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ELYMUSREPENSBITKISININ GENOTOKSIK ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

(YUKSEK LiSANS TEZI)
TUGBA PURKAYA
Ozet

insanoglu ilk defa bitkileri yaralarin iyilestiriimesinde ve daha sonrasinda bitki
kompozisyonunda yer alan etken bilesenlerin bilinmesi ile ilaclarin Gretiminde
kullanmistir.  Son vyillarda 6zellikle yurtdisinda buyik ilgi géren bitkilerle tedavi
(fitoterapi) yontemi yurdumuzda da 6nem kazanmistir.

Elymus repens bitkisi Poaceae (bugdaygiller) familyasi, Liliopsida sinifina ait ¢cok
yillhk bir bitkidir. Bu calisma da Elymus repens bitkisinin insan periferal kan
lenfositlerinde ki in vitro genotoksik aktivesi kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom
anormalligi (KA) ve mikronukleus (MN) testleri ile incelenmistir. Bu amagcla hiicreler
Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan farkli konsantirasyonlar (0,16; 0,32; 0,65 ve
1,30 pg/mI’lik) ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir.

Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan farkh dozlar (0,16; 0,32; 0,65 ve 1,30
ug/ml’lik) ile 24 ve 48 saat muamele edilen hicrelerde KKD, KA ve MN oraninda kontrol
grubuna kiyasla onemli bir farklilik saptanmamistir. Benzer sekilde Elymus repens kok
ekstrakti ile muamelenin mitotik indeks, proliferasyon indeksi ve nukleer boélinme
indeksini etkilemedigi gozlenmistir. Bu calisma ile Elymus repens kok ekstraktinin insan

periferal lenfositlerinde genotoksik ve/veya sitotoksik etki gostermedigi saptanmistir.



THE INVESTIGATION OF GENOTOXIC RISK OF ELYMUS REPENS
(MSc THESIS)
TUGBA PURKAYA
Summary

Human beings used plants firstly in wound healing and subsequently used in
producing drugs. In recent years, herbal therapy (phytotherapy) which is popular in abroad
has gained importance in our country.

Elymus repens plant is a perennial plant belonging to the Liliopsida class of
Poaceae family. In this study, genotoxic effects of Elymus repens an human peripheral
blood lymphocytes were examined by using sister chromosomal watid exchanges (SCE),
chromosomal abnormalities (CA) and micronucleus (MN) tests. For this purposes, the cells
were treated with the different concentrations (0.16, 0.32, 0.65 and 1.30 mg / ml) prepared
from extract of Elymus repens for 24 and 48 hours.

The levels of SCE, CA, MN in the cells treated with different doses of Elymus
repens root extract for 24 and 48 h did not show significant differences as compared to
control group. Similarly, treatment of Elymus repens root extract did not effect the mitotic
index, proliferation index, and nuclear division index. Present study demonstrated that
Elymus repens root did not have genotoxic and/or cytotoxic effect on human peripheral

lymphocytes.
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1. GIRIS

Insanoglunun var olusundan bu yana bitkiler gida, parfiim, dezenfektan, ilag gibi
amaclarla kullaniimaktadir. Tarihin en eski ¢aglarindan beri, diinyanin hemen her yerinde,
insanlar hangi bitkilerin besin maddesi olabilecegi, hangilerinin tibbi ve zehirli olduklari,
hangi agaclarin odununun insaatta veya silahlarin yapilmasina elverisli oldugunu
ogrenmislerdir. Bu ilk devirlerde insanin aklini kullanmasindan daha ¢ok, icguduleri ile
olmustur. Nasil ki, bugiin bir hayvan, kendisi icin yarayish otu secerse, ilk devirlerde
insanlar da, bitkilerden yarayisli olup olmayanlari, zararli veya zararsiz olanlari, zehirli
veya zehirsiz olanlari ayirt etmege ve 6grenmege ¢alismislardir (Karamanoglu, 1977).

Tibbi bitkiler Uzerine yazilmis ilk eserler eski kdltir merkezlerinde, Cin’de,
Hindistan'da, Misir'da, Yunan ve Roma’da bulunmustur. Orta Avrupa'da M.O. V.’nci
asirda bugday ve arpa kiltiiriiniin yapildigi tesbit edilmistir. Misirda M.O. V. ncii asirda
faydali ve tibbi bitkilerin kiltarinin yapildigi, 6rnegin Linum usitatissimum (keten) mabet
ve mezar duvarlarina yapilan resimlerden anlasiimaktadir (Sekil 1.1). Bunun kadar eski bir
medeniyeti olan, Sumerleriii de, hurma yetistirdikleri, sogan, arpa ve susam ektikleri,
bugun kesin olarak bilinen bir gergektir. Yine c¢ok eski olan Cin kdltiriinde de Cin
imparatoru Chen-Nung'un M.O. 2700 yilinda, her yil piring, sogan ve bugday ekiminde
merasim yaptigi bilinmektedir (Karamanoglu, 1977 ve Baytop 1991).



Sekil 1.1. M.O. 1500 yillarinda icerisinde ilag hazirlanan bir misir mabedi.

