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OZET

Bu ¢alismanin amaci kapsaisin’in insan lenfositlerinde kromozomal aberasyon analizlerinin
kullanilmasiyla in-vitro kosullarda klastojenik etkilerinin belirlemektir. insan kan lenfosit
hiicreleri, lenfosit kiiltiirlinde kasaisin’in 80uM, 120uM, 160 uM ’ lik dozlar ile 24-48 saat
etkilesime birakildi. Kapsaisin’in 80-120 ve 160 uM denemeleri negatif kontrol ve pozitif
kontrol olarak kullanilan Mitomisin-c ile karsilastirildiginda 24-48 saatlerde, kromozomal
aberasyon sikliginda onemli derecede bir artis oldugu gozlemlenmistir. Bazi kapsaisin
dozlarinda (120 uM) ve pozitif kontrolde poliploidi olusmustur. Biitiin deneme gruplari,
negatif kontrol ile karsilastirildiginda 24-48 saat sonunda kapsaisin konsantrasyonuna ilaveten
kromozom aberasyon sikliginda istatistiksel olarak onemli derecede bir artis gostermistir.
Ayrica Mitomisin-C denemesi aberant hiicrelerin sikliginda artisa neden olmustur. Kromozom
ve kromotid kiriklari, kardes kromotid birlesimi ve kromotid degisimi biitiin konsantrasyon
denemelerinde gozlemlenmistir. Caligmamiz sonucunda, kullandigimiz kapsaisin’in 80 pM-
120 uM dozlar1 kromozomlarda ve kromatitlerde kiriklara neden olurken, 160 uM de hiicre

boliinme indeksini diisiirdigii gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kapsaisin, Mitomisin- C (MMC), Lenfosit kiiltiirii, Kromozom kiriklart.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the in-vitro analysis of clastogenic effects of
capsaicine, using chromosomal aberration analysis in human lymphocytes. Human peripheral
blood lymphocyte cells were treated with 80 uM, 120 uM, 160 uM, concentrations of
capsaicine for 24 h and 48 h. A significant increase in chromosomal aberration frequency was
observed in all treatments of capsaicine (80, 120,160 uM) 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.
Some capsaicine concentrations (120 uM) and the positive control produced polyploidy.
Statistical analysis demonstrated a significant increase in CA frequency after the addition of
capsaicine concentration after 24 and 48 h, compared with the negative control, in all
treatment groups.The mitomycin treatment also caused a significant increase in the frequency
of aberrant cells. Chromatid and chromosome breaks, sister chromatid union and chromatid
exchange were observed in all treatment concentrations. According to the results of our study,
it was observed that capsaicine at doses of 80-120 uM resulted in breakage in the
chromosomes and chromatids, whereas capsaicine at the dose of 160 uM reduced the cell

division index.

Key words: Capsaicine, Mitomycin-C (MMC), Lymphocyte cultures, Chromosome

aberrations, mitotic index
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1.GIRIS

Bugiin diinyada ila¢ yapiminda ve ticari amagla kullanilan bitki sayisi Diinya Saglik
Orgiitine (WHO) gore 20.000 civarindadir. Bunlardan 4000 drog yaygin bir sekilde
kullanilirken yaklasik % 10’unun ticareti yapilmaktadir [1]. Ozellikle son on yilda bitkisel
ilaglara olan ilgi ve talebin asir1 derecede artmasi, bitkilerin dogrudan ilag olarak kullaniminin
ve bitkilerden ila¢ gelistirme c¢aligmalarinin hizlanmasint saglamistir. Son yillarda tiim
diinyada bitkiler tizerinde klinik amagli ve salgin hastaliklarin kontrolii yoniinde ¢alismalar
sirdiriilmekte, ¢esitli enzim sistemleri kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin
bulunmast i¢in ileri diizeyde ¢alismalar yapilmaktadir. Uluslararas: biiyiik ilag sirketlerinin
hemen hepsinin, biiyiik ya da kiiciik, bir bitkisel {iriin arastirma bdliimii bulunmaktadr. Ilac,
kozmetik, parfiimeri, gida, veteriner hekimlik ve tarim alanlarinda bitkisel kaynakli tirtinlerle
alinan patent sayisi giderek artmaktadir [2]. Bitkisel ilaglara ve bitkilerden elde edilen
hammaddelere ilginin arttig1 giiniimiizde, 6zellikle bazi bitkiler kullanim alanlari, miktarlari
ve insanlar tarafindan yararl etkilerinin onaylanmasi agisindan diger bitkilere oranla daha

fazla 6neme sahiptirler.

Diinyada hayatin bagladigi kabul edilen 4,6 milyar yil dnce, DNA(deoksiriboniikleikasit)
yasamin hiicresel metabolik aktivasyonlarini ortaya koyan genetik yap1 olarak hizmet etmistir.
"Gen" terimi 1900’lii yillara kadar kullanilmamasina ragmen genin fonksiyonu ile olan
arastirma 1800’1l yillarda baglamistir. Gregor Mendel, Avusturyali din adami, manastiriin
bahgesinde yillarca c¢alisip, farkli bezelye varyetelerini melezlemistir. Dikkatli kayitlar
tutarak, melezlerin dollerini saymis, bezelye sekli, ¢igek rengi, bitki yiiksekligi gibi 6zelliklere
bakarak genlerin fenotipik ekspressiyonunu incelemistir. Dikkatli gézlem, dogru kayit tutarak
verileri 6zenle analiz yapmis ve her bir bitkinin erkek ve disi ebeveynlerinin ddllerine kalitim
iiniteleri veya faktorlerin varlig1 teorisini ortaya koymustur. 1884 yilinda Mendel oldiigi
zaman c¢alismasinin degerini kimse bilmiyordu. Mendel’in buldugu faktér veya kalitim
{initelerini gen oldugu 1900 yillara kadar anlasilamadi [3]. Insan kromozomlar1 ilk defa
1857°de Virehow tarafindan goriilmesine karsin, kromozom ile kalitim arasindaki ilgiyi
ortaya koyanlar Weissman (1883) Strasburger (1884) ve Kollieker(1885)’dir. Kromozom
kelimesi ise ilk kez Waldeyer tarafindan 1888 yilinda kullanilmistir [4].

