz1 ¢6ziicii solventler (6rnegin; hexane, aseton, etanol, metanol vb.)
kullanilarak ekstraksiyon islemi yapilmaktadir ve bu islem i¢in Soxhlet Aparati ad1
verilen cam diizenekler kullanilmaktadir. Kullanilan ¢6ziicli madde 1sitilarak
buharlagmasi1 saglanmakta ve buharlasan ¢oziicli sogutma sisteminde sogutularak
bitki pargalarinin konuldugu kisma geri donmekte ve bitki igindeki maddeleri
cozerek c¢oziinmils maddeler ile birlikte ¢oziiciiniin icinde toplanmaktadir. Bu
islemlerin ardindan ¢6ziicii madde doner baslikli evaporatérde ugurulmakta ve cam

balon i¢inde sadece ¢6ziinmiis maddeler kalmaktadir [65].
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tites de cannabis

Sekil 2.6 Soxhlet Aparati [65]

Ucucu yag eldesinde kullanilan ekstraksiyon yontemleri;

¢ Organik ¢oziicii ile ekstraksiyon: Drog, benzen, hekzan, heptan gibi uygun bir
coziiciiyle yapilan ekstraksiyona denilmektedir. Bu esnada ugucu yag, sabit yag,
mum ve boya organik c¢oziiciiye geger ve bu ¢Oziiciinin algak basingla
ucurulmasiyla da ugucu yag elde edilir [62].

e Sabit yag ile ekstraksiyon: Sabit yag yontemiyle ugucu yag elde etmek igin
kokusuz, renksiz yumusak bir sabit yag kullanilir. Bu islem i¢in en ¢ok saf domuz
yagi tercih edilir [62].

e Stvilastirilmis gazlarla ekstraksiyon: Sivilastirilmis gazlarla ekstraksiyon i¢in daha

¢ok ¢oziict olarak sivilastirilmis CO, kullanilmaktadur. Islem sivilastirilmis gazin,

2
kritik noktasinda (73 kg/cm basing ve 31°C sicaklikta), yiiksek basingh
ekstraksiyon kabinda drog {izerinden sirkiilasyonla gerceklestirilir. Coziicli gaz,
ekstre’den basincin degismesiyle ya da buharlagtirilmasiyla uzaklastirtlir. Coziicti

artig1 icermediginden bu yontem ile elde edilen yag oldukca degerlidir [62].
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2.4. Labiatae Familyasinin Genel Ozellikleri

Ulkemizde yaygin olarak kullanilan ve kekik olarak isimlendirilen Labiatae familyasi

Satureja, Coridothymus, Origanum, Thymus ve Thymbra tiirlerini igerir [66].

Labiatae familyasi bitkilerinin 200 cinsi ve 3200 tiirii bulunmaktadir. Tiirkiye’de 42
cins ve 570 tiir Labiatae bitkisinin yetistigi bilinmektedir [66].

Kekik bitkisinde timol, karvakrol, a-terpinen, y-terpinen, a-terpineol, terpinen-4-ol,
borneol, borneol asetat, simol, p-simen, p-pinen, a-pinen, linaol, B-karyofillen, neral
(cis-sitral), geranial (trans-sitral), geranil asetat, B-bisabolen, nerol, geraniol,
karyofillen oksit, o-tuyen, , o-tuyon, kamfen, 1-okten-3-ol, cis-p-menten-1-ol,
mirsen, limonen, 1,8-sineol, apigenin, luteolin, flavonlar, triterpenler, kafeik asit gibi
fenolik asitler, ursolik ve rosmarinik asit gibi triterpen asitler, sakkaritler, bifeniller
ve tanenler bulunmaktadir.

Topragin kimyasal yapisi, nem ve sicaklik gibi iklim farkliliklar1 bitkinin kimyasal

iceriginde farklilik yapabilmektedir [66].

2.4.1. T. spicata Hakkinda Genel bilgi

T. spicata tiiri 50 cm kadar boya erisebilen, tiyli mor g¢igeklere sahip, ¢ali
goriiniimiinde Akdeniz bitkisidir. T. spicata Isparta ve yoresinde karabas otu adiyla
taninir. Cay1 veya yagi mide agrilarinda analjezik etki i¢in kullanilmaktadir ve
antiseptik, antiparaziter ve kan dolasimina olan etkilerinden yararlanilmaktadir. T.
spicata yaginin safra asitlerini artirict etkisi de oldugu bilinmektedir. Ugucu ve
kokulu bilesiklere sahiptir ve en 6nemli ugucu yag bilesikleri thymol ve karvakrol

"dur. Ayrica myrcene, cymene, linaol, borneol, pirene ’de igerdigi saptanmistir
[1,67].
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2.4.2. T.spicata Sistematigi

Alem:  Plantae (Bitkiler)

Bo6lim:  Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif: Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim: Lamiales

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

Tiir: T. spicata

2.5. C. cyminum Bitkisinin Genel Ozellikleri

M.O. 1550 yillarinda Misir’da kullanilan tibbi bitkiler listesinde kimyon bitkisine
rastlanmistir Maydanozgiller (Apiaceae) familyasina ait, Mayis-Haziran aylari
arasinda beyaz ve pembemsi gigekleri agan, 40- 60 cm boya ulasabilen tek yillik otsu
bir bitki tiiriidiir. Anavataninin Dogu Akdeniz ve Orta Dogu oldugu bilinmektedir
Govdeleri diktir ve iist taraflara dogru dallanma gosterir. Yapraklari iplik gibi pargali
ve tiiysiiz; ¢igekleri ise semsiye durumunda toplanmis haldedir. Cigekleri beyaz ya
da pembe renkli, meyvesi ise koseli, oval sekilli, 4-5 mm boya sahiptir. Kimyon
bitkisinin olgunlastiktan sonra toplanip kurutulan tohumlarindan ya da bu tohumlarin
ogiitiilmesinden elde edilen kimyon baharat olarak kullanilir. Keskin, ac1 ve biraz
sert bir tada sahip olan bu bitkinin meyveleri % 2.5- 6 ugucu yag, % 10- 23 sabit

yag, % 15-25 protein, tanen, flavonoid, regine ve zamk igerir. [68-70]

2.5.1.C. cyminum Bitkisinin Sistematigi
Alem:  Plantae (Bitkiler)

Boliim:  Angiosperms (Kapali tohumlular)
Sinif: Eudicots (Iki cenekliler)

Takim: Apiales

Familya: Apiaceae (Maydanozgiller)

Cins: Cuminum

Tiir: C. cyminum
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Tablo 2.1 Iran Alborz daginda yetisen kimyon ugucu yaginin kimyasal
kompozisyonu [71].

