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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Danisman: Yapd.Dog.Dr.Hiitya SIVAS
2063, 63 sayfa

Bn calismada, bir kekik tiirii olan Origanum onites 1. den izole edilmis, antimikrobiyal ve
antitimor  aktiviteleri - bulinan karvakrolin mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri
Ames/Salmonella/Mikrozom ve SCE {Kardes Kromatid Degigimi) yontemleriyle aragtirilmigtir.

[k olarak, mutajenik aktivite icin Ames testinde, Salmonella typhimnrium’ un TA98 ve
TAI00 suglan, plak inkorporasyon yontemi ile metabolik aktivitenin S9 mikrozomal fraksiyon
varliginda ve yoklugunda karvakrol ile muamele edilmistir. Antimutajenik etkinin arastirilmas;,
aym iglemderin pozitif mutajen olarak 4-Nitro-o-Fenilendiamin (-S9) ve 2-Aminofloren (+39)
varhiginda tekrar edilmesi ile yapilmstir. Her iki deneyin sonuglarn, karvakroliin S. typhimurium
icin mutgjenik bir etkiye sahip olmadig, ama Snemii derecede pozitif mutajenlerin . etkisini
engelleyerek antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

{aligmanin ikinci asamasmda, karvakrol ile - muamele edilmis, insan periferal kanindan
izole edilen lenfosit hiicrelerinde kardes kromatid degisimi incelenmistir. Kromozomlan 5-bromo-
2-deoksiifridin ile isaretienmis lenfositler, karvakrolle inkiibe edildikten sonra FGP (Fluoresence
Plus Giemsa) yontemi ile boyanmig ve kromozomlar SCE frekansim hesaplamak icin 11k
mikroskgbunda incelenmistir. Karvakrotiin olasi antimmutajenik etkisi aym yontemde, mitomisin C’
nin olusturdugu etkiye kars: aragtinlmstir. SCE deneylerinin senuclan karvakroliin mutajenik etki
gostermedigini ama Onemii derecede doza bagh -antimutajemik etkiye sahip oldufunu
gostermektedir.

Elde edilen biitiin sonuglar kekik bitkisinin ana bilegenlerinden biri olan karvakroliin in
vitro kospllarda 6nemli derecede antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu
acidan karvakroliin kanser gibi genetik hastaliklann Onlemede farmakolojik bir oneme sahip
olabilecegini ileri siirebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Ames test, Mutajenite, Antimutajenite; Karvakrol,
SCE., Lenfosit Kiiltiir
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In this -study, mutagenic and antimutagenic activities of carvacrol which were isolated
from Origanumr Onites L., possesing antimicrobial and antitumor activities were investigated
through Ames/Salmonella/Microsome and SCE (Sister Chromatid Exchange) methods.

Firstly, TA98 and TAIO0 strains of Salmonella typhimurium were investigated for the
mutagenic activity of carvacrol by the plague incorporation method in the presence or absence of
metabolig activity (S9 microsomal fraction) in Ames test. Investigation of the-antimutagenic
activity was carried -out repeating the same assay in presence -of 4-Nitro-o-Phenylendiamine (-S9)
and 2-Aminofloren (+S9) as positive mutagens. The resuits of both investigations revealed that
carvacrol does not have any mutagenic effect on S. Typhimurium but it has an antimutagenic
activity by significantly preventing the effect of positive mutagens.

In the second step of study, SCE assay was performed in lymphocytes isolated human
peripheral blood after incubating with carvacrol. The lymphocytes, of which chromosomes were
marked with 5-bromo-2-deoxyuridine, were stained under FGP (Fluoresence Plus Giemsa) method
-after incubatid on with carvacrol and the chromosomes were analyzed under a light microscope in .
order to calculate SCE frequency. The possible. antimutagenic effect .of carvacrol was also
investigated under the same method against the effect of mitomycin C. The results of SCE tests
reveal that carvacrol does not have any mutagenic effect but has a significantly antimutagenic
effect as a dose dependent manner.

All of the attained results show that carvacrol which is one of the main constituents of
origanum has a significantly antimutagenic effect under in vifre- conditions. Therefore we claim
that carvacrol might have a pharmacological importance in preventing genetic diseases such as
cancer.

Keywords: Ames test, Mutagenicity, Antimutagenicity, Carvacrol, SCE,
Lymphocytes culture
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1. GIRIS

insanlarin maruz kaldig birgok gevresel kirletici, kullanima sunulmug
kimyasal maddeler ve hatta aflatoksin, safrol, estragol ve cycasin gibi yiyecek ve
igeceklerimizde dogal olarak bulunan bilesikler ya belirli  metabolik
aktivasjronlardan sonra ya da dogrudun dogruya DNA ilc ctkilesime girerek
mutasyopa ve kansere neden olmaktadir (Viksc 1993; Arroya-Gomez ve ark.
2000; Wang ve ark. 1999; Lee ve ark., 1994; Kassie ve ark. 2001).

Insanlar beslenirken de gesitli kanscrojen maddelerle karsi karsiya
ka]makt'ndlr. Diger yandan dogal besinlerimizle alinan nitrit ve mnitratlarin
metabolizmast sonucu olusan nitrozo bilesikleri ve nitrozaminler, insanda mide
ve Ozefagus kanserlerine neden olurlar (Ames ve ark. 1975). Besinlerin
kizartilmas1 sonucu ortaya g¢ikan uriinler yuaksck oranda mutajenik ozellik
gosterirler. Insan diyeti ise bu tir yanmig ve kizarmig besin riinlerini ginde
birkag gtram diizeyinde igerlﬁektedir. 500 mg yannus bir besin drGninin
kanserojvenik‘etkisi giinde iki pake! sigara icilmesi ile alinabilecek 400 mg
katranin etkisine esittir (Ames ve ark. 1975). S6z konusu faktorlerin mutajenik
etkileri ¢esitli bakteriyolojik, hayvansal ya da hicre kaltiri yontemleri
kullanilarak test edilmig ve belirlenmisgtir (Maron ve Ames 1983; Giri ve ark.
1999; Bukvic ve ark. 2001; Monarca ve ark. 2001).

Kimyasal maddclerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak igin en
dogru yaklasim dency hayvanlarinda timor indiksiyonudur. Fakat bu testlerin
: sonuglaqmasn uzun sirmekte ve maliveti ylksek olmaktadir. Kanser hastaliginin
hala ya);gxxl olmast ve glniimizde tcxnigin ilerlemesine karsin bu hastaligin
ortadan kaldirilamamasi, kanserin tcmelini olusturan mutasyon olaymin ve
mutasyon olusturan maddelerin bclirlenmesi geregit kisa zamanhi testlerin
6nemini ortaya koymaktadir. Siirc ve harcamalar agisindan daha ckonomik olan
mikrobiyolojik ve hiicre kiiltiirii testleri daha ¢ok tercih edilmektedir (Vahl ve
ark. 1996; Bacchi ve ark. 1998; Wang ve ark. 1999; Ireshney ve ark. 1994). Bu
testlerin en yaygin olamt Ames / Salmonella/ Mikrozom Testi, etkinligi, ucuz vec
hizli yapilabilirligi nedeniyle en gok kullanilan ve cn iyi karakterize edilmig bir

testtir. Bruce Ames ve arkadaglari tarafindan gelistirilmis olan bu testin



kanserojenik maddeleri tamimlama sanst yiksektir (Ames ve ark. 1975). Bu gibi
test yontemlerinin gelistirilerek seri halde uygulanmas: sonucunda dogal ya da
dogal olmayan kimyasallarin insan kullanimina sunulmadan Once olasi
mutajenik etkilerinin saptanmaéx ¢ok onemlidir ve ayrica g¢esitli kuruluslarca
zorunlu kilinmaktadir. Amcs) - Sa'monella/  Mikrozom Testi ile yapilan
Qalismalﬁr, ‘hala en giivenilir test o...asindan dolayt 1975 yilindan bu yana
devam etmektedir (Forman 1991). '

Salmonella testi  yaymnlandigindan  beri  orijinal  metodlarla
gelistirilmistir. 5000°den fazla kimyasal bu sckilde ¢alisilip yaymlanmistir. Bu
test k'omplcks gevresel ve  biyolojik  kangimlarin - mutajenitesinin
tammlanmasinda kullanilmugtr. Bu kangimlarin mutajenik igerikli olanlarinin
gogu, kimyasal olarak karakterize cdilmistir. Salmonclla/mikrozom testi ile
mutaj.enl,' oldugu belirlenen bazi kimyasallarin hepsinin de hayvanlar tzerinde
yapilan deneylerde kanserc sebep olmadigi belirlenmistir (Maron 1983).

Pahali ve uzun siirede sonug veren i vivo test sisteminde ¢ok miktarda
ornek kullanildigindan, ancak ekstrelerde fazla miktarda bulunan ve aktivitesi
yiiksek olan bilesikler belirlenmektedir. Bu nedenle 6n tarama iglemlerinde daha
ucuz, duyarhiligi in vivo fest sistemine gore 10-1000 defa daha arttinlmig, kisa
strede sQnug veren ve 2-10 mg gibi az miktar numunenin yeterli oldugu in vifro
test sistemleri kullamilmaktadir (Wall ve ark.1987).

Bilesikler arasinda polaritc yoniinden farkliliklarin  bulunmast
nedeniyle,” yalmzca ¢ozici ile cldc‘cdilcn ekstraksiyon yerine, petrol eteri,
metanol, veya etanol, kloroform ve s;:, <ibi- degisik ¢ozticiilerle yapilir. Genis bir
taramaya imkan saglayan bu islemlcvriu avantajlari yaninda, birgok fraksiyonun
biyolojik testlerc tabi tutulmasindan otiara tek ¢ozuci ckstraksiyonuna oranla
pahali olma gibi dezavantajlart da bulunmaktadir (Tanker ve ark. 1988).

Yiiksek protein igeren ve yiiksek isida pigirilmig yiyeceklerden clde
edilmig -heterosiklik aminlerin ekstrahepatik dokular Gzerindeki etkilerinin
arastinlmasx sirasinda Ames/Salmonella/Mikrozom testi de kullaniimistir.
Kobay vc farelerden elde cdilen karaciger mikrozomu izole cdilerck, 2-amino-3-
metil-imidazo[ 4, S, f Jquinolin, 2-amino-3, 8-dimetil-imidazo [ 4, 5, { ]
quinoksalin, 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [ 4, S, f ] quinoxalin ve 2-amino-1-

metil-6-fenilimidazo [ 4, 5, -b.] puridin’in mutajenitesi arastirilnugstir. 200 °C
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sicaklikta pisirilen etten elde edilen ekstraktlar, ekstrahepatik dokularda bulunan
sit. P450 (CYP) tizerinde olumsuz etkiler gostererek, kuvvetli mutajeniteye sahip
oldugu bulunmustur (Overnik ve ark. 1995). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar
iceren mineral yaglarin genotoksitesinin Olgiimiinde bakteriyel mutajenite
testlerinden Ames/Salmonella/Mikrozom  testi  kullanilmugtir.  Bu  mineral
yaglardén polisiklik aromatik hidrokarbonlarin mutajenitesi ile karsinojenitesi
arasmd? gittikge artan deneysel bir korelasyon var oldugunu sonuglar
gostermistir (Brooks ve ark. 1995). Besin ve karsinojeni olan 2-amino-3-
methylimidazol [ 4, 5-f ] quinoline (IQ) bilesiginin sentetik izomerleri Ames
yontemiyle test edilmis ve yiiksek mutajenik etkiye sahip oldugu bulunmustur
(Vikse 1993).

Cesitli  sediment Orneklc.i mutajenik etkileri birgok galismada
Ames/Sglmonella/Mikrozom yontemiyle test edilmistir (Grifoll ve ark. 1990;
Kurelac ve ark. 1989). Brezilya’da Cai nehrinde petrokimya endiistrisinin nehir
suyuna katilan atiklarmin mutajenik aktivitesinin Ames testi ile arastirilmasi
sonucunda sitotoksik aktivite goriilmiistir (Vargas ve ark. 1993).

2-aminoanthracen’ in metabolik aktivasyonunun mutajenligi Ames
testiyle arastirlmigtir. Testte, aroclor 1254 ile muamele edilmis rat karaciger
solusyonu (S9) kullanidmugtir. 2-aminoanthracen’in maksimum mutajenitesi igin
NADP ve Glikoz-6 fosfat gerektigi gozlenmistir (Ayrton ve ark. 1992).

Mutajenik potansiyel 6lgiimi ile ilgili olarak yine tibbi bitkilerden, daha
¢ok Brezilya’ da yaygin olan Sambacus australis, Bauhnea forficata, Mimosa
bimucromata bitkilerinden elde edilen ekstrelerin, gergeve kaymast mutasyonu
yoniinden aktivite gosterdigi gorilmistiir (Bresolin ve ark. 1993). 44 bitki
tirinden elde edilmis - 55 vyaygin  fitofarmasotigin,  mutajenitesi
Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile arastinlmistir. Alchemillae, Centaurii,
Hippocastani ve Myrtill'den elde edilen ekstrelerde Quercetin bulunmustur,
Echinaceae angustifoliae ve Centaurii ekstresi hari¢ diger tam bitkilerde
mutajenik aktivite goérilmigtir (S."immer ve ark. 1994). Bilinen ¢aylardan
Camellia sinensis’in 5 tipinden h.l.odistilasyonla elde edilen ekstraktlarin, 8
cesit  ‘heterosiklik  aromatik = amin  lizerine  antimutajenik  etkisi

Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile arastirildiginda, bu ekstrelerin mutajenleri
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inhibe edici 6zellige sahip oldugu go . "miistir. Bu mutajenler dzellikle; Trp-P-2
ve 4, 7, 8‘-TriMeP2’t1r (Stavric ve ark. 1996).

Tip, endistri, ziraat, sanayi alanlarinda kullanilan kimyasal maddeler ile
1510 (x-ray, UV), 1s1 gibi fiziksel etkenler ayri ayri yada kombine olarak canli
organizmalar tzerinde genetik hasarlara neden olabilmektedir. Bunun yaninda
isleyisleri- sinerjistik veya antagonistik etki gosterebilir. Ancak kesin olan, bu
ctkenlerin gelecegimizi hizli bir gekilde degigtirecegidir. Genetik hasarin
belirlenﬁ;_esinde, uygun ve hizli sonuglar alinabilmesi gerekmektedir. Bunun igin
de, konuyla ilgili bilim dallarinin kombine ¢alismalart gerckli olan en iyi sartlar
saglamaictadlr. SCE (Sister Chromatid Exchange : Kardes kromatid degisimi)
yontemi, bu galismalarda onemli bir basamaktir (Hosselet ve ark. 1996).