Bitkilerin gunluk hayatta kullanimin yayginlasmasi bitkilerin daha detayl
incelenmesi ve dolayisiyla da bitki bilimin gelismesine neden olmustur. Bitkileri konu
alan, onlari turlerine gore belirli bir diizenle inceleyen, nitelik ve 6zelliklerini esas tutarak
siniflandiran  bilim kolu “botanik” diye isimlendirilir. Botanik alaninda yapilan
calismalarin genisleyerek artmasi nedeniyle; bitkinin ¢iplak gozle ya da buyltecle
gorulebilen dis boltmlerini inceleyen bitki morfolojisi (organografi), dokularin yapisini
inceleyen ve arastiran dokubilimi (histoloji), organlarin buyume, beslenme, 6zimleme,
solunum, hareket ve uremelerini inceleyen bitki fizyolojisi, hasta bitkileri ve bitki
hastaliklarini inceleyen bitki fitopatolojisi, i¢ yapisini inceleyen bitki anatomisi, treme ve
gelismeyi inceleyen bitki biyolojisi, buyime ve farklilasma evrelerini inceleyen bitki
embriyolojisi, bitkilerde kalitimi ve kalitsal 6zellikleri inceleyen bitki genetigi gibi cesitli
botanik alt dallari ortaya ¢ikmis ve botanigin gelisen bir bilim dal olmasi kaginiimaz
olmustur (Biyologlar, 13/12/2013).

Bu alt dallarin yani sira bitkilerin tedavi amacl kullanimina dayanarak, insan ve
hayvan sagligi yonunden faydali olan tibbi bitkileri, bunlarin cesitli organlarindan elde
edilen droglarin elde edilmelerini, hazirlanmalarini ve kapsadiklari etken maddelerle,
kullanildigi yerleri, baharat ve besin olarak kullanilan bitkileri de konusu i¢ine alan, bitki



sistematigindeki yerini esas alarak 6zel yapilarini, ilag yapiminda kullanilan kisimlarini
incelemeyi amaclayan diger bilim dali ise “Farmasétik Botanik” (Eczacilik botanigi)
olarak adlandiriimaktadir (Karamanoglu, 1977; Tanker ve ark., 1998).

Yuzyillarca bitkilerin kullanimi ve bitki populasyonlarinin fazlahgi bitkilerin

siniflandiriimasina neden olmustur ve bu bilim dali taksonomi olarak adlandiriimistir.

1.1. Taksonomi

Taksonomi, canlilari benzerliklerine veya farkliliklarina gére gruplara ayirarak
incelenmesini kolaylastiran bir bilim dalidir. Taksonomi, canlilari sistematik kurallarina
uygun bir sekilde adlandinp, vyerylizundeki vyayilislarini ve habitat 0Ozelliklerini
incelemektedir.

Taksonominin gorevlerini soyle dzetleyebiliriz (Uma, 2010) ;

1) Her bir taksonu veya tirt inceleme altina alip kendine 0zgi Ozelliklerinin neler
oldugunu tespit etmek

2) Ortaya cikarilan 6zelliklerden hangilerinin belirli taksonlarda ortak oldugunu, farklilik
ve ortak 6zelliklerin hangi biyolojik sebeplerden ileri geldigini bulup ortaya koymak

3) Taksonlarin icerisindeki varyasyonlara ulasmak

4) Bitkilerin birbirleriyle olan dogal akrabalik derecelerini géz o©niinde tutarak ve
filogenetik gelisimlerine dayanarak inceleyip kigik ve buylk gruplar halinde
gruplandirmak gibi temel gorevleri yapar ( Digrak ve ilgim, 2002).

Sistematik; ayrica yeryuziinde bulunan canlilari belirli bir duizen icerisine koyup, hayatin
kokenine ait filogenetik bilgiler verir. Evrime katki saglayarak evrimin biyolojinin diger
alanlarinda kullaniimasina yardimci olur (Baytop,1994; Baytop,1995; Uma, 2010).

ilk siniflandirma insanlarin yeryiiziinde ortaya ¢ikip bitkileri yenen-yenmeyen, ot-
cali- agac diye ayirmalariyla baslamistir. Sonraki ¢alismalarda bitkilerin farkh yonleri de
ortaya cikarilip sistematik gelistirilmistir. Sistematikte ilk yazili eseri veren Kisi, botanigin
babas! olarak kabul edilen ve Aristonun 6grencisi olan Theophrastus (M.O. 370-285) dur.
De Historia Plantarum adl eserinde 480 bitkiyi bu 6zelliklerine gore siniflandirmistir. Bu
eserinde bitkileri agaclar, calilar ve yari calilar ve otsu bitkiler olarak 4’e ayirmistir.
Theophrastus devrinden sonra Romalilar Devrinde M.S. 64 yilinda Dioscorides, bitkileri az
cok familyalar halinde gruplandirmis, cogu tibbi olan 600 bitki tiriinden bahsetmistir
(Digrak ve ilgim, 2002; Uma, 2010).

Gunumuzde siniflandirma sistemi en ¢ok kullanilan taksonomist Alman Adolph

Engler (1844-1930) dir. Esas olarak Eichlerin sistemini benimsemis olmasina ragmen daha
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detayll ve nomenklatir kurallari bakimindan daha saglam bir sistem kurmustur. Engler
kurdugu sistemi Prantl’la birlikte yayinladigi 20 ciltlik ‘The natural plant families’ (1887-
1899) adli eserde tanitti. Eserin tim diinya sistematikgcilerince kabullinde en blyik rol,

tim yerylzu bitkilerini icermesi oynamistir (Uma, 2010).

1.2.  Elymus repens’in Taksonomik Siniflandiriimasi

Elymus repens bitkiler aleminin, kapah tohumlular subesinin, tek cenekliler

sinifinin, bugdaygiller ailesinden, yabani arpa cinsine ait ¢ok yillik otsu bir bitki tiridar

[2].

