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ONSOZ

Bu ¢aligma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda yiiksek
lisans tezi olarak hazirlanmistir. Calismada Origanum onites (kekik) in metanol extraktinin
insan lenfosit kromozomlari {izerine in-vitro klastojenik etkilerinin ve hiicre boliinme idexine
etkileri incelenmistir.

Bu calismanin tez konusu se¢iminde ve yiiriitiilmesinde, bana gerekli laboratuar olanaklari
sunan, yol gosteren, bilgi ve yardimlarini benden esirgemeyen sayin hocam, Dog. Dr.
Siileyman GUL'e ve benden manevi destegini esirgemeyen babam Atayill ARAS’a tesekkiir

ederim.
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OZET
Origanum genusu, Tiirkiye de halk arasinda tedavi amacglh olarak siklikla kullanilan

bitkilerden birisidir. Origanum genusu Tiirkiye de 22 tir ve 32 taxa ile temsil
edilmektedir ve bunlarin 21 tiirii endemiktir. Origanum onites, Origanumlarin Tiirkiye
de en cok ticari olan tiiriidiir. Insan periferal kan lenfosit hiicreleri 1,2,3,4 pg/ml
konsantrasyonunda O. oniteS in metanol ekstrakti ile 24 ve 48 saat etkilesime
sokulmustur. O. onites’ in 1,2,3,4 pg/ml konsantrasyonlar1 negatif kontrol ve pozitif
kontrol olarak kullanilan Mitomisin-C ile karsilagtinlldiginda 24 ve 48 saatte,
kromozomal aberasyon sikliginda énemli derecede bir artis olmadigr gézlemlenmistir.
Mitomisin-C denemesi aberant hiicrelerin sikliginda artisa neden olmustur. Kromozom
ve kromotid kiriklari, kardes kromotid birlesimi ve kromotid degisimi biitlin
konsantrasyon denemelerinde saptanamamustir. O. onites 1,2,3,4 ug/ml dozlarinda hiicre

boliinme indeksini diisiirmemistir.

Anahtar kelimeler: Kekik, Mitomisin C (MMC), Lenfosit kiiltiirii, Kromozom kiriklar,
Mitotik indeks.



ABSTRACT

Ethnomedically the genus Origanum (=kekik) is one of the most commonly used herbal
in Turkey. The genus Origanum L. is represented in Turkey by 22 species or 32 taxa, 21
being endemic. Origanum onites is the most widely traded origanum species in
Turkey. Human peripheral blood lymphocyte cells were treated with 1,2,3,4 pg/ml
concentrations of methanol extracts of O. onites for 24 and 48 h. A significant increase
in chromosomal aberration frequency was not observed in all treatments of O. onites
(1,2,3,4 pg/ml ) at 24 and 48 h compared with the negative control and mitomycin C
(MMC, 0.3 pg/ml), which was used as a positive control. The mitomycin treatment
caused a significant increase in the frequency of aberrant cells. Chromatid and
chromosome breaks, sister chromatid union and chromatid exchange were not observed
in all treatment concentrations. O. onites at the dose at 1,2,3,4 ug/ml not reduced the

cell division index

Key words: Origanum onites, Mitomycin C (MMC), Lymphocyte cultures, Chromosome

aberrations, Mitotic index



SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

BN : Biniikleer, iki ¢ekirdekli
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KKD  :Kardes kromozomlarda kromatid degisimi
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1. GIRIS

Farkliliklar ve zenginliklerle dolu olan bitkiler diinyasi, insanoglunun her
anlamda yasaminin bir parcast olmustur, bitkilerden her yoniiyle faydalanmay1 bilen
insanlik, bitkilerin tedavi edici yoniinii de kesfetmistir. Bitkilerin bu yoniiniin insanlik
tarafindan kesfi ile birlikte, bitkiler bir¢ok ilagta kullaniminin yani sira; daha cok
geleneksel dogal bitkileri kullanarak elde edilen ilaglarla tedavi etmeyi amaglayan
alternatif (tamamlayici) tip teriminin dogmasina kadar gitmistir.

Bitkilerin tedavi amaglhi kullanilmalar1 oldukg¢a eski tarihlere dayanir. Tiim Diinya
ilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de tibbi acidan 6nemli olan bitkiler yilizyillardan beri
halk arasinda kullamlmistir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO)'niin 91 iilkenin
farmokopelerinde (kodeks) ve tibbi bitkileri {izerinde yapilmis olan bazi yayinlara
dayanarak bir arastirma yapmistir. Bu arastirmaya gore tedavi amagl kullanilan tibbi
bitkilerin toplam miktarinin ortalama 20.000 civarinda oldugunu saptanmistir. Bunlarin
ancak 500 kadarinin tarimsal {iretiminin yapildig1 kaydedilmistir. Ayrica degisik amacla
kullamlan bitkilerin ¢cok az1 farmokopelerde kayithdir. Ornegin; Tiirk kodeksinde kayitli
bulunan bitki sayis1 140 civarindadir. Halbuki; diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye de
tibbi amagla tiiketilen bitki sayis1 olduk¢a fazladir. Hatta bazi yayinlarda bunun en az
500 civarinda oldugu kaydedilmektedir [1].

Gilintimiizde regeteyle satilan ilaglarin % 25’ini bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri,
olusturmaktadir. [2]. Son yillarda artan hastaliklara kars1 sentetik yapida olan ilaglarin
yetersiz kalmast ve yan etkilerinin tespit edilmesi dogal iiriinlere ydnelme
zorunlulugunu daha da arttirmistir. Bu amagla bir¢ok bitki mikrobiyolojik farmakolojik
yonlerden hatta biyolojik savasin giindemde oldugu son yillarda bitki savunma
mekanizmast bakimindan da ¢ok yonlii olarak arastirilmaktadir. Bitkilerin
mikroorganizmalar 6ldiiriicli ve insan saglig1 i¢in 6nemli 6zellikleri 1926 yilindan beri
laboratuarlarda arastirilmaya baslanmistir [3].

Son yillarda tibbi amagli kullanilan bitkilerin antimikrobiyal etkileri {izerine pek ¢ok
arastirma ve ¢alisma yapilmstir. [4].

Bilimsel alanda bitkiler {lizerine yapilan c¢aligmalar insanlarin bitkilere olan giivenini
daha cok artirmis, buna paralel olarak artan ragbetle birlikte kullanim alanlar1 da

gelismis ve yaygimlagmistir.



Ancak baz1 sifali olarak bilinen bitkilerin yan etkilere neden oldugu hususu goz ardi
edilmektedir. Bu yan etkiler ciddi hasarlara neden olabilir hatta dliimle sonug¢lanabilir.
Ornegin; Qu ve ark. (1992), Cin’de kadinlarda rastlanan akciger kanseriyle ilgili olarak
yapmis olduklar1 ¢alismalarda, akciger kanserinin sigaradan bagka nedenlerle ilgili
oldugu ve 6zellikle pisme sirasinda ¢ikan yaglarin hava yoluyla alinmasinin kirlilige yol
actig1 iizerinde durmuslardir. Cin kiiciik salgamindan pisme sirasinda ¢ikan yaglar,
yogunlastirilmis ve kisa siireli testlerde; Salmonella mutasyon testlerinde, SV50 ileri
mutasyon denemelerinde ve kemik iliginde KK (kardes kromatid) degisimi ve
mikroniikleus olusum denemelerinde kullanilmistir. Bunun sonucunda genotoksik
etkilerin oldugu gozlemlenmistir. [5]. Bunun tersine Cin kii¢iik salgamindan elde edilen
yag, biitil, hidroksanol veya hidrojenlendigi zaman mutajenik olmadigi, oksidasyon
tiriinlerinin mutajeniteye neden oldugu lizerinde durulmustur. Sonucta; Cin kiiglik
salgamindan elde edilen ucucu yaglarin ve bunlarin yogunlastirilmasi ile elde edilen
komponentlerin akciger kanserine neden oldugu ileri siiriilmiistiir.

