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OZET

Bu c¢alismanin amaci Kapsaisin'in insan hiicresi {izerine etkisinin in-vitro kosullarda
klastojenik etkisinin saptanmasidir. Kapsaisinin 3 farkli dozu 80 uM, 120 uM, 160
uMinsan periferal kanmin kullanildig1 lenfosit kiiltiiriine 24. saatte eklenmistir. 44.
saatte Cyt-B eklemek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi. Sitokinez olay1 sitokalasin-B ile
engellenerek mikroniikleus siklig1 ve hiicre 6limi (apoptoz ve nekroz) incelenmistir.
Kapsaisinin tiim dozlarda kontrollere gore hiicre 6liimiinii istatistiksel olarak artirmis ve
bolinme indexini dislrmiistiir. Kapsaisin pozitif kontol olarak kullanilan
mitomisin’den daha fazla hiicre 6liimiine sebep olmustur. Hiicre 6liimii ile doz arasinda

bir baglant1 saptanamamustir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Genotoksik ve Sitotoksik etki, Kromozomal aberasyon,

Sitokinez, Niikleer sitotoxic boliinme indeksi



ABSTRACT

The aim of this study is to ascertain clastogenic affects of Kapsaisin on human cells in
in-vitro conditions. 3 doses of Kapsaisi, which are 80 uM, 120 uM, 160, were added to
lymphocyte culture, in which Minsan peripheral blood is used, in in the 24th hour. In
the 44th hour, it was cultured for 72 hours on the condition that it was added Cyt-B. By
blocking the cytocinesis case by cytochalasin, micronucleus rate and cell death
(apoptosis and necrois ) were analyzed. According to observations of Kapsaisin in all
doses, necrosis was increased statistical and separation index was decreased. Kapsaisin
caused more necrosis than mitomisin, which is used positively. No connection was

observed between necrosis and dose.

Key word: Apoptos, Genotoxic ve Cytotoxic impact, Kromosomal aberration,

Cytokinesis, Niikleer cytotoxic indexi
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SIMGELER VE KISALTMALAR
uM : Mikromolar

MMC : Mitomisin-C

KA: Kromozom Anomallikleri

CA: Chromosamal Aberration

ul: Mikrolitre

DMSO: Dimetil siilfoksit

rpm: Devir Sayisi
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1.GIRI

Bugiin fh'inyada kullanilan bitki sayis1 Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore 20.000
civarindadir. Bunlardan 4000 drog yaygin bir sekilde kullanilirken yaklasik % 10’unun
ticareti yapilmaktadir. Ozellikle son on yilda bitkisel ilaclara olan ilgi ve talebin asir
derecede artmasi, bitkilerin dogrudan ilag olarak kullaniminin ve bitkilerden ilag
gelistirme ¢alismalarinin hizlanmasini saglamistir. Son yillarda tiim diinyada bitkiler
tizerinde klinik amagli ve salgin hastaliklarin  kontrolii  yoniinde ¢alismalar
stirdiriillmekte, ¢esitli enzim sistemleri kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin
bulunmas: i¢in ileri diizeyde calismalar yapilmaktadir. Uluslararas: biiyiik ilag
sirketlerinin hemen hepsinin, biiylik ya da kiiciik, bir bitkisel iirlin arastirma bolimii
bulunmaktadir. Ilag, kozmetik, parfiimeri, gida, veterinerlik ve tarim alanlarinda bitkisel
kaynakli tirtinlerle alinan patent sayisi giderek artmaktadir [1-4].

Bitkisel ilaglara ve bitkilerden elde edilen hammaddelere ilginin arttig1 giiniimiizde,
Ozellikle bazi bitkiler kullanim alanlari, miktarlari ve insanlar tarafindan yararh
etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere oranla daha fazla 6neme sahiptirler.
Bitki oziitleri, besin ve igecek katkisi olarak, kozmetik olarak, sabun ve deterjanlara
koku olarak, bocek ve sinek oOldiiriiciilere katki olarak kullanilabilir. Bitki Oziitleri
kompleks hidrokarbonlarin bir karisimidir ve genellikle terpenlerden olusur ve koku ve
aroma olusturma kapasitelerine goére simiflandirilabilir. Pek ¢ok {iilkede bitki ugucu
yaglarinin kullanimi kontrol altina alinmistir. Bu ugucu yaglarin akut ve kronik
toksisitesi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Ulkemizde yapilan calismalar
genellikle antimikrobial etkileri tizerinedir. Oysa bitki Oziitlerinin kansorejenik,
teratojenik ve mutajenik etkileri bildirilmistir. Bitki oziitleri oldukca etkili hiicre
boliinme diizenleyicisi olabilirler.

Ozellikle son on yilda bitkisel ilaglara olan ilgi ve talebin asir1 derecede artmasi,
bitkilerin dogrudan ilag olarak kullaniminin ve bitkilerden ilag gelistirme ¢aligmalarinin
hizlanmasint saglamistir. Tiim diinyada bitkiler iizerinde klinik amaghh ve salgin
hastaliklarin kontrolii yoniinde caligmalar siirdiiriilmekte, cesitli enzim sistemleri
kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin elde edilebilmesi i¢in ileri diizeyde
caligmalar yapilmaktadir. Uluslararas1 biiytlik ilag sirketlerinin hemen hepsinin, biiyiik
ya da kiiciik, bir bitkisel iiriin arastirma boliimii bulunmaktadir. Ilag, kozmetik,