Bu c¢alismanin amaci bitkisel kokenli bilesik kapsaisin’in insan kromozomlarina sayisal ve

yapisal olarak yaptig1 etkilerin incelenmesidir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Kapsaisin

Yiizyillardan beri insanlar tarafindan gerek besin maddesi, gerekse ilag olarak kullanilan siis
biberi (Capsicum sp.) bitkisi de Onemi giderek artan bitkilerden birisidir. Solanaceae
familyasinin Capsicum tiirii, yenidiinyanin tropik ve suptropik bolgelerinde yetisen yaklasik
30 tiri kapsamaktadir. Bunlardan 5 tiirlin kiiltirii 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 {izere degisik tipleri
vardir. Acilik meyvenin “kapsaisin” (C18H2703N) igerigine ve bilesimine baglidir ve yiiksek
oranda plasenta kisminda bulunur. Kapsaisin kirmizi taze biberde yesil biberden iki ii¢ kat
daha fazladir. Besin degeri bakimindan iyi bir sebze tiiriidiir. Ozellikle C vitamini agisindan
oldukga zengindir (103 mg/100 g). Siis biberi bilesiminde ayrica ugucu yag ve sabit yagda
bulundurmaktadir [6-9]. Kapsaisin miktar tiirden tiire degismektedir. Kurutulmus kirmizi toz
biber acilik bakimindan “ scoville acilik birimi”ne goére 5 gruba ayrilmistir. Buna gore
biberler acisiz (0-700), az aci (700-3000), orta ac1 (3000-25000) ve ¢ok ac1 (80000) seklinde
siniflandiriimaktadir [10,11]. Kirmizibiber sebze ve baharat olarak yogun bir sekilde
kullamldig: gibi kapsaisin icerigi nedeniyle ilag yapiminda da biiyiik 5neme sahiptir. Ozellikle
stis biberinde kapsaisin miktar: oldukga yiiksektir [10-12]. Kapsaisin oranlart % 0.1 [13] ile %
2 [14] arasinda degismektedir.

Sekil 1:Kirmiz1 Biber Bitkisinin Gortiniimii



Botanikte kapsikum annuum olarak adlandirilan kirmizi aci biberin etken maddesi olan
kapsaisin, kuvvetli aci, beyaz, kokusuz, sicak su, etil alkol, metil alkol ve asetonda kolayca
eriyebilen bir maddedir. Kirmiz1 ac1 biberin yapisindaki kapsaisin miktar1t % 0.12-17 mg
arasinda degismektedir [15,16].

Saga (1972), giibrelemenin kirmizibiber meyvelerinde acilik iizerine etkisini incelemistir.
Fosfor ve potasyum bulunmayan topraklarda vyetistirilen biber meyvesinde kapsaisin
iceriginin ¢ok diisiik oldugunu saptamistir. Gelisme safhasinda bulunan fosfor miktarinin
meyve gelisimini ve meyvenin kapsaisin igerigini etkiledigini belirtmistir [17].

Palacio (1977), kirmizibiber meyvesinin igeriginde bulunan kapsaisin maddesinin
belirlenmesi amaciyla degisik metotlar denemistir. Vanadium oksitriklorid kullanilan,
colorimetrik yontemin diger yontemlerden daha kullanish oldugunu bildirilmistir [18].

Akgiil (1993), biber meyvelerinin kimyasal yapisinda bulunan basta kapsaisin olmak {izere
karoten, kapsorubin, zeaksantin, kriptosantin, lutein vb. maddelerin biber bitkilerinin

ontogenetik varyeteye ve yetistigi ortamin ekolojik sartlarina gore degistigini bildirmistir [11].

cis-capsaicin

Sekil 2: Trans ve sis kapsaisin’in kimyasal yapis1



2.2. Kromozomlar

Kromozom, (Yunanca, chromos(renk),soma(viicut); DNA'nin "histon" proteinleri etrafina
sarilmasiyla, yogunlasarak olusturdugu, canlilarda kalitimi saglayan genetik birimlerdir. Her
canli gibi insan da trilyonlarca hiicreden meydana gelir. Hiicre , bitkisel ya da hayvansal her
tiirlii yasam bi¢iminin en kiigiik birimidir. Her hiicre bir sitoplazma ve g¢ekirdekten meydana
gelir. Cekirdegin i¢inde ise kromozom adi verilen ipliksi pargalar bulunur. Kromozomlar,
molekiil yapilar1 ¢ok iyi bilinen DNA (deoksiriboniikleik asit) zinciri ile histon denilen
protein zincirinden olusur. DNA zincirleri de 6zgiil proteinleri sentezlemekle gorevli gen adi

verilen birimlerden olusur [19].

Mitoz bdliinmenin interfaz evresinde kromatin ag1 seklinde bulunan DNA profaz evresinde
kisalip kalinlasmaya baslar ve metafaz evresinde en kisa duruma gelir. Yaklagik 10.000 kat
kisalmis haliyle 151k mikroskobunda 100'liik objektifte incelenebilir. Kromozomlar, I, V, J
harfleri gibi bi¢imlerde goriiniir ve boyutlar1 mikronla Sl¢iiliir. Kromozomlarin sayisi canli
tiirlerinde degisiklik gosterir. Ornegin sirke sineginde 8, kurbagada 26, farede 42, kdpekte 78
kromozom vardir. Insanin kromozom sayis1 ise 46'dir. 22'si ¢ift otozom kromozomdur. Insan
hiicresinde 1 ¢ift de eseysel kromozom bulunur ve toplam say1 46 eder. Esey kromozomlari
kadinlarda XX, erkeklerde XY dir [20].