No. AlborzMountain Rla %b
1 Isobutylisobutyrate 892 0.8
2 a-Thujene 922 0.3
3 a-Pinene 931 29.2
4 Sabinene 971 0.6
5 Myrcene 981 0.2
6 p-Cymene 1013 0.3
7 Limonene 1025 21.7
8 1, 8-Cineole 1028 18.1
9 y-Terpinene 1051 0.6
10 Terpinolene 1082 0.3
11 Linalool 1089 10.5
12 o -Campholenal 1122 0.03
13 trans-Pinocarveole 1130 0.07
14 d-Terpineole 1154 0.09
15 Terpinene-4-ol 1169 0.5
16 a-Terpineole 1180 3.17
17 trans-Carveole 1213 0.4
18 cis-Carveole 1217 0.07
19 Geraniol 1242 11
20 Linalylacetate 1248 4.8
21 Methylgeranate 1310 0.2
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Tablo 2.1 (Devam) Iran Alborz daginda yetisen kimyon ugucu yaginin kimyasal
kompozisyonu [71].

22 a-Terpinylacetate 1342 1.3
23 Nerylacetate 1351 0.09
24 Methyleugenol 1369 1.6
25 B-Caryophyllene 1430 0.2
26 Spathulenol 1562 0.07
27 Humuleneepoxide Il 1608 0.08
28 Acetocyclohexanedione (2) | 1704 0.4
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

*Kafkas Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 29.06.2011/ 06 sayil1 izni
ile calisma onay1 alindi.

Bu ¢alismada arastirma materyali olarak C. cyminum ve T. spicata ugucu yaglari
kullanilmistir. Sigara igmeyen, rutin ila¢ kullanmayan yaslar1 birbirine yakin saglikli
10 erkek (22-25 ) ve 10 bayandan (22-25 yas araliginda) aliman periferik kan

besiyerine alindi.
Calismada kullanilan bitki ucucu yaglar

Bu ¢alismada aragtirma materyali olarak C. cyminum ugucu yagi ve T. spicata ugucu

yagt kullanildi.

Karabas kekigi ve kimyon bitkileri 500 ml’lik balon joje icerisine 40 gr bitki ve 400
ml su koyularak yaklasik 3.5- 4 saat Non- Asbestos marka Clevenger cihazi ile su
buhar1 destilasyonuna tabi tutuldu. 4 saat sonunda ¢ikarilan ugucu yag toplama

kabina alinarak ¢alismada kullanilmak iizere +4 C de saklandi.

Mitomisin-C (MMC)
Mitomycin C, Sigma firmasindan temin edildi ve bu ¢alismada pozitif kontrol olarak
kullanild1 ve kapali formiilii: C15H1gN4Os’dir.

Mitomisin C 0.6 mg alindi ve distile suda ¢ozdiiriilerek hacmi 1.5 m1’ye tamamlandi.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve soliisyonlar

Deneylerde kullanilmak iizere karabas kekigi ve kimyon ugucu yagi i¢in iki ayr1 stok
olusturuldu. Birinci stok karabas kekigi i¢in olup tiip icerisine 100 pl karabas kekigi
ucucu yagi 900 ul aseton eklenerek stok hazirlandi. Yani 1 kisim yag 9 kisim aseton

ile karistirildi.
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T. spicata ugucu yagi igin;

0.05 ul/ml lik doz igin besiyeri 5 ml oldugundan 0.05x5=0.25 pl ugucu yag

gereklidir.
1000 pl/ml stokda 100 pl yag
Xul 0.25 pul yag

X=2.5 ul olarak bulunur.

Ikinci dozumuz olan 0.10 pl/ml lik doz igin besiyeri 5 ml oldugundan 0.10x5=0.50

ul ugucu yag gereklidir.
1000 pl/ml stokda 100 pl yag
Xl 0.50 pul yag

X=5 pl olarak bulunur.
Ugiincii dozumuz 0.15 pl/ml’lik doz igin besiyeri 5 ml oldugundan 0.15x5=0.75 ul

ucucu yag gereklidir.
1000 pl/ml stokda 100 pul yag
Xl 0.75 pl yag

X=7.5 pl olarak bulunur.
Son dozumuz 0.20 pl/ml’lik doz i¢in besiyeri 5 ml oldugundan 0.20x5=1pl ugucu

yag gereklidir.
1000 pl/ml stokda 100 pl yag
Xl 1 ul yag

X=10 pl olarak bulunur.

Ayni1 hesaplamalar C. cyminum dozlari i¢inde yapildi.
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Kromozom Medyumu (Besi Yeri)
Bu caligmada hiicre kiiltiirii olarak Biochrom firmasinin {irettigi Chromosome

Medium B kullanildi. Asagidaki maddeler Chromosome Medium B’nin her litresinde

bulunmaktadir:
Non essential AmMIN0O ACIAS.........cccceveveniienininne 850 ml
Fetal Calf Serum ... 150 mi
HEPAIN. ...t 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt............cooeeeveiiiiiiee e 75.000 E
Streptomycin Sulphate.............ccccooveveeieiiece e, 50 mg
Phytohemagglutinin M...........cocooiiiiininiiiieen, 2.5mg

Kromozom medyumu her tiipe 5 ml olacak sekilde paylastirildi. Kiiltiir tiipleri steril
olarak temin edildi.

Kolsisin

Colchicine (Kolsisin) (Sigma), kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik
zehir olarak kullanildi. Kolsisin ¢ozeltisi steril distile su igerisinde hazirlanmis 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 ozellikleri asagida

gosterilmektedir.

Kapal formiilii: C22H25N06
Molekiil agirhgi: 399.4

Etil asetat icerigi: %3.4

Kloroform icerigi: < %0.1
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Hipotonik Cozelti

Kromozomlarda az miktarda hasar yaptigindan en ¢ok kullanilan hipotonik ¢ozelti
KCI’dir [72].

Hipotonik ¢ozelti olarak % 0,4’lik KCI (Merck) kullanildi ve ¢ozelti bidistile su
icinde hazirlanip, agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her
preparasyon isleminden yaklasik 2 saat Once yeterli miktarda alinip, 37 °C’deki

etiivde 1sitilarak kullanild.

Fiksatif

Kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit” in 3 kistm metanol (1/3 glasial asetik
asit/metil alkol) ile karistirilmasiyla hazirlandi. Fiksatif kullanilmadan iki saat dnce
hazirlanarak buzdolabinda saklandi. Her defasinda preparat yapim isleminden iki

saat once taze olarak hazirlanip kullanildu.
Aseton

Alifatik ketonlarin en basit iiyesi olan aseton, dimetil keton olarak da bilinir. Saf
aseton renksiz, hos kokulu, kolay alevlenebilen, ugucu bir sividir. Her oranda suyla
karistirilabilir ve suda ¢dziiniir. Kalsiyum asetatin kuru olarak damitilmasiyla elde
edilir ve bir¢ok organik maddenin ¢6ziiciisiidiir. Kimyasal olarak ise ketonlarin tiim

ozelliklerini tagidig: bilinmektedir [73].

Karabas kekigi ve kimyon bitki ugucu yaglarini ¢ozmek i¢cin Merck marka aseton
kullanildi.

Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi: KH2PO4 ¢ozeltisinden 60 ml. ve Na2HPO4
cozeltisinden 30 ml. aliarak saleye konulur ve iizerine 10 ml. giemsa boyasi
eklenmesi suretiyle %10’ luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢6zeltimiz hazirlandi
[74].