SCE genetik hasarlar konusunda bilgi verebilen, sitogenetikte kullanilan
hassas bir testtir. DNA replikasyonu sirasinda BrdU (5-Bromo-2' deoksiriidin)
ile isarctlenen kromozomlar,“ Ozel -bir boya 1ile boyanarak gozlenir.
Kromozbmlarda meydana gelen kinlmalar ile bu kiritklarn bir kromozomun
kardes kromatidleri -arasindaki degisimi ortaya koyan SCE yonteminde ise,
kromatidler birbirine kontras saglayacak gekilde boyanmakta ve dolayisiyla bir
kromatidden  digerine  gegis, renk  farki  nedeniyle  kolaylikla
\ayirdedilebilmektedir (Lileci 1990).‘ Su yontem kirik sendromlarinin tamisinda
ve kiastojenik/mutajenik - ajanlarin  etkilerinin - saptanmasinda  stklikla
kullanilmaktadir (Arroyo-Gomez ve ark. 2000; Yang Wu ve ark. 2000). SCE
yontemi-in vitro yada in vivo olarak yapilabilmektedir. Memelilerde mutasyon
testlerinin yapilmasinda en o6nemli zorluk, memelilerin bu test sistemlerine
oldukga -az duyarli olmalari yuziindendir. Bunun yaninda mikroorganizmalar
mutajenlere karss ¢ok daha fazla duyarhdir (Vural 1984).

SCE, genotoksik oldugu bilinen veya tahmin edilen kimyasal ajanlarin
caligmasinda etkili bir yontemdir. Lu yontem hem laboratuvar hayvanlarinda
hem de insan populasyonlarinda calisabilir (Kligerman ve ark. 1985). SCE
analizi, kiltirde replikasyon yapabilen, filogenctik spektrumu drozofiladan
insana kadar uzanan her hicre hattinda yapuabilir (Tucker ve ark. 1993).

Cin hamster fibroblast hatlari, Hela gibi insan hicre hatlar, deri veya
akcigerden almmns insan lli';creleri, fare , sigan , tavsan gibi laboratuvar

hayvanlarinin ve insanlarinin lenfosit kiltirleri yaygin olarak ¢ahigiimaktadir
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(Tucker've ark. 1993). Bitki , bocek , balik ve memclilerc kadar in vivoe SCE
inditklemesi hem fiziksel hem de kimyasal ajanlarin degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Bunun yamnda insan ve -farc amniyotik sivisinda da
qallsmaktadlr (Tucker ve ark. 1993; Mertens ve ark. 1993).

Kimyasal -ajanlanin  insan 'lenfoAsitl_crinc etkileri yogun olarak
q:ahsmaktadnr. Bu ¢aligmalardan baZ|la;'| sunlardir: 2-Asctiaminoflorin , benzo |
a] pirep , diklorvos-, etilmetansiilfo:xt ve nitrozomorfolinin fare periferik kan
lenfositlerinde doza bagli olarak SCE irekansini arttirdiklari , in vitro ve in vivo
sartlarda -insan ve -fare lenfositlerinde parasetamol ve aspirinin yine doza 'bagh
olarak SCE frekansinin artirabildigi gosterilmistir (Kligerman ve ark. 1985; Giri
1993).

Insan  lenfosit - kiiltiriinde wvinil kloridin  mutajenitesi, SCE,
mikroniikleus ve kromozom aberasyon testleriyle galigilmig, ¢aliyma sonunda
vinil quride maruz kalmis sigara igen kigilerin sigara igmeyenlere gore SCE
frekanslarinda artig riski tagtyabilecekleri gosterilmistir, 1,3 butadin farelerde in
vivo , insan lenfositlerinde in vitro ¢alismig ve 1,3 bitadinin in vivo genotoksik
oldugu halde, in vitro zayif bir genotoksik oldugu isarct cdilmistir (FFucic ve ark.
1990; Arce ve ark. 1990). Vanadyum pentoksidin Cin hamster V79 hiicrelerindc
kullaml:;m dozlarda SCE frekansinda onemli bir artisa neden olmadig
g(')sterilmistir (Zhong ve ark. 1994). P-diklerobenzenin insan lenfosit kaltirinde
, hiicrelerde sitotoksik etki gosterebilecesi belirtilmigtir (Carbonell ve ark.
1991), i.psan brongial apitelial huc:cierinde Akrenoniteil ’in belirli dozlarda
negatif kontrole gore SCE frekanstnin arttirdia belirtilmig, fare embriyosunda
X-151n1na-bagli kromozomal aberasyonlar gozlenmis , farelerde in vivo sartlarda,

‘kullanslan dozlarda C vitaminin ,- toitomisin C nin mutajenik  aktivitesini
azaltilabilecegi gozlenmigtir (Chang ve ark. 1990; Streffer, 1993; Rivas-Olmedo
ve ark, 1992). Insan lenfosit kiiltirlerinde kromozomlarin SCE frekansimin
kirllabilme frekans: ile iliskiii olabilecegi gosterilmistir  (Hirsch  1991).
Alkilenaminlerin  genotoksik gicit aragtininugtir  (Leung  1994). Hamile
kadinlarda indiklenmis kotinin dizeyleri 6lgilerck sigara icmeyenlere gére SCE
frekanst degerlendirilmigtir (Lahdetie ve ark. 1993). Parasetamol’iin terapotik
dozlarda insan lenfositlerindc SCE frekansini arturabilecedi gosterilmistir

(Hongslo ve ark. 1991).
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Krizotil asbestin in vitro genotoksisitesi incelenmis, clemental
kromyum, kobalt ve nikel igeren j:.ikillere maruz kalan kisilerde in vitro
sartlarda yapilan bir ¢aligmada, kobaltin zayif mutajenik etki gostercbilecegi,
kromyum ve nikelin giiglii olarak SCE olusumunu indiikledigi, Stircn’c maruz
kalmig kisilerde SCE sonuc:unun, negatif kontrole gore buyik farklilik
gostermedigi sigara igenlerde SCE olugumunun éncmli miktarda artabilecegi
gosterilmigtir (Hoo ve Parslow 1979; Gennart ve ark. 1993; Jansson ve ark.
1993).

Fare periferal lenfositlerinde in vitro ve in vivo, 3-kloro -4-
(diklorometil)-5 hidroksi-2(SH) — furanon (mx) in sitogenctik etkileri ve etilen
dibromid’ e maruz kalmis ksilerde in vitro yapilan incelemelerde de SCE testi ile
¢alistlmigtir (Jansson ve ark. 1993; Lukusa ve ark. 1990). /n vitro insan periferik
lenfosit kiiltirinden elde edilen metafaz kromozomlarinda xq27,3 frajil
Bt’)lgelerde, spontan ve etilmetan silfonat ile induklenen SCE frekansinda 6nemli
artiglar gézlenmistir, spontan FRA 16 B nin SCE i¢in hassas bolgeler olabilecegi
belirtilmistir (Lukusa ve ark. 1990; Lukusa ve ark. 1991). 1,3-Butadin‘in in vitro
insan lenfositlerinde SCE olusumunu indikleyebilecegi gosterilmis, in vitro
insan lenfositlerinde kalsiyum silikatlarin sitotoksik ve genotoksik ctkileri SCE
ve CA (kromozom aberasyonlari) yontemleriyle ¢alisilarak kullanilan dozlarda
kontrole gore CA ve SCE frekanslal .::la artislar gozlenmistir (Sasiadek ve ark.
1991; Aslam ve Rahman 1993).

Pestisidlere maruz kalan bir Italyan populasyonunda yine CA ve SCE
testleri ¢alistimistir (Ferrari ve ark. 1991). Sulfir diokside maruz kalmis
kisilerde yine ayni testler kullanilnugtir (Miller 1991). Bleomisin, siklofosfamid
ve etil metan sulfanat’a maruz kalmis insan B ve T. Lenfositlerinde SCE
aragtirtlnug, sonugta ctilmctan sulfonatin heriki hiicre populasyonunda SCE
frckansinda artiglara, siklofosfamidin ise, B-lenfositlerine gore T- lenfositlerinde
daha fazla SCE frekans: artigina neden oldugu, Bleomisin ‘in B- ve T-
lenfositleri arasindaki SCE artis1 agik olarak gozlenememigtir (Miller 1991). In
vivo, somatik dﬁzeyde 6-merkaptopiirinin hem kromozomal aberasyonlar: (CA)
hem de SCE artiglarini indiikleyebildigi , vinil esterleri ve karboksilik asidin de,
insan lenfosit kiltirinde SCE olusumunu indiikledigi gosterilmistir (Mosesso ve

Palitti 1993; Sipi ve ark. 1992). In vitro ve in vivo galismalarda, alfa azaronun
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SCE frckansinda kontrole gore artiglara neden olabilecegi  bildirilmigtir
(Moralés—Ramircz ve ark. 1992). Fare kemik iligi hucrelerin gama isinlari ile
indiiklenmesinde klorofilinin in vivo etkisi yine SCE yontemi ile ¢aligtlmis ve
kullanilan belirli dozlarda klorofilinin gamma isinlari nedeniyle olusabilecek
SCE indiiksiyonunu azaltabilecegi sonucu .a]rnmlstlr (Ramirez ve Rodriguez
1994). Dogal hiimik asitlerin, in vivo Cin hamster hiicrelerinde, mitomisin C ve
maleik hidrazidin mutajenik aktivitelerini, antinuitajenik aktivitesiyle inhibe
ettigi gosterigmigtir (Cozzi ve ark. 1993). Insan lenfosit kiiltiirlerinde, bleomisin,
mitomisin -C , streptonigrin ve 4-nitroquinolin -1 oksit’ in SCE olusumu
tizerindgki etkilerini  tekrarli  Olgiimleri  gikartiloug, yine  insan  lenfosit
kﬁltﬁrle‘rinde nikel siilfat, kursun sa!":t ve sodyum arsenitin yalniz yada UV ile
birlikte SCE olusumuﬁa yol agabileccyi gozlenmigtir (Miller 1991; Sahu ve ark.
1989). Aym -sekilde insan lenfosit kiiltiirlerinde kloramfenikolin SCE ve
kromozom aberasyonlart indiikledigi isaret edilmigtic (Sbrana 1991). fn vitro
insan htgcreleri tizerine aﬁtikagas-ik benznidazolin sitogenctik etkileri SCE ve
CA diizéyinde caligilmig -ve benznidazolin kontrol’e gore SCE frekansinda
6nemli Iﬁrtmlarn kaydedilmigtir (Morris 1991). Epoksitlerin  yapi- aktivite
iliskilcri"yinc SCE yo6ntemi ile ¢aligitmustir (Hude ve ark. 1992).

Sonug olarak, SCE yontemi uzun yillardan giinimize dek, sitogenetik
gallsmal‘arda kullanilan duyarh bir yontemdir (Musilova ve ark. 1983). SCE,
kromozpmlarada  yapisal  defigimle  sonuglanmayan,  replike  olan
kromozomlarda, kromatidler arsinda homolog bolgelerin karsilikls degisimidir
(Carrong ve Natarajan 1988;: Sinues ve ark. 1992; Tucker ve ark. 1993). Olusum
mekanizmasiyla ilgili birkag model bulunmaktadir. Modeller genellikle, DNA
ipliklerinin yer degistirme olgusunu agiklamaktadir (Tucker ve ark. 1993).
Deneyscl olarak gozlencbilmekle birlikte, olugyumun molekiler mckanizmasi
tam bilinmemektedir (Beek ve Obe 1979; Sinues ve ark. 1992; Tucker ve ark.
1993). Giiniimiize dek yapilan galigmalann sonuglari, SCE nin DNA sentczi
sirasinda, birbirine yakin olarak x’i_ ‘ike olan replikasyon catallarindaki iplik
kirimalariyla olustugu fikrini desteklcmektedir (Tucker ve ark.,1993).

Mutajenik etkilerin saptansi: i kadar 6nemli bir diger konu isc bilinen
mutajen yada kanserojenlerin etkisini engelleyccek aktiviteye sahip olan

maddeleri ortaya ¢ikarmaktir. Antimutajenik etki olarak bilinen bu aktivite



benzer testler ile bugiine kadar bazi bilesikler igin tesbit edilmistir (Uenobe ve
ark. 1997; Kaur ve Saini 2000; Santana-Rios ve ark. 2001; Gasiorowski ve ark.
2001). Yuzyillardir ¢egitli hastaliklarin tedavisinde ve ilag sanayinde bir takim
etken maddelerinden yararlanilan bitkilerin mutajen  bilesikler igerip
igermediginin arastirilimasi, ox1iarm daha guvbnilir ve bilingli bir sckilde bilimsel
anlamda da desteklenerek kullamlmasini saglayacaktir. Bir yandan da geligerek
yuritilen g¢aligmalarla antimutajenik  6zcllic sahip ectken maddclerinin
aragtirilmast  gerekmektedir. Ames testi aracihgiyla bu yoénde ¢aligmalar
gerceklestirilmigtir. Bu test yardumiyla antimutajenik etki de arastirnilmistir.
Bunlardan birisi Betel adt verilen bitkinin  yaprak ckstratlarinin, titiin
bitkisindeki iki farkli N-nitrosamin’e karst gosterdigi antimutajenik etkinin
ortaya konmast c¢aligmasidir (Padma ve ark. 1992). Su bitkilerinin
antimutajenligi yine buna benzer bir galigma ile belirlenmistir (Motoyasu ve ark.

1992).
1.1. Ames testi

Cevremizde bulunan ve biyolojik ctkilert heniiz bilinmeyen, sayilan
milyonlart bulan sentetik ve dogal maddenin kanserojenik potansiyelleri
acisindan test edilmesi saghigimiz agisindan gerekmekle birlikte, laboratuvar
hayvanlari ile yapilan kanserojenesis deneylerinin hem ¢ok zaman almalari, hem
de ¢ok pahali olmalari nedeniyle basariimasi zor bir durum gosterir. Canli
hayvan deneyleri yerine kimyasal maddelerin kanserojenik potahsiycllerini
Olgebilmek igin son yillarda birgok in vitro test sistemi gelistirilmistir. Kisa
zamanl: testler diye bilinen bu testlerle kimyasal maddclerin veya dogal bitkisel
vb. itrinlerin, belirli genctik sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri
olgilmekte ve elde edilen sonuglail: maddclerin kanserojenik potansiyelleri
arasinda iligki kurulmaktadir (Bagél 1985).