Kromozomlarin mikroskop altinda incelendigi bilim dalina "Sitogenetik" adi verilir. Bu
sekilde kromozom sayisinda (6r. Down sendromunda 47, Turner sendromunda 45) veya
yapisindaki (delesyon veya translokasyon vb.) degisiklikler bu sekilde saptanabilir. Ancak
kromozomlardaki bir degisikligin mikroskopta goriilebilmesi i¢in en az 3 milyon niikleotitlik
bir kismin degismesi gerekir, daha kii¢iik degisiklikler ancak molekiiler genetik yontemlerle

incelenebilir [20].



Sekil 3: Elektron Mikroskobunda Kromozom Goriintiisii

Kromozomlar 6zel bazi bolgelerden olusmaktadir:

Kromatid: Kromatinlerin protein iskelete sarilmasi ile ortaya ¢ikan yapilara denir ve
kromozomun kollar1 gibi goriiliirler. Sentromerin her iki tarafindaki kromatidler kromozom
kolu olarak adlandirilirlar. Sentromerin ikiye ayirdigi kromatidler kromozomun kisa kolu (p
kolu) ve uzun kolu (q kolu) olarak adlandirilirlar. Kardes kromatidler birbiriyle tamamen ayni

olan genetik bilgiyi tagirlar ( Mayoz I’de krossingover’a kadar) [21].

Sentromer: Sentromerler aslinda spesifik proteinlerin baglandigt DNA dizileridir. Bu
proteinler arasindaki kinetokor proteinleri, mayoz ve mitoz boliinmelerin anafaz safhalari
esnasinda kromozomlarin ig ipliklerine tutunarak hiicrenin kutuplarina dogru hareket
etmelerini saglarlar. Sentromer kromozomu p ve q olarak iki kola ayiran ve sitogenetik bir
belirleyici olarak goériinen primer bogum olarak tanimlanir [21].

Telomerler: Telomerler kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan 6zel DNA dizileridir.
Kromozom uclarinda hem kendi iizerine katlanmasmni hem de diger kromozomlara

yapismasint engelleyerek kromozomun biitlinliiglinde biiylik rol oynarlar. Yaslanma ile



birlikte telomerik DNA dizileri kisalmaya baslar. Kanser hiicrelerinin telomerik dizilerinde
kisalma gozlenmez [21].

Replikasyon Baslangi¢ Noktasi1 (Origins of Replication, ORI): Isik mikroskobu ile
goriilememesine ragmen, biitiin kromozomlar en az bir tane DNA sentezinin basladigi bolge

ierirler. Okaryotik kromozomlarda birden fazla ORI bolgesi bulunur [21].

Telomer
Kisa kol (p)

Sentromer
Kromotid —

Uzun kol {g)

Kardes kromtidler

Sekil 4: Mitoz esnasindaki bir insan kromozomunun sematik goriiniimdi.

Boliinen insan hiicre kromozomlar1 en kolay metafaz veya prometafazda analiz edilir. Bu
evrede kromozomlar sentromerlerinden birlesmis kardes kromatidlerden olusur ve mikroskop
altinda kromozom yaymalarinda goriiniir durumdadirlar.

Kromozomlarin ¢ogu sadece boylart ile degil, ayn1 zamanda sentromerlerin kromozom
tizerindeki yerlesimi ile de birbirlerinden ayrilirlar. Bir kromozom, sentromerinin
pozisyonuna gore submetasentrik, metasentrik, akrosentrik ve telosentrik olarak ayirt
edilebilir. Sentromer submetasentrik bir kromozomu kisa kol (p) ve uzun kol (q) olarak bdler.
Metasentrik kromozomlarda kisa ve uzun kollar yaklasik ayni uzunluktadir. Akrosentrik
kromozomlarda, kisa kol c¢ok kiiciiktiir ve kisa kolun ucunda satellit olarak isimlendirilen
(satellit DNA ile karistirilmamali) yogun bir yap1 bulunur. Satellit biiyiikliigii, bir bireyin her
akrosentrik kromozomu igin farklidir (kromozomal polimorfizm). Telosentrik kromozomlarda
kisa kol ve satellit bulunmaz. Insan kromozomlar1 arasinda telosentrik kromozom
bulunmazken ev faresinin (Mus musculus) tiim kromozomlari telosentrik kromozomlardir
[21].



Sekil 5: Sentromerin yerlesim bolgesine bagl farkli kromozom tipleri.

2.2.1. Kromozom Anomalilikleri

Bir kromozomda meydana gelen yapisal yada sayisal degisiklikleri gosterir. Genellikle
mayoz ve mitozu izleyen hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen hatalardan kaynaklanirlar.
Birkag farkli tiirli bulunmakla beraber, genel olarak sayisal ve yapisal anomaliler olarak iki

ana gruba ayrilirlarm [22].

2.2.1.1. Sayisal Anomaliler

Cift kromozomlardan birinin kaybolmasi (monozomi) ya da bir ¢iftte ek olarak bir tane daha
kromozomun bulunmasi (trizomi) olarak tanimlanir. Sayisal anomalilere en bilinen 6rnek,
"Trizomi 21" (li¢ tane 21. kromozom) olarak da bilinen "Down Sendromu'"dur. Monozomi
olarak ise, esey kromozomlarindan birinin olmamasi1 durumu olan (45,X) "Turner Sendromu"

gosterilebilir [22].