parfiimeri, gida, veteriner hekimlik ve tarim alanlarinda bitkisel kaynakli iiriinlerle
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alinan patent sayis1 giderek artmaktadir. Bitkisel ilaglara ve bitkilerden elde edilen
hammaddelere ilginin arttigi glinimiizde, 6zellikle bazi bitkiler kullanim alanlari,
miktarlar1 ve insanlar tarafindan yararl etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere
oranla daha fazla 6neme sahiptirler. Bu maddelerin kalitsal materyale etkilerinin agiga
¢ikartlmasi oldukc¢a onemlidir. Klasik kromozom elde edilme yontemlerinde bile
bitkisel materyal siklikla kullanilmaktadir. Kolsisin kar ¢i¢eginden (Colchicum) elde
edilir ve ig ipliklerini kirarak kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini onler. Kolsisin
sayesinde kromozomlar metafaz evresinde yakalanir ve incelenir. Yine insan
kromozomu incelemelerinde insan kani kullanilir. Normalde insan kan hiicreleri
dolasimda bolinmez ve boliinmeyen hiicrelerde kromozom incelemesi yapilamaz.
Fitohemaglutinin fasulyeden (Phaselus vulgaris) elde edilir ve bdolinmeyen kan
hiicrelerini bir anlamda kanserlestirerek boliinmeye zorlar. Incelenecek bitkisel kdkenli
maddelerin olas1 mutajenik ve diger 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi oldukg¢a 6nemlidir.
Bu ¢alismanin amaci, bitkisel kokenli bir bilesik olan kapsaisin’in insan lenfosit
kiiltiirlinde kan hiicreleri iizerine yaptigi hiicre oldiiriicii etkiyi, apoptoz ve nekroz

yoniinden incelemektir.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kapsaisin

Yizyillardan beri insanlar tarafindan gerek besin maddesi, gerekse ilag olarak kullanilan
stis biberi (Capsicum sp.) bitkisi de Onemi gidereck artan bitkilerden birisidir.
Solanaceae familyasinin Capsicum cinsi, yenidiinyanin tropik ve suptropik bolgelerinde
yetisen yaklasik 30 tiirli kapsamaktadir. Bunlardan 5 tiiriin kiiltiirii yapilmakta olup,
Capsicum annum, Capsicum baccatum, Capsicum pubescens, Capsicum frutescens ve
Capsicum chinense ekonomik 6neme sahiptir [5]. Capsicum cinsi diinyanin degisik
bolgelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Uzun sivri, dolmalik, carliston, iri kare ve
konik olmak iizere degisik tipleri vardir. Acilik meyvenin “kapsaisin” (CigH2703N)
icerigine ve bilesimine baghdir ve yiiksek oranda plasenta kisminda bulunur. Kapsaisin
kirmizi taze biberde yesil biberden iki ti¢ kat daha fazladir. Besin degeri bakimindan iyi
bir sebze tiiriidiir. Ozellikle C vitamini agisindan oldukca zengindir (103 mg/100 g). Siis
biberi bilesiminde ayrica ugucu yag ve sabit yagda bulundurmaktadir [6-9]. Kapsaisin
miktar gesitten ¢eside degismektedir. Kurutulmus kirmizi toz biber acilik bakimindan “
scoville acilik birimi”ne gore 5 gruba ayrilmigtir. Buna gore biberler acis1z (0—700), az
aci (700-3000), orta ac1 (3000-25000) ve ¢ok act (80000) seklinde siniflandiriimaktadir
[10,11]. Kirmizibiber sebze ve baharat olarak yogun bir sekilde kullanildigi gibi
kapsaisin igerigi nedeniyle ilag yapiminda da biiyiikk 6neme sahiptir. Ozellikle siis
biberinde kapsaisin miktari oldukga yiiksektir [10-12]. Kapsaisin oranlar1 % 0.1 [13] ile
% 2 [14] arasinda degismektedir.

2.2. Hiicre Oldiiriicii Etki

Bilindigi gibi bir hiicrenin yasam dongiisii Gl, S, Gll ve Mitoz evresinden olugmaktadir.

Bu evrelerin yanizca S evresinde DNA sentezi yapilmaktadir.
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Hiicre Boliinmesi

,:\ Interphase

Sekil 1:Hiicre Boliinmesi

GO evresinin 6zelligi bu evrede hiicrelerin diploit olmas1 ve yeniden programlanmaya
acik olmasiydi. Eger evrelerin S fazina ge¢mesine izin verilirse buradanda G2 fazina
gececek ve DNA iki katina ¢ikacak. Hiicre boliinmeside olmayacagindan tetrapoit bir
niikleus olusacakti. Tetrapoit bir niikleusun ¢ekirdegi alinmis baska bir yumurtaya
transferi basarisizlikla sonuglanacakti. Hiicrelerin GO evresinde oldugundan emin olmak
i¢in 6zel bir yontem gelistirmistir. Oncelikle hiicreler kiiltiirde biiyiitiilmiis ve daha
sonra bazi maddelerin eksik oldugu bagka bir ortama alinmislardir. Hiicreler Gl
evresinde ise hiicre evresinden ¢ikarilmis ve GO evresine sokulmustur. Hiicreler S ya da

G fazinda ise ya 6lmiis ya da GO a girmislerdir. G1 ve GO da hiicre nukleusu diploittir.