Baska bir caligmada ise; Shields ve ark. (1995), Diinya genelinde Cinli kadinlarda
akciger kanserinin fazla olmasi nedeniyle rafine edilmemis Cin kii¢iik salgamini, rafine
edilmis ABD kiigiik salgami, linolenik, linoleik ve erusik yag asitlerinin eklenmesiyle
Salmonella (Salmonella typhimurium TA98 ve TA104) mutasyon testlerinde
denemiglerdir. Denemeler ve epidemiyolojik bulgular sonucunda, yiiksek sicaklikta
rafine edilmemis Cin kiigiik salgaminin akciger kanser riskini artirdigi ileri stiriilmiistiir.
[6].Yine baska bir ornekte Chiang ve ark. (1997), yapmis olduklar1 epidemiyolojik
caligsmalarla, piserken agiga cikan gazlarin kadinlarda akciger kanserini artirdigini ileri
stirmiglerdir. Taiwan’da sik olarak kullanilan ticari yaglarin, mutajenik etkisini
Salmonella/mikrozom testleriyle ortaya koymuslardir. Yapilan ¢alismada soya fasulyesi
ve domuz yaglar1 kullanilmistir. Sonug olarak pisme sirasinda bu yaglara maruz kalan

kadinlarda akciger kanseri riskinin arttig1 saptanmistir [7,8].

Sebile AZIRAK 2007 yilinda yaptigi doktora tez ¢alismasinda Thymbra spicata (zahter)
ucucu yagiin aroma kimyasalarmin (thymol ve carvacrol) in vivo sican kemik iligi
hiicrelerinde kromozomal anormallikleri artirip artirmadigin1 saptamaya ve canlilar i¢in
genotoksik risk olusturup olusturmadigini belirlemeye ¢aligmis, sonug olarak da thymol

ve carvacrol in vivo si¢can kemik iligi hiicrelerinde ATP {iretimini baski altinda



tutmalarindan ya da genotoksik etkilerinden dolay1 hiicre boliinmesini azalttiklar1 ve
sitotik etki gosterdikleri sonucuna varmistir. [8].

Antimikrobiyel etkili bitkisel ugucu yaglarin, gida katki maddesi olarak
Onerilmelerinden o©nce, olasi zararli biyolojik etkileri iyi arastirilmalidir. Kekik
bitkisinin antimikrobiyel etkinligi, ¢ok sayida arastirma ile ortaya konmustur. Ancak bu
onemli gida katkilar i¢in genotoksik bilgilere iligkin kaynaklar yetersizdir (1,2,4).

Bu c¢aligmanin amaci olduk¢a yaygin kullanim alani olan Origanum onites
(kekik) in metanol extraktinin insan lenfosit kromozomlar1 {lizerine in—vitro klastojenik

etkilerinin ve hiicre boliinme idexine etkilerinin arastirilmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1.1 Origanum onites (K ekik) hakkinda kisa bilgi:

Origanium cinsi diinyada 41 tiir 52 takson, Tiirkiye’de ise; 23 tiir 32 taksonla, temsil
edilir. Origanium tiirleri ticari agidan dneme arz eden bu nedenle, biiyiik miktarda ihrag
edilen bir bitkidir. 2000 yilinda yapilan dis ticaret istastiklerine gore; dogada toplanarak
ihrag edilen kekik miktar1 yaklasik 7000 ton civarindadir. [9].

O. onites Tirkiye’de ticareti yapilan bes tiir iginde en g¢ok ihra¢ edilen tiirdiir.
Ulkemizde Ege ve Akdeniz bdlgelerinde dogal olarak yetisir. Halk arasinda “bilyali
kekik, tas kekik, paynir kekigi, izmir kekigi « gibi yoresel adlarla anilan O. onites, dogal
floramizin bir {iriinii olmasmin yaninda, kiiltiir bitkisi olarak yetistirilen tek ticari
origanium tiiriidiir. Olduk¢a yaygin kullanimi olan ve ekonomik agidan énem arz eden
bu bitki, halk arasinda genellikle yemeklerde baharat olarak, kozmetikte, alkollii ve
alkolstiz iceceklerde ve cesitli sekillerde hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Toprak iistii kistmlart midevi olarak, soguk alginliginda, bas agrisinda kullanilmaktadar.
Ucgucu yag ile yapilan ¢aligmalarda analjezik etkisi saptanmigtir. Yiiksek miktar da
fenol igermesinden dolay1 antibakteriyal, antispazmodik ve antiseptik etkilerinin oldugu

bilinir. [10-11].

2.1.1-Origanium onites’in yaygin kullanim alanlari
e baharat olarak
e Tip ve eczacilikta
e siis bitkisi olarak
e gidalarin saklanmasinda
e ar1 hastalik zararlarina kars1
e bdcek oOldiiriicti olarak
e yabanci ot miicadelesinde

e Nematotlarin kontroliinde kullanilmaktadir. [12].



Bitki Adi Yerel Isimleri Kullanilan Kistm ve | Kullanimi
Kullanilis Sekli
[zmir Kekigi Herba-inflizyon
O. onites Ugucu Yag Analjezik
Bilyali Kekik Antioksidan
] Antifungal
Tas Kekigi Yaprak —Infiizyon, Dis Eti Nevraljisi
Gargara Bas Agrisi
' L Aromatik Su- Mide agrilari, Dis
Peynir Kekigi
dahilen,gargara agrilari

Tablo 2.1. O.onites in kullanim ve Yerel Isimler [13].

Kekik bitkisi, pek ¢ok faktoriin etkisi altinda degismekle birlikte, ortalama olarak % 1
ile % 7 arasinda ugucu yag icermektedir. Kekikteki ugucu yagin orani bitkinin ¢esidine,
yetistigi bolgeye, toplama mevsimine, olgunluk evresine (¢iceklenme basi ortasi veya
sonu), yag ¢ikarmada kullanilan teknige ve siiresine gore degismektedir. Genellikle
kekik ugucu yagi, 3 veya 4 saatlik sulu distilasyon (damitma, imbikten gecirme) sonrasi
elde edilir. Ulkemizde yetismekte olan 18 kekik (Origanum) tiiriinden sulu distilasyon
yontemiyle elde edilen 86 ugucu yag drneginde, miktar1 % 3’ten fazla olan yaklasik 28
ayrt ana bilesigin oldugu saptanmustir. Bunlardan en 6nemli olanlari; karvakrol, p-
simen, g-terpinen, linalool, karyofilen, timol, borneol, karyofilen, mirsen, 1:8 sineol,
sabinen, kamfen, germakren, geraniol, bourbonen, spatulenol, bisabolen, osimen, metil

karvakrol, linalil asetat, kadinol gibi etkicil kimyasal bilesiklerdir. [14].

2.2 Kromozomlar

Tarih oncesi caglardan beri bitki ve hayvanlar canlilarin 06zelliklerinin kalitsal
oldugunun bilinci ile, 1slah edilmistir. Bununla beraber, kalitsal aktarimin
mekanizmalarin1 anlamaya c¢alisan modern genetik bilimi ancak 19. yiizy1l ortalarinda,
Gregor Mendel’in ¢alismasiyla baglamistir. Gregor Mendel, kalitimin fiziksel temelini
bilemediyse de, bu 6zelliklerin ayrik (kesikli) bir tarzda aktarildigin1 gozlemlemistir;

giiniimiizde bu kalitim birimlerine “gen”ad1 verilmektedir. [15].