2.2.1.2. Yapisal Anomaliler

Kromozomun yapisal formunun degismesiyle olusan birkag farkl tiirii vardir:

Delesyonlar: Kromozomun yapisindan bir parganin kaybolmasidir. Bilinen 6rnekleri;
kromozom 4'lin kisa kolunda bir parganin kaybolmasiyla meydana gelen Wolf-Hirschhorn
sendromu ve 11. kromozomun ug (terminal) kisminda meydana gelen delesyon ile goriilen,
Jacobsen sendromudur.

Duplikasyonlar: Bir kromozomun bir par¢asinin kendini eslemesiyle ve fazla genetik
materyal olusturmasiyla sonuglanan diizensizliklerdir. Bloom sendromu ve Rett sendromu
ornek olarak gosterilebilir.

Translokasyonlar: Bir kromozomun yada kromozom pargasinin diger bir kromozom ile
birlesmesiyle meydana gelen diizensizliklerdir. Iki c¢esidi  vardir;  Resiprokal
translokasyonlarda iki farkli kromozomdan pargalar karsilikli degisir. Robertsonian
translokasyonlarda, biitiin bir kromozom digerinin sentromerine birlesir. Bu yalnizca, 3, 14,
15, 21 ve 22. kromozomlarda goriiliir.

Inversiyonlar: Kromozomdaki bir kismm kopup, ters doniip daha sonra tekrar ayni yere
birlesmesiyle meydana gelen diizensizliklerdir.

Ring kromozomlar: Kromozomun bir par¢asinin kopup, daha sonra halka seklinde kendiyle
birlesmesiyle meydana gelen diizensizliklerdir. Genetik materyal kayb1 olmadan yada olarak

gerceklesebilir [22].


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Robertsonian_translokasyon&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Robertsonian_translokasyon&action=edit&redlink=1

2.3 ANALIZ YONTEMLERI

2.3.1 Kromozom Tipi Hatalarin Belirlenmesi

Yapisal kromozom hatalarmin iki tipini (kromozom tipi ve kromotit tipi) kapsamaktadir.
Poliploidlikteki bir artig, kimyasal maddenin sayisal hatalarda olusturma potansiyeline sahip
olacagini gosterir. Kimyasal mutajenlerin ¢ogu, kromotit tip hatalar olusturur. Ancak

kromozom tipi hatalar meydana gelebilir.

Kromozom mutasyonlar ve iligkili olaylar birgok genetik hastaligin sebebini olusturur. Ayrica
“onkogen” lerde ve tiimdr engelleyici genlerde degisikliklere yol acan kromozom
mutasyonlar1 ve ilgili olaylarin insanlarda deneysel hayvanlarda kanser olusmasina sebep
oldugu hususunda ¢ok 6nemli deliller bulunmaktadir. Kromozom hatasi testleri in vivo ve in

vitro olarak iki tarzda gergeklestirilebilir [23].

2.3.1.1 in-Vivo Kromozom Hatasi Testi

In-vivo kromozom hatas1 testi, tiirler arasinda ve dokular arasinda degisiklik gostermekle
birlikte, 6zellikle in vivo metabolizma, farmakinetik ve DNA esleme islemi ile ilgili
faktorlerin 6nem kazandig1 mutajenik riski tayin etmek i¢in uygulanir. Ayrica, bir in vitro test
yardimiyla belirlenmis mutajenik bir etkinin daha fazla arastirilmasi i¢inde kullanishdir.
Ancak, ulasamayacagi test maddesinin veya bir reaktif bir 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 olugmasi gereKir.

Bu metot hayvanlarin uygun bir yol ve siire ile test maddesine maruz birakilmasina ve bu
stirenin sonunda dldiiriilerek hiicrelerinin kromozomal hasar yoniinden incelenmesi prensibine
dayanir. Ancak, 6ldiirmeden 6nce hayvanlar metafazda durdurma amili (6rnegin; kolsisin ve
kolsemid) ile muamele edilirler. Daha sonra kromozom preparasyonlar: yapilir, boyanir ve

kromozom hatasi olup olmadigini belirlemek amaciyla metafaz hiicreleri analiz edilir [23].



2.3.1.2. in-Vitro Kromozom Hatas: Testi

In-vivo’da oldugu gibi, in vitro kromozom hatasi testide, kiiltiirli yapilan hiicrelerde yapisal
kromozom hatalarina sebep olan amili tespit etmek amaciyla yapilir. Bu testin prensibi, hiicre
kiiltiirlerinin metabolik aktivasyonlu ya da aktivasyonsuz test maddesine maruz birakilmasina,

Oonceden belirlenen araliklarda metafazda durdurulmasidir.

In-vitro kromozom hatasi testinde, olusturulmus hiicre hatlari, hiicre soylar1 veya primer hiicre
kiiltlirlerinin  kiiltiirlerini  kullanilabilir. Kullanilacak hiicreler; kiiltiirde biiyiitiilebilirligi,
karyotip kararliligi, kromozom sayisi, kromozom farkliligt ve kromozom hatalarinin

kendiliginden olan frekansi gibi 6zellikler dikkate alinarak segilir (23).
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3. MATERYAL VE METOT

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

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

3.1.1. Mitomisin-C (MMC)’ nin Ozellikleri
Bu calismada test maddesi olarak kullanilan, Mitomisin-C (MMC) mavi-menekse renkte,
kristal seklinde ve suda ¢oziinebilen bir maddedir. Suda ¢oziinen (pH=6-9) eriyik, lsiktan

korundugu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklandig1 zaman yedi giin 6zelligini korumaktadir.

Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg’lik siselerde toz seklinde bulunur. MMC antineoplastik ve genis

spekturumlu bir sitostatik (hiicre boliinmesini durduran) ajandir [25].