Hiicre bolintip bolinmeyecegine Gl evresinde karar verir. Burada mekanizma
onemlidir. Bazi genlerin hiicre boliinme mekanizmasini denetledigi bilinmektedir. P53
geni en ¢ok bilinen ve iizerine en fazla ¢alisma yapilan gendir. Bu gen GI evresinde
hiicreyi kontrol etmekte eger hiicre uygunsa boliinmesine izin vermekte degilse apoptoz

ve nekroz olarak bilinen programli hiicre 6liimiine gondermektedir. Gen bozuldugunda
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boliinmemesi gereken hiicreler bdliinmekte ve beklenmeyen boliinme anomalilerine

neden olmaktadir.

P53 genindeki mutasyonlar insandaki kot huylu tiimorlerin  en  Onemli

sebeplerindendir. P53 geni kromozom 17’nin kisa kolu {izerinde bulunur.

2.2. 1. Apoptoz

Apoptoz terimi programli 6lim sekli i¢in tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre 6limiinii
ifade eder. Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak yapraklarin
agactan, petallerin cicekten dogal olarak diismesi anlamina gelmektedir. Bugiin de bu
terimin kullanim1 uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre Sliimiinii
anlatir. Teorik olarak apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik
faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma
vasitasiyla hiicre 6limiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin intihart olarak
tanimlanabilir. Boylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon ve
kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da
genetik faktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin apoptoza neden oldugu
sOylenebilir [19-21]. Fizyolojik bir islem olarak apoptoz, normal gelisim sirasinda ve
olgun organizmadaki cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin
kaybindan sorumludur. Apoptotik hiicre sayis1 kisinin ya da organizmanin saglikli ya da
hasta olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel mekanizmalar: hiicrede denge
unsurudur [19]. Bu da demektir ki; apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre sayisi artar
aksine eger apoptoz orani artarsa hiicre sayisi azalir ve istenmeyen doku tahribati
meydana gelir [20].

Doku yasami, hiicresel ¢ogalma ve apoptozis gibi hiicre 6liim islemleri arasindaki siki
dengeyle siirdiiriiliir. Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik olarak istenmeyen,
hasar gormiis ya da potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin uzaklastirilmasinda
bagvurulan bir hiicre intihar mekanizmasidir. Bu ig¢sel intihar formunun temelinde
genetik mekanizma vardir. Apoptozis tipik morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere
sahiptir. Goze c¢arpan morfolojik degisimler hiicre kiigiilmesi, nuklear kromatinin

yogunlagmasi, nukleusun fragmantasyonu ve DNA’nin internukleozomal alandan
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ayrilmasidir.  Genomik ~ DNA’nmin  (deoksiriboniikleikasit)  internukleozomal
fragmantasyonu son yillarda apoptozisin en belirgin biyokimyasal isareti olarak
diistiniilmektedir. Tim bu ozelliklerin olusumu enerjiye bagimlidir. Bundan dolay1
apoptozis enerjiye bagimli islemlerle hiicreyi 6liime siiriikler. Caspase ailesi proteazlari,
BCL-2 ailesi proteinleri ve p53 gen iriinii apoptozisin diizenlenmesinde merkezi rol

oynar.

Tek hiicreli canlilarda hiicre Oliimiiniin tek yolu apoptozdur. Cok hiicreli
organizmalarda ise genetik olusumlu hiicre hasarinin bloke edilmesi ya da hiicrenin
tamamen yok edilmesi bu yolla gerceklesir. Bdylece hasarin yayilmasi ve timor
olusumu gibi zararli olasiliklar engellenmis olur. Apoptoz olayinin olusmasindan daha
once hiicresel replikasyon iglemi durur (DNA onarimi) eger bu esnada DNA tamiri
gerceklesemezse apoptoz ile sonuglanan olaylar serisi baslar. Bu sirada apoptozun
baslayip baslamamasi hasarin boyutuna, hiicrenin tipine ve hiicrenin {tretkenlik

potansiyeli olan tiimor gelistirme riskine baglidir [20].

Apoptoz; iiyelerin olusumunda, el ve ayak parmak taslaklar1 arasindaki ara dokunun
ortadan kalkmasinda, omuriligin sekillenmesinde, erkek fetiislerde miiller kanalinin
tahribati sirasinda ve iltithapta nétrofil 6liimiiniin saglanmas: ve menstrual siklus gibi

bircok olayda goriiliir [20].
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Sekil 2: Sitotoksik ya da genotoksik ajanlarla karsilasan bir hiicrenin gecirebilecegi

degisimler [21].

Apoptoz, farklilagmis dokularin olgunlagsmasinda da esastir. Ciinkii apoptoz viicudun
biitiinlindeki hiicre sayisinin sabit tutulmasini ve immiin sistem faaliyetlerinin gerceklesmesini
saglar. Bu son olaya 6rnek olarak, immdiin bir reaksiyonun sonucu dikkate alinacak olursa; bu
noktada aktive edilmis lenfositlerin direkt apoptoz vasitasiyla kendi antijenlerini elimine
ettikleri goriiliir. Boylece apoptotik hiicre miktarinda goriilen bir artis, daha 6nce de belirtildigi
gibi dengenin olumsuz yonde bozulmasina; Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif
hastaliklardan iilseratif kolitler, AIDS gibi kronik hastaliklara ve hatta immiinolojik

hastaliklara bile neden olabilir
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Sekil 3: Apoptotik bir hiicre.