Genetik materyal dendiginde ise; akla ilk olarak kromozomlar gelmektedir.

Sitogenetik, sitoloji (hiicre bilimi ) “Chromosome” ad1 verilen hiicre organellerinin islev
ve morfolojilerini inceleyen ve genetik bilimlerinin birlesmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu
birlesme, 6zellikle Mendel ilkelerinin 20. ylizyilin baslarinda yeniden kesfedilmesine ve

kalittmin kromozomal temelinin anlasilmasina sebep olmustur. [16].

Koromozom spesifik boyanma 6zelliginin olmasindan dolay1 Yunanca chromos (boya)
ile soma (kiitle) terimlerinin bir araya gelmesiyle olusmus ve ilk olarak da Waldayer
tarafindan kullanilmistir. Insan kromozomlarna iliskin yapilan ilk ¢alismalarda mayotik
hiicreler incelenmis ve insan kromozom sayisinin 48 oldugu saptanmistir. 1956 yilinda
Tijo ve Levan insan fetusu akciger fibroblastlarinda yapmis olduklar1 ¢alismalarinda,
insan kromozom sayisinin 46 ve cinsiyet kurulusunda xx (kadin) ve xy (erkek)
bi¢iminde oldugunu kesin olarak belirlemislerdir. Insanda 46 kromozom bulunmakta ve
bunlarin 44 tanesi otozomal ve geriye kalan iki tanesi de gonozomal kromozomlardir.

[16].
2.2.1 Kromozomlarin morfolojik 6zellikleri

Kromozomlarin en iyi gozlendigi ve incelendigi evre, hiicre bdliinmesinin metafaz
evresidir. Hiicre boliinmesinin metafaz evresinde silindir sekliyle goriilen kromozomlar,
en kisa ve en kalin hallerinde olurlar ve bu evrede tipik sekillerini gosterirler. Bu
sathada goriilen bir kromozomda genel olarak sentromer, primer bogum, sekonder

bogum, telomer ve satellit kisimlar1 kolaylikla ayirt edilebilir (Sekil 2.2). [17-18].



! Sekondar bodum

Matriks Sateltit

Eukrormatik
bolge

Heatarckromatik

Do e
L Prirmer bogum

Santromear

Sekil 2.2. Kromozomlarin yapisi, a) Distan goriiniisii, b) I¢ten goriiniisii [18].

Sentromer: Primer bogumda yer alan ve kinetokor ad1 verilen kii¢iik bir graniil
iceren parlak agik bolgeye sentromer denilmektedir. Sentromerler kromozomlarin ig
ipliklerine baglanmasinda ve kutuplara ¢ekilmesinde gorev alirlar. Sentromeri

bulunmayan kromozomlar ise; hiicre boliinmesine katilamazlar ve yok olurlar [19].

Kromozomlar sentromerlerinin bulundugu yere gore 4 farklh sekilde goriinerek

isimlendirilirler. (Sekil 2.3):

a) Sentromeri ortada olan ve iki kolu da birbirine esit uzunlukta olan kromozomlara
metasentrik kromozomlar denir. Hiicre boliinmesinin metafaz evresinde V harfi
sekliyle goriiniirler.

b) Sentromeri bir uca daha yakin olan ve bu nedenle de, her iki kolunun uzunlugu
birbirine esit olmayan kromozomlara submetasentrik kromozomlar denilmektedir.
Hiicre boliinmesinin metafaz evresinde L harfi seklinde goriintirler.

c) Sentromeri bir uca olduk¢a yakin olan ve kollarindan biri digerinden ¢ok kiigiik olan
kromozomlara akrosentrik kromozomlar denilmektedir. .

d) Sentromerleri ucta bulunan ve ¢ubuksu bir yap1 gosteren kromozomlara telosentrik

kromozomlar denilir [17-21].
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Sekil 2.3. Sentromerin yerine gore kromozom tipleri, a) Metasentrik, b)

submetasentrik, ¢) Akrosentrik, d) Telosentrik [20].

Primer Bogum: Kromozomlarda sentromerin bulundugu daralma bolgesine primer
bogum (birinci bogum) denilmektedir. . Primer bogum; kromozom kollarinin ag1
yapmasi ile sekonder bogumlardan ayrilir [18-21].

Sekonder Bogum: Bazi kromozomlarda primer bogumun disinda ikinci bir bogum
daha bulunmaktadir ki bu bdlgeye de sekonder bogum adi verilir. Sekonder bogumlar,
r-RNA’larin ve ¢ekirdekgiklerin olusumu ile ilgili bir durmdur. Bundan dolay1 sekonder
bogumlara nukleoler bolge adi da verilmektedir. Genellikle her hiicrede sekonder
bogum tastyan en fazla iki kromozom bulunur. Bu kromozomlara da nukleoler
kromozomlar adi verilmektedir. [22].

Telomer: Kromozom kollarinin uc kismina telomer ad1 verilir. Telomerlerin en énemli
islevi; diger kromozomlar ile etkilestiginde kromozom uglarinin bozulmadan kalmasini
saglamaktir. Cesitli kimyasal maddeler, X-1sinlar1 veya ultraviyole 1sinlarinin etkisiyle
kromozomlarda kopmalar olusur. Bu kopan pargalar koptuklar1 yere veya bagka bir
kromozomun kopmus kismina yapisabilirler ancak hicbir sekilde bir kromozomun
telomer kismina yapisamazlar. Bu durum telomerlerin bir polariteye (kutuplagma) sahip
olusundan ve bu nedenle kopan parcalarin kendisine yapigmasini engellemesinden

kaynaklanmaktadir [17-21].

Satellit: Baz1 kromozomlarda, bir ugta yer alan ince bir flament ile kromozoma
baglanmig yuvarlak veya silindir bi¢iminde bir yap1 bulunmaktadir. Bu yapiya satellit

adi verilir. Satellitin cap1 kromozomun ¢apina esittir. Satellit bulunduran kromozomlara



SAT-kromozom adi1 verilmektedir Satallitin gérevi belli olmamakla birlikte DNA’dan

yapilmis oldugu ve 10 kadar baz ¢ifti tasidig anlagilmistir [17-21].

2.3 Mutasyonlar

Kalitsal materyalin miktarinda, organizasyonunda veya iceriginde meydana gelen biitiin
degisikliklere mutasyon adi verilir. Bir bagka ifade ile mutasyon; kromozomlarda veya
genlerde meydana gelen degisimler olarak da adlandirilabilir. [23-24].
Mutasyonlar genel olarak ii¢ grupta toplanabilir:

» Gen mutasyonlari,

* Kromozom mutasyonlari

* Genom mutasyonlart.

2.3.1 Gen Mutasyonlari

DNA molekiilinde gen diizeyinde ortaya ¢ikan degisikliklere gen mutasyonu denir.
DNA’da gozlenen mutasyonlar genel olarak dort gruba ayrilir [24].

a) Uzunluk mutasyonlari: Genetik materyalde artma veya eksilmeler sonucu
meydana gelen mutasyon seklidir.

b) Nokta mutasyonlari: Bir gende tek bir niikleotidin degismesi ile olusan
mutasyonlardir. Nokta mutasyonlar1 DNA seviyesinde veya protein seviyesinde
kodonlar tizerinde etkili olabilir.

¢) Tersine mutasyonlar: Mutant fenotiplerden yabanil fenotipleri olusturan
mutasyonlara geri mutasyonlar denir. Yabanil tiplerden anormal fenotipleri
(mutant) olusturan mutasyonlara ileri mutasyon denilmektedir.

d) Baskilayic1 mutasyonlar: Bir gende ilk olusan mutasyondan baska bir yerde
ortaya ¢ikan ve ilk mutasyonun etkisini tersine c¢eviren ikinci mutasyona

baskilayici mutasyon denir.