Giemsa

Giemsa boyas1 Merck firmasindan temin edildi. Calismada Sorensen tamponu iginde

% 10’luk olarak hazirland1 ve preparatlarin boyanmasinda kullanildu.
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Entellan

Merck firmasindan temin edilen soliisyon preperat kapatilmasinda kullanildi. Lam ve

lamelin birbirlerine yapistirilmasini saglar.

Kullanilan Deney Ekipmanlari
Hassas Terazi
Tartim islemlerinde 0.0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi

kimyasallarin tartilmasinda kullanilda.
Santrifiij

5000 rpm’e kadar ylikselebilen devir hizi, 15 dk.’lik zaman ayarlayic1 ve 8 tiip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij ¢alismalarda kullanildi.

Mikroskop

Preparat incelemeleri sirasinda koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan
OLYMPUS marka binokiiler 1s1k mikroskobu kullanildi.

Etiiv

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

yapiminda ve bazi eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilda.
Vorteks

Deney tiiplerinin karistirilmasi i¢in Yellowline marka vorteks kullanilda.
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Deney Ekipmanlar:
. Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)
. Vorteks (Yellowline)
. Mikroskop (Olympus model CHK)
. Santrifiij (Elektro-mag)

1

2

3

4

5. Derin dondurucu
6. Buzdolab1

7. Otomatik pipet
8

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

Sarf Malzemeler

Heparin (Roche)

Giemsa (Merck)

KH2P04 (Merck)

Glasial asetik asit (Merck)
Metanol (Merck)
Immersiyon yag1 (Merck)
KCL (Merck)

Alkol (Merck)

Distile su

. Tiipliik

© 0 N o g bk~ 0w DN

[
= O

. Cesitli cam malzemeler

[EEN
N

. Konik tabanli 10ml'lik steril kiiltiir tiipii

[HEN
w

. Enjektor

[EEN
IS

. Cesitli ebatlarda puarlar

[EEN
a1

. Pasteur pipeti

[EN
(2]

. Lam

[EEN
\I

. Lamel
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3.2. Metod

Kromozom Aberasyonlarimi Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi Ve Boyanmasi
Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Sigara ve diizenli olarak ila¢ kullanmayan, yas aralig1 22-25 olan saglikli 10 erkek ve
10 bayandan alinan periferik kan kullanildi. 1/10 oraninda alinan heparinize edilmis
kan ornekleri kromozom medyumlarina (her tiipte 5ml) yaklasik 10-12 damla steril
olarak ekildi. Hiicre kiiltiirii etiivde 37 °C de 72 saat inkiibe edildi.

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 bir sey
ilave edilmedi. Her iki deney grubumuz i¢in yapild1.72 saat inkiibasyona tabi tutuldu.
Pozitif Kontrol Grubu:

Pozitif kontrol grubu olarak tutuldu. Hazirlanan deney tiiplerine Mitomisin-C
(MMC) 0,3 pg/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi.
Kiiltiirtin inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona
konduktan 48 saat sonra ilave edildi) MMC eklendi. Her iki deney grubumuz i¢in
yapildi.

Coziicii Kontrol Grubu (Aseton):

Hazirlanan deney tiiplerine ¢6ziicli 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)
stiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan 48 saat sonra ilave

edildi) aseton eklendi. Her iki deney grubumuz i¢in ayr1 olarak yapildi.

Deney 1: T. spicata ucucu yagi

Grup 1. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ugucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.05
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan

48 saat sonra ilave edildi) karabas kekik ugucu yag: eklendi.
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Grup 2. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ucucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.10
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiirlin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan
48 saat sonra ilave edildi) karabas kekik ugucu yag1 eklendi.

Grup 3. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ugucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.15
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan
48 saat sonra ilave edildi) karabas kekik ugucu yagi eklendi.

Grup 4. Hazirlanan deney tiiplerine kekik ucucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.20
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan

48 saat sonra ilave edildi) karabas kekik ucucu yag1 eklendi.

Deney 2: C. cyminum ugucu yagi

Grup 1. Hazirlanan deney tiiplerine kimyon ugucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.05
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan
48 saat sonra ilave edildi) kimyon ugucu yag: eklendi.

Grup 2. Hazirlanan deney tiiplerine kimyon ugucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.10
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan
48 saat sonra ilave edildi) kimyon ugucu yag: eklendi.

Grup 3. Hazirlanan deney tiiplerine kimyon ugucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.15
pl/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan
48 saat sonra ilave edildi) kimyon ugucu yagi eklendi.

Grup 4. Hazirlanan deney tiiplerine kimyon ugucu yagi i¢in olusturulan stoktan 0.20
ul/ml besi yeri (12 damla kan+5 ml besi yeri) olacak sekilde ilave edildi. Kiiltiiriin
inkiibasyon (72 saat) siiresinin dolmasina 24 saat kala (yani inkiibasyona konduktan

48 saat sonra ilave edildi) kimyon ugucu yagi eklendi.
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Kiiltlir siiresinin bitimine 2 saat kaldiginda (kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe 40ul
hazirlanan kolsisin eriyiginden eklendi (0.06 pg kolsisin/ml besi yeri ) ve tiipler
karistirildi. Hiicreler 2 saat kolsisin ile muamele edildi. Kiiltiir siiresinin bitiminde
(72. Saat sonunda ) kiiltiir tiipleri, 2000 rpm de 10 dak. Santrifiij edildi ve
siipernatant kisim atildi. Tiipiin dibinde kalan ve hiicreleri iceren 0.5- 0.7 ml’ lik s1v1
karistirildiktan sonra her tiipe etiivde 37 °C de muhafaza edilen hipotonikten 5 ml
damla damla eklendi. Tiiplerin agz1 kapatilarak etiive konuldu. 37 °C etiivde hiicreler
hipotonikte 30 dak. bekletildi. Siirenin sonunda tiipler 2000 rpm de 10 dak. santrifiij
edilerek siipenatant kisimlart atildi. Her tlipe yavas yavas ve karistirarak 5 ml ye
tamamlanacak sekilde soguk fiksatif eklendi. Tiipler oda sicakliginda 2000 rpm de
10 dak. santrifiij edildi ve siipernatant kisim atildi. Tiiplere tekrar fiksatif eklendi ve
bu islem 3 kez tekrar edildi. Son santrifiijden sonra tiipiin dibinde 0.5-0.7 ml. Sivi
kalacak sekilde son siipernatant kisimda atildi. Tiipiin dibinde kalan hiicreler pasteur
pipeti ile karistirilarak homojenize edildi. Pasteur pipetine 4-5 damla hiicre
siispansiyonundan ¢ekildi ve 50 cm yiikseklikten her lama 3 damla olacak sekilde
damlatildi. Damlatma islemini yaparken lam da farkli alanlara gelmesine dikkat
edildi. Bu sayede hiicrelerin st iiste gelmesi dnlenmis oldu. Hazirlanan preparatlar

oda sicakliginda 24 saat kurumaya birakildi [75,76].

Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Hale Getirilmesi

Oda sicakliginda kurumus olan preparatlar % 10 luk giemsa boya c¢ozeltisi ile
boyandi. Kurumus olan preparatlar boya igersine konuldu ve yaklasgik 10 dk.
bekletildi. Boyadan ¢ikarilan preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasini saglamak
amaciyla 3 ayr1 kapta bulunan saf sudan gegirildi. Preparatlar dik olacak sekilde
kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar1 daimi hale getirmek amaciyla entellan ile

yapistirildi. Entellan kuruduktan sonra mikroskop altinda incelendi.

Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelendi  (10x100=1000 biiyiitmede). Iyi dagilmus
kromozomlara sahip daimi preparatlardan, 100 metefaz sayilarak, kromozom,
kromotid kirigi, kromatid birlesmesi, fragment, vb. gibi olgulari saptamak igin

mikroskobik inceleme yapildi. Bu hiicreler i¢inde olusan anormallikler kaydedilerek
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yiizdeleri hesaplandi. Gozledigimiz kromozom yapt ve sayr anormallikleri
Uluslararas: Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System
for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirildi ve isimlendirildi
[77].

Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Her gruba ait preparatlardan toplamda 3 bin hiicre incelendi ve bunlar arasindaki
metefaz sathasinda olan hiicreler saptanarak kaydedildi. 3 bin hiicre igerisinde olusan

metefazlarin orani ylizde olarak hesaplanarak mitotik indeks saptandi.
Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograflar Olympus marka mikroskopla 1000 biiyiitmede c¢ekildi. KA’lara ait

orneklerin fotograflar cekildi.
Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tiim istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software,
San Diego California USA) kullanilarak yapilmigtir. Deney gruplart ve negatif
kontroller arasinda farkliligin tespiti icin Dunnett t testi kullanildi. Doz-etki iligkisini
ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri yapildi, regresyon

denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulundu ve regresyon dogrusu cizildi.
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4. BULGULAR

Normal saglikli bir bireye ait kromozom goriintiisii (Resim 4.1) ve (Resim 4.2)de
verilmistir. Kromozomlar Oncelikle pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile
etkilesime brrakilmistir (0.3 pg/ml). Mitomycin-C’in kromozomlarda kromozom ve

kromatid kiriklari, fragment, disentrik kromozom ve kardes kromatid birlesimi gibi

hasarlara neden oldugu gézlenmistir.

Resim 4.1Saglikli Bir Bireye Ait Kromozom Goriintiisii, 24 saatlik muamele,
(x1000)

Kontrol ve deney gruplarmin degisik dozlar ile etkilesime sokulan insan lenfosit
kiiltirii kromozomlarinda aberasyon oranlari Tablo 4.1 de gosterilmistir (Tukey
Test). Coziicti kontrol, kontrol grubuyla kiyaslandiginda 6nemli bir artis olmadig
saptanmistir. Karabag kekigi u¢ucu yagi uygulanmis tiim deneme gruplar1 negatif
kontrol ve pozitif kontrol mitomisin-C (MMC, 0.3 ug/ml) ile kiyaslandiginda,
uygulanan karabas kekigi dozlari (0,05 pl/ml, 0,10 pl/ml, 0,15 pl/ml, 0,20 ul/ml)
kromozom aberasyon sikliginda istatiksel olarak artisa yol agmustir (Cizelge 4.1).
Kromozom ve kromatid kiriklari, kardes kromatid birlesmeleri, fragment ve disentrik

kromozomlar tiim doz uygulamalarinda gézlenmistir. Negatif ve ¢oziicii kontrol ile
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kiyaslandiginda karabas kekigi tim konsantrasyonlarda hiicre bolinme indeksini
(MI) distirmiistiir (Cizelge 4.3). Calisma sonuglar1 karabas kekigi’nin insan lenfosit
kromozomlarinda in-vitro klastojenik potansiyeli oldugunu gostermektedir. Yani
karabas kekigi kromozom aberasyonu olusumunu uyarmistir. Ancak bu artis pozitif
kontrol olan MMC’deki kadar olmamustir.

Kimyon uygulanmis tiim deneme gruplari negatif kontrol ve pozitif kontrol
mitomisin-C (MMC, 0.3 pg/ml) ile kiyaslandiginda, uygulanan kimyon ugucu yagi
(0,05 pl/ml, 0,10 pul/ml, 0,15 pl/ml, 0,20 pl/ml) kromozom aberasyon sikliginda
istatiksel olarak artisa yol agtigi Cizelge 4.2° de gosterilmistir. Kromozom ve
kromatid kiriklari, kardes kromatid birlesmeleri, fragment ve disentrik kromozomlar
tiim doz uygulamalarinda g6zlenmistir. Negatif ve ¢oziicii kontrol ile kiyaslandiginda
kimyon ugucu yagi tim konsantrasyonlarda hiicre boliinme indeksini diigtirmiistiir
(Cizelge 4.4). Calisma sonuglari kimyon wugucu yagi’min insan lenfosit
kromozomlarinda in-vitro klastojenik potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Yani kimyon ugucu yag1 aberasyon olusumunu uyarmistir. Ancak bu artig pozitif

kontrol olan MMC’deki kadar olmamuistir.
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Tablo 4.1: Kontrol ve Deney Gruplarinin Degisik Dozlari ile Etkilesime Sokulan

Insan Lenfosit Kiiltiirii Kromozomlarinda Aberasyon Oranlari

Guruplar | Muamele | Doz KK | Kk F DSK | KKB | Toplam | +SEM
Siiresi (%) (%)
(Saat)
Negatif 24 - 2 1 - - 1 4 +0,3
MMC 24 0,3 65 |81 15 |13 16 190 +4,7%*
(ng/ml)
Coziicii | 24 25 |1 1 - - 1 +0,16
Kontrol 3
(ul/ml)
Kekik 24 0,05 |9 4 - 6 4 23 +1,15%
(ul/ml) 010 |12 |8 2 |6 7 35 +0,57*
0,15 15 6 3 5 9 38 +0,57*
0,20 | 22 10 6 8 11 57 +0,88%*
Kimyon 24 0,05 5 3 - 1 5 14 +0,57*
(ul/ml) 010 |10 |3 2 |3 8 26 +0,57*
0,15 13 8 - 11 5 37 +0,57*
0,20 15 12 5 7 14 53 +1,2%

KK: Kromozom kirigi, Kk: Kromatid kirigi, F: Fragment, DSK: Disentrik kromozom
KKB: Kardes kromatid birlesmesi MMC: (0.3 pg/ml mitomycine-C (24 saat).

p>0.05 negatif kontrol ile ¢dziicii kontrol arasi fark 6nemsiz

* p<0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli (Tukey testine gore)

Insan lenfosit kiiltiiriinde karabas kekigi ve kimyon uygulanmis deney gruplarinda
meydana gelen kromozom kirigir (Resim 4.3), (Resim 4.4), kromatid kirig1 (Resim
4.3) (Resim 4.5) (Resim 4.7), disentrik kromozom (DSK) (Resim 4.8) (Resim 4.9),
fragment (Resim 4.5), kardes kromatid birlesimi (KKB) (Resim 4.6) (Resim 4.8)

gosterilmistir.
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Resim 4.2 Coziicii Kontrolle (Aseton) Muamele Edilmis Kromozom Goriintiisii, 24

saatlik muamele, (x1000)

Resim 4.3 Kromozom kirigi (KK) (a), Kromatid kirigi (Kk) (b), 24 saatlik muamele,
(x1000).
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Resim 4.4 Kromozom kirig1 (KK), 24 saatlik muamele, (x1000).