Dr. B. Ames tarafindan gelistirilmig olan ve Ames testi olarak da
adlandirilan Salmonella/mikrozom test sistemi kimyasal maddclerin mutajenik
etkilerinin arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan kisa zamanh bakteriycl

test sistemlerinden birisidir.
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1.1.1 Deneyde kullamilan bakteri suslarmin tamtimm

"
Bu ¢alismada, Prof.Dr. /.nes ve arkadaslart tarafindan, Salmonella

typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA98 ve
TA100 suslari kullamlmustir. Bu suglar Ames testi i¢in gerekli olan orijinal
mutasyonlara ek olarak meydana getirilen bazi ozellikler ile gerceve kaymasi
mutajenierine kargi daha hassas hale getirilmistir. Bu suslar Dr. Bruce N. Ames’
den (University of California, Berkeley, C.A., USA) temin edilmigtir.
Kontrolleri Maron ve Ames’e (1983) gore yapilmig olan bakteri suslarimn
genetik yapilari Tablo 1°de verilmektedir. Bakteriler Master plate seklinde
saklandi ve kullamlacagi zaman Oxoid Broth No 2’de uretildi. Ayrica genotip
kontrol deneylerinde mutant suslar ile kiyaslanmak tzere yaban tip Salmonella

typhimurium kullamld:.

Cizelge 1.1. Salmonella typhimuriun’ un TA98, TA100 suslarinin

genetik yapilan
Histidin Lipopolisakkarit
Mutant sus Onarim R faktori
mutasyonu (LPS)
TA98 ]
HisD 3052 rfa AuvrB +
TA100
HisG 46 rfa AuvrB +

Salmonella pphimurium’ un kullandigimiz standart suslari atasal
formlarindan birgok yonden aynlmaktadir. Asagida belirtilen bazi mutasyonlara
maruz kalmiglardir. Bagimsiz olarak izole edildikleri uvrB-bio-gal delesyonlu ve
rfa mutasyonlarim igerirler. Tki Ames-test susunun mutajenlere cevaplari
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bakimindan olduk¢a farkli oldugu gosterilmekte, bu yonden orijinal his
mutasyonlarinin mutajenik spesifiteicri agisindan da benzer degildirler. Genel
olarak; TA100’ in genetik ozellikleri kimyasallarin oldiiriicti etkilerine karst
TA98 den daha duyarli oldugu gérilir. En biyik farklilik, nifurtimox ve bunun
analogu olan 1K bilesigi ile bulunmugtur. Genelde kullanilan Salmonella
typhimurium srklarin  tiimiiniin izogenik olarak Popkin ve arkadaglan
tarafindan yapildifi ve standart TA98 gibi hisD3052 irkindan tarctildigi
duginilebilir.

Bu test sisteminde, S. fyphimurium LT2 atasal susundan in vitro
mutasyonlarla clde edilmis bir scri S. typhinurinm mutant susu kullanilmaktadir.
Bu suslarin genetik 6zellikleri soyledir:

Histidin mutasyonu: Hcr test susu, histidin operonunun degisik
bolgelerinde gesitli mutasyohlar icermektedir. Bunlar, ya DNA daki tek bir bazin
degismesi ile ortaya ¢ikan baz degisimleri ya da bir bazin cklenmesi ya da
cikariimasi ile kendini gosteren gergeve kaymasi mutasyonlanidir. Test edilen
bilesigin neden oldugu mutasyonun esas mckanizmasi, molekiler diizeyde bu
suglarla gosterilebilir. Baglangicta gelistirilen his” mutantlanimin  gesitli
kimyasallara kargi duyarliligint arttrmak tzere, bu suslara bazi mutasyonlar
eklenmigtir.

hisG46: Bu mutasyon h.:iidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi
kodlayan gende l6sin kodonu GAC yerine prolin kodonunun GGG gelmesine

CTG ccC
neden olur.

hisD3052: hisD" geni histidinol dehidrogenaz enzimini kodlamaktadr.
hisD3052 mutasyonu (-1) gergeve kaymasi tipinde bir mutasyon olup niikleotid
cksikligi hisD" geni i¢indc 8 kerc tckrarlanah GCGCGCGC bolgesindedir.

) CGCGCGCG
Bu nedenle bu sus daha ziyade g¢erceve kaymasi tipi mutasyonlara scbep olan

mutajenik/kanserojenik kimyasallarla his" hale doniigtiiriilmektedir,

rfa mutasyonu: Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit

tabakasim kodlayan genlerle meydana gelir. Hiicre duvarinim lipopolisakkarit



bariyerinin kismen yok olmasint saglayan rfa mutasyonu sonucu normalde hiicre
duvarindan gegemeyen biyiik molekillerin hiicre igine girigi kolaylastinlnustir.
uvrB mutasyonu: Bu- mutasyon, DNA onarim sisteminde kesip
¢ikarma (excision repair) gorevini dstlenen enzimi kodlayan uviB genindeki
delesyon sonucu olugmustur. Bu mutasyon DNA kesme onarma sistemi igin
kodlanai} uvrB" geninin delesyonuna sebep olur, sonugta birgok mutajenin
teshisinde duyarlilik son derece artmig olur. uvrB" iginde normalde chl ve bio
genleri de bulunur fakat uvrB geninin delesyonu sirasinda istenmeden chl ve bio
Qlkal'llﬂlll$ olur.. Bu yiizden bakteri « lismesi i¢in biyotine ihtiyag duyar. chl
nitrat reditktaz cnzimini kodlayan gendir. Bio geni biyotin sentezinden sorumlu
bir enzim kodlar. Dolayisiyla bu cnzimin yoklugu mutant susu degisik

mutajenlere karst daha hassas yapmaktadir.

R faktorii: Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S.
typhimqrium TA1538 ve TA1535 suglarma, ampisiline direnglilik ge;ﬁ taglyan
pKM 101 R faktérii plazmidinin eklenmesiyle S. fyphimurium TA98 ve TA100
suslar1 ¢lde edilmigtir. Plazmid ‘igeren suglarn, mutajenik oldugu gosterilmis
ajanlara kargi cevaplari, plazmid igermeyen suslara gore oldukga yiikselmistir.
Orijinal éuslarla zayif mutajen ya da mutajen olmayan ajanlar, ‘plazmid igeren
yeni suglar ile net bir pozitif cevap vermislerdir. pKM 101 plazmidi, bu suglarin
daha dL}Slal'll olmasindan sorumlu olan, hata oram yiiksck (error-prone repair)

onarim sistemi ile baglantili gen tranlerini igermektedir,

Kendiliginden geriye donen koloni saysi: Her test sugu, kendine 6zgi
bir ftckansla his™ 6zelligini kaybederek his' durumuna kendiliginden doéncr
(spontan reversiyon).

Salmonella/mikrozom test *stemine daha sonra rat karacigeri 9000xg
supernatanin1 ve kofaktorleri igeren metabolik aktivasyon sistemi cklenerek
memelilerdeki biyotransformasyon olaylarinin benzeri saglanmaya galistimistir
(Hacettepe Universitesi Yaz Okulu notlarr 1997), Memcli dokularindan elde
edilen mikrozomal enzim sisteminin kullanilmasi ile mectabolik aktivasyon
reaksiyonlarinin mutajenik = aktivite uzerindeki ctkisi de

belirlenebilmektedir([’ark- ve ark. 20CJ).
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1.2, SCE testi

SCE, DNA replikasy;)nu sirasinda kardes kromatidlerin kargitikli yer
degistirmesidir. Memelilerde hiicre bolinmesinin normal bir 6zelligi olarak
mecydana gelebilir (Carrona ve Natarajan 1988; Dean and Donfort 1990;
Musilova ve ark. 1983; Wilson ve ark. 1980;.Morris 1991).

Mc Clintock 1938-1957 yillani arasinda musir bitkisinin monosentrik
halka kromozomlarinin kaybolurken, disentrik  halka  kromozomlarinin
olusumunun arttigini gézlemigtir (Dean ve Donfort 1990; Musilova ve ark. 1983;
Kelsey ve ark. 1988; Morris 1991). 1957 yilinda Taylor ve arkadaslan replike
olan hiicrelerin DNA iplik¢iklerini farkhi olarak géstermek igin, DNA yi H*
Timidin ile igaretleyip, giimiis tanecikler scklinde gozlenebilen isaretleri alan ve
isarct almayan kromatidleri ayirt etmek igin de otoradyografi kullanmislardir
(Carrona ve Natarajan 1988; Kelsy ve ark. 1988; Morris 1991). Ancak tritium
‘un dagilim mesafesinin izlenmesi gli¢ oldugundan, degisimlerin miktar ve
pozisyonlarinin saptanmasinda detayh veriler clde edilememistir (Kelsey ve ark.
1988). 1973 yilinda Latt DNA ¢ift sarmalina Bromodeoksitridin (BrdU)
baglandiginda, Bisbenzamid (Hoecst 33258) boyasinin fluoresansini azalttigini,
Perry ve Wolf, 1974 yilinda BrdU nin kromotin yapisina Giemsa boyasinin
girisini kisitladiint gostermislerdir. 2u bulgular ile yeni bir teknik gelistirilerek
(Floresans boya +Giemsa teknigi), SCE otoradyograliye gerck kalmaksizin
gosterilebilmistir (Carrona ve Natarajan 1988; Dean ve Donfort 1990; Musilova
ve ark. 1983; Kelsey ve ark. 1988; Perry ve Wolf 1974).

Sonraki yillarda okaryotik kromozom yapisinin agiklama ¢aligmalarinda
yine SCE den yararlanilnugtir. SCE teknigi, DNA nimn bazi bolgelerde olusabilen
yerdegisimini kromozom diizeyinde gosteren bir analiz yontemidir (Carrona ve
N‘atarajan 1988; Sinues ve ark. 1992). Latt’in 1974 t¢ mitomisin-C’nin SCE
frckansinda artiglara neden oldugunu goéstermesinden sonra ginitmiize dek, SCE
genotoksisitenin senitif bir indikatorii olarak kabul edilmekte ve galigmalarda
yaygin olarak kullamlmaktadir (Tucker ve ark. 1993). Bu yéntem genetik olarak

aktif kimyasal ajanlara maruz kalan insan populasyoniarinda hasarin gézlcnmesi
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icin uygun bir metod olup, DNA  hasarlani ve tamir mekanizmas
bozukluklarinin tayini igin sensitif bir parametredir (Kligerman ve ark. 1985;
Beek ve Obe 1979; Motykiewicz ve-.. . 1992; Hoo ve Parslow 1979; Kelsey ve
ark. 19%38; Tucker ve ark. 1993; Xing ve Zhang 1990; Zhang ve Yang 1992,
Zhang ve ark. 1991).

.I;Jstclik, genotoksik  kimyasal  ajanlarin kullandan  disik
konsantrasyonlarinda bile hassas couuglar elde cdilmektedir (Tucker ve ark.
1993; Kelsey ve ark. 1988; Xing ve Zhang 1990). Bir g¢ok mutajen ve
karsinojenlerin ¢aligmasinda SCE, gi¢li bir indikator teknigi olarak hizmet
ctmecktedir. Bazi kimyasallarda aymi galigmada SCE ve CA  (kromozom
aberasyon testi) yontemleri birlikte yapildiginda , SCE yonteminin kromozom
-aberasyon testinden (CA) ¢ok daha fazla hassas oldugu gosterilmistir (Fucic ve
ark. 1990; Tucker ve ark. 1993, -Rivas-Olmedo ve ark. 1992) Ustelik SCE testi,
bakterial mutajenite testlerinden de daha hassastir (Tucker ve ark. 1993). SCE ve
kromozpm aberasyonlarinin olusum-mekanizmalartmin farkli oldugu, aralarinda
bir korelasyon bulunmadig, aynt sekilde SCE ve mikroniikleus testlerinden clde
edilen sonpglarinda birbiri ile iligkili olmadig ifade edilmektedir (Fucic ve ark.

1990; Murphy ve ark. 1993).
1.2.1. Hjicre dongiisii

Aktif olarak boliinen hiicreler, dongii seklinde bir degisim gegirirler
(Sekil 1}; Hiicrelerin ¢ogalmasi gen ekspresyonunun ¢altgilmast igin basit, Grnek
sistem olarak disiinilebilir. Mitoz ve DNA sentezi hiicre siklusunu karaktcrize

eden belirleyicilerdir. G1 ve G2 :fazl;.x‘:nll-géstcrix' (Adams 1993).



Sckil 1.1. Hiicre dongiisii

In vitro yapilan ¢alismalarda amag, mitoz béliinme sirasinda
kromozomlarin gézlenebilmesidir. Bunun iginde hiicrelerin mitotik béliinmeleri
metafaz doneminde durdurulur. Metafaz sathasinda kromozomlar hiicrenin
merkezinde toplanirlar. Anafaz safhasinda mitotik iplik¢ikler olusarak,
kromozomlarin sentromerlerine baglanir ve onlarin karsi kutba gog etmesine
neden olur.

Mitotik iplikgikler bir protein tipi olan tiibilinden olugmustur. Kolsisin,
kolsemid, nakadozol, vinkristi "¢ vinblastinile olusumlar1 bloklanabilir. Bu
durumda mitoz boliinme metafaz sathasinda durdurulmustur.

, S fazi makromolekiil sentezlerinin yapildigi evredir. DNA sentezi bu
cvrede gorillir. DNA iplik otoradyografisi ni kullanarak 1966-1977 yillan
arasinda Cairns hayvan hiicrelerinde DNA sentezinin ayni ayn replikonlarda

oldugunu gostermigtir. DNA sentezi bir replikonun ortasindan baglayarak,
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replikonun iki ucuna dogru, iki yonde ilerler. Daha sonra yakm replikonlar
birbiriyle kaynasarak replike ofan iki kromatid ayrilir ( Adams 1993).