2.3.2 Kromozom Mutasyonlar1 (Kromozom Yapi Degisiklikleri)

Kendiliginden veya ¢evresel mutajenler nedeniyle meydana gelen kromozom

mutasyonlari; kromatid ve kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka



kromozomu, kardes kromatidlerin birlesmesi, translokasyon, inversiyon, izokromozom,
homolog kromozomlar arasinda kromatidler arasi degisim ve endoreduplikasyon
seklinde gézlenmektedir [17-20-24].

a) Kromatid kirigi: Bir kromozomun iki kromatidinden sadece birinde kirilma olur ve
anafazda kromatidlerin kutuplara c¢ekilmesi sonucu hiicrelerden biri defisiyensli

kromozom bulundurur.

b) Kromozom kirigi: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni noktada kirilma olur

ki bu durumda hiicrelerin her ikisi de defisiyensli kromozom bulundurur.

¢) Fragment: Kopmus olan kromozom pargalaridir. Metafaz plaginda kopmus oldugu

kromozomdan ayr1 yerlerde bulunurlar.

d) Disentrik kromozom: Kromozom kirig1 meydana geldigi zaman, sentromer iceren

par¢anin kopuk uglarinin birlesmesi sonucu disentrik kromozomlar olusurmaktadir.

e) Kardes kromatidlerin birlesmesi: Kromozom kiriklarinin olustugu durumlarda
yaral1 kardes kromatidlerin kirik olan uglarinin birlesmesiyle olusan yapilardir. Mitozun

anafazinda bu kromatidler zit kutuplara ¢ekilirken kromozom kopriisii olustururlar.

f) Halka kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen kromozomal
kopma sonucu olusan yarali u¢larin birlesmesiyle halka (Ring) denilen kromozomlar
olusur. Bu kromozomlarin kardes kromatidlerinin zit kutuplara ¢ekilmesi sonucu her bir

hiicrede bir halka kromozomu bulunur.

g) Translokasyon: Kromozomal bir kopmada kopuk olan bir uca homolog olmayan
kromozomlardan bagka bir kopuk parganin yapismasidir. Translokasyona neden olan

kromozom parcasi yer degisimleri, tek tarafli veya karsilikli olabilir.
h) inversiyon: Bir kromozomun iginden kopan parganin ters donerek ayni yere

yapismasi ile olusur. Inversiyon sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis sirasinda

degisme meydana gelir.
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1) izokromozom: Primer bogumda olusan kromozomal bir kopma sonucu, kardes
kromatidlerin birlesmesidir. Boylece her iki kolu da birbirinin aynist olan kromozomlar

meydana gelir.

i) Kromozomun kopup enine olarak ters donmesi: Crossing-over’e benzeyen bir
olaydir. Bu durum homolog olmayan parcalar arasinda gerceklesirse kromozomal

yapiy1 degistirir.

j) Endoreduplikasyon: Bazi durumlarda boliinmeyen hiicrelerin DNA’s1 tekrar replike
olur. Bunun sonucunda onceki kromozomun her bir kromatidinden iki kromatidli birer
kromozom meydana gelir. Fakat bu kromozomlar birbirinden ayrilmayip bir arada
kalirlar. Metafaz plaginda ise bunlarin iki kromozom ve dort kromatitden olugmus

yapilar seklinde goriilmelerine endoreduplikasyon adi verilir.

2.3.3 Genom Mutasyonlar1 (Kromozom Say1 Mutasyonlari)
Genom mutasyonlari; 0ploidi ve andploidi olmak tizere ikiye ayrilir:
a) Oploidi: Organizmada tek bir takim kromozom bulunmasi veya kromozomlarin

hepsinin birden sayilarinin tam katlar halinde yiikselmesi durumuna verilen isimdir.

Canlilar igerisinde baz1 bireylerin somatik hiicrelerinde sadece bir takim (n)
kromozomun bulunmasi durumuna monoploidi, boyle bireylere de monoploid denir.
Monoploidler genellikle dollenmemis yumurtanin gelismesiyle olusurlar. Bir takimdaki
kromozomlarin sayisinin hepsinin birden, ikiden fazla kata yiikselmesi ise poliploidi
olarak adlandirilmaktadir. Eger poliploidi, bireyin somatik hiicrelerinde olusursa
endopoliploidi adin1 alir. Bu olay endomitoz sonucu olusur. Endomitoz ise farklilagmis
ve boliinme yetenegi kaybolmus hiicrelerde bazen cekirdek zar1 kaybolmadigi halde
genetik materyalin replike olmasidir. Sonugta 3n, 4n, 5n ve daha yiiksek katsayili
kromozomlara sahip bireyler meydana gelir. Bu bireylere de triploid, tetraploid,
pentaploid gibi isimler verilir [19-25].

b) Anoploidi: Bir takimdaki kromozomlardan bir veya birka¢inin sayisinin degismesine

denir. Bu degisimler hipoploidi ve hiperploidi olmak {izere iki grupta incelenir:
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Hipoploidi; genomdaki kromozom sayisinin azalmasi durumuna denir. Bu azalma
monosomi ve nullisomi olmak tizere iki farkl: sekilde gerceklesir. Monosomi diploid bir
bireyde sadece bir kromozomun eksik olmast durumudur (2n-1). Monosomik bir birey
non-disjunction nedeniyle bir kromozomu eksik olan bir gametin normal bir gametle
birlesmesi sonucu meydana gelir. Nullisomi ise canlida, bir kromozomun homologuyla
beraber eksik olmasindan dolay1 bir kromozom ¢esidinin hi¢ bulunmamasidir (2n-2).
Nullisomik bireyler tesadiifen ayni c¢esit kromozomunu kaybetmis iki gametin

birlesmesi ile olusur [20-24].

Hiperploidi veya polisomi; bir takimdaki kromozomlardan birinin veya bir kaginin
artmasidir. Trisomi ve tetrasomi olmak iizere iki alt gruba ayrilir. Trisomi diploid bir
canlida bir kromozomun fazla bulunmasidir (2n+1). Eger iki ayr1 kromozom ¢esidinden
birer kromozom fazla bulunuyorsa buna ¢ift trisomi denir (2n+1+1). Trisomik bireyler
bir kromozom ¢esidine ait iki homologu birden tasiyan bir andploid gametle normal bir
gametin birlesmesi sonucu meydana gelir. Tetrasomi ise bir canlida, takimdaki
kromozomlardan birinin 4 tane olmasidir (2n+2). Tetrasomik bireyler, ayni1 iki trisomik

gamet hiicresinin birlesmesi sonucu olusur [20-24].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Demirbas malzemeler

Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)

Vorteks (Yellowline)

Mikroskop (Olympus model CHK)

Santrifiij (Elektro-mag)

Derin dondurucu

Buzdolab1

Otomatik pipet

Foto mikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800)

Su banyosu

Hassas terazi

Hassas terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi
kimyasallarin tartilmasinda kullanilmistir.

Santrifiij

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

Mikroskop

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

Etiiv

Elektro-mag M 420 Bp marka 0°C - 100°C ayarlanabilir etiiv deneyde hiicre kiiltiir{iniin
yapiminda ve bazi eriyiklerin 37°C’ye 1sitilmasinda kullanilmistir.