Resim 4.5 Kromatid kirig1 (Kk) (a), Fragment (F), (b), 24 saatlik muamele, (x1000).
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Resim 4.6 Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB), 24 saatlik muamele, (x1000).

Resim 4.7 Kromatid kirig1 (Kk), 24 saatlik muamele, (x1000).
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Resim 4.8 Disentrik kromozom (DSK) (a), Kardes Kromatid Birlesmesi (KKB) (b)
24 saatlik muamele, (x1000).

Resim 4.9 Disentrik kromozom (DSK), 24 saatlik muamele, (x1000).
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Insan lenfosit kiiltiiriinde karabas kekiginin degisik dozlar1 (0,05 pl/ml, 0,10 pl/ml,
0,15 pl/ml, 0,20 pl/ml) ve kimyonun degisik dozlar1 (0,05 pl/ml, 0,10 ul/ml, 0,15
ul/ml, 0,20 ul/ml) ile etkilesime sokulan kromozom aberasyon oranlari gizelge 4.1 ve

cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Kekik kromozom aberasyon
Mean and Standard Error

Cizelge 4.1. Karabas kekiginin degisik dozlar1 (0,05 pl/ml, 0,10 pl/ml, 0,15 pl/ml, 0,20 pl/ml) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde kromozomal aberasyon oranlar1 (A: Negatif Kontrol, B:
¢oziicii kontrol, C: 0.05ul/ml karabas kekigi, D: 0.10ul/ml karabas kekigi, E: 0.15ul/ml karabas
kekigi, F: 0.20ul/ml karabag kekigi, G: MMC)
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Kimyon kromozom aberasyon
Mean and Standard Error
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Cizelge 4.2.Kimyonun degisik dozlar1 (0,05 pl/ml, 0,10 pl/ml, 0,15 pl/ml, 0,20 pl/ml ) ile etkilesime
sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde kromozomal aberasyon oranlar1 (A: Negatif Kontrol, B: ¢6ziicii

kontrol, C: 0.05 Kimyon, D: 0.10, Kimyon E: 0.15 Kimyon, F:0.20 Kimyon, G: MMC)

Insan lenfosit kiiltiirlerinde deneylerde kullanilan karabas kekigi ve kimyonun

mitotik indeks lizerine etkileri Tablo 4.2 ve Tablo 4.3 de verildi.

Karabas kekigi mitotik indeks oranlari; negatif kontrol ile ¢oziicii kontrol arasinda
fark 6nemsiz (p>0.05), tiim dozlar kontrolle karsilastirildiginda fark onemli (* p<
0.01) bulundu (Dunnett t testi). Tiim dozlar negatif ve pozitif kontrolle karsilastirildi
(cizelge 4.3). Karabas kekiginin farkli konsantrasyonlari ile mitotik indeks arasindaki
regresyon egrisi ¢izildi (¢izelge 4.5). Karabas kekiginin farkli konsantrasyonlar1 ile

mitotik indeks arasindaki negatif korelasyon (r= -0.99) bulundu.

Kimyonun mitotik indeks oranlar ise; negatif kontrol ile ¢oziicii kontrol arasinda
fark 6nemsiz (p>0.05), tiim dozlar kontrolle karsilagtirildiginda fark énemli (* p<
0.01) bulundu (Dunnett t testi). Tiim dozlar negatif ve pozitif kontrolle karsilastirildi
(cizelge 4.4). Karabas kekiginin farkli konsantrasyonlari ile mitotik indeks arasindaki
regresyon egrisi ¢izildi (¢izelge 4.6). Kimyonun farkli konsantrasyonlari ile mitotik

indeks arasindaki negatif korelasyon (r=-0.99) bulundu.
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Tablo 4.2: Kontrol ve Karabas kekiginin Degisik Dozlar1 Ile Etkilesime Sokulan
Insan Lenfosit Kiiltiiriinde Mitotik Aktivite Oranlar

Mitotik
Muamele Metafaz ,
Toplam Index
Gruplar Stiresi hiicre +SEM(%)
Hiicre (24 saat)
(Saat) sayisi
(%)
188
Negatif kontrol 24 3000 6.14 +0.09
181
82
P-Kontrol 24 3000 2.71 0.08*
MMC(0.3 pg/ml) 81
Karabas kekigi 168
24 3000 5.55 +0.10*
(0.05 wl/ml) 165
Karabas kekigi 160
24 3000 531 +0.05%*
(0.10 pl/ml) 159
Karabas kekigi 153
24 3000 5.08 +0.03*
(0.15 pl/ml) 152
Karabas kekigi 148
24 3000 4.88 +0.08*
ozilicl
¢ 182
kontrol(aseton) 24 3000 6.04 +0.02
(2.5 pl/ml) 180

p>0.05 negatif kontrol ile ¢oziicii kontrol arasinda fark 6nemsiz

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli (Dunnett t testi)
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Tablo 4.3: Kontrol ve Kimyonun Degisik Dozlari Ile Etkilesime Sokulan Insan
Lenfosit Kiiltiiriinde Mitotik Aktivite Oranlari

Mitotik
Muamele Metafaz )
Toplam Index
Gruplar Stiresi hiicre +SEM(%)
Hiicre (24 saat)
(Saat) sayisi
(%)

188

Negatif kontrol 24 3000 6.14 +0.090
181
82

P-Kontrol 24 3000 2.71 +0.060*
MMC(0.3 pg/ml) 81
Kimyon 176

24 3000 5.83 +0.050*
(0.05 ul/ml) 174
Kimyon 171

24 3000 5.63 +0.030*
(0.10 pl/ml) 167
Kimyon 163

24 3000 5.41 +0.010*
(0.15 pl/ml) 162
Kimyon 159

24 3000 5.21 +0.040%*
(0.20 pl/ml) 154
Coziicli 185

kontrol(aseton) 24 3000 6.10 +0.006
(2.5 ul/ml) 181

p>0.05 negatif kontrol ile ¢oziicii kontrol arasinda fark dnemsiz

* p< 0.01 kontrolle karsilastirildiginda fark 6nemli (Dunnett t testi)
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Cizelge 4.3 Karabas kekiginin degisik dozlar1 (0.05 pl/ml, 0.10 ul/ml, 0.15 pl/ml, 0.20 ul/ml ) ile
etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirinde mitotik indeks oranlar1 (A:Negatif Kontrol, B: ¢o6ziicii
kontrol, C: 0.05 ul/ml karabas kekigi, D: 0.10 pl/ml karabas kekigi, E: 0.15 ul/ml karabas kekigi, F:
0.20 pl/ml karabas kekigi, G: MMC)

kimyon mitotik index
Mean and Standard Error

A B Cc D E F G

Column
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Cizelge 4.4 Kimyonun degisik dozlar1 (0.05 pl/ml, 0.10 pl/ml, 0.15 pl/ml, 0.20 pl/ml ) ile etkilesime
sokulan insan lenfosit kiiltiiriinde mitotik indeks oranlar1 (A: Negatif Kontrol, B: ¢6ziicii kontrol, C:
0.05 pul/ml Kimyon, D: 0.10 pl/ml Kimyon, E: 0.15 pl/ml Kimyon, F: 0.20 pl/ml Kimyon, G: MMC)
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Kekik doz ve mitotik index