G1 zamamndaki varyasyonlar, gercekte farkli hiicre tiplerinin hiicre
dongiisiic zamanindaki major varyasyonlari agiklar. Gl fazinda uzun zaman
harcayan hiicreler, boliinen hivlcr(: tiplerinde tipik olarak bulunan enzimlerinden
bazilarin1 yitirmislerdir. Bu enzimler kismen DNA sentezi ile ilgili enzimlerdir.
Bu hiicrelere " hiicre dongiisii diginda " veya " Go fazinda " denilir (Darnell ve
ark. 1990). Hiicrelerin Go fazini birakmasi ve dongiiye tekrar donebilmeleri igin
bir uyan gerckmektedir. Hiicreler suboptimal sartlarda birakildiginda Go fazina
girmektedirler. Go fazinda bulunan hiicre populasyonlarinda, hiicrclerin az bir
kismunin DNA sentezi yaptigi, bu kismin proliferasyona induklencbilecegi 6ne
surilmiistir,

Hiicre populasyonlarinin g¢ogunda hiicrelerin hepsi birden prolifere

olmaz. Bu sartlarda proliferasyon indeks, (P.1):

Sag olan hiicre miktart

P olarak verilir.

i

Toplam hiicre miktari

Yukaridaki esitlikten anlasilacag: gibi, kiiltiirdeki hiicre sayisinin iki kat
artmasi igin gereken zaman, senkrome kiltirlerde toplam hicre siklus stresine
csit degildir (Adams 1993).

Bolinen hiicre tiplerinde kimyasal ajanlarin c¢aligilmasinda hiicre
dongiistinin biytk oOnemi vardir. Calisilacak kimyasal kiltire hicrelerin
bolinmeyc baslamasindan sonra, yada kiltirin baglangicinda cklenebilir.
Kimyasal etkcnin hiicrelerin bolinmeye baslamasindan sonra eklenmesi, mitoz
bolinme gerektiren yontemler icin onemlidir. Toksik bir ajan, bir mutajen
varlifinda 'bvile, Go donemindeki hiicrclerih Gl evresine girmelerini

engelleyebilir (Carrona ve Natarajan 1988; Dcan ve Donfort 1990).
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1.2.2. SCE olusum mekanizmasi

Boliinen hicrelerin bulundugu ortama BrdU eklendiginde, replikasyon
strastndg DNA ¢ift sarmalina Timin yerine BrdU girer. BrdU, hiicre déngiisiniin
birinci sentcz cvresinde DNA yapisina katilmaktadnr (Sckil 2). Bu asamadan
sonra hiicreler ikinci dongiiye girerler. lkinci sentez doneminde kardes
kromatidlerden biri -DNA "jg:if't sarmaltmin her iki - iplik¢iginde de BrdU’i
bulundurmakta, diger kardes kromatidin DNA ¢ift sarmalinin sadece bir iplik¢igi
BrdU igermektedir.- Huicreler .dginci dongiye girdiklerinde ise, DNA
iplik¢iklerinin hemen hemen tamam Brdu’i yapisina almistir, Bu agamalardan
gecen kromozomlar, FGP teknigi il: boyandiginda her iki DNA iplik¢iginde
BrdU bulunan - kromatidler arast par¢a degisimleri agik-koyu boyanmis
kromatidler seklinde gorilir. Kromatidlerdeki kirtlma noktalarinin sayilmast ile
SCE frekanst hesaplanur (Dean ve Donfort 1990; Crossen ve Morgan 1977,
Jansson ve ark. 1986). |

Son yillarda farkli hiicre hatlari ve hayvan modellerinde yapilan
¢aliymaljar, DNA lezyonlar ve sitotoksisite arasinda bir korelasyon bulundugunu
ayni sekilde DNA hasarn1 ve tamiri arasinda da komplcks bir iliski oldugunu
gostermektedir (Zhang ve ark. 1991). Gugli genotoksik kimyasallar, gugli
karsinojendirler. DNA’ da hasanir: . lusumu ve tamir edilememcsi kimyasal

karsinogenezisin baglangi¢ ilkesidir (Zhang ve ark. 1991).
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Gy, kromozom 1. metafaz G kromozom 2. metafaz G, kromozom 3. metafaz
kromozomu kromozomu kromozomu
M1y M2)

Sekil 1. 2. SCE’ nin gbzlemlenmesine bagh olarak hiicre dongiisii esnasinda Lenfosit DNA kompozisyonu. M2 metafaz: rnek olarak; Harlequin
kromozomlar: de@igsken olarak flourosan ve Giemsa boyalariyla boyanir ve SCE gizlemi saflamir (Perry ve Thomson, 1984 ; Wulf, 1990)

(M3)
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1.2.3. SCE olusumunu ctlaii«:y'cbilcn faktorler

In vitro ve in vivo sartlarda SCE olusumunu etkileyebilen birgok faktor
vardir. Bunlar iki grupta toplar;abi]ir.

1.) Kiiltiir faktorleri: Insan lenfosit kultiriinde bulunan hiicre
sayisinin kiltire eklenen BrdU miktarina orant ¢nemli bir faktordir. BrdU,
toksik sinirlar diginda yiksek dozd: : ‘icre kaltiiriine cklenirse, mitotik indekste
azalmalara ve SCE frekansinda beklenenden daha fazla artiglara neden
olmaktadir (Carrona ve Natarajan 1988; Beck ve Obe 1979; Musilova ve ark.
1983; Zhang ve ark. 1991).

Kiltir ortaminda ¢ogaltilan lenfositlerden kromozom elde edilme
zamam (fiksasyon zamam) onemli bir faktor olup, SCE olusumunu buyik
olgude etkiler (Carrona ve Natarajan 1988).

Insan lenfosit kiiltiirii i¢in alinan kan ornekleri, vaklagik 7 giin oda
sicakliginda veya +4°C de saklanabilir. Ancak saklama siiresi uzatildiginda,
mitotik indekste azalmalara neden olabilir (Musilova ve ark. 1983). Ornek
olarak alinan kan, ortama cklenécegi sirada 37°C de olmasi gerckmektedir.
Optimum inkiibasyon sicaklifn 37 * 0,5°C olarak saptanmugtir (Carrona ve
Natarajan 1988).

Insan lenfosit kiiltiiriine baslanirken, yeni alinmus kan, steril tiiplerde,
hem asit/sitrat/dekstroz ile hem dc heparin ilec karstinilabilir. EDTA uygun
degildir. EDTA’ nin SCE frekansim arturdifi gozlenmistir (Musilova ve ark.
1983). B

2.) Biyolojik [faktorler: Akut viral cnfcksiyonlar Ienfositlerde
kromozomal aberasyonlart ve SC? ‘tekansimi artirmaktadir. Bunun yaninda
yiyeceklerde bulunan dogal mutajenlcrdc benzer etkiler gosterebilir (Carrona ve
Natarajan, 1988). Ayrica sigara, alkol bagimliligy, ilag kullammy, fiziksel veya
kimyasal ajanlara maruz kalma, beslenme sekli, yas, cinsiyet SCE frekansin
ctkileyebilir (Kelsey ve ark. 1990). |

| Bl(-)om} sendromd, Fankoni anemisi ve Xeroderma pigmentosum gibi

kalitsal hastaliklarda SCE frekansinin artabileccgi gézlenmistir (Howel 1991)
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1.3, Karvakrol

Karvakrol kekik bitkisinde i¢inde bulundugu Labiatae familyasinin
ugucu yaginda bulunan bir fenolik madde olup birgok ¢aligma ile antibakteriyal,
antifungal, analjezik ve antitwiimér -gibi ¢c$itli biyolojik aktiviteleri rapor
edilmistir (Krimer ve ark. 1995; Didry ve ark., 1994; Rice ve Coat 1994; Aydin
ve ark. '1996; Zeytinoglu ve ark. 1998). Bu gibi 6nemli etkileri bilinen
karvakrplin mutajenik etkilerine dair bir ¢alisma varken (Stammatia 1999),
antimutajenik etkileri ve SCE ile ilgili bir bulguya rastlanilmamustir.

Timol’tin. izomeri olan ugucu Ozellikte bir sividir. Karvakrol yeni
distillendiginde renksiz fakat 151k ve hava ile rergi koyulasan ve yapigkan bir hal
alan suda az, alkol ve eterde gok ¢-* finen bir sividir. Antiseptik ve germisit
olarak dezenfektanlarda, oda spreylerinde ve gargaralarda kullanilir (Guenther
1975; Lenga 1988). Karvakrol buharinin gozler, mukozal membranlar ve tst
solunum yollarmdé irrite edici 6zelligi vardir (Lenga 1988). Siganlarda oral LDsg
degeri 10 mg/kg., tavsanlarda -oral LDso degeri 100 mg/kg dir (Lenga 1988;
Budavari S. ve ark,1988). .Tavsa: Jerisinde 500 mg/24 h. dozda siddetli
irriasyong sebep. olur (Lenga 1988) .

Karvakroliin dekonjestan olarak hazirlanan nazal spreylerinin terkibine
girdigi bildirilmigtir (Tibori 1979). Turkiye’de monoklorkarvakrol, antiseptik
6zelliginldcn dolay: antihemorodial bir merhem olan Hedensa® (Santa Farma)
isimli preparatin terkibine girer (Abacioglu ve ark. 1998).

Karvakrol .ve timolle yapilan bir ¢aligmada, karvakrol ve timolin
standart antifungal olarak kullamilan  nistatin ve talusitinden daha yiiksek
alltiﬁlnéd aktivite gosterdigi - bildirilmistir (Agarwal vec Mathela 1979).
K'arv‘akrol ile yapilmig bagka bir ¢alismada karvakrolin 125 ppm.
konsantrasyonda denenen tiim patojen mantarlarin dremesini durdurdugu ve
antifungal etki gosterdigi bildirilmistir (Caccioni 1992). Timol, karvakrol
sinnamaldehit ve 6jenolun tek tek veya birbirleri ile kombine cdilerck agiz
bakterileri @zerinde antibaktcriyc‘\\ gkili oldugu ve agiz  bakterilerinin
olusturdugu enfeksiyonlarda kullanilabilecekleri ortaya konmustur (Didry ve
ark. 1994). Ana bileseni karvakrol, timol, y-terpinen ve p-simen olan Origanum

vulgare ssp. hirtum ve Origanum dictamnus’ tan clde edilen ugucu yaglarin



Ay

gram pozitif ve gram negatif sekiz bakteri tiirine karsi yiiksek antibakteriyel etki
gosterdigi, karvakrol ve timoliin bu etkiden sorumlu oldugu p-simen ve y-
terpinenin ise antibakteriyel etkisi olmadigi bildirilmistir (Sivropoulou ve ark.
1996). Origanum vulgare ssp.hirturh ugucu yaginin 1/4000 oraninda bakterisit
etkilt oldugu 1/50000 oramndaﬁ onemli 6l¢ide baktert biylime oranini azalttig
bildirilmigtir. Ayrica 1/10000 oraninda diliie cdilmis aymi ugucu yagin, HclLa
(insan serviks, epidermoid karsinom), hep-2 (insan larinx, epidermoid
karsinom), Vero (yesil Afrika maymunu, bébrek) ve RSC (tavsan derisi) hiicre
kiiltdrlerine karst sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir (Sivropoulou ve ark.,
1996). Vibrio cholecrac ve Vibrio parahacmolyticus tizerinde yabllan
caligmalarda karvakrolin bu bakterilerin gelisimi sirasinda, DNA, RNA ve
protein sentezini inhibe ettigi rapor edilmistir (Ghosh ve ark. 1986).

Karvakroliin giiclii insektisit etkisi vardir (Inoe ve Kosugi 1989; Rice ve
Coats 1994). Ozellikle yiin giyeccklerin bozulmasina sebep olan Atfegenus
piceus’ a kars1 oldukga etkili oldugu ortaya konulmustur (Inoe ve Kosugi 1989).
Karvakrolin gigli bir antioksidan oldugu gosterilmistir (Aeschbach ve ark.
1994; Schwarz ve ark. 1996). Yapile  ir ¢aligmada karvakroliin a-tokoferolden
ve butil hidroksi anisolden daha giiglii bir antioksidan ozelligi oldugu
gosterilmigtir (Schwarz ve ark. 1996). Karvakrol, timol ve 6-gingeroliin dogal
antioksidan maddeler olarak, yiyeceklerin korunmasinda sentetik katki
maddelerinin yerini alabilecekleri rapor edilmistir (Aeschbach ve ark. 1994).
Karvakrol, timol ve B-iononun scrum kolestrol seviyesini disiriici etkiye sahip
oldugu yapilan bir galigmada bildirilmistir (Case ve ark. 1995).

Origanum onites L. Ugucu yagindan fraksiyonlu distilasyénla elde
cdilen saf karvakroliin (%99,3) 0,1 mg/kg i.p. olarak sckiz giin igerisinde dort
defa uygulanmas: siganlarda DMBA ile olusturulmus pulmonecr tumorigcricz
tizerinde gigli inhibitor etki gosterdigi saptannustir (Zeytinoglu ve ark. 1998).

Karvakroliin ayrica 120-150 mikromol/It konsantrasyonunda F10 (B16
melanoma) hiicre kiltiiriinde hiicre ¢oBalmasini inhibe ettii, diycte 116
mikromol/kg oraninda katilan karvakrolin disi farclere implante edilmis yiksek
metastatik 6zellige sahip B16 melanomunun gelisimini geciktirdigi gozlenmistir
(He ve ark. 1997). Ayrica timo], karvakrol ve sineolun, gastrik ve duodenal

ulseflere, dispepsi ve gastrite karsi tedavi edici 6zellikte oldugu bildirilmigtir
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(Gueldetina 1993). Karvakroliin prostaglandin sentezini inhibe ettigi deneysel
olarak kamtlanmigtir (Wagner ve ark. 1986). Farelere uygulanah tail-flick testi
sonucunda saf karvakroliin belirgin analjezik etki gosterdigi bildirilmistir (Aydin
ve ark. 1997). Saf karvakrolin, ..’ gicli bir antispazmodik etki gosterdigi,
KCL i}e olusturulan kasilmalart inhibe ettigi, izole sigan ileumu Uzerinde

saptanmstir (Aydin ve ark. 1997).