3.1.2 Sarf malzemeler

Heparin

Giemsa (Merck, 5400512)

KH,P04 (merck, 9021622)

NaHP04H,0 (Merck, K1 690176)

Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)

Metanol (Merck, 502K 05275408)
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Ksilol (Merck, 207K037553)
Entellan® (Merck, 640171987)
Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)
KCL (Merck, 340TA611835)

Alkol

Distile su

Tiipliik

Cesitli cam malzemeler

Konik tabanli 10ml’lik steril kiiltiir tlipti
Enjektor

Cesitli ebatlarda puarlar

Pastor pipeti

21.Lam

22.Lamel

3.1.3 Kullanilan kimyasal maddelerin eriyiklerinin hazirlanmasi

Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi: KH,PO4 c¢ozeltisinden 60 ml. ve Na,HPO4
cozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve {izerine 10 ml. giemsa boyas1 eklenmesi
suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢ozeltimiz hazirlanmis olur. Sorenson
fosfat tampon c¢ozeltisi ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem i¢in her iki
cozeltinin degisik miktarlari kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir.

Cozelti 1:

KHPOu4eieiiiiie 9.1 gr
Bidistile Su.......ccceeveeeiennee. 1000 ml
Cozelti 2:
NaHPO4...cceeeeeeeeeeeenn, 11.9 gr
Bidistile Su.......ccceeviernennee. 1000 ml.

pH 5,6 icin: Cozelti 2 den 5 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,0 i¢in: Cozelti 2 den 12,3 ml. ve ¢bzelti 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 ¢bzelti 1 den 100 ml.
pH 7,2 i¢in: Cozelti 2 den 70 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

14



Mitomisin C (MMC) Eriyiginin Hazirlanmasi: 2 mg mitomisin-C bulunan ortama 2
ml steril bidistile su ilave edilerek MMC eritilmistir. Sonra bu eriyikten 4 ml’lik kiiltiir
ortamina ilave edilerek MMC ile hiicreler 48 saat muamele edilmistir.

Mitomisin C (MMC)(Sigma)

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan, Mitomisin C (MMC) mavi-menekse
renkte, kristal seklinde ve suda ¢dziinebilen bir maddedir. Suda ¢oziinen (pH=6-9)
eriyik, Isiktan korundugu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklandigi zaman yedi giin
0zelligini korumaktadir.

Mitomisin C 2 mg ve 10 mg’lik siselerde toz seklinde bulunur. MMC antinoplastik
(urlarin biliylimesini Onleyen) ve genis spekturumlu bir sitostatik (hiicre boliinmesini
durduran) ajandir [25].

Kromozom Medyumu: Dateks firmasinin {iirettigi (Cat. No.04-001-1B) Chromosome
Medyum B, hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Bu maddeden kiiltiir tiiplerine steril
ortamda 4’er ml eklenerek kullanilmistir.

Kolsisin: Kromozom preparatlannin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine
(Kolsigin) (Sigma) kullanilmistir. Kolsisin eriyigi steril saf su igerisinde hazirlanmis ve
kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 ug/ml) 5 ml’lik

kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolsigin’in bazi1 6zellikleri agagidadir:

Kapal formiilii : C»H»5NOg
Molekiil agirhg: :399.4

Etil asetat icerigi :%3.4
Kloroform icerigi : <%0.1
Sigma no : C-9754

Hipotonik Eriyik: Hipotonik eriyik olarak % 0, 4’lik KC1 (Merck) kullanilmistir.
Bidestile su i¢inde stok halinde hazirlanan eriyik agzi kapali cam bir kapta
buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 1 saat 6nce yeterli
miktarda almip 37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmastir.

Fiksatif: Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’ in
3 kisim metanol (1/3: glasial asetik asit/metil alkol) ile karistirilmasiyla hazirlanmistir.
Fiksatif kullanilmadan iki saat once hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her

seferinde preparat yapim isleminden iki saat dnce taze olarak hazirlanip kullanilmistir.
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Giemsa: Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,
deneylerimizde Sorensen tamponu ic¢inde hazirlanmis, %10’lik boya eriyigi

kullanilmustir.

3.2 Yontem:
3.2.1 Calisma Grubu
Sigara i¢cmeyen, 23-24 yaslarinda saglikli, 3 erkek ve 3 bayan toplam 6 {iniversite

ogrencilerinden periferik kan 6rnekleri alinmistir. Her deney bir kez tekrarlanmustir.

3.2.2 Kan Orneklerinin Alinmasi
Kontrol kisilerden, 5 mI’lik steril ve 0.1-0.2 cc heparin iceren enjektorler kullanilarak
periferal kan oOrnekleri alindi. Daha sonra kan oOrneklerinin bekletilmeden kiiltiir

ortamlarina ekimi yapildi.

3.2.3 Kiiltiir Teknigi

Saglikli ve sigara igmeyen yaslan 18-22 olan kisiden alinan, heparinize edilmis kan
ornekleri kromozom medyumlarina (Biochrome) (5 ml) steril sartlarda 13-15 damla (0.4
ml) ekilmistir. Hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37 %C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Kekik
(Origanum onites) giines gormeyen toz almayan ortamda kurutulmus, 100 grami
Sokslet cihazinde Metanolle (MeOH) ekstrakte edilmistir. Daha sonra ekstaktlar filtre

edilmis ve kullanilana kadar +4 °C’de tutulmustur.

Insan kromozomlan iizerine kekik &ziitiiniin etkisini incelemek igin kiiltiir siiresinin
bitimine 24 ve 48 saat kala son konsantrasyonu (1,2,3,4 pl/ml) kiiltiir tliplerine ilave

edilmistir.

Pozitif control amaciyla kullanilan MMC steril bidestile suda ¢ozlilmiistiir. MMC’nin
insan kromozomlan {izerine etkisini incelemek i¢in kiiltiir bitimine 24 saat kala son
konsantrasyonu 0.3 pg/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak
ise distile su (%1) kullanilmistir [26].
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Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat dnce (yani kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe hazirlanan
Kolsigin eriyiginden 35 pl (0.06 pg Kolsisin/ml) ilave edilmis ve tiipler hafifce
sallanarak iyice karigtirllmistir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) Kolsisin ile 6n

muameleye tabi tutulmustur.

Kiiltlir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri, 1500 rpm’de 10 dk. santrifijj
edilmis, siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik siv1
iyice karigtirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 °C’de tutulan hipotonik eriyik ilave
edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmis olup hiicre
slispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Her tiipe 7 ml hipotonik
eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatdre konmustur. Hiicreler 30
dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk. 1500
rpm’de santrifiij edilmis, slipernatant atilmistir. Hipotonik ¢ozelti ilavesi gibi yavas
yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda
sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1500 rpm 10 dk. santrifiij
edilmis ve slipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu iglem 3
kere tekrarlanmistir. 3. fiksatifle muamelenin sonunda tiipte kalan sivimn tamamen
berraklastig1 goriilmiistiir. Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek iistteki
stvi atilmigtir. Son santrifiijden sonra dipte 0, 5 ml sivi kalacak sekilde siipernatant

atildiktan sonra yayma yapilmstir.

Tiiplin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha dnce
temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanan farkli alanlara I’er damla olmak
izere hiicre siispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla
kromozomlann lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun lamlara
damlatilmas1 esnasinda damlalarin {ist iiste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda sicaliginda bekletilmistir.
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3.5 Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler Isik mikroskobunda

immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).

Muamele edilmis ve kontrol kiiltiirlerde her bir kisiden hazirlanan, iyi dagilmis
kromozomlara sahip preparatlardan, her bir doz i¢in, 400 metafaz incelenerek kirik ve
diger anomaliler sayilmistir. Bu hiicreler icinde gozledigimiz kromozom yapi
anormallikleri kromozomlara gdre ayr1 ayri kaydedilmistir. Incelenen 100 hiicre
icerisinde kromozom kirigi, kromatid birlesmesi, kromozom degisimi ve poliplodi
bulunan anormal hiicrelerin sayis1 saptanmis ve bundan da anormal hiicre yiizdesi
bulunmustur [27].