55014
5571
555
553
5,500
54891
5468{
5,448
5,427
5,407
5,386
5,366
5,345
5325
5304
5284
5,263
5,243
5222
= 520
5181
5,161
514
512
51
5079
5,059
5,038
5,018
4,997
4,977
4,956
4,936
4,915
4,895
4874

4,854
4,833

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

Cizelge 4.5 Karabas kekiginin farkli konsantrasyonlari ile mitotik indeks arasindaki regresyon (r= -

0.99) cizelgesi

kimyon doz ve mitotik index

M

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
Cizelge 4.6 Kimyonun farkli konsantrasyonlar: ile mitotik indeks arasindaki regresyon (r= -0.99)
cizelgesi

Tablo ve sekillerdende goriilebilecegi gibi karabas kekigi ugucu yagi ve kimyon
ucucu yaginda doz arttikca kromozom kirig1 ve diger aberasyonlarin orani artmakta,

mitotik indeks (r=-0.99) doza bagli olarak azalmaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tim diinya da oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi olarak 6nemli olan bitkiler yillardan
beri halk tarafindan hastaliklarin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Tibbi

bitkilerin eski zamanlardan beri kullanilmasinin bazi 6nemli nedenleri sunlardir:

1. Yeterli diizeyde kimya endiistrisine sahip olmayan iilkelerde, bitkilerden
yararlanarak ucuz ve kolay tedavi olanagi saglanmaktadir. Misir, Hindistan ve
Pakistan gibi iilkeler buna Ornek gosterilebilmektedir ve bu iilkeler olumlu
sonuglar almaktadirlar.

2. Tedavi amaciyla kullanilan yeni sentetik maddelerin bazilarinda goriilen tehlikeli
yan etkiler.

3. Bazi bitkisel ilag ham maddelerinin, sentetik olanlardan daha ucuz ve daha basit
yollarla elde edilebilme olanaklari. Bunlara 6rnek olarak Steroid bilesikler, kina
kina alkaloidleri, afyon alkaloidleri, atropa alkaloidleri, digitalis glikozitleri
verilebilir.

4. Bitkisel ilaglar1 sentetik ilaglardan ayiran en biiylik 6zellik etki mekanizmasinin
daha genis olmasidir. Sentetik bilesikler genellikle tek bir etkiye sahiptirler ve

bunlarin bazilarinin yan etkilerini 6nlemek i¢in baska ilaglara ihtiya¢ duyulur [1].

Celik ve ark., yaptiklart ¢alismada Thymus kotschyanus var. glabrescens’ in
klastojenik ve Mitomycin C (MMC)’ ye karsi anti-Klastojenik etkilerini
incelemislerdir. Bu bitkiden elde edilen ekstraktlar KKD (10-2 pl/ml konsantrasyonu
haric) ve KA’y1 kontrol ve c¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda artirmadigimi
bildirmislerdir. Bununla birlikte bu bitkiden elde edilen ekstrakt KA’ ya neden olan
MMC’nin etkisini azalttigin1 belirtmislerdir. Diger yandan bitki ekstrakti MMC ile
birlikte KKD’yi pozitif kontrolle karsilastirildiginda onemli derece artirdigim
saptamiglardir [78].

Siddique ve ark., yaptiklar1 ¢aligmada in- vitro insan lenfosit kiiltiiriinde Centella
asiatica L. bitkisinin ekstraktinin Cyproterone acetate (timor olusumuna neden olan
cesitli metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanilan genotoksik ajandir) tarafindan

olusturulan genotoksik etkisine kars1 anti-genotoksik etkisini incelemislerdir.
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Cyproterone acetate’ 1n tedavide kullanilan iki dozuna C. asiatica bitki ekstraktlar1 4
farkli dozda eklenmis ve anti-genotoksik etkisi CA ve SCE testleri ile test edilmistir.
Sonug olarak C. asiatica ‘nin Cyproterone acetate’ m insan lenfosit kiiltiiriinde
olusturdugu genotoksik etkiyi doza baglh olarak azalttigi gozlenmistir ve bu bitkinin
Cyproterone acetate’ 1n olusturdugu hasarlara karst koruyucu oldugunu

saptamislardir [79].

Celikler ve ark., yaptiklar1 ¢alismada in-vitro insan lenfosit kiiltiirinde Codium
tomentosum bitkisinin etenollil ekstraktinin genotoksik/ mutajenik etkisini belirleme
amaciyla CA, SCE ve MN test yontemlerini kullanmiglardir. Calisma sonucunda C.
tomentosum’ un giiglii bir anti-oksidan ve anti-genotoksik oldugu sonucuna

varmislardir [80].

Celikler ve ark., yaptiklar1 ¢alismada in-vitro insan lenfosit kiiltiiriinde Ulva rigida
crude bitkisinin ekstraktinin anti-klastojenik ve anti-genotoksik etkisini belirleme
amaciyla 3 farkli dozda (10, 20, and 40 g/mL) CA, SCE ve MN test yontemlerini
kullanarak incelemislerdir. Calisma sonucunda Ulva rigida crude ekstraktinin
klastojenik olmadigi, MMC ile karsilastirildiginda bu 3 dozun MN ve SCE
olusumunda diisiise ayn1 zamanda CA’ nin olusumunda da Onemli derecede

azalmaya sebep oldugu sonucuna varmiglardir [81].

Ishidate ve ark., coriander ugucu yaginin (kisnis) ¢in hamster fibroblast hiicrelerinde
in vitro kromozomal aberasyon testiyle mutajenitesini arastirmiglardir. Hiicrelere
farkl1 dozlarda verilen kisnis ugucu yagimin kromatid ya da kromozom araliklari,
kromozom kiriklar1 ve degisimleri, ring kromozom degerleri normal hiicrelerle
karsilastirilmis ve sonu¢ olarak kisnis yagmin klastojenik olmadigini tespit

etmislerdir [82].