2.2. 2. Nekroz

Nekroz, bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun ya da organin geri doniisemez sekilde
hasar gérmesi sonucu goriilen patolojik Sliimdiir. Ornegin bir yamk durumunda asir1 1s1ya
maruz kalan viicut pargasi nekroza ugrayip cansiz doku haline gelebilir. Diger sebepler;
yaralanma, enfeksiyon, kanser, enfarktiis, zehirlenme ve enflamasyon olabilir. Nekroz; iskemi,
toksik maddelerin asir1 konsantrasyonu, hipertermi, viral enfeksiyon ve hipertermi gibi
nedenlerle ortaya cikabilir. Nekroz hiicre zarmin biitiinliiglinlin bozulmasi, kromatinin
dagilmasi, hiicre sigsmesi, organellerin bozulmasi, biiyiik hiicresel vakuollerin olusumu ile
karekterize olan bir olusumdur. Nekroz apoptozdan, hiicre gruplarimi etkilemesi ve

infalmasyon olusumu yonleri ile ayrilir.
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Sekil 4: Nekrotik bir hiicre.

3. Yontem

Bu calismada materyal olarak sigara igmeyen yakin yaslardaki 8 erkek (23 ve 24
yaslarinda), 8 bayandan (23 yaslarinda) alinan periferik kan ve test maddesi olarak da
kapsaisin ve pozitif kontrol olarak Mitomisin C (MMC) test kontrolii olarakta DMSO
(Dimetil siilfoksit ) kullanilmistir [23].

3.1.1 Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

1.Etanol (C;HsOH), (Merck, K35091886 537)
2.Kapsaisin,(SIGMA, M2028-50MG)

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

6.Giemsa (Merck, HX694620)
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Fosfat Tampon Cozeltisi: Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,)’dan 9.1 gr. alinir ve
1000 ml. bidistile suya tamamlanir. Baska bir balon jojeye de sodyum hidrojen fosfat
(Na;HPQOg4)’dan 11,9 gr alinir ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir ve stok ¢6zeltiler

hazirlanmis olur [24- 26].

Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi: KH,PO, cozeltisinden 60 ml. ve Na,HPO,
cozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve iizerine 10 ml. giemsa boyasi eklenmesi
suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢ozeltimiz hazirlanmis olur. Sorenson
fosfat tampon ¢ozeltisi ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem i¢in her iki ¢ozeltinin

degisik miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir [26].

Cozelti 1:
KHoPO4uoveeevieciine 9.1gr
Bidistile SU..........covriinnes 1000 ml
Cozelti 2:
NasHPO4....coevvvveveeieie 1194qr.
Bidistile SU..........ccouriinnes 1000 ml.

pH 5,6 i¢in: Cozelti 2 den 5 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,0 i¢in: Cozelti 2 den 12.3 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,5 i¢in: 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.

3.1.2. Kapsaisin’in Hazirlanmasi

Yapilan hesaplamalarda molekiil agirlig1 305,4 olan capsaicin (Sigma) maddesinden 26
mg alinarak 13 ml DMSO (Dimetil siilfoksit )’ da ¢oziilmistiir. Buda 0,05 ml’de 0,1 mg
capsaicin’in bulundugunu gosterir. 80, 120, 160 uM’lik dozlar kullanilarak ¢alisma
yapilmistir.
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3.1.3. Mitomisin C (MMC) Cozeltinin Hazirlanmasi

2 mg mitomisin-C bulunan ortama 2 ml steril bidistile su ilave edilerek MMC eritilmistir.
Sonra bu eriyikten 5 ml’lik kiiltiir ortamina ilave edilerek son konsantrasyondaki MMC

orani 0.3 ug/ml olan ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki MMC ile hiicreler 24 saat muamele edilmistir.
3.1.4. Sorensen Tamponunun (Sorensen Buffer) Hazirlanmasi

Sorensen tamponu, tampon A ve tampon B olmak iizere iki stok cozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢dzeltiler gahsmanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik

miktarlarda karistirilarak kullanilmigtir.

3.1.5 Boyanin Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,P04 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8). Tampon B:
14.83 gr Na;HP04.12H,0 250 ml saf su iginde eritilmistir.

3.1.6. Kromozom Medyumu

Biochrome firmasinimn irettigi kromozom, hiicre kiiltiri i¢in kullanilmigtir. Besiyeri
iceriginde, Non essential Amino Acids, Fetal Calf Serum, Heparin, Penicillin G, Sodium
Salt, Streptomycin Sulphate, Phytohemagglutinin M bulunuyordu. Tiipler 5 er ml’lik ve

hazir olarak satisa sunulmustu.

3.1.7. Hipotonik Cozelti

Hipotonik eriyik olarak % 0, 4’ liik KC1 (Merck) kullamlmistir. Bidistile su i¢inde stok
halinde hazirlanan eriyik agzi kapali cam bir kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir.
Her preparasyondan yaklasik 1 saat dnce yeterli miktarda alinip 37°C’deki inkiibatorde

ws1tilip kullamlmastir.
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3.1.8. Fiksatif

Preparatlann hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’ in 3 kisim
metanol (1/3 : glasial asetik asit/metil alkol) ile karistirilmasiyla hazirlanmistir. Fiksatif
kullaniimadan iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde

preparat yapim isleminden iki saat dnce taze olarak hazirlanip kullanilmistir.
3.1.9. Giemsa

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

Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis, %5°lik boya ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.2.  Kullanilan Deney Ekipmanlan

3.2.1. Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0, 0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi
kimyasallann tartilmasinda kullanilmigtir.

3.2.2. Santrifiij

5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 15 dk.’hk zaman ayarlayici ve 8 tiip kapasiteli
ELEKTRO-MAG marka santrifiij gahsmalarda kullanilmustir.

3.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 1s1k
mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir.