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

18



4. BULGULAR

Normal insan kromozomlar1 saglikli ve sigara, alkol kullanmayan {iniversite
Ogrencilerinden tam kan olarak vena’dan alimmuistir. Sekil 1°de normal bireye ait

laboratuvarimizda elde edilmis metafazlar goriilmektedir.

Resim 4.1. a. Normal bir bayana ait kromozomlar.
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Resim 4.1.b. Normal bir bayana ait kromozomlar.
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Tablo 4.1. O. onites tarafindan insan periferal lenfosit kromozomlarinda ortaya ¢ikarilan
yapisal ve sayisal bozukluklar

Uygulama Yapisal bozukluklar Sayisal bozukluklar

festmaddes Period Doz ctb csb cu cse
(h) | (ng/ml) P
NC 24 1 1 0 0 0 0
MMC 24 0.3 19 2 3 7 1
1 1 0 1 0 0
O. onites 2 0 0 1 0 0
2 1 1 0 0 0
3 1 0 0 1 1
NC 48 2.5 0 0 0 0 1
MMC 48 0.3 24 3 2 5 2
1 2 1 0 0 0
O. onites 48 L 2 0 L 0 0
2 1 1 0 1
2 1 0 1 0 0

ctb: kromatid kirigi, csb: kromozom kirigi, cse: kromozom degisimi, cu: kromatid birlesimi, NC:

ns,

negative kontrol (%1 distile su ), MMC: (0.3 pg/ml mitomycine-C (24, 48 saat), p: poliploidi,

kontrolle karsilastirildiginda 6nemsiz (Fisher’s Exact Test).

Kromozomlar oncelikle pozitif kontrol olarak kullanilan mitomycin-c’ ile etkilesime
brrakilmistir (0.3 pg/ml). Mitomycin in kromozomlarda kromozom kiriklari, kromatid

kiriklari, poliploidi kromatid birlesimi gibi hasarlara neden oldugu gézlenmistir (Sekil

4.2).
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Sekil 4.2. Mitomisin-c’nin insan kromozomlarina etkisi.

5 pg’lik dozda besiyerinde iiremenin tamamen durdugu ve metafaz sayisinin ¢ok az
oldugu gozlenmistir. Yapilan denemeler sonrasi 24 saat etkilestirme siiresinin uygun

oldugu daha fazla siirenin mitoz bdliinmeyi engelledigi saptanmaistir.
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Sekil 4.3. 4 pg /ml’lik dozda kromozomlarda gézlenen belirgin kiriklar.Kromatid

birlesmeleri.
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Sekil 4.4. O. onites’ in bazi1 (3 pg /ml) dozlarinda goriilen poliploid yapilara bir 6rnek.

Tablo 1 de de goriilecegi gibi bitki ekstrakti besiyerindeki kromozomlara
belirgin bir etki yapmamustir. Poliploidi goriilme siklig1 pozitif kontrol ve negatif
kontrolle karsilastirildiginda normal sinirlar icerisindedir. Mitotik index g6z Oniine

alindiginda konrollere oranla normaldir.
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5.TARTISMA

Kars bolgesi, Tiirkiye’nin kuzey dogusunda yer almaktadir. Bolgede sanayi tesislerinin
az olusu gibi etkenler nedeniyle dogal flora biiyiik oranda bozulmamistir. Bu nedenle
s0z konusu bolgenin bitki varlig1 acisindan oldukca zengin oldugu goézlenmektedir.
Botanik alaninda yapilan caligmalar, bolgenin endemik bitki tiirii bakimindan da
oldukc¢a zengin oldugunu gostermektedir. Bitki tiirleri siniflandirildiginda 21 familyaya
ait 73 adet Kars bolgesine endemik tiir oldugu goriilmektedir. Yapilmis calismalar
incelendiginde ozellikle iki familyanin aktif madde icerigi yoniinden zengin tiirleri
kapsamakta olup bunlar Asteraceae and Fabaceae familyalaridir. Bolgemizde bu iki
familyaya ait 32 endemik tiir bulunmaktadir. Benzer tiirlerle diinyanin degisik
yerlerinde yapilan calismalarda, bu tiirlerin 6zellikle antimikrobiyal, antioksidan,
antimutajenik, mutajenik ve antiparazitik Ozellikleri ile ©n plana ¢iktiklar
goriilmektedir. Ancak, bitkilerin yetistikleri cografya ve iklim sartlarina goére bio aktif
ozelliklerinin derecelerinde degisiklik oldugu bilinmektedir. Bunun yanisira farkli bio
aktif maddeler ihtiva ettikleri de siklikla gdzlenmektedir. Ulkemizde bu tiirler ile gerekli
calismalar yapilmamis olup, bu bitkilerin potansiyelleri ve elde edilebilecek iiriinler
hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bitki o6ziitlerinin hiicreler iizerine c¢ok biiyiik etkiler yapabildigini Kolsisin ve
Fitohemaglutinin drneklerinden ayrintili olarak biliyoruz. Incelenmesi amaglanan kekik
bitkisinin olas1 genotoksik, anojenik (hiicre boliinme mekanizmasini etkileyen ajan) ve
klastojenik (kromozomlar1 etkileyen ajan) etkilerinin ortaya konulmasi 6nemlidir.

Bu etkilerin ac¢iga ¢ikarilmasinin;
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1- Besin giivenirligi agisindan,

2- Literatiire katki acisindan,

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

4- Yapilacak diger caligmalara kaynak olmasi agisindan,

5- Tlag sanayisine katki yoniinden, 6nemlidir.
Bitki extraktlarinin kromozomlar iizerine yaptig1 etki iizerine pek ¢ok aragtirma vardir
[28-38]. Bitki ucucu yaglart kompleks hidrokarbonlarin bir karisimidir ve genellikle
terpenlerden olusur. Bitki ucucu yaglar1 koku ve aroma olusturma kapasitelerine gore
simiflandirilabilir. Bitki ugucu yaglari, besin ve igecek katkisi olarak, kozmetik olarak,
sabun ve deterjanlara koku olarak, bocek ve sinek Oldiriiclilere katki olarak
kullanilabilir. Pek ¢ok iilkede bitki ugucu yaglarinin kullanimi kontrol altina alinmustir.
Bu ugucu yaglarin akut ve kronik toksisitesi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalar 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 ¢igeginden (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 bdoliinmez ve boliinmeyen hiicrelerde
kromozom incelemesi yapilamaz. Fitohemaglutinin fasulyeden (Phaselus vulgaris) elde
edilir ve boliinmeyen kan hiicrelerini bir nevi kanserlestirerek boliinmeye zorlar. Bu
orneklerden de goriilecegi iizere bitki Oziitleri oldukc¢a etkili hiicre bdliinme
diizenleyicisi olabilirler. Calismak istedigimiz bitki et ve et iirlinlerinde yaygin olarak

kullanilmaktadir ve anti mikrobiyal etkisinin oldugu bildirilmistir.
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Kekik, ballibabagiller (Lamiaceae) familyasindan Thymus, Thymbra, Origanum,
Coridothymus, Satureja, cinslerinin genel adi olan, kendine 6zgii kokusu ile taninan
cimenlik, tarla, orman kiyilarinda ve cayirlarda goriilen bitki tiirlerinin ortak adi. Kekik
bitkisinden yaprak c¢igek durumlarinin su buhari distilasyonu yontemi ile %2-%8
oraninda yakici lezzetli aromatik kokulu ugucu yag elde edilir. Bu ucucucu yagdan
monoterpen fenollerden karvakrol ve timol bulunmaktadir. Kekikin yapraklarinda ugucu
yag bulunmasindan dolayi, bitkiden kaynatilarak ¢ay yapilmasi durumunda etkinligini
kaybeder