HC.  CH:
Ty

P OH
CH,

Sekil ], 3. Karvakroliin kimyasal formulii
1.4. Amac

Bu tez kapsaminda, cesitli biyolojik aktiviteleri bilinen karvakroliin
olasi mytajenik yada antimutajenil. cktivitesinin arastirilmasi oldukga onemlidir.
Ozellikle bir antimutajen aktivitenin saptanmasi normal olarak besinlerimizde
baharat olarak da kullandigimz bu maddenin bir ilag olarak kullanimim
saglayacaktir. Bunun igin standart bakteriyal bir yontem olan Ames testi ile
memeli hiicre kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilan SCE (kardes kromatid

degisimi) testi birlikte uygulanip kargilagtirmali olarak degerlendirilecektir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

NaHNH(PO,4H;0), 2-Aminoflurenc (2-AF), K;HPO,, KCI. NaCl,
NapHPO412H,;0,  CeHsNazO;2H;O, Mcthanol,  Asctik  asit  glacial,
Dimetilsilfoksit (DMSO), Entellan Merck’den alinmistir. Ampisilin tribidrat, L-
Histidin, Metilkolantren, Sitrikasitmonohidrat, D-Biotin, 5-bromo-2-dioksitiridin
(BrdU), Colchicine, Mitomisin C, Heparin Sigma’dan alinmistir. MgS04.7H;0,
Giemsa Fluka’dan alinmistir. Sodyu . idroksit Codex Carloclba’dan; Nutrient
Broth No:2 Oxoid’den; 4-Nitro-o-fenilendiamin (4-NPD) Aldrich Chemical
Co.’dan; Bacto Agar Difco’dan, S9 tabletler1 Bochringer Mannheim’den;
Kromozom Medyum B Seromed Biochrom’dan alinmistir. Serum fizyolojik igin

marka onemli degildir.
2.2. Metod
2.2.1. Test maddeclerinin hazirlanmisi ve dozlar

Bu calismada Origanum onites L.’ den clde edilen carvacrol
kullamlmistir. Test maddesi Yrd.Do¢.Dr. Sileyman Aydin® dan (Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmosotik Kimya Anabilim Dah 6gretim
iiyesi) temin edilmistir. Bu madde dimetil sulfoksit (DMSO) iginde ¢oziilmis ve

oda sicakliginda saklanmugtir.

Carvacrol doz tespiti

1.Doz 30ul/ml .

400 pl/ml Carvacrol+4600 pl/ml DMSO —» 5 ml
| 2.Doz 70 pl/ml .

70 w/ml Carvacrol+930 ul/ml DMSO — Iml
3.Doz. 60 pul/ml

o ﬂad olu U n
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60 pl/ml Carvacrol+940 pl/ml DMSO ~— 1 ml
4.Doz 50 p/ml

50 pl/ml Carvacrol +950 pl/ml DMSO — 1 ml
S. Doz 4Q pl/ml ]

1 ml 1.Doz +1ml DMSO — 2 ml

6. Doz 20 pl/ml

1 ml5. Doz + 1 ml DMSO — 2 ml

7. Doz 10 pl/ml ( Sitotoksik s )

1 ml 6. Doz +1 ml DMSO —-2 ml

8. Doz 1 pl/ml

0,5 ml 7. Doz +4,5 ml DMSO —. 5 ml

9. Doz § p/ml

2ml 7. Doz +2.ml DMSO — 4 ml

10. Doz 0,5 pl/ml

2 ml 8. Doz + 2 ml DMSO - 4.ml

11. Doz (,1 pl/ml

1 ml 11. Doz +4 ml DMSO — 5 ml

Hazirlanan dozlardan ilk dort tanesinin toksik oldugu tespit edilmigtir.

Deneyde 7., 8., 9., 10. ve 11. dozlar ki.llaniimigtir.
2.2.2. Ames Dencyinin Yapihsi

Bu ¢aligma, dondurulmus kiltirden kahip plak hazirlanmasi,
mikrozamal fraksiyonun hazirlanmasi, baktcrilerin genetik 6zclliklerinin kontrol
edilmesi Ames/ Salmonella/ Mikrozom testine uygun olarak yapilmistir.
Deneyler $S9’lu ve S9’suz olarak iki sckilde yapilmistir. Her doz paralel g
tabaka halinde denenerek farkli zamanlarda iki bagumsiz denecy olarak
calistlmgtir.  Ayrica pozitif kontrol, spontan kontrol, solvent kontrol de

denenmigtir.
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2.2.2.1. Pondurulmus kiiltiirden kahp plak hazirlanmasi

Dondurulmus kiltir derin dondurucudan ¢ikarilarak 2 ml nutrient broth
iginde 14-16 saat.37°C lik galkalamali etiivde inkiibasyona birakilir. inkiibasyon
sonunda , steril kiirdan ile 1 dzvlmla alinarak histidin-biotin plaklarina ¢izgi ckim
yapilir. Plaklar 37°C de 48 saat inkiibe edilir. Bu gekilde tek koloni diigmesi
amaglanmaktadir. Inkibasyon sonunda iyice izole olmus bir koloni scgilerek
steril kiigdan yardimt ile 0,3 ml 1Xfosfat buffer salin (PBS) igeren bir tiipe
aktanlip stispansiyon haline getirilir. Bu bakteri siispansiyonundan steril kiirdan
yardimu iIc:histidin-biotin —ampisilin plaklarina gizgi ckim yapilir. Plakiar 37°C

~de 48 saat siircyle tutulup, inkiibatorden 4 °C lik buzdolabina aktarilarak orada
saklanir. Bu sekilde hazirlanan TA98 ve TA100 suglari 2 ay sireyle saklanabilir.
Bu stirg iginde plaklar buzdolabindan ¢ikarilarak yeni kiltirler baslatilabilir ve

bu sekilde bir¢ok kez kullanmilabilirler.

2.2.2.2. Memeli karaciger mikrozomlarinm izole cdilmesi ve S9

karisimnin hazirlanmasi

Kullanilan test maddesinin mutajen olup olmadigini  arastirmak
amaciyla mikrozom ekstresi wistar cinsi ratlardan hazirlanmistir. Karaciger
mikrozomlarim izole etmek tzere 200 gr erkek ratlar kullamlmistir. Ratin
mikrozom cnzimlerinin stimile edilmesi amaciyla élduralmeden 5 giin 6nce 80
mg/kg (Maron ve Ames, 1983) olarak nusir 6zt yaginda c¢ozilen 3-
Metilkolontre’nin, (0,2-0,5 ml) intraperitonal enjeksiyonu yapilip mikrozomal
enzim actiginin uyariimasi saglanmistir.

Deneye gegmeden dnce kullanilan malzemeler steril edilip 0-4°C de 1
saat sogutulmustur. Karacigerin agirhigmi saptayabilmcek igin beherler 6nceden
tartilip sogutulmustur. Deneyde kullanilacak olan geng erkek ratlar 5 ginluk siire
sonunda boynu kirilarak (servical dislocation) olduraimustir. Discksiyon
tahtasinda karacier zedclenmeder ve gabuk bir sckilde gikarihp onceden
tartilmig, buz igindeki behere konulixp net agirhigi bulunmustur. Bundan sonra 1
gr karacigere 3 ml olarak soguk 0,15 M KCl ile karaciger yikandiktan sonra, 1 gr
karacigere 3 ml olacak sekilde soguk 0,15 M KCI cklenmistir. Karaciger steril
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pens ve makas ile pargalanip daha kigik pargalara ayrilmistir. Bu karisim
"Junge Kunkel ultra turrax" marka homojenizatér tupine alinip ayni marka
homojenizator ile 24000 rpm’de homojenize edilerek koyu pembe renk gorilene
kadar isleme devam edilmistir. Homojenat daha sonra "Varifiige 20RF" marka
santrifiyj ile 9000 devirde O-éOC de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
stipernetant kistm soguk steril epency:f tuplerine aktarilmigtir. Kontaminasyonu
onlemck amact ile homojenat 0,25 pm g¢aph scliloz filtreler ile filtre islemi ¢
yapilmustir. Sterilite kontrolii igin mikrozomal fraksiyondan 0,1 ml alimp
nutrient agar plaklarina ve HBA plaklarina ekim yapilmistir. Plaklar ters
gevrilerek 37°C de 24 saat inkiibe cdilmigtir (Maron ve Ames 1983).
Kullanilmak tizere -20°C de saklanmistir. Deney sirasinda mikrozom
karigimindan S9 kangimi halinde yararlanilmistir. Bu kanigimda  gozeltiler

boliminde verilen sekliyle hazirlanmistir.

2.2.2.3. Ames testinde kullanilan bakterilerin genetik yapilarmin

kontrolii

Ames/ Salmonella/ Mikrozom testinde kullandigimiz bakteri suslarinin
(TA98 ve TA100) genetik yapilarinun kontrolii, deneysel calismalar 6ncesinde

asagida belirtildigi gibi yapilds.

Histidin aminoasidi gereksinimi kontrolii:

S. typhimurium TA98 hisD3052 (his") mutasyonu ve TA100 hisG46
(his) mutasyonunun varhifim koui: ol igin test suglari 14-16 saat 37°C de,
¢alkalamali etiivde, Oxoid Nutrient Broth No: 2 iginde buyitaldiler. Ardindan
bakteriler histidin/biotin plaklan ile biotin i¢eren minimal glukoz agar Gzerine
ayri ayri gizgi ekim yapilarak ekildi. Petriler 37°C de ters bir sekilde 48-72 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda  histidin/biotin plaklarinda biyime
gozlenirken, minimal glikoz agar da biyime olmadi. Boylece bu bakterilerin

his” mutasyonunu tagidigt anlagiid:. -
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rfa mutasyonu kontrolii:

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin incelenmesine ncden olan
mutasyondur. Mutasyon, bakteri hiicre zarinin lipopolisakkarit yapisinda
olusturulup hiicre zarinin gegirgenligi arttirlmistir. Varligi kristal viyole ile
tespit edildi. Bunun igin Oxoid Nutrient Broth No:2 d¢ 14-16 saat de dretilen
bakterilerden 0,1 ml ahnarak 2 mi’lik crimis top agara ilave cdildi. Daha sonra
calkalanarak nutrient agar plaklarinin Gzerine dokildi. 10 dakika agarin
donmasi beklendikten sonra plagin oitasina 0,5 cm caph steril filtre kagidi diski
yerlestirildi. Diskin ortasina %0,05’lik kristal viyole kansimindan 10 pl.
damlatildi. Kagidin boyayt emmesinden sonra petriler 37°C dc ters bir sckilde
etiive koyularak 24 saat inkibasyona birakildi.Bu sirenin sonunda disk
cevresinde 9 cm’lik lireme olmay; zon gozlendi. Bu zonda, boya maddesi
bakterilerin igine ;irerek ﬁremeierini engelledigi icin  bakterilerin  rfa

mutasyonunu tagidiklar anlagiimuistir.

uvrB mutasyonu kontrolii:

Bu mutasyon ile bakterilerin, ultraviyole (UV) isinlarinin neden oldugu
hatalarin  diizeltilmesi igin  gerekli olan "DNA onarim mekanizmas:”
engellenmistir. Bu mutasyonun varlii ultraviyole 1sinlanmasi ile kontrol cdildi.
Bu amagla Oxoid Nutrient Broth No:2 de buyutilen 14-16 saatlik bakteri
suslarindan nutrient agar plaklarina ¢izgi ckim yapildi. Plaklarin kapaklar
agilarak, plagin yans: (gizgileri kesceek gckilde) plastik bir kapakla kapaularak
15 watt giicinde bir UV :lambasi ile 33 cm yiiksckten 8 sn siire ile 1sinlandi.
Islrﬂama.(ian sonra petri kapaklar1 kapatilarak plaklar ters gevrildi ve etivde 37
°C de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra UV’ye maruz kalan kisimda
reme gozlenmezken plastik kapakia kapatidan kisimda normal bir dreme
gozlenmigtir. Bu sonug bakterilerin uvrB mutasyonunu tasidigini géstermistir.
Kullandigimiz UV igiginin dozu, bu mutasyonu tagiyan bakterileri oldirecek
dozdadir. Bunun nedeni, DNA kesme tamir etme mekanizmasinin engellenmis

~d
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R faktorii kontrolii:

Ampisiline direngliliginin 6l¢iilmesi ile test bakterilerinde bulunan R
faktor tasiyan Pkm101 plazmidlerinin‘ kaybolup kaybolmadigt tespit edildi.
Bunun igin Oxoid Nutrient Broth No:2’de biytitillen bakteri kaltiri, ampisilin
igoron HBA plaklarina ¢izgi ‘okim yapllm"ak ckildi. Plaklar 37°C dc 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bakterilerin buytimesi kontrol cdildi. Mutant

suslar plazmid igerdigi i¢in ampisilinli ortamda biyime gostercbildi.

Spontan olarak geriye doniisiim sikhgmmn kontrolii:

Deneyde Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin genctik
yapilarinin kontroliine ek olarak, bu suslarin belirli stre iginde uyarilmadan
donismesi sinandi. Mutant bakteri suglarinin spontan olarak his- durumundan
his+ durumuna donugebilmesi belli sinirlar iginde olabilmektedir. Bu sinir TA98
igin 30-50 revertant / plak, TA100 i¢in 100-150 revertant/ plaktir. Bu amagla
Oxoid Nutrient Broth No:2’de 14-16 saat sireyle 37°C de biyiitilen bu
bakterilerden 0,1 ml alinarak 45°C de tutulan top agar tzerine ilave edildi ve 0,2
ml histidin-biotin soliisyonu eklenip yavas¢a galkalanarak minimal glikoz agar
plaklarina dokiildu. Eklenen agarin homojen olarak yayilmasi igin plaklar
donduriildi. Petriler ters gevrilerek 48 saat 37°C de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda plaklarda goriilen koloniler sayilarak his" revertantlarin

say1st belirlendi (Maron ve Ames 1983).
2.2.2.4. Test maddelerinin sitotoksik ctkilerinin saptanmasi

Kullanilan test bilesiklerinin, standart test suslari igin 6ldurica olmayan
dozlarimn saptanabilmesi amaciyla, . » agara NB’de buyitilen 0,1 ml bakteri
kultari ve 0,1 ml olacak sckilde degisik konsantrasyonlardaki (doz) mutajenik
etkisi aragtirilan DMSO’da g:(")zﬁnmu§ test maddesi eklendi. Karisim, nutrient
agar plaklarma dokiilerek 37°C de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
plaklardaki koloni sayilari, kontrol plaklart ilc karstlastirilarak toksik olmayan

dozlar saptandt.
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Buna gore test maddesinin 40 pl/ml seviyesinin tzerinde toksik oldugu
belirlendi. Deneyler sitotoksik sinirda bulunan 10 pl/ml ve daha altindaki doz
seviyeleri {le yapildu.

2.2.2.5. Ames mutajenite testinin yapiimasi

Deneyin amaci, mutant hale getirilerek histidin aminoasidinc gerek
duyan oksotrof suslarin, denemek istedigimiz test maddesi ile histidin yapabilme
(prototrafik) ozelligini tckrar kazanmasi temeline dayanmaktadir. Bu nedenie
deneylerde Ames/Salmonella/Mikrozom testine bagh olarak plak inkorporasyon

yontemi uyguland:.