Kingdom (Alem) : Plantae

Division (B6lim, Sube) : Magnoliophyta

Class (Sinif) : Liliopsida

Subclass (Alt Sinif) : Commelinidae

Order (Takim) : Cyperales

Family (Aile) : Poaceae

Genus (Cins) : Elymus

Species (Tr) : Elymus repens (L.) GOULD

1.2.1. Plantae (Bitkiler Alemi)

Fotosentez yapan, agaclar, cicekler, otlar, egreltiotlari, yosunlar ve benzeri
organizmalari iginde bulunduran c¢ok buyik bir Okaryotik canlilar alemidir. Bitkiler
diinyadaki canliligin devamini ve dogal dengesini saglayan yeryUziindeki yasamin temel bir
parcasidir. Bitkiler tim canlilarin yiyecek, yakit ve ila¢ gibi yasamsal imkanlarinin ve ayni
zamanda da oksijen gibi 6nemli unsurlarin ana kaynagidir. Bitkiler alemi’nin sekil,
blyuklik, yapi, organizasyon ve ekolojik istekler acisindan buytk farklhiliklar gosteren ¢ok
saylda 0Uyesi bulunur. Cevremize baktigimizda suda ve karada yasayan bitki tlrlerine
rastlamak mimkundar (Akman, 1993).

1.2.2. Magnoliophyta (Kapali Tohumlular B6lumu)

Kapali tohumlu bitkiler evrimsel bakimdan en iyi gelismis, en bulylk bitki
grubudur. Gunimuzde yaklasik olarak 300,000 uyesi bulunmakta ve bu sayi her gegen giin
artmaktadir. Kapali tohumlu bitkilerin kiltiri yapilmakta olup ekonomik degeri fazladir.

Bu bitki grubu olustuklari andan beri diger bitki gruplarina oranla daha gelismis 6zelliklere



sahiptir. Clnku vegetatif kisimlari (kok, govde, yaprak gibi) ortam kosullarina daha rahat
uyum saglayabilmektedir (Sekil 1.2).

Kapali tohumlu bitkilerin organlari arasinda iyi bir is bélimi séz konusudur.
Dollenme ve tozlasma glvence altindadir. Kapali tohumlu bitkilerde erkek gametin disi
gametle birlesmesi 6nce tozlasma sonra da dollenme olay! ile gergeklesir. Tozlasma, ¢gicek
tozunun disi organinin Gzerine konmasi olayidir. Bu islem icin riizgar, bocek, kus, su gibi
faktorlerden yararlanihr (MEGEP, 2007; Giltekin, 2010; Guner, 2004).

¢ baceklerni

biyilk, genis cekmek

yaprak -
gin gak
odunsu gévde T miktarda
niektar
— Ureten
4 cm cicekler

Sekil 1.2. Kapali tohumlu bir bitkinin genel gorinis.

Kapal tohumlu bitkiler icin kisaca su 0zellikleri siralayabiliriz: Tohumlari meyve
icerisinde bulundugundan ovaryum tarafindan értalmustiir, odunsu ve otsu cesitleri vardir,
cok yillik olanlarin bazilari yapragini dokerken bazilari yaprak dokmezler, ¢cenek sayisina
gore tek cenekli ve cift cenekli diye ikiye ayrilirlar, tohum olusurken cift doéllenme
gorulmektedir (MEGEP, 2007).

Angiospermae grubuyla ilgili yapilan siniflandirma Cronquist (1968) sistemine
dayanmaktadir. Bu sistem biyolojik bulgulara dayandirilarak gelistirilmistir ve kapah

tohumlu bitkiler tek ¢enekli ve cift cenekli bitkiler olmak Uzere ikiye ayrilirlar.



1.2.3. Liliopsida Sinifi (Monocotyledoneae = Tek Cenekli Bitkiler)

En belirgin 6zelikleri embriyoda bir kotiledon bulunmasidir. Cogunlugu otsu,
kicuk bir kismi odunlu, bir veya ¢ok yillik bitkilerdir. Govde kabugunda mantar doku
bulunmaz. Govde basittir, dallanma ¢icek durumunda olabilir. Govdenin enine kesitinde
iletim demetlerinin bir dizene gore yerlesmis olmadigi gorulir. Demetlerde ksilem ve
floem arasinda kambiyum bulunmaz, bu ylzden govdede sekonder buyime olmaz.
Bircogu, toprakaltinda sogan, rizom ve yumru tasiyan geofitlerdir (Tanker ve ark., 1998).
Genel olarak monokotiledonlarda iletim sistemi gdvde de temel doku icinde daginik
demetler halindedir (Toker, 2004).

Kokleri sacak kok tipindedir; kokteki iletim demetleri radyal, ksilem kollari ¢ok
sayidadir (Tanker ve ark., 1998). Yapraklar genellikle alternan dizilisli, basit, sapsiz,
linear, paralel damarli ve stipulasizdir. Cigek halkalarmdaki (kaliks, korolla, androkeum,
ginekeum) Gye sayisi l¢ veya katlari yani trimer, cicek Ortl yapraklari (periant) kaliks ve
korolla olarak farklilasmadigindan perigon seklindedir ve her bir ortli yaprag tepal adini
alir; tepaller serbest veya birlesik olabilir (Sekil 1.3.). Ovaryum (st veya alt durumludur.
Cicekler aktinomorf veya zigomorf olup pentasiklik yani 5 halka Uzerine dizilmistir
(Tanker ve ark., 1998; MEGEP, 2007).