Ozellikle son on yilda bitkisel ilaglara olan ilgi ve talebin asir1 derecede artmas,
bitkilerin dogrudan ilag¢ olarak kullaniminin ve bitkilerden ilag gelistirme ¢aligsmalarinin
hizlanmasin1 saglamistir. Tiim diinyada bitkiler iizerinde klinik amagli ve salgin
hastaliklarin kontrolii yoniinde calismalar siirdiiriilmekte, cesitli enzim sistemleri
kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin elde edilebilmesi i¢in ileri diizeyde
calismalar yapilmaktadir. Uluslararasi biiylik ila¢ sirketlerinin hemen hepsinin, biiyiik
ya da kiiciik, bir bitkisel iiriin arastirma béliimii bulunmaktadir. ilag, kozmetik,
parfiimeri, gida, veteriner hekimlik ve tarim alanlarinda bitkisel kaynakli {iriinlerle
almman patent sayis1 giderek artmaktadir. Bitkisel ilaclara ve bitkilerden elde edilen
hammaddelere ilginin artti§1 giiniimiizde, 6zellikle baz1 bitkiler kullanim alanlari,
miktarlar1 ve insanlar tarafindan yararh etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere
oranla daha fazla 6neme sahiptirler. Bu maddelerin kalitsal materyale etkilerinin agiga
cikarilmasi olduk¢a Onemlidir. Klasik kromozom elde edilme yodntemlerinde bile
bitkisel materyal siklikla kullanilmaktadir. Kolsigin kar ¢igeginden (Colchicum) elde
edilir ve 1g ipliklerini kirarak kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini onler. Kolsisin
sayesinde kromozomlar metafaz evresinde yakalanir ve incelenir. Yine insan

kromozomu incelemelerinde insan kani kullanilir. Normalde insan kan hiicreleri

dolasimda boliinmez ve bdliinmeyen hiicrelerde kromozom incelemesi yapilamaz.
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Fitohemaglutinin fasulyeden (Phaselus wulgaris) elde edilir ve bolinmeyen kan
hiicrelerini bir anlamda kanserlestirerek béliinmeye zorlar. Incelenecek bitki tiirlerinin
olas1t mutajenik ve diger 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bunun yanisira farkli biyoaktif maddeler ihtiva ettikleri de siklikla gdzlenmektedir.
Ulkemizde bu tiirler ile gerekli ¢caligmalar yapilmamis olup, bu bitkilerin potansiyelleri
ve elde edilebilecek tiriinler hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir [29-31].

Bugiin diinyada kullanilan bitki sayis1 Diinya Saglik Orgiitiine (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 asir1
derecede artmasi, bitkilerin dogrudan ilag olarak kullaniminin ve bitkilerden ilag
gelistirme caligmalarinin hizlanmasini saglamistir. Son yillarda tiim diinyada bitkiler
tizerinde klinik amagli ve salgin hastaliklarin = kontrolii  yoniinde c¢alismalar
sirdiiriilmekte, cesitli enzim sistemleri kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin
bulunmasi i¢in ileri diizeyde ¢alismalar yapilmaktadir. Uluslararast biiylik ilag
sirketlerinin hemen hepsinin, biiyiik ya da kiiciik, bir bitkisel {iriin arastirma bolimii
bulunmaktadir. Baz1 bitki ve baharat ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri lizerindeki
arastirmalar sonucunda bu baharatlardan bazilarinin insektisidal, antibakteriyel ve
antimikotik, antiviral, antiseptik, spazmolitik, antioksidant ve antikarsinojenik,
antiplazmoidal, antitoksijenik gibi ilging aktiviteler gosterdikleri goriilmiistiir. Ilag,
kozmetik, parfiimeri, gida, veteriner hekimlik ve tarim alanlarinda bitkisel kaynakli
iirlinlerle alman patent sayis1 giderek artmaktadir. Bitkisel ilaglara ve bitkilerden elde
edilen hammaddelere ilginin arttig1 gliniimiizde, 6zellikle bazi bitkiler kullanim alanlari,
miktarlar1 ve insanlar tarafindan yararl etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere

oranla daha fazla 6neme sahiptirler.
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Qari [32] Origanum majorana'nin antimutajenik potansiyeli Vicia faba kok
merismetamik hiicrelerinde incelenmistir. Vicia faba’'nin kok ug hiicreleri 6 saat 250 ve
350 pg/ml sodyum azit ile muamele edilmis ve sodyum azitle 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
incelenmistir. Origanum majorana kontrolle karsilastirildiginda Vicia faba’nin kok ug
hiicrelerinde onemli bir etki gostermemistir. Sodyum asit tek basina artan
konsantrasyonlar1 ile kromozom anormalliklerini 6nemli derecede indiiklemektedir.
Anormalliklerin bir kismi k6k ucu hiicreleri Origanum majorana ile 6n muameleye tabi
tutuldugunda 6nemli derecede azalmaktadir. Bu ¢alisma Vicia faba kok meristematik
hiicrelerinde sodyum azit’in indiiklendigi kromozomal anormalliklere karsi Origanum
majoranin antimutajenik potansiyele sahip oldugunu gozler 6niine sermektedir. Ayrica
O. majora ile muamele edilen tiim gruplarda mitotik indeks yilizdesinin azalmas1 diisiik
oranda ger¢eklesmistir. Origanum majora’ nin antimutajenik potansiyeli Vicia faba kok

meristematik hiicrelerinde 50 pg /ml konsantrasyonunda etkilidir.

Mezzoug ve arkadaslart [33] yaptiklar1 ¢alismada, Origanum compactum ugucu
yagiin kimyasal bilesimini gaz kramatografisi-kiitle spektrofotometresi ile belirlemis
ve mutajenik, antimutajenik aktiviteleri Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon
ve rekombinasyon testi (SMART) ile incelemislerdir. Ucgucu yagin antimutajenik
etkisini belirlemek icin mutajen metil metansulfonat (MMS) kadar mutajen {iretan
(URE) iizerine olan etkileri test edilmistir. O. compactum ucucu yagi URE’nin

indiikledigi mutajeniteye karsi giiclii bir inhibitor etki gostermistir. Bununla birlikte
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MMS’in indiikledigi mutajeniteye kars1 zayif inhibitor etki elde edilmistir. Elde ettikleri
sonuglarda belirlenen antimutajenitenin metabolik aktivasyon iizerinde inhibitor etki
gostermesi aracilifiyla olabilecegini diisiindiirmektedir. Ugucu yagin baskilayici etkiden
sorumlu bilesenlerini belirlemek icin fraksiyonlarina ayrilmistir. Elde edilen sonuglar,
O. compactum ugucu yaginin bilesenleri arasinda sinerjitik bir antimutajenite etkisinin

olmadigini ve carvacrolun en etkili yag bileseni oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Galvez ve arkadaslarn [34] yaptiklar1 calismada kanserin tedavisi i¢in geleneksel ilag
olarak kullanilan yedi Plantago tiiriniin metanolik ekstraktlarin1 ii¢ insan kanser
hiicresine kars1 sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Flavonoidler insan kanser
hiicrelerinin poliferasyonuna karsi giiclii bir inhibe edici etki gosterebildiklerinden,
bircok Plantago tiirlinde ©6nemli flavonoid olarak bilinen luteolin-7-O-B-glukosid
belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore Plantago tiirlerinin kiiltiir i¢inde test edilen

hiicreler karsi1 belirli 6l¢iide sitotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir.