3.1.2. Mitomisin-C (MMC)’nin Kullanim Alanlari

Mitomisin-C ~ (MMC), antineoplastik ilaglar grubuna girmektedir. Bu  grupta

cyclophosphamide, daunamycin,Mitomisin-C, streptozotocin ve uracil mustard bulunmaktadir.

Mitomisin-C (MMC) ¢esitli kanserlerin tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajandir.

MMC’nin kullamldig1 kanser tiirleri asagida verilmistir.

* Mide kanseri

* Aniis ve kalin barsak kanserleri
» Gogiis kanseri

* Kiiciik hiicreli akciger kanseri

* Bas ve boyun kanserleri

» Kii¢lik mesane papillomalan

» Pankreas kanseri
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddelerin Eriyiklerinin Hazirlanmasi
3.2.1 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)

Fosfat Tampon Cozeltisi : Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO4)’dan 9.1 gr. alinir ve 1000
ml. bidistile suya tamamlanir. Baska bir balon jojeye de sodyum hidrojen fosfat
(NagHPO4)’dan 11,9 gr alinir ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir ve stok c¢ozeltiler

hazirlanmis olur [26].

Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi: KH,PO, ¢ozeltisinden 60 ml. ve Na,HPO, ¢ozeltisinden
30 ml. alinarak saleye konulur ve tizerine 10 ml. giemsa boyasi eklenmesi suretiyle %10 luk
giemsa-sorenson fosfat tampon ¢ozeltimiz hazirlanmis olur. Sorenson fosfat tampon ¢ozeltisi
cesitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem i¢in her iki ¢ozeltinin degisik miktarlar1 kullanilarak

pH istenilen degere ayarlanir [26].

Cozelti 1:
KH2PO4.oveveicccee 9.1gr.
Bidistile SU........ccccoevvirennnes 1000 ml.
Cozelti 2:
NasHPO4...ocveivieiciies 1194qr.
Bidistile SU.........ccceovvrennnes 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.
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3.2.2. Kapsaisin’in Hazirlanmasi

Yapilan hesaplamalarda molekiil agirligi 305,4 olan kapsaisin (Sigma) maddesinden 26 mg
almarak 13 ml DMSO (Dimetil siilfoksit )’ da ¢oziilmistiir. Buda 0,05 ml’de 0,1 mg
kapsaisin’in bulundugunu gosterir. 80, 120, 160 puM’lik dozlar kullanilarak c¢alisma
yapilmustir.

3.2.3. Mitomisin- C (MMC) Eriyiginin Hazirlanmasi

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

0.3 pg/ml olan ¢ozeltiler hazirlanmustir.
Yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki MMC ile hiicreler 24 saat muamele edilmistir.

3.2.4. Sorensen Tamponunun (Sorensen Buffer) Hazirlanmasi

Sorensen tamponu, tampon A ve tampon B olmak iizere iki stok cozelti halinde hazirlanmig
olup bu cozeltiler cahgmanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda

karigtirilarak kullanilmistir.

3.2.5 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 safsu iginde eritilmistir.

3.2.6. Kromozom Medyumu

Biochrome firmasinin drettigi kromozom, hiicre kiltiiri i¢in kullanilmistir. 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.

3.2.7. Kolsisin

Kromozom preparatlarinin  hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine (Kolsisin)
(Sigma) kullanilmistir. Kolsigin 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. Kolsisin’in baz1 6zellikleri agagidadir:
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Kapah formiilii : CoHxNOg

Molekiil agirhg: :399.4
Etil asetat icerigi - %3.4
Kloroform igerigi 1 <%0.1
Sigma no 1 C-975

3.2.8. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0, 4° lik KC1 (Merck) kullamlmistir. Bidestile su i¢inde stok
halinde hazirlanan eriyik agz1 kapali cam bir kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her
preparasyondan yaklasik 1 saat once yeterli miktarda alinip 37°C’deki inkiibatorde 1sitilip

kullamlmustir.

3.2.9. Fiksatif

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’ in 3 kisim metanol
(1/3 : glasial asetik asit/metil alkol) ile karistirtlmasiyla hazirlanmistir. Fiksatif kullamlmadan
iki saat Once hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde preparat yapim

isleminden iki saat 6nce taze olarak hazirlanip kullamlmaistir.

3.2.10. Giemsa

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

Sorensen tamponu iginde hazirlanmis, %5°lik boya eriyigi kullanilmistir.
3.3.  Kullanilan Deney Ekipmanlan

3.3.1. Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi

kimyasallann tartilmasinda kullanilmigtir.

3.3.2. Santrifiij

5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 15 dk.’hk zaman ayarlayicit ve 8 tiip kapasiteli
ELEKTRO-MAG marka santrifiij cahsmalarda kullamlmistir.
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3.3.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 151k mikroskobu

preparat incelemeleri sirasinda kullanilmastir.

3.3.4. Etiiv

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

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

3.3.5. Deney Ekipmanlari

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

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

5.Derin dondurucu

6.Buzdolab1

7.0tomatik pipet

8.Fotomikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800)
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3.3.6 Sarf Malzemeler
1.Heparin (Roche)
2.Giemsa (Merck, 5400512)
3.KH,P0,4 (merck, 9021622)

4.NapHPO4H,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.Tiipliik

13.Cesitli cam malzemeler

14.Konik tabanli 10ml’lik steril kiiltiir tiipti
15.Enjektor

16.Cesitli ebatlarda puarlar

17.Pastor pipeti

18.Lam

19.Lamel

16



3.4. Kromozom Anomallikleri (KA)  (Chromosomal Aberration=CA) Saptamak

Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen yaslar1 23-24 olan kisiden alinan, heparinize edilmis kan 6rnekleri
kromozom medyumlarina (5 ml) steril sartlarda 13-14 damla (0.4 ml) ekilmistir. Hiicre
kiiltiirii inkiibatérde 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Capsaicin’in insan kromozomlari
tizerine etkisini incelemek igin kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala son konsantrasyonu

kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir.