3.2.4. Etiiv

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

kiiltiirtiniin yapiminda ve bazi eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilmaistir.
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3.2.5. Deney Ekipmanlari

1.Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)
2.Vorteks (Yellowline)

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

5.Derin dondurucu

6.Buzdolab1

7.0tomatik pipet

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

3.2.6 Sarf Malzemeler

1.Heparin (Roche)

2.Giemsa (Merck, 5400512)

3.KH,P0, (merck, 9021622)
4.NayHPO4H,0 (Merck, K1 690176)
5.Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
6.Metanol (Merck, 502K05275408)
7.Ksilol (Merck, 207K037553)
8.Immersiyon yag1 (Merck, 09403569)
9.KCL (Merck, 340TA611835)
10.Alkol (Merck)

11.Distile su

12. Tiiplitk

13.Cesitli cam malzemeler
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14.Konik tabanli 10ml1’lik steril kiiltiir tiipii
15.Enjektor

16.Cesitli ebatlarda puarlar

17.Pastor pipeti

18.Lam

19.Lamel

3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi

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

ortamlarina ekimi yapildi.

3.4. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C'ye getirilmis olan 4 ml medyum igeren Kkiiltiir tiiplerine steril ortamda,
alinan kan 6rneklerinin 3-4 damlas1 disar atildiktan sonra 12 damla (~0.4 ml) kan ilave
edildi. Tiiplerin tlizerine kontrol kisilerinin ad1 yazildi ve her bir kisi i¢in 2 tiipe ekim
yapildi. Tiipler hafifge karistirilarak 37 °C'lik etiivde 24.saatte Kapsaisin,(SIGMA,
M2028-50MG), 44. saatte Cyt-B eklemek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi. Pozitif
kontrol amaciyla kullanilan MMC steril bidestile suda ¢oziilmiistiir. MMC’nin insan
kromozomlan {izerine etkisini incelemek igin kiiltiir bitimine 24 saat kala son
konsantrasyonu 0.3 pg/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak
ise distile su (%]1) test kontrolii olarakda DMSO (Dimetil siilfoksit ) kullanilmistir

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

metoduna gore ¢ikarim iglemleri yapildi [24- 27].

1. 72 saat inkubasyondan sonra kiiltiir tlipleri etiivden ¢ikartilarak 1000 rpm'de 10
dakika santrifiij yapildi.

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

3. Daha sonra hiicrelere laboratuvar isisinda beklemis, olan % 0,4’liik hipotonik

soliisyonundan 6 ml eklenerek 15 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.
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4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 10 dakika 1000 rpm'de
santrifiij edildi.

5. Siipernatantlar atilip tlizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1, metanol:
glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 10 dakika 1000
rpm'de santrifiij yapildi.

6. Siipernatantlarin tekrar atilip tizerine ayni fiksatiften 6 ml ilave edilip, 10 dakika 1000
rpm'de santrifiij edildi. Bu islem tii¢ kez tekrarland.

3.5. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek, icinde %70'lik metanol bulunan saleye yerlestirilip soguyuncaya
kadar buzdolabi buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden c¢ikarilan lamlar iyice
kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetaj yapilarak hiicre
slispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden (1-2 cm yukaridan)
9- 10 damla damlatildi. Lamlara kuvvetlice iiflenerek hiicrelerin lam iizerine iyice
dagilmas: sagland1 ve kurumaya birakildi. Her kiiltiir tiipii i¢in ayr1 pastor pipeti

kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.

3.6. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi

Sorenson boya tamponu (pH=7.0):Sorenson boya tamponu 5.26 g KH,P0, ve 8.65 g
Na;HP0,4.2H,0 tartilip distile su ile 1000 ml'ye tamamlanarak hazirlandi. 90 ml
Sorenson boya tamponu iizerine 10 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa boyasi

hazirlandi.

Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan % 10'luk giemsada 15dakika boyandiktan
hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar

ksilolden gecirildikten sonra kanada balsami (entellan) damlatilarak lamelle kapatildi.
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3.7. Lamlarin incelenmesi ve MN Sikhiginin Degerlendirilmesi

En iyi goriinti 1000X'lik bilyiitmede saglandi. Lamlar analizden &nce
numaralandirilmalidir. Her bir duplike kiiltirden alinan lamlar i¢in bir skor elde

edilmelidir. Her bir preparat asagidaki bilgileri iceriyordu.

1. MN'larin sayisi, en azindan 1000 BN hiicrede sayilmalidir ve 1000 BN hiicre basina
MN frekanst hesaplanmalidir. BN hiicrede MN'larin sayilmasinda kullanilan kriterler
detayl bir sekilde asagida agiklanmistir.

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

maruz kalinan genotoksine ve yasa bagli olarak 3'den fazla olabilir.
3. Mikroniikleuslu BN hiicrelerinin frekansi, en azindan 1000 BN hiicrede bulunmalidir.
4. 1000 BN hiicresinde niikleoplazmik koprii frekanst hesaplanmalidir.

5. 500 hiicre basma tek c¢ekirdekli (mononiikleer), iki c¢ekirdekli (biniikleer), ii¢
cekirdekli (triniikleer) ve dort cekirdekli (tetraniikleer) hiicrelerin orani hesaplanmalidir.

Bu bilgiye dayanarak c¢ekirdek boliinme indeksi olusturulabilir.

6. Canli ya da apoptoz veya nekrozdan dolayr 6len hiicrelerin sayisi, ayn1 preparat
tizerinde 500 hiicre basina tek-, iki- ve ¢ok- ¢ekirdekli hiicreler sayilirken sayilabilir.