2.2.2.5.1. Plak inkorporasyon metodu ile mutajenite deneyinin

yapilmas

Deneyin amaci, mutant hale getirilerek histidin aminoasidine gerek
duyan oksotrof suslarin, denemel: istedigimiz madde ilc histidin yapabilme
ozelligini tckrar kazanmasit sekline dayanmaktadir.Bu nedenle deneylerde
Ames/Salmonella/Mikrozom. testine. bagh olarak plak inkorporasyon yontemi

uygulandi. Deney S9’lu ve S9’suz olmak azere iki ayri sckilde yapildi.
S9’suz dency

Bu amagla, i¢lerine 0,2 ml histidin-biotin ¢6zeltisi eklenmis 2°scr ml lik
yumusak agar tipleri igeren tiipler hazirlanarak 45°C lik su banyosunda tutuldu.
Daha soﬁra tiplere 0,1 ml 14-16 saatlik nutrient broth da biydtulmug bakteri
kiltar, 0,1 ml test maddesi eklendi. Tiipler ¢alkalanip, bekletiimeden MGA
(minimal glikoz agar) plaklarina dokualup, plaklara hizla 8 isareti yaptirthp top
agann plak izerinde homojen olarak dagilmast saglandi. 15 dakika donmast
beklendi. Daha sonra plaklar ters gevrilerek 37°C lik ctiivde 48-72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayildi.
Deney her .doz igin 3 ayn plak olacak sckilde hazirlanarak yapildi ve 2 kez

tekrarlandi. Sonuglarin degerlendirilebilmesi igin dcneylerc paralel olarak




spontan kontrol, solvent kontrol (DMSOQ) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak,

sug i¢in 200 pg/100 pl 4-nitro-o-fenilendiamin kullanilarak yapilds.

S9’lu deney

S9’lu kisimda tablet basina 3 ml mikrozomal enzim olmak tizere S9
karistmi hazirlamp buz iginde bekletildi. 45°C lik su banyosu iginde bulunan ve
0,2 ml histidin-biotin solisyonu igc¢. <1 tiplere, 2 ml yumusak agar, 0,1 ml test
maddesi, 0,1 ml 14-16 saatlik nutrient broth da bayutilmis bakteri kiltiri ve
0,5 ml buzda bekletilmis S9 karigimindan cklendi. Tupler iyice galkaland: ve
MGA (minimal glikoz agar) plaklarina dékildu. Plaklara 8 hareketi yaptirilarak
karigimin homojen olarak dagilmas: saglandi. 15 dakika kadar donmasi beklenip
37°C lik etiivde 48-72 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra his* koloniler
sayild: (sekil.4).

Aynica deneyde spontan kontrol, solvent kontrol (DMSQO) ve pozitif
kontrol olarak da sus igin 1pg /100 ul 2-Aminoflurene dencye paralel olarak
denendi. Deney her doz i¢in 3 ayn plak olacak sekilde hazirlanarak yapildi ve 2

kez tekrarlandi.
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e > >«
0,2 ml j 0lml | { 0,5 ml S9
histidin- | test %\)i karigimi
biotin+ o~ maddesi o
01ml  § %
bakteri o
kitltiirtl

2 ml top agar

Minimal glikoz agar ..

' 37 °C de 48 saat
-, %is" koloni sayist

Sekil 2.1. S9°1u plak inkorporasyonunun basamaklarini igeren diagram

2.2.2.5.2. Plak inkorporasyon metodu ile antimutajenite deneyinin

yapilmasi

S9’lu ve S9’suz deneylere baglanmadan 6nce antimutajenite deneyinde
6n inkiibasyon siiresi belirlendi. Daha sonra bu 6n inkiibasyon siircsi

kullanilarak S9’lu ve S9'suz deneyler yapildi.
On inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Icerisinde 2 ml top agar, 0,2 ml histidin-biotin soliisyonu olan tiiplere
0,1 ml, 14-16 saatlik nutrient broth da biiyitiilmis bakteri kiiltiirii ilave edildi.
Daha sonra tiiplere 0,1’cr ml, 1 pl carvacrol ve 0,1’cr ml 4-NPD cklendi. Tiipler
15, 20 ve 30 dakikalik 6n inkiibasyon siireleri igin kullanildi. En uygun on
inkiibasyon sliresi olarak 30 dak: ™. bulundu.

therkez



S9’suz denecy

Igerisinde 2 ml yumusak agar ve 0,2 ml histidin-biotin solisyonu
bulunan taplere 0,1 ml, 14-16 saatlik nutrient broth da biyatilmis bakteri
kaltard, 0,1 ml test maddesi v;z 0,1’er ml 4-NPD cklendi. Tapler 37 °C lik etiivde
30 dakika 6n inkibasyona birakildi. Sire sonunda tipler iyice calkalandi ve
MGA (minimal glikoz agar). plaklarina dokuldii. Plaklara 8 harcketi yaptirilarak
karistmin homojen olarak dagilmasi saglandi. 15 dakika kadar donmasi beklenip
37 °C lik etiivde 48-72 saat inkiibe ¢:"Idi. Deneye paralel olarak yapilan spontan
kontrol, " salvent. kontrol (DMSO) ve pozitif (diagnostik) kontrol icin 6n
inkiibasyon . yapilmadi. Deney her doz i¢in 3 ayrt plak olacak sekilde

hazirlanargk yapildi ve 2 kez tekrarlandu.
S9’1lu dency

S9’lu kisimda tablet bagina 3 ml .mikrozomal cnzim olmak tizere S9
karigimn hazirlamp buz iginde bekletildi. 45°C lik su banyosu iginde bulunan ve
0,2 ml histidin-biotin soluéyonﬁ iceren tiplere, 2 ml yumusak agar, 0,1 ml test
maddesi, 0,1 ml 14-16 saatlik nutrient broth da blyitilmas bakteri kilturi ve
0,1’er ml 2-AF eklendi. Tupler 37°C lik etiivde 30 dakika én inkiibasyona
birakildi. Stire sonunda tiplere 0,5 ml buzda bekletilmis S9 karigimindan
eklendi. Tipler iyice calkalandi ve MGA (minimal glikoz agar) plaklarina
dokildi, Plaklara 8 hareketi. yaptuilarak karigumin homojen olarak dagiimasi
saglandi. 15 dakika kadar donmas: beklenip 37°C lik etiivde 48-72 saat inkiibe
edildi. Dencyc paralel olarak yapilan spontan kontrol, solvent kontrol (DMSQ)
ve pozit‘if kontrol i¢in on inkiibasyon yapilmadi. Deney her doz igin 3 ayri plak

olacak sekilde hazirlanarak yapildi vc 2 kez tekrarland.



2.2.3. SCE deneyinin yapil:3t

SCE deneyi mutajenite ve antimutajenite olmak tzere iki sekilde
yapildi. Kan ornekleri sigara ba”illigi olmayan, yakin bir tarihte viral

enfeksiyon gegirmemis bir disi ve bir wrkek goniilliden alindi,

1. Giin

- 20°C de saklanan kromozom medyum disariya gikartildi. Medyum oda
sicakhgina geldiginde 2,5 ml olacak sekilde tiplere paylastinldi (santrifiij
tiipleri). Steril bir enjektore 0,5 ml heparin gekildi. gnesi degistirildikten sonra
aym cnjektorle S ml oluncaya kadar kan alindi. Enjcktor halifge satlandi (heparin
kanda 1/10 oraninda bulunmalidir) ve igne cikartilarak steril ortamda 1 damla
digarlya, 6 damla kdltir tiipiine olmak uzere tuplere ekim yapildi (6 damla: 0,2
ml ye karsilik- gelmektedir). Kan ekimi yapildiktan sonra her tipe 50 ul BrdU
konuldu. BrdU eklendikten: sonra kiltiirler 37°C lik - etivde inkiibasyona
birakildi. Kiiltiiciin toplam inkiibasyon siiresi 72 saattir.

2. Giin

Kiltirlerin inkibasyonunun 24. saatinde test maddesi ile muamcle
islemi gergeklestirildi. Farkli dozlardaki test maddesi taplere 50 pl olacak
sekilde ilave edildi. Aymi zamanda tiiplerin bir tanesine 50 ul DMSO, digerine
de 100 p} mitomisin C koyuldu. Bu. islemlcrden sonra kiltarler tekrar ctive
birakaldi. .

3. Giin

Kiltarler hi¢gbir muameleye maruz birakilmadi.

4. Giin |

Kiltirin 70. saatinde colsemid (0,02 pg/ml) yada colchicine (0,06
pg/ml) ilave edildi. Ilave edilen miktar 50 pl dir. Colchicine ilavesinden hemen
sonra KCl hazirlandi ve  37°C lik etiive alindi. Bu arada fixatif
(methanol:glasiyel asetik asit) hazirlandi ve buzdolabina kaldimldi. Kiiltiiriin
colchicine ile muamelesi bittikten sonra, 72. Saatte, kiiltarler ctiivden ¢ikartildi.
1750 rpm de S dakika santrifiij edildi. Ustteki sivi (tiipin dibinde 1| ml kalacak
sekilde) atildi. Hiicreler pasteur pipeti ile homojenize cdildi. 37°C’de isitilmis

%0,4’lik KCl yavas yavag (6nce 1 damla, sonra 2,3 ve 4’cr damla gcklinde her

perker FULE.
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damlatmadan sonra ¢alkalama islemi yapilarak) ilave edildi. 1 ml KCI bu sekilde
ilave edildikten sonra hizli bir gekilde (3ml/3ml) KCI. ile 5-8 ml ye tamamlandi.
Bu islemlerden sonra kiltirler 37°C de 32 dakika inkiibe edildi. Preparat
hazirlama sitasinda eger hiicreler patlamanugsa KCl deki bu inkiibasyon siiresi
birka¢ dakika daha uzatllabili;'. Yada hiicrelerin patlamasini kolaylastlrmalé igin
daha yiiksekten damlatma iglemi ya;.ix!abilir.

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 1200 rpm. de 15 dakika santrifiij
edildi. Ustteki stv1 -atildi. -Hicreler 1 ml lik bir kistmda homojenize edildi.
Uzerine damla damla fixatif ilave edildi (Fixatif her zaman yeni hazirlanmig ve
soguk qlmalidir. 1 ml kadar fixatif damla damla ilave ecdildikten sonra 5 ml
fixatif 3 ml ve 2 ml olacak sekilde hizlica ilave edildi). O da 1sisinda 20 dakika
bekletildi. Stire sonunda 1200 rpm. de 15 dakika santrifuj edildi. Stpernatan
atildi, Hucreler siispanse edildi. Uzerine yukanda anlatildigs gibi fixatif eklendi.
Bu fixatif muamele iglemi 3 kez tckrarlandi. Bu muamelelerin sonunda tipte
renksiz, saydam bir stvi kalir. Eger bu saglanmamigsa muameleye devam cdilir.
Son santrifiijden sonra tiipiin dibindc 0,5-0,7 ml sivi kalacak sekilde stpernatan
dikkatlice alindi ve atildi. Sonra preparat yapma iglemine gegildi.

Tipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipetiyle kanstirilarak (pipcte
bir miktar sivt ¢ekilir sonra hizli bir gekilde tiupe puskirtilir) homojen hale
getirildi. Pasteur pipetine 5-6 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonu gekildi
ve damlatma dizeneginde her lama 3-4 damla dasecek sekilde ve lam harcket
ettirilerek yapildi. Damlatma islemi 60 cm yiiksckten daha 6nceden hazirlanmis,
soguk ve 1slak lamlara yapildi. Damlatma islemi bittikten sonra lamlar kurumasi
icin diz bir ylizey tizerinde tizeri kapatilarak 24 saat bekletildi.

5.Giin

1XSSC hazirlanarak saleye dolduruldu ve 60°C ye 1sinmas: igin etiive
alind1. 1XSSC nin sicakliginin 60°C yi gegmemesi gerekir.

Preparatlarin 1ginlanmasi: Iginlama soliisyonu (sdransan tamponu)
hazirlandi. Tabant diiz cam 1sinlama kabnia (blytk petri olabilir) lamlar hicreler
iist tarafa gelecek gekilde dizildi. Uzerlerini bir film gibi ortecek gekilde iginlama
solisyonu (soransan buffer) dokildi. Dalga boyu 254 nm. Olan 30 watt 151k

yayabilen U.V. lambasi ile 15 cm mesafeden isinlandi (Lamba ile preparat arast



mesafe 15cm olmalidir. Eger lambanin. watt’t daha diigikse 8 watt gibi 12cm
mesafeden 1gitnlama olabilir).

Isinlama stiresi 30 dakikad:r. Isinlama solisyonunun lam iizerinde fazla
olmast SCE farkint direk etkilemektedir. Isinlama siiresi bittiginde preparatlar
higbirseyle yikanmadan tizerindeki 1s1nlama seliisyonu silkelenerek alindi. 60 °C
de 1smlmi$ 1XSSCi¢inde 45-60 dakika inkiibe edildi.

1XSSC iginde inkiibasyon bitiminden 15 dakika dnce giemsa soliisyonu
hazirlandi. Inkibasyon siiresi bitiminde preparatlar hi¢ yikanmadan izerindeki
fazla SSC silkelenerek alindiktan sonra giemsa iginde boyamaya alindi. Boyama
siiresi 3Q dakikadir. Boyama bitiminde preparatiar 3 ayri kaptaki saf sudan sirasi
ile galkalanarak gegirildi ve dik durumda kurutuldu. Kuruma islemi bittikten
sonra lamlar entellan ile kapatildi. - Yattk durumda kurumast bceklendi.
Immersiyon ile inceleme yapmak igin entellamn tam olarak kurumasi yani
sabitlenmesi gerektigi igin 15 gin kadar beklenir. Daha sonra immersiyon ile

inceleme yapilmalidir.

2.2.3.1. inceleme ve analizler

Lamlar mikroskop kullaniarak incelendi. Metafaz ortiisanin konumunu
bulmak “igin 10X objektifli mikroskop kullanildi. Daha sonra da metafaz
kromozomlarin analizi igin 100X objektifli mikroskop kullanildi. Bu inccleme
yapilirken lam dzerine immersiyon yagi damlatildi. Analiz sirasinda, metafaz

kromozomlart M1, M2, M3 olarak 3' ¢ boliindui.