Pozitif kontrol amaciyla kullanilan MMC steril bidestile suda ¢oziilmiistiir. MMC’nin insan
kromozomlan iizerine etkisini incelemek i¢in kiiltiir bitimine 24 saat kala son konsantrasyonu
0.3 pg/ml MMC kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak ise distile su (%1) test
kontrolii olarakda DMSO (Dimetil siilfoksit ) kullanilmigtir [27].

Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (yani kiiltiiriin 70. saatinde) her tlipe hazirlanan
Kolsisin eriyiginden 35 pl (0.06 ug Kolsisin/ml) ilave edilmis ve tiipler hafifce sallanarak
iyice karnistirilmistir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) Kolsisin ile 6n muameleye tabi

tutulmustur.

Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri, 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis,
slipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik sivi iyice
karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37 °C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu
eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmis olup hiicre silispansiyonu pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmistir. Her tiipe 7 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra
tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatore konmustur. Hiicreler 30 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmigtir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edilmis, stipernatant
atilmigtir. Hipotonik ¢ozelti ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml olacak
sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakhginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen
hiicreler 2000 rpm’de (170 x g) 10 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere
tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir. 3. fiksatifle muamelenin
sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir. Her fiksatif ilavesinden sonra
tiipler santrifiij edilerek tistteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0, 5 ml s1v1 kalacak

sekilde siipernatant atildiktan sonra yayma yapilmustir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirilmistir.

Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan ¢ekilmistir. Ozel olarak
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hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha once temizlenmis ve saf su igerisinde
buzdolabinda saklanan lamlara farkli alanlara I’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam tizerinde
yayillmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda damlalarin

iist liste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24 saat oda sicaliginda bekletilmistir.
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3.5. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler lsik mikroskobunda

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

HUCRE KULTURU HARVEST

Kolsisin
Phytohemagglutinin 20 dk

Periferik Kan

Lenfositler

Hiicre
Cogalmasi

72 saat

Hiicre Kultur
Medyumu

Potasyum Klorid
Hipotonik soliisyon
5dk
1

Santrifuj
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Sekil 6: Kromozom Analizinin Asamalari (28).
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3.5.1 Kromozom Anomalilerinin Saptanmasi

Muamele edilmis ve kontrol kiiltiirlerde her bir kisiden hazirlanan, iyi dagilmis kromozomlara
sahip preparatlardan, her bir doz igin, 400 metafaz incelenerek kirik ve diger anomaliler
sayllmistir. Bu hiicreler icinde gozledigimiz kromozom yapi anormallikleri kromozomlara
gore ayr1 ayr1 kaydedilmistir. incelenen 100 hiicre igerisinde kromozom kirigi bulunan

anormal hiicrelerin sayis1 saptanmistir.
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4 BULGULAR

Saglikli ,sigara igmeyen ve alkol kullanmayan iinversite 0grencilerinden alinan heparize
edilmis kan ornekleri ile labarotuvarimizda kromozom analizi yapilmistir. Normal bir bireye

ait kromozomlar sekil 7°de goriilmektedir.
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B

Sekil 7: A,B. Normal bir bayana ait kromozomlar.
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Kromozomlar Oncelikle pozitif kontrol olarak kullanilan Mitomisin-C ile etkilesime
birakilmistir (0.3 pg/ml). Mitomycin-c‘in kromozomlarda kromozom kiriklari, kromatid

kiriklari, poliploidi kromatid birlesimi gibi hasarlara neden oldugu gézlenmistir (Sekil 8)

Sekil 8: Mitomisin-C’nin insan kromozomlarina etkisi.
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Test kontrolii olarak DMSO ile muamele altinda kalan kromozomlar da herhangi bir yapisal
degisikligin, kromozom kiriklarinin, kromozom ve kromatit birlesmelerinin olmadigi
goriilmiistiir. DMSO ile etkilesim altinda kalan ve herhangi bir bozuklugunun olmadigi

kromozlar sekil 9’da goriilmektedir.

Sekil 9: DMSO ile etkilesim i¢inde kalan kromozlar
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4.1. Kapsaisin’in Insan Kromozomlarina Etkisi

Kapsaisin 6nceden hazirlanmigs 5ml’lik besiyeri tiiplerine 80,120,160 uM’lik dozlarda
verilmistir. Verilen dozlarin 24 ve 48 saatlik etkilerine bakilmistir. 160 uM’lik dozda
tiremenin durdugu ve metafaz sayisinin ¢ok az oldugu gézlemlenmistir. 80 uM’lik dozda 24
saatlik etkinin kromozomlarda kiriklara veya yapi bozukluklarina yol agmadigi, fakat 48
saatlik etkinin kromozom kiriklarina, kromozom birlesmesine (kromozom exchanges) yol
actig1 goriilmiistiir. Buda etkilesim siiresinin uzunluguna bagli olarak anomalileri arttirdig:
gbzlemlenmistir. 120 uM’lik dozun hem 24 hemde 48 saatlik etkisinde kromozomlarin
bantlandig1 ve pek ¢ok kromozom kirigmin oldugu goriilmistiir. Burdan ¢ikarilan sonug ise
hem etkilesim siiresinin hemde madde miktarinin kromozomlarin yapisinda bozukluklara

neden oldugu anlasilmaktadir.