Aras, S., yapmis oldugu calismada insan periferal kan lenfosit hiicrelerin de
Origanum onites’ in (kekik) metanol ekstraktini 4 farkli dozda (1,2,3,4 pg/ml)
kullanarak 24 ve 48 saatlik etkisine bakmistir. O. onites’ in tiim konsantrasyonlari
negatif kontrol ve pozitif kontrol olarak kullanilan Mitomisin-C ile
karsilastirildiginda, kromozomal aberasyon sikliginda onemli derecede bir artis
olmadigini gozlemlemistir. Mitomisin-C nin aberant hiicrelerin sikliginda artisa

neden oldugunu saptamistir. Kromozom ve kromotid kiriklari, kardes kromotid
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birlesimi ve kromotid degisimi biitiin konsantrasyon denemelerinde saptanmamastir.

O. onites’in tiim dozlarmin hiicre boliinme indeksini diisiirmedigini saptamistir [83].
Ugucu yaglarin bazi yan etkileri de bulunmaktadir [84,85].

Bu maddelerin en biiyiik tehlikeleri mutasyon ya da kansere sebep olabilme
riskleridir. Bitkilerin tedavi amagh kullanilmalarinin yani sira, bunlarin insan
genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi son derece

onemlidir [86].

Giinlik yasamda ya da tibbi amagl olarak kullanilan bitkilerin toksisiteleri ve
giivenli kullanimlari hakkinda Uluslararast Yasam Bilim Enstitiisii (International
Life Sciences Institute, ILSI), Ulusal Arastirma Konseyi ve Tip Enstitiisii (Institute
of Medicine/National Research Council-Amerika), Uluslararasi Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC), Avrupa
Birligi Tip Ajansi (European Medicines Agency) ve Avrupa Birligi Gida Giivenligi
Otoritesi (European Food Safety Authority, EFSA) gibi ¢esitli uluslararasi kuruluslar
dokiimanlar yayinlanarak bilgilendirme yapmaktadir [87].

Phillips ve ark., maydanoz ugucu yagint yeni dogmus farelere 4 farkli dozda (0.25,
0.5, 1.0 ve 3.0 umol) intraperitonal yolla vermislerdir. Yapilan caligmanin
sonucunda yeni dogmus farelerin karacigerinde DNA’da adduct (kanserojen olan
maddenin DNA’ya baglanmasi sonucu olusan yap1) olusumuna neden oldugu yani

verilen maddenin DNA ipliklerine kovalent olarak baglandigini saptamislardir [88].

Yildiz, M. A., Stachys petrokosmos yaprak ekstraktinin metabolik aktivator (S9mix)
varhiginda ve yoklugunda insan lenfositlerinde genotoksik ve anti-genotoksik etkisini
belirlemek amaciyla yapmis oldugu ¢aligmasinda metabolik aktivator yoklugunda S.
Petrokosmos yaprak ekstrakti tek basina KKD sayisin1 sadece en yiiksek dozlarda
arttirdigimi, KA’y1 tim dozlarda uyardigini fakat MN sayisini  artirmadigin
saptamistir. Bununla birlikte S. petrokosmos yaprak ekstraktt Mitomycin C’nin
kromozom anomaliligi {izerindeki etkisini azalttigin1 saptamistir. S. petrokosmos
yaprak ekstraktinin tek basina sadece yiiksek dozlarda sitotoksik etkiye sahip
oldugunu, yine sadece yiiksek dozlarda MMC’nin sitotoksik etkisini artirdigini

saptamistir. Metabolik aktivator varliginda S. petrokosmos yaprak ekstraktinin
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genotoksik ve sitotoksik olmadigini, fakat Cyclophosphamide’in KKD ve MN
olusumu Tlizerindeki etkisini azaltarak anti-genotoksik etkiye sahip oldugunu

saptamistir [89].

Lazutka ve ark., dereotu (Anethum graveolens L) bitkisinden elde ettikleri ugucu
yaglar1 insan lenfositlerinde in vitro KA ve KKD testleri ile ayrica in vivo
Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART)
testlerini kullanarak dereotu’nun genotoksik etkisini arastirmiglardir. Dereotu’nun
tohumundan elde edilen ugucu yaglar KA ve KKD’yi doza bagli olarak artirdigini ve
bu yagin insan lenfositleri i¢in sitotoksik oldugunu bildirmislerdir. SMART testinde
ise doza bagl olarak dereotu bitkisinin ugucu yaginin mutasyon sikligini artirdigin
saptamiglardir. Ayn1 arastiricilar saricam bitkisinden elde ettikleri ugucu yaglarin
genotoksik risklerini insan lenfositlerinde in vitro KA ve KKD testleri, Drosophila
melanogaster’de in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testi ile
arastirmiglardir. Yapilan calismada saricam bitkisi yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglarin acgik bir sekilde doza bagl olarak KA ve KKD’yi artirdigi, SMART testinde
ise doza bagli olarak saricam ugucu yaginin mutasyon sikligint artirdigini
bildirmislerdir. Nane bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin genotoksisitesini insan
lenfositlerinde in vitro KA ve KKD testleri ile Drosophila melanogaster’de SMART
testi ile arastirmiglar ve yapilan ¢alismalar sonucunda nane yaginin KKD’yi artirdigi
ve Drosophila’da doza bagli olmadan mutasyonlara sebep oldugunu saptamislardir.

Nane yaginin insan lenfositleri i¢in sitotoksik oldugunu saptamislardir [90].

Kopar, N., yapmis oldugu c¢alismada Salvia fruticosa bitki ekstraktinin kromozom
yap1 anormalliklerini arttirdigini, MMC ile birlikte kullanildiginda S. fruticosa nin
sinerjik etki yaparak hem 24 hem de 48 saatlik muamele stirelerinde ve tiim dozlarda
MMC’nin etkisini arttirdigini saptamustir. S. fruticosa yaprak ekstraktinin anormal
hiicre sayisini arttirdigini ve bu artisin doza bagl arttigini saptamistir. S. fruticosa
yaprak ekstraktt MMC ile birlikte anormal hiicre yiizdesini arttirdigini1 saptamistir. S.
fruticosa yaprak ekstrakti ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde genel
olarak kromatid tipi anormallikler goriilmesine ragmen kromozom tipi anormallikler
de onemli sayida gézlemlemistir. Kromatid tipi anormalliklerden en fazla gdzlenen
kromatid kirigi ve kromatid degisimi (CE) iken kromozom tipi anormalliklerden

kromozom kirig1 ve kardes kromatid birlesmesi (sister union) tipi yapisal
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anormallikleri de saptamustir. S. fruticosa yaprak ekstrakti ile muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde poliploid hiicre gézlemlemis ve dolayisiyla S. fruticosa’ nin

kromozom say1 anormalligini artirmadigini saptamistir [91].

Gadano ve ark., tibbi olarak kullanilan C. multifidum (kazayagi) ve C. ambrosioides
(Meksika cayir otu) bitkisinin ugucu yagmin genetik zararlarinin degerlendirilmesi
i¢cin insan lenfosit hiicrelerini kullanmislardir. Kazayagi bitkisinin ugucu yaglar ile
maruz kalan kiiltiirlerde SCE ve KA’nin indiiklendigini, MI’nin ise azaldigini tespit
etmislerdir. Meksika ¢ayir otu ugucu yag ile muamele edilen lenfosit kiiltiirlerinde

SCE siklig1 ve KA yiizdesinin arttigi, MI’nin ise diistiiglinii tespit etmislerdir [92].