3. BULGULAR

Materyal ve metod boliminde agtklandigi tzere, karvakrolin DMSO
ile hazirlanan dozlarmin mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri test edildi. Bu
caligmada karvakrolin 4-5 dozunun mutajenik ve antimutajenik aktivitesi Ames

ve SCE ydgntemleriyle tespit edilmistir.
3.1. Ames

Her doz i¢in ug¢ ayn plak kullaminp aritmetik ortalamalarr alinmig ve
deney sopuglan Cizelge 2-9 da gosterilmigtir. Bu ¢izelgelerde test bilegenlerinin
farkli dozlarinda belirlenen revertant koloni sayilari yer almaktadir. Bu
sonuglarin Dunnett’s testine gére varyans ve standart sapma degerleri de
hesaplanarak tablolar yapilmig ve kontrol gruplarmin kargilagtirlmali degerleri
verilmigtir. Deney sonuglari TA98 icin Cizelge 2.4.6 ve 8’de, TA100 igin
Cizelge '3,5,7 ve 9’da verilmigtir.

Calismada, origanum oil’in baskin bileseni olan carvacrol’un (%74.0)
antimutajenik ve mutajenik . aktivasyon igerigi aragtirdmugtir. Karvakrol ayni
zamanda gigld bir sekilde, sirast ile 4-NDP’nin ve 2-AF’nin metabolik
aktivasyonun varhg veya yoklugunda mutajenitesini indirger. Kalan mutajenlik
strast ile S9’lu veya S9’suz %60 - %80 ve %65 - %80 TA98’den ve %55 - %60
ve %50-%90 TA100’dendir. Karvakrol’un etkileri doza bagimli bir davranigtir.
En yiiksek doz dizeyinde (lpg/plak), sonunda hicbir koloni gézlenmemistir,
yagda gézlemlenen benzer etkiler gibi toksikligi agiga ¢ikartimustir.
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Cizelge 3.1. Salmonella typhimurium TA98 susunun S9’suz Ames

mutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz (pg/ml) Rev/plak S9(-)

DMSO 40 3950 £ 6.37
4-NFDA 1 3035.83 £57.60
Karvakrol 10 24.16 + 3.92
108.16 £ 7.73 ***
1 119.33 £ 10 38 ***
0.5 116.83 £ 18.38 ***
0.1 146.33 + 11.69 ***

¥ P <0.001, Dunnctt test. 4-NFDA; 4-nitro-o-fenilendiamin (--59). DMSQ: dimeitilsiilfoksit.

Cizelge 3.2. Salmonella typhimurium TA100 susunun S9’suz Ames

mutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz (pg/ml) Rev/plak S9(-)
DMSO 40 95.16 + 7.46
4-NFDA 1 989.83 + 20.96
Karvakrol 10 79.16 +£ 19.40
5 112.16 + 15.85
] 90.50 +21.58
0.5 154,33 + 21 .49 ***
0.1 181.33 & 15.69 ***

*¥* P <0.001, Dunnett test. 4-NFDA; 4-nitro-o-fenilendiamin (- §9). DMSQO: dimetilsiilfoksit.
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Cizelge 3.3. Salmonella typhimurium TA98 susunun S9’lu Ames

mutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Doz (pg/ml) Rev/plak S9(+)

Bilesim
DMSO 40 46,50+ 12.50
2-AF 1 1672.00 £ 175.51
Karvakrol 10 28.00+12.71
5 39.00 + 4.85
1 54.16 £3.25
0.5 124 .00 £ 13.65 ***
0.1 208.00 £ 12.36 ***

*** P < (.001, Dunnett test. 2-AF; 2-a.." :2floren (+ §9). DMSQ; dimectilsiilfoksit.

Cizelge 3.4. Salmonella typhimurium TA100 susunun S9’lu Ames

mutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz (pg/ml) Rev/plak S9(+)
DMSO 40 105.33 + 14.29
2-AF 1 1262.50 £37.70
Karvakrol 10 20.66 £ 5.68
77.50 £ 13.01
1 83.16 + 16.63
0.5 60.33 £ 10.61
0.1 6133+ 1351

*+%k P <(0.001, Dunnctt test. 2-AF; 2-aminofloren (+ S9). DMSO: dimetilsiilloksit.
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Cizelge 3.5. Salmonella typhimurium TAY8 susunun S9’suz Ames

antimutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz(p g/ml)- Rev/plak %KM

4-NFDA 1 3244.00 +193.10
Karvakrol + 4-NFDA  10+1 0
5+1 722 .83 & 5593 *** 22.25
1+1 1025.50 £141.89 *** 31.59
0.5+1 1343.16 + 62.24 *** 41.39
0.1+1 1458.83 + 62.24 *** 44 94

4-NFDA,; 4-nitro-o-fenilendiamin (- §9), %KM; % Kalan mutajcnitc,
¥k P <().001, Dunnctt tesj.

Cizelge 3.6. Salmonella typhimurium TA100 susunun S9’suz Ames

antimutajenite deneyinden elde «<len degerleri

Bilesim Doz(p g/ml) ‘Rev/plak %KM
IR R
4-NFDA 1 1387.67 £ 15.93
Karvakrol + 4-NFDA  10+1 0
5+1 ‘ 606.16 + - 8.40 *** 43.68
1+1 763.33 & 13.25 *** 55.00
0.5+1 827.66 £ 8.58 *** 59.64
0.1+1 924.83 £ 9.06 *** 66.64

4-NFDA; 4-nitro-o-fcnilendiamin (- §9), %KM; % Kalan mutajenitc,
*%k P <0.001, Dunnett test.
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Cizelge 3.7. Salmonella typhimurium TA98 susunun S9’lu Ames

antimutajenite deneyinden elde edilen deZerleri

Bilesim Doz(p g/ml) Rev/plak %KM

2-AF 1 1888.66 + 55.54
Karvakrol + 2-AF 10+1 0
5+1 347.00 £ 46.05 *** 18.37
1+1 498 83 + 38.60 *** 2637
0.5+1 554.83 & 32.28 *** 29.34
0.1+1 657.66 £ 36.87 *** 34.79

2-AF; 2-aminofloren (+ 89), %KM; % Kalan mutajcnite,
*** P <0.001, Dunnett test.

Cizelge 3.8. Salmonella typhimurium TA100 susunun S9’lu Ames

antimutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz(p g/ml) Rev/plak %KM
2-AF 1 1250.33 + 50.55
Karvakrol + 2-AF 10+1 0
5+1 13116+ 21.16 ***  10.48
1+1 179.50 + 27.70 *** 1432
0.5+1 183.66 = 17.42 ***  14.64
0.1+1 648.16+ 42.54 *** 5] 84

2-AF; 2-aminefloren (+ §89), %KM; % Kalan nutajenitc,
*¥** P <0.001, Dunnctt {cst.
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3.2. SCE

Calismada karvakrolin farkll‘ dort konsantrasyonunun insan lenfosit
hiicresi kromozomlarinda- SCE frekansina etkilerinin in  vitro sartlarda
incelenmesi amaglanmustir.  Arastirma sonuglann  Cizelge 10 ve 11°de
gosterilmistir. Cizelgeler Student’s t-test kullanilarak hazirlanmustir.  Gerek
kontrol degerleri gerekse karvakrol ve Mitomisin C igin verilmis olan degerler
50°’ser metafaz alamindan elde edilen degerlerin ortalamasidir. Metafaz.
alanlarindaki SCE goriinimleri Sekil 3.1, 3.2, 3.3°de fotograflarda izlenebilir.

Insan periferal lenfositleri tizerine Origanum orites 1.’ den elde
edilen karvakrol’in mutajenik ve antimutajenik aktivasyonunu arastirmak igin
SCE testi yapilmistir. Insan lcnfositlerindeki maddelerin  mutajenikliginin
sonuglant Cizelge 10 ve 11'de gosterilmigtir. Karvakrol’in kontrollerle
karsxlast}nlmam i¢in yapilan doz testlerinin higbirisinde, SCE’de 6nemli bir artig
gozlenmemigtir. Buna kargin, ¢oziici kontroli ile kargilagtinldiginda, en dasik
dozdaki karvakrol {p<0.01) SCE saywsint Onemli miktarda indirgemistir. Bu
indirgeme Tablo 10’da da gorildiga gibi, az da olsa doza bagl bir davramgtir.

Karvakrol’iin olasi antimutajenik etkisi aym arastirmada mutajeniklige
sebep olan MMC ile agiklanmigtir. Antimutajenite testinin sonuglart Tablo 11°de
doz, hiicre basina diigen averaj SCE sayisi ve mutajenik inhibisyon miktan
olarak verilmistir. MMC kontroliine gore kiyaslandiginda karvakrol, giicli ve
doza bqgll olarak MMC’nin mutajenikligini, kendi doz araligindaki dogrusal
artis ile digiik karvakrol konsantrasyonunda ortaya ¢tkan inhibisyondan dusik
seviyeye. indirger. Inhibisyon arahig %79 ile %98 arasindadir. Yiiksek doza
karst (§ ul ml') inhibisyondaki diisiisin sebebi az da olsa karvakrol’iin
toksikligine baglh olabilir.
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Cizelge 3.9. Karvakro! -klenmis insan_lenfosit hiicre kiiltiiriiniin

SCE mutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz Metafaz sayisi SCE = SE
(! mt?) / hiicre
Kontrol (DMSO) 20.0 50 4.46 +0.35
MMC 1.0 50 930+0.57
Karvakrol 5.0 50 3.96+£0.38
Karvakrol 1.0 50 3.94+0.33
Karvakrol 0.5 50 3.64+£0.32
Karvakrol 0.1 50 3.18 £ 0.26*

DMSO: dimetilsutfoksit, solvent kontrol. Student t-test, ¥*p<0.01.

MMC: Fnitomisin C, poazitif kontrol. SCE: sister chromatid exchange.

SE: standart hata.

Cizelge 3.10. Karvakrol eklenmis insan lenfosit hiicre kiiltiiriiniin

SCE antimutajenite deneyinden elde edilen degerleri

Bilesim Doz “Metafaz sayis: SCE + SE H%
(u m1™) / hiicre

Kontrol (DMSO) 20.0 50 4.46 £ 0.35

MMC 1.0 50 930+ 0.57

Karvakrol+MMC 5.0 50 548 £0.50 * 79.0

Karvakrol+MMC 1.0 50 520+045* 84.8

Karvakrol+-MMC 0.5 50 5.14£0.49 * 86.0

Karvakrol+MMC 0.1 50 453 +£035 % 98.6

DMSO: dimetilsilfoksit, solvent kontrol. Student t-test, *p<0.01.

MMC: mitomisin C, pozitif kontrol. SCE: sister chromatid exchange.
SE: standart hata. II: inhibitor indeksi.



Sekil 3.1. Spontan hiicrelerden bir metafaz srnegi (x100)

~dolu Universites
A!‘:\a:dtez Kitiphan®
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Sekil.3.2. Sul/ml dozluk karvakrol eklenmis hiicrelerden bir metafaz drnegi
(X100)



Sekil 3.3. ipl/mldozluk karvakrol eklenmis hiicrelerden bir metafaz ornegi
(X100).
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4. TARTISMA VE SONUC

,,Genetik' hastaliklarda ve ozellikle kanserde ¢evresel faktorler Gnemli
olup, maruz kalinan genetoksik ajanlarin ortaya ¢ikarilmasi gelisen teknolojiyle
daha da 6nem kazanmistir. Giinimiizde, bunun igin ¢ok ¢esitli; basit, hizli, ucuz
ve etkili mutajenite testlerinin gelistirildigi ve yaygin olarak laboratuvarlarda
kullaml(fhgl goriilmektedir. Bu. testlerin arasindan en vyaygin  olarak
kullamlanlardan ikisi Ames/Salmonella/Mikrozom ve SCE testleridir.

Bu galismamzda, iki farl.l: “est sistemi kullandik. Bunlardan Ames testi
bakteriler tzerinde, SCE ise insan kromozomlari tizerinde sonuglar vermistir.
Her iki test sisteminde de bulunan mutasyon sistemleri birbirinden farkhidir. By
sekilde ¢aligmamizi daha genis alanda siirdiirmiis olduk.

Karvakpol insan yiyeceklerinin iginde tatlandirict olarak digik
konsantrasyonlarda  bulunur.  Farkh  uygulamalarda yiksek dozlarda
kullanildiginda ise karvakrol’in olast toksik oOzelligi Onemi kavranmaktadir.
Farenin agiz yolu (oral) LDso degeri ve Hep-2 hiicreleri igindeki ICsq degerleri
karvakrol igin hesaplandiginda sirastyla 810 mg kg™ ve 0,32 mM bulunmustur
(Jenner ve ark., 1964).

Caligmamizda parametreleri agisindan  iyi  test edilmig  olan
Salmonella/Mutajenite ve SCE testleri ile karvakrol’in  mutajenik ve
antimutajenik potansiyellerini 6lgmeye galigtik.

Origanum yag ile yapilan g¢aligmalarda, ya@m antimutajenik etkisinin
igeriginde bulunan thymoquinone, tymol ve karvakrol gibi bilesenlerinin
varligina bagl olabilecegi ileri strilmiistir (Baser ve ark., 1993; Milos ve ark.,
2000; Daferera ve ark., 2003). Bu bilesenlerin genetoksitesi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Thymoquinone’nin ise antitimér ve hepakoruyucu aktiviteleri
rapor edilmistir (Daba ve Abdelra’:. .an, 1995; Worthen ve ark., 1998; Badary,
1999). Bu ¢alismada incelenen karvakrol’ iinde genetoksik aktivitesi hakkinda
cok az sey bilinmektedir. Hem DNA-tamir hemde Ames testlerinde karvakrol’
un genetoksik potansiyelinin ¢ok zayif oldugu rapor edilmesine ragmen, Hep-2
hiicrelerinde fragmentasyona sebep olmustur (Stammati ve ark., 1999). Soz

konusu ¢aligmada, Ames testinin zayif pozitif sonucu sadece metabolik



46

konusu ¢aligmada, Ames testinin zayif pozitif sonucu sadece metabolik
aktivasyondan bagimsiz olarak, Salmonella’nin TA100 zinciri i¢in incelenmistir.
Diger taraftan karvakrol’ tin in vitro ve in vivo sistemlerde antitimorejenik etigisi
bulunmustur (Zeytinoglu ve-ark., 1998; He ve ark., 1997). Bu da bulgularlmlil
desteklemektedir. Bu birkag uititimorejenik  aktivite ¢aligmasi dlsmdsél
karvakrol’ n antimutajenik aktivitesi ile ilgili daha once higbir ¢alisma
bulunmamaktadir. K

Bu sonuglar, karvakrol’ in degisik c¢aligmalardan elde edilen
antitimorejenik.  etkisini destekleyen giigli antimutajenik etkisi oldugunu
gostermektedir (Zeytinoglu ve ark., 1998; He ve ark., 1997). Aeshbach ve
arkadaglarimn (1994) rapor ettigi gibi bu antimutajenk aktivite mekanizmasi,
onun kendi antioksidan dogasindan kaynaklanabilir.