80 uM’lik dozun 24 saatlik etkisinin kromozomlarda herhangi bir yap1 bozukluguna

yolagmadigi ve kromozomlarin normal goriintiisiinde oldugu sekil 10’da goriilmektedir.

Sekil 10: 80 uM’lik dozun 24 saatlik etkisinin kromozomlara zarar vermedigi goriilmektedir.
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80 uM’lik dozun 48 saatlik etkisinde kromozomlarda ¢ok belirgin kiriklarin oldugu ve

kromozom birlesmelerinin (kromozom exchanges) oldugu sekil 11°de net olarak

goriilmektedir.
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Sekil 11. A,B: 80 uM’lik dozun 48 saatlik etkiside meydana gelen kromozom kiriklar1 ve
kromozom birlesmeleri.

27



120 puM’lik dozun 24 saatlik etkisinde genelde kromozom birlesmeleri (kromozom
exchanges) oldugu goriilmistiir. Ayrica belirgin olarak kromozom kiriklarida goriilmiistiir .
(Sekil 12,13)

Sekil 12: 120 uM’lik dozun 24 saatlik etkisinde meydana gelen kromozom birlesmesi.
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Sekil 13:120 uM’lik dozun 24 saatlik etkisinde meydana gelen kromozom kirigi.
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120 uM’lik dozun 48 saatlik etkisindede kromozom birlesmeleri kromozom kiriklar1 sekil 14

ve 15°de agik bir sekilde goriilmektedir.

Sekil 14: 120 uM’lik dozun 48 saatlik etkisinde meydana gelen kromozom kiriklari.

Sekil 15: 120 uM’lik dozun 48 saatlik etkisinde meydana gelen kromozom birlesmeleri ve
kromozom kiriklari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kars bolgesi, Tiirkiye’nin kuzey dogusunda yer almaktadir. Bélgede sanayi tesislerinin az
olusu gibi etkenler nedeniyle dogal flora biiyiik oranda bozulmamistir. Bu nedenle s6z konusu
bolgenin bitki varligi acgisindan olduk¢a zengin oldugu goézlenmektedir. Botanik alaninda
yapilan caligsmalar, bolgenin endemik bitki tiirii bakimindan da olduk¢a zengin oldugunu
gostermektedir. Bitki tlirleri simiflandirildiginda 21 familyaya ait 73 adet Kars bolgesine
endemik tir oldugu goriilmektedir. Yapilmis c¢alismalar incelendiginde 6zellikle iki
familyanin aktif madde igerigi 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 c¢aligmalarda, bu tiirlerin 6zellikle
antimikrobiyal, antioksidan, antimutajenik, mutajenik ve antiparazitik 6zellikleri ile 6n plana
ciktiklar goriilmektedir. Ancak, bitkilerin yetistikleri cografya ve iklim sartlarina gdre bio
aktif ozelliklerinin derecelerinde degisiklik oldugu bilinmektedir. Bunun yanisira farkli bio
aktif maddeler ihtiva ettikleri de siklikla gdzlenmektedir. Ulkemizde bu tiirler ile ilgili
caligmalar yapilmamis olup, bu bitkilerin potansiyelleri ve elde edilebilecek iiriinler hakkinda

yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bitki Oziitlerinin hiicreler tlizerine c¢ok biiyiik etkiler yapabildigini Kolsisin ve
Fitohemaglutinin &rneklerinden ayrintili olarak biliyoruz. Incelenmesi amaglanan kirmizi
biberin yapisinda bulunan capsaicinin olast genotoksik, anojenik (hiicre boliinme
mekanizmasint etkileyen ajan) ve klastojenik (kromozomlar1 etkileyen ajan) etkilerinin

ortaya konulmasi dnemlidir.
Bu etkilerin agiga ¢ikarilmasinin;
1- Besin giivenirligi agisindan,

2- Literatiire katki agisindan,

3- lleride yapilacak antimutajenik calismalara direk kaynak olmasi acisindan,
4- Yapilacak diger ¢alismalara kaynak olmasi agisindan,
5- Ilag sanayisine katki yoniinden, dnemlidir.
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Bitki extraktlarinin kromozomlar tizerine yaptig etki tizerine pek ¢ok arastirma vardir .Bitki
ucucu yaglari kompleks hidrokarbonlarin bir karisimidir ve genellikle terpenlerden olusur.
Bitki ugucu yaglar1 koku ve aroma olusturma kapasitelerine gore siniflandirilabilir. Bitki
ucucu yaglari, besin ve icecek katkisi olarak, kozmetik olarak, sabun ve deterjanlara koku
olarak, bocek ve sinek oOldiiriiciilere katki olarak kullanilabilir. 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 {izerinedir. Oysa bitki 6ziitlerinin kansorejenik, teratojenik ve mutajenik etkileri
bildirilmistir. Klasik kromozom elde edilme yontemlerinde bile bitkisel materyal siklikla
kullanilmaktadir. Kolsisin kar ¢iceginden (Colchicum) elde edilir ve ig ipliklerini kirarak
kromozomlarin kutuplara c¢ekilmesini Onler. Kolsigin sayesinde kromozomlar metafaz
evresinde yakalanir ve incelenir. Yine insan kromozomu incelemelerinde insan kani kullanilir.
Normalde insan kan hiicreleri dolasimda boliinmez ve boliinmeyen hiicrelerde kromozom
incelemesi yapilamaz. Fitohemaglutinin fasulyeden (Phaselus vulgaris) elde edilir ve
boliinmeyen kan hiicrelerini bir nevi kanserlestirerek boliinmeye zorlar. Bu 6rneklerden de

goriilecegi iizere bitki 6ziitleri oldukea etkili hiicre boliinme diizenleyicisi olabilirler.