Velasco-Lezama ve arkadaglar1 [35] yaptiklar1 ¢alismada, Plantago major’un havali
parcalarindan (yaprak ve tohumlar) su, metanol, kloroform ve hekzan ekstraktlar1 kemik
iligi CD1 ve dalak , Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Candida albicans kiiltiir
ortamlar1 icine ve metanol ekstraktlarirda HTC-15, OVCAR, UISO ve KB Kkiiltiir
ortamlar1 i¢ine eklenmistir. sulu ekstrakt B.subtilis, hekzan ekstrakti E.coli’nin
tiremesini inhibe etmistir. Metanol ve kloroform ekstraktlar1 B.subtilis ve E.coli
gelisimlerini zay1f oranda inhibe etmistir. Elde ettikleri sonuglara gore ilk kez Plantago

Major’un in vitro olarak 6nemli hematopoiteik aktivitesi oldugunu gostermistir.
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Déciga-Campos ve arkadaslar1 [36] yaptiklar1 ¢alismada bu ¢alismada Meksikaya ait
bazi1 bitkilerin tibb1 kullanimlar1 ve ticari Onemleri giivenlik parametrelerinin
belirlenmesi i¢in incelenmistir. Farelerdeki akut toksitite ¢alismalarinda Lorke
prosediiriine gore Exostema caribaeum, Hippocratea excelsa, Ligusticum porteri ve
Poliomintha longiflora LD50 1.085 ve 2 mg / kg degerleri arasinda ¢ok fazla toksik
oldugu belirlenmistir. Artemia salina’daki letalite testinde Brickellia veronicaefolia,
Arracacia tolucensis, Poliomintha longiflora ve Piper sanctum krustesea larvasinin

mortalitesini 37-227 g/mL oraninda LC50 ile 6nemli etki gostermistir.

Lazutka ve arkadaslar [28] yaptiklar1 ¢alismada Anethum graveolens L. yaprak ve
tohumlari, Mentha piperita L. bitkisi ve Pinus sylvestris L. ignelerinden ekstrakte edilen
ucucu yaglarin genotoksik o6zellikleri kromozom abresyonu (CA) ve kardes kromatid
degisim testleri kullanilarak in vitro insan lenfosit hiicrelerinde ve Drosophila
melanogaster somatik mutasyon ve in vivo rekombinasyon testi (SMART) kullanilarak

incelemislerdir.

Aruna, K. ve arkadaslar1 [37] Hindistanda halk arasinda yaygin olarak kullanilan bazi
bitkileri kanser hiicre hatlarina karst kullanmiglar ve kimyon bitkisinin kanser

hiicrelerini durdurdugunu saptamislardir.

Beetstra ve arkadaslar1 [38], genelde bitkilerin yapraklarinda bulundugu icin bu ismi
almis ve bir B vitamin tirii olan folik asit eksikliginin, DNA’ya urasilin girmesini
sagladigim1 ve dolayisyla DNA’nin hipometilasyonuna neden oldugunu, sonugta

kromozomlarin yap1 bozukluguna ve kromozomlarin anafazda yanlis ayrilmasina sebep
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oldugunu saptamislardir. iyonize radyasyonla olusan kromozomal diizensizlik oranini,
folik asit eksikliginin artirdigim1 belirlemiglerdir.  Kromozom 21’in andpoidisine
apoptoz ve nekroz olaymin artmasina neden olan folik asit yetersizliginin hiicreler

lizerine temel mekanizmalara karigabildigi belirgin olarak gosterilmistir.

Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilacak olan Mitomisin C (MMC) mavi-
menekse renkte, kristal seklinde ve suda ¢oOziinebilen bir maddedir. Suda ¢oziinen
(pH=6-9) eriyik, 1siktan korundugu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklandigi zaman
yedi giin 6zelligini korumaktadir. Mitomisin C 2mg ve 10mg’lik siselerde toz seklinde
bulunur. MMC antineoplastik (urlarin biiylimesini o6nleyen) ve genis spekturumlu bir
sitostatik (hiicre boliinmesini durduran) ajandir. Mitomisin C (MMC), antineoplastik
ilaglar grubuna girmektedir. Bu grupta cyclophosphamide, daunamycin, mitomycin C,
streptozotocin ve uracil mustard bulunmaktadir. Mitomisin C (MMC) ¢esitli kanserlerin
tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajandir. Bu eykilerine karsin yukarida bahsedilen
pek cok calismada Mitomisin-C pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Buradan, bazi
maddelerin  kromozomlarin yapisimt  bozdugu halde baz1 kanser tiplerinide
Onleyebilecegi sonucu c¢ikarilabilir. Bahsi geg¢en konunun aydinlatilmasi {izerine
literatiirde herhangi bir bilgiye erisilememistir.

In-vivo kromozom hatasi testi, tiirler arasinda ve dokular arasinda degisiklik
gostermekle birlikte, 6zellikle in vivo metabolizma, farmakinetik ve DNA esleme islemi
ile ilgili faktorlerin 6nem kazandig1r mutajenik riski tayin etmek icin uygulanir. Ayrica,
bir in vitro test yardimiyla belirlenmis mutajenik bir etkinin daha fazla arastirilmasi

icinde kullanmighdir. Ancak, ulagsamayacagi test maddesinin veya bir reaktif bir
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metabolitenin hedef (kullanilacak) dokuya uzanamayacagi hususunda delil varsa, bu
testi kullanmak dogru degildir. Boyle bir teste kullanilacak doku, kolaylikla izole
edilebilen ve isleme tabi tutulabilen ve hizli hiicre dongiisiine sahip hiicrelerden
olusmasi gerekir. Bu metot hayvanlarin uygun bir yol ve siire ile test maddesine maruz
birakilmasina ve bu siirenin sonunda Oldiiriilerek hiicrelerinin kromozomal hasar
yoniinden incelenmesi prensibine dayanir. Ancak, Oldiirmeden Once hayvanlar
metafazda durdurma maddesi (6rnegin; kolsisin ve kolsemid) ile muamele edilirler.
Daha sonra kromozom preparasyonlar1 yapilir, boyanir ve kromozom hatasi olup

olmadigini belirlemek amaciyla metafaz hiicreleri analiz edilir .

In-vitro kromozom hatas1 testinde ise, In-vivo’da oldugu gibi, Kkiiltiirii yapilan
hiicrelerde yapisal kromozom hatalarina sebep olan etkeni tespit etmek amaciyla yapilir.
Bu testin prensibi, hiicre kiiltiirlerinin metabolik aktivasyonlu ya da aktivasyonsuz test
maddesine maruz birakilmasina, Onceden belirlenen araliklarda metafazda
durdurulmasidir. In-vitro kromozom hatas testinde, olusturulmus hiicre hatlar1, hiicre
soylar1 veya primer hiicre kiltiirlerini kullanilabilir. Kullanilacak hiicreler; kiiltiirde
buyiitiilebilirligi, karyotip kararliligi, kromozom sayisi, kromozom farkliligi ve
kromozom hatalarinin kendiliginden olan frekans1 gibi 6zellikler dikkate alinarak

secilir.

Sonug olarak, insanlarin giinliik yasantilarinda siklikla karsilastiklar1 kekik (O. onites)
bitkisinin insan kromozomlar1 iizerine genotoxik etkisi kromozom aberasyonu |,
poliploidi ve mitotik index yoOniinden calisilmis ve bu bitkinin anmilan kriteler

bakimindan insan hiicrelerine belirgin bir etkisinin olmadigi kanaatine varilmistir.
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