Sekil 1.3. Tek ¢enekli bir bitkinin yaprak ve ¢icek durumu.



1.2.4. Commelinidae Alt Sinifi

Bu grupta 15,000’den fazla tur bulunmaktadir. Gida ve yem sanayinde ¢ok
blyuk 6nem tasimaktadir. Ayrica, kozmetik, ilag, kagit, nisasta, insaat malzemeleri, tekstil
lifleri, sus bitkisi, yakit gibi alanlarda kullanilmaktadir. Bu alt sinif igerisinde Juncaceae,
Cyperaceae, Poaceae, Esparganiaceae, Typhaceae familyalari vardir. (MEGEP, 2008).

1.2.5. Cyperales Takimi

Her dem yesil, sik formlu, ¢im benzeri yer Ortticulerdir. 20-30 cm yiikselebilirler.
Yapraklar yesilden glimusi maviye kadar degisen farkh renkler alir. Meyveleri ise acik
kum renginde cicekli bir bitkidir (Sekil 1.4.). Tohum ve asilama ile Uretimleri yapilir.
Tohumlar erken ilkbahar veya sonbaharda ekilebilir. Ayirma islemi ciceklenme donemi
disinda koklu bitki parcalari kesilerek yapilir. Ginesli agik alanlarda ve iliman iklim
kosullarinda yetisir. Her turlt toprakta yetismekle beraber kumlu-killi, gevsek, drenaji ve
havalanmasi iyi, kire¢ bakimindan zengin topraklarda iyi gelisir. Orta derecede ve dizenli
olarak sulanmahdir. Soguklara ve yanginlara karsi dayaniklidir (MEGEP, 2008).

Sekil 1.4. Cyperales takiminin kum rengi meyvesi.



1.2.6. Poaceae (Gramineae=bugdaygiller) Familyasi

Kapali tohumlularin bir ¢enekliler sinifindan ¢ok genis bir familya (Gramineae)
olup 9,000 ve 10,000 arasinda turd olan yeryizinin %20 kapsayan bitkilerdir. Temmuz-
Agustos aylari arasinda yesil veya morumsu-yesil renkli basaklar veren, 30-100 cm
boyunda, 6zellikle kumlu topraklari seven bitkilerdir (Ozer, 1999).

Govde dik, tuysuz ve ici bostur. Yapraklari dar, uzun, ince paralel damarli, sivri
uclu, koyu yesil renkli, Ust yiza tiyladdr. Cicekler gévdenin ucunda dik ve yassi bir spika
durum halinde toplanmistir. Spikulalar iki sira halinde, spika ekseni zigzag bir sekildedir.
Spikula 3-9 cicekli, gluma 2 tane, lanseolat sekilli, 5 damarli, ucu sivri ve genellikle
kilgikhdir. Ust palea zarimsi 2 damarh, ucu 2 disli ve kenarlari ice dogru kivriktir (Sekil
1.5). Stamen 3 tanedir. Filamentler iplik seklinde, anterler uzun ve sarkiktir. Disi organ 3
karpelden yapilmis, ovarium oval sekilli, stigma 2 tane, alt tarafi duz, Gst yizu uzun

tuystdir. Meyva sarimsi renkli uzundur (Baytop, 1963; Ozer, 1999).

Stamen
Oyaryum

ff’

Ladikula
Ust palea
Alt palea

Alt gluma

Sekil 1.5. Poaceae (Gramineae) ait genel gicek yapisi.

Sacak kok ozelligi gosterir ve buna bagli olarak toprak altinda ¢ok fazla yayilmis
olan rizomlari bulunur, cogunlugu otsu bitkilerdir. Bunlar arasinda daha ilk¢aglardan
itibaren kultiire alinmis olan tahil bitkileri de bulunur. Ornegin; bugday, arpa, cavdar,
yulaf, misir, piring gibi. Odunsu bitkileri arasinda en bilineni ise bambulardir. Yapraklar
serit biciminde ve kinhdir, cicekleri ise erseliktir. Tozlasma, yani cicek tozlarinin
dagilmasi rizgéarla oldugundan, cicek yapraklarinda kdrelme goéralir. Cicekler kiglk
basakciklardan meydana gelmis bilesik basaklar olusturur. Bugdaygillerin taneleri goriinls
olarak tohuma benzerse de aslinda birer meyvedirler. Bu meyveler nisasta bakimindan
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zengindir. Ayrica protein ve yag tasirlar. Bu familyaya giren bitkiler arasinda yukarida
sayllanlardan baska; cimotu, tavsanbiyigi, zembilotu gibi cayir otlari; saz kamisi, masura
kamisi gibi saz bitkileri; delice gibi yabani zararh bitkiler ve sekerkamisi bulunur (Baytop,
1963).

Gramineae, ekonomik agidan 6énemli familyalardan birisidir (Cizelge 1.1). Gerek
insanlar igin besin (tahil veya hububat), gerekse hayvan yemi olarak (Agrostis, Dactylis,
Poa, Festuca, Anthoxanthum, Sorghum tirleri gibi) (Cizelge 1.2) ve ayrica ¢ogunun
tariminin yapilmasi, park, bahce stslemelerinde vyetistirilmeleri, bahcelerde, parklarda,
spor sahalarinda ¢im yapiminda da (Lolium perenne, Lolium italicum gibi) kullaniminin
yaygin olmasi ve ayrica kiicuk capta polenlere sahip olmalari, riizgérla tozlasmalari, ¢ok
fazla polen tretmeleri polen sezonunda havada ¢cok yogun bulunmasina neden olmakta ve
duyarh bireylerin Gramineae polenlerinden sakinilmasini olanaksiz hale getirmektedir
(Baytop, 1991; Yaltirnik ve Efe, 1996; Ac¢ikgdz, 2000; Bigake! ve ark., 2009).