Bugiin Diinyada kullanilan bitki sayis1 Diinya Saglk Orgiitine (WHO) gore 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 hizlanmasimi saglamistir. Son yillarda tiim diinyada bitkiler lizerinde klinik
amagli ve salgin hastaliklarin kontrolii yoniinde g¢aligmalar siirdiiriillmekte, ¢esitli enzim
sistemleri kullanilarak, bitkilerden biyoaktif maddelerin bulunmasi i¢in ileri diizeyde
caligmalar yapilmaktadir. Uluslararasi biiyiik ilag sirketlerinin hemen hepsinin, biiyiik ya da
kiiciik, bir bitkisel iirliin arastirma boliimii bulunmaktadir. Bazi bitki ve baharat ugucu
yaglarmin biyolojik aktiviteleri iizerindeki arastirmalar sonucunda bu baharatlardan
bazilarinin insektisidal, antibakteriyel ve antimikotik, antiviral, antiseptik, spazmolitik,
antioksidant ve antikarsinojenik, antiplazmoidal, antitoksijenik gibi ilging aktiviteler
gosterdikleri saptanmustir. Ilag, kozmetik, parfiimeri, gida, veteriner hekimlik ve tarmm
alanlarinda bitkisel kaynakli {irlinlerle alinan patent sayisi giderek artmaktadir. Bitkisel
ilaclara ve bitkilerden elde edilen hammaddelere ilginin arttig1 giinlimiizde, 6zellikle bazi
bitkiler kullanim alanlari, miktarlar1 ve insanlar tarafindan yararli etkilerinin onaylanmasi

acisindan diger bitkilere oranla daha fazla 6neme sahiptirler [29-39].
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Origanum majorana'nin antimutajenik potansiyeli Vicia faba kok merismetamik hiicrelerinde
Qari [33] 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 incelenmistir. Origanum majorana kontrolle
karsilastirildiginda Vicia faba’min kok ug¢ hiicrelerinde onemli bir etki gdstermemistir.
Sodyum asit tek bagina artan konsantrasyonlari ile kromozom anormalliklerini 6nemli
derecede indiiklemektedir. Anormalliklerin bir kismi 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 karsi
Origanum majoranin antimutajenik potansiyele sahip oldugunu saptamistir. Ayrica O. Majora
ile muamele edilen tiim gruplarda mitotik indeks yiizdesinin azalmasi diisiik oranda
gergeklesmistir. Origanum majora nin antimutajenik potansiyeli Vicia faba kok meristematik

hiicrelerinde 50 pg /ml konsantrasyonunda etkilidir.

Kanserin tedavisi i¢in geleneksel ilag olarak kullanilan yedi Plantago tiiriiniin metanolik
ekstraktlarini ii¢ insan kanser hiicresine kars1 sitotoksik etkilerini Galvez ve arkadaslari [35]
incelemislerdir. Flavonoidler insan kanser hiicrelerinin poliferasyonuna karsi gii¢lii bir inhibe
edici etki gosterebildiklerinden, bir¢cok Plantago tiiriinde 6nemli flavonoid olarak bilinen
luteolin-7-O-B-glukosid belirlenmistir. Elde ettikleri sonuglara gore Plantago tiirlerinin kiiltiir

icinde test edilen hiicreler karsi belirli 6lcilide sitotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir.

Velasco-Lezama ve arkadaslar1 [36] yaptiklar1 ¢alismada, Plantago major’un havali
parcalarindan (yaprak ve tohumlar) su, metanol, kloroform ve hekzan ekstraktlari kemik iligi
CD1 ve dalak , Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Candida albicans kiiltiir ortamlari igine
ve metanol ekstraktlarida HTC-15, OVCAR, UISO ve KB kiiltiir ortamlar: igine eklenmistir.
Sulu ekstrakt B.subtilis, hekzan ekstrakti E.coli’nin iiremesini inhibe etmistir. Metanol ve
kloroform ekstraktlar1 B.subtilis ve E.coli gelisimlerini zayif oranda inhibe etmistir. Elde
ettikleri sonuglara gore ilk kez Plantago major’un in vitro olarak 6nemli hematopoiteik

aktivitesi oldugunu gostermistir.

Marques S., ve arkadaslar1 Kapsaisin’in mikroniikleus ve kardes kromatid degisimi iizerine
yaptig1 etkiyi arastirmislar ve Kapsaisin’in mikroniikleus ve kardes kromatid degisimi oranini

belirgin bir sekilde artirdigini saptamislardir [40].
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Chanda S., ve arkadaslar1 trans kapsaisin’in mutajenik etkilerini arastirmiglar ve zayif bir

mutajenik aktivite bulduklarini rapor etmislerdir [41].

Sonug¢ olarak, biitiin deneme gruplari, negatif kontrol ile karsilastirildiginda 24-48 saat
sonunda kapsaisin konsantrasyonuna ilaveten kromozom aberasyon sikliginda onemli
derecede bir artis gostermistir. Ayrica Mitomisin-C denemesi aberant hiicrelerin sikliginda
artisa neden olmustur. Kromozom ve kromotid kiriklari, kardes kromotid birlesimi ve
kromotid degisimi biitiin konsantrasyon denemelerinde gozlemlenmistir. Calismamiz
sonucunda, kullandigimiz Kapsaisin’in 80 uM dozun 48 saatlik etkisinde ve 120 uM dozun
hem 24 hemde 48 saatlik etkisinde kromozomlarda ve kromatitlerde kiriklara neden olurken,
160 uM de hiicre béliinme indeksini diisiirdiigii gdzlemlenmistir.Calismamiz In-vitro bir
calisma oldugundan kapsaisin iceren besinlerin tiiketilmesinde hergangi bir zararin olup
olmadigr bilinmemektedir. Bunun anlagilmasi i¢in daha kapsamli in-vivo c¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.
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