Aynt zamanda, Ultee ve arkadaglarinin (2002) Onerdigi gibi,
antimutajenik aktivasyonlar, iyon kanallarina sizabilme ve membran lipidlerini
degistirebilme yetenegine de bagh olabilir.

Ames deneyinde kullamlan her test susu, histidin operonunun degisik
bolgelerinde gesitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar, ya DNA daki tek bir bazin
degismesi ile ortaya ¢ikan baz degisimleri yada bir bazin eklenmesi veya
cikariimas1 ile kendini gOsteren cerceve kaymasi mutasyonlandir. Test edilen
bilesigin neden oldugu mutasyonun mekanizmasi, molekiiler diizeyde bu suslarla
gosterilebili. SCE’ nin DNA sentezi sirasinda, birbirine yakin olarak replike
olan  replikasyon c¢atallarindaki  iplik  kinlmalariyla  olustugu  fikri
desteklenmektedir (Tucker ve oric, 1993). Bu yuzden farkli mutasyonlar
kapsayan, daha farkh yontemlerle belki daha farkh sonuglar elde edilecektir.
Dolayistyla bu durum, daha ¢ok in viiro antioksidan c¢alismalart ve diger
baglantili ¢aligmalarla da daha fazla desteklenmelidir.

SCE deneyinde 10 pl mi-1 lik doz ile yapilan testte, karvakrol’ in
lenfosite karsi toksik etki gosterdigi sonucuna varilmis ve diasik duzeyde
mutajenikliin  azalmasimin  antimutajenik  dogasindan  kaynaklandig
disiinilmigtur. Metaboliklerin aktivasyonu igin gerekli olan P450 veya S9 gibi
metabolik enzim eksikligi igerisinde gerceklesen tum arastirmalara ragmen,
gelecekteki ¢aligmalar promutajenierin (izerindeki karvakrol etkisini agiga

¢ikaracak metabolik aktivasyon varligi icerisinde devam edilecektir.



+7

Biitin bu sonuglar hem besinlerde hem de ¢esitli Uriinlerde bulunan
karvakrol’ un kullammmn givenli oldugunu sonuglarda gostermektedir,
Karvakrolin antimutajenik etkisi, insan sagligim genotoksik ajanlara karst
korumadaki yetenegi gosteren C.emli bir 6zelliktir. Karvakrol” n kanseri
Onleyici bir ajan olarak kullamlmasi i¢in ¢alismalar genisletilerek insan

kullanimina sunulmasi gerekmektedir.
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6. EKLER

6.1. Ames deneyinde kullanilan materyallerin hazirlanisi
Asagida Ames/Maron test yoOntemine gore hazirlanan ¢ozelti ve

ortamlar verilmigtir.
(50X) Yogel Bonner Medium

Kullanimi: MGA ve HBA (iister) plaklan

MgS0,4.7H,0: 10gr
Sitrikasit monohidrat: 100 gr
K;HPO, : 500 gr
NaHNH4(PO..H;0): 175 gr
Distile su (45°C): 670 ml

Bu maddeler swrasiyla suyun igerisine eklenir ve hacim 1 It'ye

tamamlamr. 1 It’lik iki kaba bolistiirilerek 121°C de 20 dakika siireyle otoklav
edilir.

(0,5 Mim) Histidin/Biotin Cézeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyi (100 ml Top agara 10 ml olarak)

D-Biotin (F.W: 247 3): 30,9 mg
L-Histidin HCL (F.W: 191.7): 24 mg
Distile su: 250 ml

Biotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢6zilir, daha sonra

histidin ilave edilerek 121°C de otoklav edilir ve +4°C de saklanr.
(% 0,8/0,2 NaOH) Ampisiiin Soliisyonu
Kullamm:: Ampisiline direng kontrolt ve HBA plaklart hazirlanmas:

Ampisilin trihidrat: 0,8 gr
0,02 M. NaOH: 100 ml



Ampisilin trihidrat, 0,02 M. NaOH i¢inde ¢o6zilir ve sterilizasyon igin
0,22 mu Caph filtreden gegirilir. +4°C de saklanir.

(% 0,05) Kristal viyole

Kullanimi: Genotip (rfa) mutasyonu kontroli.

Kristal viyole: 0,05 gr

Distile su: 100 ml

Boya ve su kanstinlarak ¢ozelti hazirlanir. Solusyon 15tk gegirmeyen

bir kaba konup +4°C de saklanur.
Biotin Cozeltisi
Kullanimi: Genotip kontroli ve HBA plaklarinin hazirlanmast.
D-Biotin: 0,00065 mg
Distile sy: 50 ml

Biotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢ozilir ve kangim 1,5

atm. basingta 20 dakika otoklav edilir.
Histidiq Cozeltisi

Kullanimi: Genotip kontrolii ve HBA plaklan hazirlanmasi.

L-Histidin. HCL (F.W.191.7): 0,125 gr
Distile su: 25 mi

Cozelti hazirlamp, 20 dakika 1,5 atm. basmgta, 121°C de otoklav edilir.
(% 40) Glikoz Cozeltisi

Kullanimi: MGA ve HBA plaklarinin hazirlanmasi
Glikoz: 80 gr
Distile su: 200 ml
Glikoz distile su iginde ¢é ziliir. Kangim 20 dakika 121°C de otoklav

edilir, 0-4°C de saklanr.
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(2 pg/pl) 2-Aminofluore:.: {2AF)

Kullammu: Pozitif kontrol

1,0 mg/petri bagina olmak iizere dimetilsiilfoksit (DMSO) de ¢oziilerek
kullanihir. S9 kangimt gerektiren kimyasaldir. 0-4°C de saklanr.

(2 pg/pl) 4-Nitro-o-Fenilendiamin (4-NPD)

Kullanimi: S9 karigimi
NADP (F.W 765,4): 383 mg

(0,15M) KCL Cozeltisi

Kullanimi: Mikrozom izolasyonu

KCL: 11,275 gr
Distile su: : 1000 ml]

KCL, bir miktar distile suda g¢ozilerek toplam hacim 1000 ml ye
tamamlanir. Karigim 121°C de 20 dakika otoklav edilir ve +4°C de saklanr.

Top Agar (Ust Agar)

Kullamimi: Mutasyon deneyi

Agar: 6 gr
NaCl: 5gr
Distile su: 1000 ml

Agar, su ve tuz manyetik karstiricida sitilip kangstinlarak ¢ozilir.

Kanigim 121°C de 20 dakika otoklavda steril edilir.Oda sicakliginda saklanur.

Uiniuaroiios:
Anado‘u U‘}\‘i\u N
Merkez Kutiphan®
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Histidin/Bjotin Plaklar1 ( HB Agar )

Kullammu: Histidin gereksinim kontrol deneyi.

Agar : - 7,5 gr
% 40 Glikoz: 25 ml
50XVB Tuzlan: 10 ml
Distile su: 457 ml
Steril Histidin HCL Cozeltist: 5 ml
Steril Biotin Cozeltisi: 3 ml

Agar ve su kangtinlarak 121°C de 20 dakika otoklav edilir. Karigim
once 45°C ye sogutulup % 40 glikoz, 50XVB tuzlar ve histidin ¢ozeltisi eklenir
ve kangtinilir. Soliisyon biraz daha soguduktan sonra biotin eklenir ve

kanigtirilarak petri kutularina 20-25 ml olarak dagitilir.
Histidin/Biotin/Ampisilin Plaklart (HBA Agar)

Kullanymi: Ampisiline direnglilik testi ve Master Plate hazirlanmasinda

kullanlir.

Agar: 7,5 gr
Distile su: 455 ml
50XVB Tuzlar: 10 ml
% 40 Glikoz: 25 ml
Steril Histidin: 5 ml
Steril Biptin Cozeltisi: 3 ml
Steril Ampisilin Cozeltisi: 1,575 ml

Agar ve su kanistinlarak 121°C de 20 dakika otoklav edilir. Karigim

#
45°C ye sogutulur, % 40 glikoz, 50XVB tuzlar ve histidin bu soliisyona eklenip
karnigtiriir. Biraz daha soguyunca biotin ve ampisilin eklenerek petrilere 20-25

ml olarak dagtilir. Bu plaklarda bakteriler +4 °C de 2 ay saklanabilir.
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Minimal Glikoz Agar Plaklar

Kullanimi: Mutasyon deneyi.

Agar: . 7,5 gr
Distile su: 465 gr
50X VB Tuzlari: 10 ml

% 40 Glikoz: 25 ml

Agar ve su 2 It.lik bir kapta kanstinlip ¢ozilir ve 121°C de 20 dakika
otoklav edilir. Kangim 45°C ye sogutulur, % 40 glikoz ve 50XVB tuzlan

eklenir. Petri kutularina 20-25 ml olarak dagitilir.

Nutrient Agar Plaklan

Kullammi: Gecelik kiltariin  ml.sindeki bakteri sayisini bulma ve
genotip ‘kontroli igin kullanilir.
a) Kristal viyole b) UV ye duyarlilig

Oxoid nutrient broth no: 2: 12,5 gr
Agar: 7.5 gr
Distile su: 465 ml

Tim maddeler 2 It lik bir kapta kanstinlir ve 20 dakika 121°C de

otoklav edilir. Karigim petri kutularina 20-25 ml olarak dagitilir.
Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam

Kullanimi: Bakterilerin gec ... : kilturde biyiitiilmelerinde kullanilir.
Oxoid nutrient broth no: 2: 3,75 gr

Distile su: 150 ml

Cozelti hazirlanip 121°C de 20 dakika otoklav edilir. +4°C de saklanir.

Anadolu Univer:
Merkez Kty
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S9 Karpsinn

Ticari olarak alinan S9 tabletleri (1 tablet i¢in) 14 ml distile suda
coziiliir. Uzerine 3 ml rat mikrozo.: 1 ilave edilir ve toplam hacim steril su ile 20
ml’ye tamamlanir. Bu kargim buz iginde (0-2°C) kullanima kadar saklamir.

Kullanilacagi zaman hazirlamp hemen tiketilir.
6.2. SCE deneyinde kullamlan materyallerin hazirlamsi
Tampon A (100 ml)

KHzPQ4I 4,536 gr
KH;PO;, tartilip, bir miktar distile suda ¢6ziiliip 100 ml. ye tamamlanur.

Tampon B (100 ml)

N32}IP0412H202 5,932 gr
Na;HPQO412H20 tartiip, bir miktar distile suda ¢ozilip 100 ml'ye

tamamlanur.
* Tampon A ve Tampon B oda sicakliginda saklamir. Deneye

baglamadan hazirlamir, hemen kullanilmas: gerekmez. Kullamlan distile suyun

PH’1 7 olmalidtr.

SSC (5X)
CeHsNa;072H,0: 11,05 gr
NaCl: 21,9 gr

Trisodyumsitrat ve sodyumkloriirin her ikiside ayn ayn kaplarda bir
miktar distile su ¢oziliir. Her ikiside bir siseye dokilur ve tizeri distile su ile 500
ml’ye tamamlanir. Bu stok 5XSSC dir. Bu stoktan 20 ml ahnip tizeri distile su

ile 100 ml’ye tamamlanir (1XSSC). Deneyde 1XSSC kullanilir. Buzdolabinda

saklamr,
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KCl (% 0,4)
KClI: 0,4 gr
Bidistile su: - 100 ml

KCl, bidistile su i¢erisinde ¢oziliir. Buzdolabinda saklanir.

Heparin (%0,1)
Serum fizyolojik (steril): 10 ml
Heparin; 0,01 gr

Heparin serum fizyolojik igerisinde ¢ozalir. Buzdolabinda saklamr.

Igine konuldugu sisenin etrafi 151k almamasi igin aliiminyum folyo ile sanlir.

BrdU
BrdU: | 0,0025 pg
Bidistile su: : 5mi

BrdU, bidistile suda ¢ozillir. Hazirlanan BrdU 0,2 pm’lik membrandan
gegirilir. Tk gegirmemesi i¢in gigenin etrafi sanlir. Buzdolabinda saklamr. 2,5
ml kromozom medyumuna toplam 25 pg BrdU konulmasi gerekir ve bu

miktarin tercihen 50 pl iginde olmasi uygundur.

Cochicine (10 pg/ml)
Colchicine; 0,0024 gr
Bidistile su: 4 ml

Colchicine bidistile suda eritilir ve filtreden gegirilir. 5 pg/ml colchicine
hazirlamak i¢in 2 ml, 10 pg/ml’lik colchicine den alimir ve 2 ml bidistile su ile
kangtirihir. Deneylerde 5 pg/ml’lik colchicine den kullamlmistir Buzdolabinda

saklanir. Mitoz arttiric1 6zelliktedir.
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Fixatif
Methanol: 75 ml
Acetic gcid glacial: - 25 ml

Methanol ve acetic acid glacial kangtirilir. Bu kanigim preparasyondan

hemen 6ncg hazirlanir ve buzdolabina koyulur.

Isinlama soliisyonu (S6ransan buffer)

Tampon A: 5 ml
Tampon B: 5ml
Distile su: 90 ml

Tampon A, Tampon B ve distile su karnigtinlarak hazirlanir. Isinlama

islemi baglamadan 6nce hazirlanmalidir.

Giemsa soliisyonu

Tampon A: 5 ml
Tampon B: 5 ml
Giemsa: 5 ml
Distile su: 85 ml

Tampon A, Tampon B, Giemsa ve distile su kangtiriir. Boya
hazirlandiktan sonra dik bir saleye filtre kagidi ile siizaliir. Yuzeyinde olusan
florasan tabaka filtre kagdi ile alimir. Boyama islemi baslamadan once

hazirlanir.
Deneyde kullamilan lamlarin hazirlanmalar:

Temiz lamlar sale igine dizilir. Lamlarin tizerine 1N HNO; koyulur ve
24 saat bekletilir. 24 saat gegtikten sonra lamlarin {izerindeki HNOs dokiilur.
Sale yarim saat ¢esme suyunun altinda bekletilir. Sonra saledeki lamlar 3 kez
distile su ile yikamir. Yikama iglemi bittikten sonra salenin igine distile su

koyulur ve buzdolabinda saklanir.