Cizelge 1.1. Ekonomik olarak énemli otlar (Bigakg¢i ve ark., 2009).

Taneli Grtnler Yaprak ve sapli trinler CayIr, ¢imen otlari Ornek organizmalar
Arpa Bambu Anthoxanthum Brachypodium
distachyon
Bugday Kamis Bahia grass
Bugday
Cavdar Marram grass Beach grass
Misir
Dari Meadow-grass Bent grass
Piring
Misir Ryegrass Bermuda grass
Sorgum
Piring Sekerkamisi Fescue
Sorgum Meadow-grass
Yulaf Ryegrass
Zoysia




Cizelge 1.2. Bugdaygillerin kaba yemlerinin kimyasal bilesimleri (Canbolat, 2012).

Yemler Kimyasal Bilesim, %
OM | HP HK HY NDF ADF ADL

Misir 94.6a 8.8a 5.4d 2.9b 53.2b 30.1b 6.3d
Sorgum 93.3cd 7.4bc 6.7ab 2.7¢c 55.4a 32.0a 6.9¢
Bugday 93.6¢ 8.6a 6.4bc 2.6¢ 49.9c 27.6¢ 6.3d
Arpa 94.5a 8.2a 5.5d 2.7¢c 53.1b 29.8b 7.9ab
Yulaf 93.9b 7.7b 6.1c 3.2a 46.6d 24.9d 6.4d
Cavdar 93.1d 7.1c 6.9a 2.6¢ 55.9a 32.6a 8.1a
Tritikale 93.7bc 7.8b 6.3bc 2.3bc 52.7b 29.6b 7.5bc
SH* 0.889 1.253 0.837 0.411 4.691 3.676 1.264

“a-d” Ayni situnda farkli harfler ile gdsterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar énemlidir (P<0.01),
SH: Standart Hata, NDF: Notr deterjanda ¢Oziinmeyen lif, ADF: Asit deterjanda ¢6ziinmeyen lif, ADL: Asit
deterjanda ¢céziinmeyen lignin (Canbolat, 2012)

Atmosferde bulunan polenlerden cayir- ¢cimen veya Grass olarak bilinen Gramineae
(Poaceae) familyasina ait otsu bitkilerin polenleri de en 6nemli aeroallerjenler arasinda yer
almaktadir. Familya Gyelerinin ¢ogunlugu rizgarla (anemogam) tozlasmaktadir.
Familyanin tipik polen 6zelligi, tlrlerinin tek aperture (por) sahip olmasidir. Gramineae
familyasina ait polenler biribirine benzerlik gosterdiginden tir veya cins seviyesinde
analizleri yapilamamaktadir. Familya Gyelerinin biribiri arasindaki yiksek carpraz
reaksiyon nedeniyle tlr seviyesinde tespitinin allerjik acidan pek 6nemi yoktur (Cizelge
1.3). Bu nedenle Gramineae familyasina ait farkh Gyeler farkli zamanlarda ciceklenerek
havaya polen yaymalarina ragmen, benzer allerjik ¢zellik gosterdiginden havada bulunma
zamanlari dolayisiyla duyarl bireyler agisindan risk donemi de uzamis olmaktadir (Bigakgl

ve ark., 2009).
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Cizelge 1.3. Ulkemizde yayilis gosteren ve polenleri allerjiye neden olan Gramineae
familyasina ait taksonlardan bazilari ve giceklenme donemleri (Bicakgi ve ark.,

2009).

Taksonlar Ciceklenme donemi
Agrostis gigantea (Redtop grass) (¢im ayrigi) Temmuz-Agustos
Anthoxhantum odoratum (Sweet vernal grass) (kokulu cayir otu) Nisan-Agustos
Cynodon dactylon (Bermudo grass) (ayrik otu, kdpekdili otu) Nisan-Eyll
Dactylis glomerata (Orchard grass) (domuz ayrigi) Mayis-Temmuz
Festuca pratensis (Meadow fescue) (¢imotu) Temmuz-AgJustos
Lolium perenne (Perennial ryegrass) (<ingiliz ¢imi) Nisan-Agustos
Poa pratensis (Kentucky bluegrass) (cayir tavflan biyigr) Mayis-Agustos
Phleum pratense (Timothy grass) (cayir képekkuyrugu) Haziran-AJustos

Familyanin, Turkiye’de yaklasik 140 cinse ait 602 takson yayilis gostermektedir.
Turkiye’nin de i¢inde bulundugu Glneybati Asya, bircok Gramineae Uyesinin ilk ortaya
ciktigr yer yani gen merkezidir ve uUlkemizde blgday ve tlrevleri yogun olarak
uretilmektedir (Cizelge 1.4.) (Bigakgi ve ark., 2009).

Cizelge 1.4. Turkiye'nin yilhk bugdaygiller tretimi (1991) (Bigakg! ve ark., 2009).