Hiicreler sayilirken, hiicre tanimlanamadiginda skorlanan hiicrelere dahil edilmez [24-

27].

3.8. Sitokinezi Bloke Edilmis Biniikleer Hiicreleri Tanimlama Kriterleri:

MN frekansi degerlendirilecek olan sitokinezi bloke edilmis hiicreler asagidaki kriterleri

igcermek zorundadir.
1. Hiicreler biniikleer (iki ¢ekirdekli) olmalidir.

2. Bintikleer hiicredeki iki cekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.
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3. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu
niikleoplazmik koprii ¢cekirdek ¢capinin 1/4' iinden biiyiik olmamalidir.

4. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak
birbirinin {izerine ¢tkmamis olmalidir. iki gekirdegi iist iiste ¢ikmis olan bir hiicre eger

her bir ¢ekirdegin ¢ekirdek sinirlar1 ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

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

hiicrelerin sitoplazmik siirindan agikca ayirt edilebilmelidir.

3.9. Mikroniikleus Sayimi

Sayilan ¢ekirdeklerin tekrar sayilmamasi i¢in 151k mikroskobunda 400X biiylitmede
sitoplazmas1 dagilmayip sinirlart belli olan c¢ekirdekler belirlendi ve sadece bunlar
sayildi. Kontrol kisiler i¢in duplike olarak yapilan kiiltiirlerden hazirlanan preparatlarda
2000 BN hiicre sayildi ve mikronukleuslar kaydedildi. Ayn1 zamanda, her bir kisi i¢in,
500 mononiikleer (tek ¢ekirdekli) hiicre basina biniikleer (iki ¢ekirdekli), triniikleer (li¢
cekirdekli) ve tetraniikleer (dort ¢ekirdekli) hiicrelerin sayist da kaydedildi ve ¢ekirdek
boliinme indeksi (NDI) hesaplandi.

Niikleer béliinme indeksi (NBI) = (M; + 2(My) + 3(M3) + 4(M,) )/N formiiliine gore
hesaplanmistir Burada M 1- M4 hiicre ve igindeki ¢ekirdek sayisini, N ise sayilan toplam

hiicre sayisin1 gostermektedir.

Apoptotik ve nekrotik hiicreler 151k mikroskobunda ¢ekirdegin yapisina bakilarak
belirlenmistir. Apoptotik hiicrelerde niikleus kiiclik pargalara ayrilmistir ve hiicre
zarmin yapisit kismen bozulmustur. Nekrotik hiicrelerde ise solgun bir ¢ekirdek yapisi
vardir ve igleri bosluklarla doludur. Nekrotik hiicrelerin stoplazmasinin yapisi da
bozulmustur. NCBI: Niikleer sitotoksik boliinme indeksi: (Ap+Nec + My + 2(My) +
3(M3) + 4(My))/N formiilii yardimi ile hesaplanmistir [21].

3.10. Hiicre Sayisi ve Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz “GraphPad InStat version 3.05 for Windows 95 (GraphPad Software,
San Diego California USA)” programiyla yapilmistir. Kiiltiirde bulunan hiicrelerdeki

mikroniikleus sikligindaki artis Dunnett’s t-test ile hesaplanmustir [28].
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4. BULGULAR

Kapsaisin’in 3 farkli dozu (80, 120, 160 uM) insan periferal kaninin kullanildigi
lenfosit kiiltiiriine 24. saatte eklenmistir. Sitokinez olay1 sitokalasin-B ile engellenerek
mikroniikleus sikligi ve hiicre oSliimii (apoptoz ve nekroz) incelenmistir. Insan
hiicrelerine Kapsaisin’in yaptigi etki tablo..’de gosterilmistir. Kapsaisin tim dozlarda
kontrollere gore hiicre Oliimiinii istatistiksel olarak artirmis ve boliinme indexini
diistirmistiir (r= -0.88). Kapsaisin pozitif kontrol olarak kullanilan mitomisin den daha
fazla hiicre oOliimiine sebep olmusur. Hiicre Olimi ile doz arasinda bir baglanti
saptanamamistir. Cekirdek boliinme indeksi hiicrelerde bulunan cekirdek sayisina gore

hesaplanmistir ve Tablo 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1: Normal sitokinezi engellenmis iki niikleuslu hiicre.
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Sekil 4 2: Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve bir mikroniikleus i¢eren hiicre.

Sekil 4.3: Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve iki mikroniikleus i¢eren hiicre.
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Sekil 4. 4: Sitokinezi engellenmis ¢ok niikleuslu ve apoptoza giden bir hiicre.
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Sekil 4.5: a.