Aloe vera yaprak ekstraktinin genotoksik ve anti-genotoksik etkileri sican kemik iligi
hiicrelerinde kromozom aberasyon testi (KA), insan lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi, MN ve KA testleri ve Ames/Salmonella/mikrozom test sistemleri ile
arastirllmistir. Aloe vera ekstrakti sican kemik iligi hiicrelerinde uygulanan tiim
konsantrasyon ve muamele siirelerinde yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerini
onemli derecede uyardig tespit edilmistir. Kullanilan ekstraktin, insan lenfositlerinde
KKD sayisim1 artirmadigini, fakat mikronukleus frekansi ve yapisal kromozom
anormalliklerini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artirdigini1 saptamislardir. Ayrica
insan lenfositlerinde replikasyon indeksini, mitotik indeksi ve nukleus boliinme
indeksini distirdiigiinii, sican kemik iligi hiicrelerinde ise sadece mitotik indeksi

diistirerek sitotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir [93].

Giil ve ark., Urtica dioica L. (1sirgan) bitkisinin ugucu yaginin in-vitro insan lenfosit
hiicrelerinde sitotoksik ve genotoksik etkisini incelemek i¢in yapmis olduklari
calismada; 1sirgan ugucu yagini 4 farkli dozda (0.10, 0.15, 0.20, 0.25ul/ml ) CA test
yontemi ve sitokinez bloklama MN test sistemini kullanarak 24 saatlik etkisini
incelemislerdir. 0.10 pl/ml doz hari¢ diger tiim dozlar kromozomal aberasyonda
artisa neden olurken, tiim dozlarin mitotik indeksi azalttigin1 saptamiglardir. Ayrica
tim dozlarda doza bagli olarak mikroniikleus olusumunda artis oldugunu

saptamislardir [75].

Ipek ve ark.,insan lenfositlerinde yaptiklar1 bir calismada, carvacrol’iin genotoksik ve

antigenotoksik etkileri SCE testi ile arastirilmistir. Carvacrol’iin SCE sayisini
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artirmadig1 diger yandan MMC tarafindan artirilan SCE sayisini da azalttigi yani
antigenotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmistir [94].

Azirak, S., yapmis oldugu ¢alismada T. spicata ugucu yaginin aroma kimyasalarinin
(thymol ve carvacrol) in vivo sican kemik iligi hiicrelerinde kromozomal
anormallikleri artirtp artirmadiini saptamaya ve canlilar i¢in genotoksik risk
olusturup olusturmadigini belirlemeye ¢alismis, sonug olarak da thymol ve carvacrol
in vivo sican kemik iligi hiicrelerinde ATP iiretimini baski altinda tutmalarindan ya
da genotoksik etkilerinden dolay1 hiicre boliinmesini azalttiklar1 ve sitotoksik etki

gosterdikleri sonucuna varmistir [95].

Dorman ve ark., yaptiklari c¢alismada T. spicata ekstraktinin antioksidan bir
etkiyesahip olmadigini bildirmislerdir [96].

Stammati ve ark., yaptiklar1 ¢caligmada T. spicata’nin aerokimyasallari olan thymol
ve carvacrol’un Ames testinde mutajenik etkiye sahip olduklarimi bildirmislerdir
[97].

Bir diger ¢alismada ise Azizan ve Blevins, thymol’iin herhangi bir mutajenik ya da
anti-mutajenik etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir [98].

Aydin ve ark., yaptiklart calismada kekik yagmin metanollii ekstraktlarinin
genotoksik aktivitelerini insan lenfositlerinde tek hiicre jel elektroforezi ile kekik
yaginin DNA {izerindeki koruyucu etkisini de 1Q (2-amino-3-methylimidazo [4,5-f]-
quinoline) ve MMC varliginda incelemiglerdir. Kekik yagimin diisiik
konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde kirilmaya neden olmadigini, yiiksek
konsantrasyonda ise DNA’da 6nemli hasarlara neden oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica kekik yaginin diisiik konsantrasyonlarda IQ ve MMC’nin neden oldugu DNA

hasarlarini azalttigini da saptamislardir [99].
Al-Batina ve ark., baharat olarak kullanilan kimyon bitkisinin ugucu yagimnin

Salmonella typhimurium’un TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslar1 tizerinde birgok

zay1f oksidatif mutajenik aktivasyona neden oldugunu bildirmislerdir [100].
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Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda T. Spicata’ nin etken maddelerinden olan
thymol ve carvacrol ile in-vivo ve in-vitro olarak yapilan ¢aligmalardaki sonuglar
Azirak S., [95] ve Stammati ve ark., [97] bizim buldugumuz sonuglar ile

ortlismektedir.

Bu bitkileri tliketirken asir1 konsantrasyondan kacinmanin faydali olacagi
sOylenebilir. Ayrica T. spicata ve C. cyminum bitkilerinin kimyasal yapisinda bir ¢ok
etken madde vardir. Bu tiirlerin gosterdigi genotoksik etkilerin hangi etken
maddeden kaynaklandigin1 ya da etken maddelerin birbirleriyle etkilesime girip bu
genotoksik etkiye sebep olabilecegi goz ard1 edilmemelidir.

Bu bitkilerin yapisindaki etken maddelerin izole edilerek tek tek sitogenetik testlere

tabi tutulmasi, bu tiirlerin sitogenetik etkilerinin icerigindeki hangi maddeden veya
maddelerden kaynaklandigina dair bilgiler verebilir. Genotoksik dzellikler T. spicata
ve C. Cyminum’un kimyasal yapisindaki bir veya birden fazla maddenin sinerjistik
etkilerinden dolay1 ortaya ¢ikmis olabilir. Bu durum daha ileri ¢alismalar i¢in yeni
arastirma konular1 olusturmaktadir.

Sonug olarak; iilkemizde geleneksel halk tibbinda ve baharat olarak kullanilan T.

spicata ve C. cyminum ugucu yaglarinin insan lenfosit kiiltiiriinde in-vitro olarak 4

farkli dozda (0.05, 0.10, 0.15, 0.20ul/ml) 24 saat muamele edilmesi ile;

1) T. spicata ve C. cyminum ugucu yaglarmin MI disiirdiigi ve karabas kekiginin
farkli konsantrasyonlari ile MI arasinda negatif korelasyon (r=-0.99) oldugu ayni
sekilde kimyonun farkli konsantrasyonlar1 ile MI arasinda da negatif korelasyon
(r=-0.99) oldugu,

2) Negatif kontrolde 6,14 olan mitotik indeksin karabas kekiginin en iist dozunda
4,88’ e diistiigii ayn1 sekilde kimyonun en {ist dozunda 5,21’ e diistiigii dolayisiyla
bu iki bitkinin uygulanan dozlarda hiicre béliinmesini baskiladigi,

3) Bu iki bitkinin negatif kontrolle karsilagtirildiginda doza bagli olarak kromozom
aberasyonlarini arttirdigz,

saptanmistir.
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