Tahil Miktari
Bugday 20.400.000 ton
Arpa 7.800.000 ton
Misir 2.100.000 ton
Cavdar 280.000 ton
Yulaf 276.000 ton
Piring 158.000 ton
Darl 9.000 ton
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1.2.7. Elymus (Yabani arpa) Cinsi

Bugdaygiller (Poaceae) familyasindan Elymus cinsini olusturan yaklasik 150 tiri
bulunan, genellikle puskilli, nadiren kok saplh ¢cok yillik bitkilerdir. Ot sapi cogu kez dik
vaziyettedir. Kulak¢iklar mevcuttur ya da bulunmaz. Toprak koruma ve yem degeri
acisindan Ustiin 6zellikte oldugu belirlenen tarleri sunlardir (Kénemann, 1993; Avcl, 2004;
Unal ve ark., 2012; Yilmaz ve Gol, 2012):

Alaska yabani arpasi (Elymus alaskanus)
Montana yabani arpasi (Elymus albicans)
Kaliforniya yabani arpasi (Elymus californicus)
Kanada yabani arpasi (Elymus canadensis)
Dev yabani arpa (Elymus cinereus)
Sincapkuyrugu (Elymus elymoides )

Mavi yabani arpa (Elymus glaucus)

Kuzey yabani arpasi (Elymus hirsutus)

Dogu yabani arpasi (Elymus hystrix)
SPuskdlll yabani arpa (Elymus macrourus)
Macellan yabani arpasi (Elymus magellanicus)
Amerika yabani arpasi (Elymus mollis)

Buyuk yabani arpa (Elymus multisetus)
Yayilici yabani arpa (Elymus scribneri)
Sibirya yabani arpasi (Elymus sibericus)
Sierra yabani arpas! (Elymus sierrae)

ince yabani arpa (Elymus trachycaulus)
Virginia yabani arpasi (Elymus virginicus)
Ayrik otu (Elymus repens)

Sakalli Kanepe (Elymus caninus)

Bu tlrlerden yurdumuzda yaygin olarak bulunan ve hem yem hemde bahce susi olarak
kullanilan 6nemli tarler ise; Elymus alaskanus, Elymus canadensis, Elymus elymoides,
Elymus hystirix, Elymus magellanicus, Elymus multisetus, Elymus trachycaulus, Elymus

virginicus, Elymus caninus’dur.
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Elymus alaskanus (Alaska yabani arpast): Her turlu iklim sartlarinda yetisebilen,
sacak kok ozellikli, yapraklar basaklari bir zar gibi sarmaktadir ve basaklar yesilimsi
mora yakin renkte ve 15-20 cm uzunluguna ulasabilmektedir (Sekil 1.6) (Ozer, 1999;
Ceylan, 2000; Asimgil, 2009).

Sekil 1.6. Elymus alaskanus.

Elymus canadensis (Kanada yabani arpasi): Cok yillik, sagak kok ozelligi
gOsteren, uzun yaprak saplari olan ve bugday gibi basak veren bu basaklarin boyu 20
cm’ye kadar uzanabilen énemli bir yem bitkisidir (Sekil 1.7) (Ceylan, 1987; Elci, 2005).
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Sekil 1.7. Elymus canadensis.

Elymus elymoides (Sincapkuyrugu ): Elymus elymoides ¢ok yillik, demet
seklinde, ¢im yiiksekligi yaklasik yarim metreyi bulan, cigeklenme uzun ve biraz sert 15
santimetreye kadar, dik basakciklardan bir veya iki santimetre kilgik bulunduran ¢im
bitkisidir.

Herdem yesil oldugundan, 6zellikle kiiglik bas hayvanlarda kis aylarinda otlatma
icin en iyi yem bitkisidir (Sekil 1.8) (Agikgdz, 2000).
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Sekil 1.8. Elymus elymoides.

Elymus hystrix (Dogu yabani arpast): Cok yillik uzun boylu ve kii¢iik dalli, yaprak
kini grimsi yesil, ince ¢izqili, tuystzdir. Kayahklarda, nemli topraklarda, 1sik veya
g6lgede, ormanda agac¢ diplerinde yetisebilen ayrica sis bitkisi olarak yetistirilen bir
bitkidir (Sekil 1.9) (El¢i, 2005).

Sekil 1.9. Elymus hystrix.
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Elymus magellanicus (Macellan yabani arpasi): Bu ¢im Gilney Amerika'ya
6zgudlr. Uzun boylu saplari tasiyan kucuk mavi gigekleri vardir. Basaklarinin boyu 30-60
cm kadar uzayabilir. Metalik-mavi yapraklari olan yavas biyuyen bir bitkidir. Sicak, nemli
yaz bolgelerinin yani sira kis aylarina ve kurakliga. da direnclidir. Mikemmel bir bahce
sts bitkisidir (Sekil 1.10) (Ceylan, 2000; Elgi, 2005).

Sekil 1.10. Elymus magellanicus.

Elymus multisetus (Blyuk yabani arpa): Elymus multisetus bircok habitatta
yetisen bati Amerika Birlesik Devletlerine 6zgudiir. Bu bitkinin maksimum yiksekligi 60
santimetreye ulasan c¢ok yillik bir ottur. Ciceklenme ¢cok uzun ve kilgikhidir. Kilgiklar 20
santimetre uzunlugunda olabilir (Sekil 1.11) (Acikgdz, 2000; Ceylan, 2000, Asimgil,
2009).
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Sekil 1.11. Elymus multisetus.

Elymus trachycaulus (ince yabani arpa): ince bugday ¢imi, ayni zamanda yabani
cavdar olarakta bilinen, Kuzey Kanada’da Meksika’da cesitli habitatlarda yetisen ayni
zamanda Anadoluda da yayilisi bulunan, genellikle kok sacak yapida ve dar, dogrusal

ciceklenme gosteren yesil bir ¢im bitkisidir (Sekil 1.12) (Elgi, 2005).