Sekil 4 .5: a, b. Apoptotik Hiicreler.
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Sekil 4. 6: Solgun bir sitoplazmaya, ¢ok sayida kiiciik vakuollere ve bozulmus yapida

stoplazmik ve niikleer membrana sahip nekrotik hiicre

Sekil 4.7: Solgun bir sitoplazmaya, ¢ok sayida kiiciik vakuollere ve bozulmus yapida

stoplazmik ve niikleer membrana sahip nekrotik hiicre.
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Tablo 4. 1. Kapsaisin’in insan lenfositlerinde mikroniikleus siklig1, niikleer bolinme

indeksi, niikleer sitotoksik boliinme indeksine etkileri

Uygulama Cekirdek sayis
Sayilan
Hiicre A N
Test Maddesi . Sayisi . .
Sire | Doz NBI +SH NSBI
(s) 1 2 3 4
Negatif Kontrol - - 2000 744 978 93 185 1.86+0.34 0 0 1.86+0.34
05ug
PK (MMC) 24 /il 2000 1186 690 64 60 1.49+0.90 22 25 1.51+1.15
m
24 80 uM 2000 1206 492 146 150 1.61+0.73* 66 56 1.67+£1.05
.. 120
Kapsaisin 24 M 2000 1164 444 170 149 1.58+0.55* 37 27 1.61+0.85
n
160
24 M 2000 1105 536 164 71 1.48+0.84* 74 50 1.54+0.92
u

*Belirgin bir sekilde negatif kontrolden farkli P < 0.05 (Dunnett’s t-test). NBI: Niikleer Béliinme
indeksi. NCBI: Niikleer sitotoksik bdliinme indeksi. PK: Pozitif Kontrol. A: Apoptotik hiicre N: Nekrotik
Hiicre. SH: Standart Hata
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Cizelge 4.1. Kapsaisin doz-gekirdek boliinme indexi regressyon gizelgesi

Tablo ve ¢izelgelerden de goriilebilecegi gibi kapsaisin boliinme indeksini diisiirmekte,

apoptoz ve nekroza sebep olmaktadir.
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5. TARTISMA

Capsicum cinsinden olan ac1 kirmizibiber (Capsicum annuum) Solanaceae
familyasindandir. Anavatani Giiney Amerika olmakla birlikte Gliney Asya iilkeleri,
tilkemizin Giiney Dogu Anadolu Bolgesi gibi diinyanin ¢esitli bolgelerinde 7000 yildir
yetistirilmektedir. Yapilan ¢alismalar kirmizibiberin baharat olarak Hindistan’da kisi
basina giinde 2,5 g, Tayland’da 5 g ve Meksika’da 20 g ac1 biber tiiketimi rapor
edilmistir. Amerika ve Avrupa’da ise kisi basina gilinliik kapsaisin tiiketiminin 1,5 mg
civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Aci biberin yapisinda kapsaisin,
nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin, dihidrokapsaisin ve homokapsaisin olarak
adlandirilan kapsaisinoidler bulundugu saptanmistir [29].

Kapsaisinin bazi kanser tiirlerini agiga ¢ikaracagi saptanmistir. Meksika’da yapilan
kontrollii calismada 220 mide kanseri vakasi ile birlikte genel popiilasyondan 752 kisi
secilmis ve aci1 biber tiiketenlerdeki mide kanseri riski tiiketmeyenlere gore 5.5 kat daha
fazla bulunmustur [30].

Act biber tozunun agiz boslugu, farinks, yemek borusu ve girtlak kanseri i¢in risk
faktorii oldugu (doza bagl olarak 2-3 kat) Hindistanda yapilan bir ¢alisma sonucu
saptanmugtir [31].

Bitki Oziitlerinin hiicreler tlizerine c¢ok biiyiik etkiler yapabildigini Kolsisin ve
Fitohemaglutinin 6rneklerinden ayrmntili olarak biliyoruz. Incelenmesi amaglanan
kirmizibiberin yapisinda bulunan capsaicinin olas1 genotoksik, anojenik (hiicre boliinme
mekanizmasini etkileyen ajan) ve klastojenik (kromozomlari etkileyen ajan) etkilerinin

ortaya konulmasi 6nemlidir.
Bu etkilerin a¢iga ¢ikarilmasinin;
1- Besin giivenirligi agisindan,

2

Literatiire katki acisindan,

3- lleride yapilacak antimutajenik ¢alismalara direk kaynak olmasi acisindan,

4

Yapilacak diger caligmalara kaynak olmasi agisindan,

5- llag sanayisine katk1 ydniinden, dnemlidir.
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Bitki extraktlarinin kromozomlar tizerine yaptig1 etki iizerine pek ¢ok aragtirma vardir.
Bitki ugucu yaglar1 kompleks hidrokarbonlarin bir karigimidir ve genellikle terpenlerden
olusur. Bitki ugucu yaglar1 koku ve aroma olusturma kapasitelerine gore
siniflandirilabilir. Bitki ugucu yaglari, besin ve i¢ecek katkisi olarak, kozmetik olarak,
sabun ve deterjanlara koku olarak, bdcek ve sinek Oldiiriiciilere katki olarak
kullanilabilir. Pek ¢ok iilkede bitki ucucu yaglarinin kullanimi kontrol altina alinmistir.
Bu ugucu yaglarin akut ve kronik toksisitesi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir.
Ulkemizde yapilan ¢aligmalar genellikle antimikrobial etkileri iizerinedir. Oysa bitki
Oziitlerinin kansorejenik, teratojenik ve mutajenik etkileri bildirilmistir. Klasik
kromozom elde edilme yontemlerinde bile bitkisel materyal siklikla kullanilmaktadir.
Kolsisin kar ¢i¢eginden (Colchicum) elde edilir ve ig ipliklerini kirarak kromozomlarin
kutuplara c¢ekilmesini Onler. Kolsisin sayesinde kromozomlar metafaz evresinde
yakalanir ve incelenir. Yine insan kromozomu incelemelerinde insan kani kullanilir.
Normalde insan kan hiicreleri dolasimda boliinmez ve bolinmeyen hiicrelerde
kromozom incelemesi yapilamaz. Fitohemaglutinin fasulyeden (Phaselus vulgaris) elde
edilir ve boliinmeyen kan hiicrelerini bir nevi kanserlestirerek boliinmeye zorlar. Bu
orneklerden de goriilecegi tlizere bitki oOziitleri oldukca etkili hiicre boliinme

diizenleyicisi olabilirler.