Sekil 1.12. Elymus trachycaulus.
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Elymus virginicus (Virginia yabani arpasi): Cok yillik dalsiz ve saplari bulunan
cim bitkisidir. Saplar duz ve yuvarlak, acik yesil, tiysuz ve diktir. Yapraklar, koyu yesil,
orta iki tarafta tlystzdir. Genellikle, cicek basak halinde, kismen kapalidir. Bitki 1sikta,
g6lgede, nemli kosullarda ve verimli killi topraklarda yayilis gosterir. Cim de sigir, at ve
diger ciftlik hayvanlari icin yem bitkisi olarak kabul edilebilir (Sekil 1.13) (Acikgdz, 2000;
Ceylan, 2000; Elgi, 2005).

Sekil 1.13. Elymus virginicus.
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Elymus caninus (Sakalli Kanepe): Ormanda veya golgeli yerlerde, alkali
kosullarda yayilis gosterir. Uzun kilgiklart 10-20 mm boyundadir. Yapraklari genis ve
cizgili yapi gosterir (Sekil 1.14) (Ceylan, 2000).

Sekil 1.14. Elymus caninus.

1.2.8. Elymus repens (Ayrik otu)

Bugdaygiller familyasindandir. Cok yillik, yayilici kdksaplara sahip bir otsu
bitkidir (Sekil 1.15). Anayurdu bilinmeyen dinyanin biitin soguk ve iliman iklimli
bolgelerinin yiiksek kesimlerinde yetisen 125 kadar tiiriin ortak adi ayrikotudur. Ulkemizde
de 20 kadar ayrikotu tiiri bulunmaktadir. Bu tirlerin vilayetlere gore dagilisi Sekil 1.16°da

gorulmektedir.
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Sekil 1.15. Elymus repens genel gorunasu.

—

Sekil 1.16. Vilayetlere gore Elymus repens’in dagihsi: 1gdir, Kars, Hakkari, Bitlis, Adri,
Ankara, Erzurum, Konya, Sivas (TUBIVES, 15/12/2013).
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Ayrik otunun 40-80 cm uzunluga ¢ikabilen, 3-4 nodlu dik veya kalkik u¢lu gévdesi
vardir. Yaprak kini tiyli dip kismi haricinde tlystzdir. Kisa dilcikler 0,5 mm uzunlukta
ince ve kulakciklar zarimsi yapidadir. Yassi yapraklar 10-20 cm uzunluk ve 5-10 mm
genislikte olup Ust yuzeyi kaba tlyli fakat algak kisimlari tiysuzdir. Cicek kurulu dik
basak 10-18 cm uzunluk ve 8-15 mm genisliktedir. internodlar genellikle 10-15 mm
uzunlugunda olur. Cicekteki her bir bascik 5-6 floret (gicekgik) barindirir. Mizrak
bicimindeki dis kavuz 10-15 mm uzunlukta, 5-6 damarl tuysuzdir. Alti¢ kavuz, st i¢
kavuzdan uzunca yaklasik 5 mm uzunlugunda 2 sirth ve kisa sert tayludir. Sekli mizraksi-
diktérgen 5-6 damarli; sari basgikli (anter) ve kilgiklar 2 mm uzunlugundadir (Sekil 1.17).

Elymus repens halk arasinda Ayrik otu, Mekke ayrigi, Domuz ayrigi ve Tarla ayrigi
olarak da bilinmektedir. Elymus repens tirlerinden bazilari tarima ¢ok zararh iken, kimi
tirleri de hayvan yemi ve cim bitkisi olarak 6zellikle yetistirilmektedir (Asimgil, 2009;
Coruh, 2009). Mayis temmuz aylari arasinda kiglk basaklar halinde agan cicekleri ¢ok
gosterissizdir (Sekil 1.18). Bitki bu ciceklerde olusan tohumlarin dokilmesiyle, kok
rizomlarinin sirgiin vermesiyle ya da topraga degen gdvdenin yeniden kok atmasiyla
cogalir (Sekil 1.19). Tarlalardan baska, yol kenarlari ve bahcelerde de cok gorullr
(Ebcioglu, 2001; Deniz, 2005; Maranki ve Maranki, 2008).

Sekil 1.17. Elymus repens yaprak, gévde ve kok yapisi.
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Sekil 1.18. Elymus repens cicekleri.

Sekil 1.19. Ayrik otu, rizomu, yaprag! ve topraga degen yerde kok atan gévdesi.
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Uc alt tiir ve iki varyetesi bilinmektedir.

Bu alt turlerden en ¢ok yayilis yapan taksonu Elytrigia repens subsp. repens.’tir.
Elytrigia repens subsp. repens var. repens. genellikle kilgiksiz ve kisa boyludur. Elytrigia
repens subsp. repens var. aristata, kilgikli ve 15 mm uzunlugundadir.

Elytrigia repens subsp. elongatiformis (Drobow) Tzvelev (syn. Elytrigia
elongatiformis (Drobow) Nevski). Orta ve guneybati Asya, gilneydogu Avrupa
(Ukrayna)’da yayilis gostermektedir.

Elytrigia repens subsp. longearistata. ise Bati Cin populasyonlarinda gortulmektedir
(Baytop, 1963).