Bugiin diinyada kullanilan bitki sayis1 Diinya Saglik Orgiitine (WHO) gére 20.000
civarindadir. Bunlardan 4000 drog yaygin bir sekilde kullanilirken yaklasik % 10’unun
ticareti yapilmaktadir. Ozellikle son on yilda bitkisel ilaglara olan ilgi ve talebin asiri
derecede artmasi, bitkilerin dogrudan ila¢ olarak kullaniminin ve bitkilerden ilag
gelistirme calismalarinin hizlanmasini saglamistir. Son yillarda tiim diinyada bitkiler
tizerinde klinik amagli ve salgin hastaliklarin kontrolii yoniinde c¢alismalar
siirdliriilmekte, cesitli enzim sistemleri kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin
bulunmasi i¢in ileri diizeyde ¢aligmalar yapilmaktadir. Uluslararas1 biiylik ilag¢
sirketlerinin hemen hepsinin, biiylik ya da kiiciik, bir bitkisel iiriin arastirma bolimii
bulunmaktadir. Bazi bitki ve baharat ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri tizerindeki
arastirmalar sonucunda bu baharatlardan bazilarinin; insektisidal, antibakteriyel ve
antimikotik, antiviral, antiseptik, spazmolitik, antioksidant antikarsinojenik,
antiplazmoidal ve antitoksijenik gibi ilging aktiviteler gosterdikleri gériilmiistiir. Ilag,

kozmetik, parflimeri, gida, veteriner hekimlik ve tarim alanlarinda bitkisel kaynakli
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tirtinlerle alinan patent sayis1 giderek artmaktadir. Bitkisel ilaglara ve bitkilerden elde
edilen hammaddelere ilginin arttig1 giiniimiizde, 6zellikle bazi bitkiler kullanim alanlari,
miktarlar1 ve insanlar tarafindan yararl etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere

oranla daha fazla 6neme sahiptirler [11-14].

Qari [32] Origanum majorana'nin antimutajenik potansiyelini Vicia faba kok
merismetamik hiicrelerinde incelenmistir. Vicia faba 'nin kok ug hiicreleri 6 saat 250 ve
350 pg/ml sodyum asit ile muamele edilmis ve sodyum asitle muameleden sonra
Origanum majorana 50,100 ve 200 pg /ml 20 saat verilmistir. Uglar kolsisinle muamele
edildikten sonra ezilmis ve hiicreler kromozom anormallikleri ve mitotik indeksi
bakimindan incelenmistir. Origanum majorana kontrolle karsilastirildiginda Vicia
faba’nin kok ug hiicrelerinde 6nemli bir etki gdstermemistir. Sodyum asit tek basina
artan  konsantrasyonlar1 ile kromozom  anormalliklerini  6nemli  derecede
indiiklemektedir. Anormalliklerin bir kism1 kok ucu hiicreleri Origanum majorana ile
6n muameleye tabi tutuldugunda énemli derecede azalmaktadir. Bu ¢alisma Vicia faba
kok meristematik hiicrelerinde sodyum asidin indiiklendigi kromozomal anormalliklere
karst Origanum majoranmin antimutajenik potansiyele sahip oldugunu gozler Oniine
sermektedir. Ayrica O.Majora ile muamele edilen tim gruplarda mitotik indeks
ylizdesinin azalmasi diisiik oranda ger¢eklesmistir. Origanum majora nin antimutajenik
potansiyeli Vicia faba kok meristematik hiicrelerinde 50 pg /ml konsantrasyonunda
etkilidir.

Galvez ve arkadaslar1 [33] kanser tedavisi igin geleneksel ilag olarak kullanilan yedi
Plantago tiiriniin metanolik ekstraktlarini {i¢ insan kanser hiicresine karsi sitotoksik
etkilerini incelemislerdir. Flavonoidler insan kanser hiicrelerinin poliferasyonuna karsi
giiclii bir inhibe edici etki gdsterebildiklerinden, birgok Plantago tiirlinde 6nemli
flavonoid olarak bilinen luteolin—7-O-B-glukosid belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglara
gore Plantago tiirlerinin kiiltiir icinde test edilen hiicreler kars1 belirli 6l¢iide sitotoksik

etki gosterdigini belirlemislerdir.

Plantago major’un havali yaprak ve tohumlarindan su, metanol, kloroform ve hekzan
ekstraktlart kemik iligi CD1 ve dalak, Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Candida
albicans kiiltiir ortamlar1 i¢ine ve metanol ekstraktlaritda HTC-15, OVCAR, UISO ve
KB kiiltiir ortamlari igine eklenmistir [34].
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Mori ve arkadaslar1 kapsaisinin kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu ve
kapsaisinin bazi prostat kanser hiicrelerindeki apoptoz oranimm  artirdigini

gosterilmislerdir [35].

Bizde c¢alismamizda kapsaisin’in biitiin deneme gruplarinda, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda 24 saat sonunda hiicre boliinme indexinde ve hiicre Oliimiinde
belirgin istatistiksel degisikliklere sebep oldugunu belirledik. Giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan act biberin asil bilesenlerinden olan kapsaisin’in hiicre bdliinme
mekanizmalari lizerine yaptigi degisimler, zayiflama amaci ile yada diger amaglarla

kullaniminin sinirlanmasi gerekliligini gdstermistir.
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