1.2.9. Elymus Repens’in Kullanimi

Yiksek protein ve nisasta icermesinden dolay! en degerli yem bitkilerinden biri
olarak kabul edilir. Ayrik otu en ¢ok at ve koyunlar tarafindan sevilerek yenir. Dusuk lif
orani ve tath tadi nedeniyle Oncelikli olarak buyikbas hayvanlarinin beslenmesinde
kullanihir. Ayrica toprak ve su koruma ile bentleri kuvvetlendirmek amaciyla ekimi yapilir.
Diger yandan kisa siirede drun alanini isgal ederek sorun yaratabilir (Baytop, 1963;
Ebcioglu, 2001; Deniz, 2005; Maranki ve Maranki, 2008; Asimgil, 2009).

Bol miktarda karbonhidrat (triticin), misilaj ve saponinler, mineral tuzlar, 6zellikle
potasyum tuzu, salisilik asit ve demir, vitaminler (A, B), organik asitler iceren ayrik otunun
koku, ilkbahar baslangicinda filizlenmeye baslamadan sokilur. Yikanarak topraktan
temizlenir ve acik havada kurutulur. Golgede ya da guneste kurutulur. Kuruduktan sonra,
55 derecelik yapay isida tekrar kurutulmasi dogru olur. Ciinkii tam olarak kurumadiginda
kiflenir ve kullanilamaz (Ebcioglu, 2001; Deniz, 2005; Maranki ve Maranki, 2008; Cerci,
2008).

Ayrik otunun cayi; kurutulmus, ince kiyllmis Ayrik kokinden 2-3 tath kasig
demlige konarak (zerine 300-400 ml kaynar su ilave edilerek 5-10 dk demlenmeye
birakilir boylece elde edilen dekoksiyondan glinde (¢ kez birer bardak igilir. Ancak, tadi
cok kot oldugundan bal, limon ya da naneyle tatlandirilir. Ayrikotunun normalde
herhangi bir yan tesiri yoktur (Ebcioglu, 2001; Bulut, 2005; Asimgil, 2009; Zeybek ve
Haksel, 2010).

Ayrik otu, Klasik Yunan doneminden bu yana bitkisel ila¢ olarak kullaniimistir.
Hasta kopeklerin topragi kazarak kokleri yedigi bilinir. Orta Cag'da iltihapl idrar
hastaliklarinin tedavisinde kullaniimistir. Gunumizde ise ayrik otu; ishale, idrar yolu ve

mesane iltihabina, nikris hastaligina, atesli hastaliklara, sarilik hastaligina iyi geldigi
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bilinmektedir. Vicudun susuzlugunu giderdigi icin kani ve bedendeki toksik maddeleri
temizleyerek bedeni giiclendirici bir tonik olarak kullanilmaktadir. idrar soktiiriicii 6zelligi
nedeniyle bobrek ve mesane taslarinin atilmasina yardimci olur. Romatizma agrilarini
hafifletir. Nezleyi, mide rahatsizliklarini gecirdigi bilinmektedir. Prostada Kkarsi
koruyucudur. Ayrica antiseptik 6zellikleri vardir (Baytop, 1963; Ebcioglu, 2001; Erdemir,
2001; Deniz, 2005; Eyiboglu, 2007; Maranki ve Maranki, 2008; Dev, 2010; Ermis, 2011,
Saracoglu, 2011; Maranki ve Maranki, 2012).

Ayrik otunun ayrica; egzama ve cilt hastaliklarinin iyilestirilmesinde etkili oldugu
da bilinmektedir. Kaynatilan suyu ile pansuman yapildiginda 06zellikle ergenlik
sivilcelerine ve deri hastaliklarina iyi gelmektedir. Sikayet edilen yerlere distan
uygulanmahdir (Baytop, 1963; Ebcioglu, 2001; Kirbag ve Zengin, 2006; Maranki ve
Maranki, 2008).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Szczepaniak ve ark. (2002), morfolojik ve molekiler teknikler kullanarak
intraspesifik varyasyonlarin nedenlerini saptamak amaciyla E. repens’deki genetik
farkhhkla iliskili olan morfolojik cesitliligi incelemislerdir. Farkli yasam alanlarindan
toplanan dort E. repens populasyonunda 35 morfolojik karakter analiz edilmis ve bu dort
populasyondaki genetik farklilasma Amplifiye Fragman Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) ile
degerlendirilmistir. Varyans analizine dayanilarak populasyonlar arasinda 6nemli
morfolojik ve genetik farklilasma oldugu saptanmistir. Calismalarinda E. repens’in hibrit
orjinli, evrimsel olarak genc bir tlir oldugunu ve hala mikro evrimsel siirecinin devam ettigi
belirtilmis ve genetik farklilik ve morfolojik analizlerin ortak kullaniminin taksonomi
calismalarinda gucla bir ara¢ oldugunu ileri sirmaslerdir.

Mason-Gamer (2008),  fosfoenolpriivat karboksilaz (pepC) ve beta-amilaz
enzimlerini kodlayan genlerin klonlanmis baz dizilerini kullanarak Triticeae (poecae)
familyasi icinde yer alan hegzaploid E. repens bitkisinin filogenetik analizini yapmistir.
Arastirmaci, E. repens‘in molekdler filogenetik analizi ile elde edilen sonuclarin daha dnce
yapilan sitogenetik calismalarla uyumlu oldugunu, E. repens’in hegzaploid orjininde (¢
nikleer gen grubunun saptanmasinin E. repens genomuna (¢ farkli dondrin katildigina
isaret ettigini bildirmistir.

Szczepaniak ve ark. (2009), klonal blytme ve seksiel tGremenin nisbi énemlerini
belirlemek amaciyla, alti E. repens populasyonu ve dort E. hispidus populasyonunda
Rastgele Amplifiye edilmis Polimorfik DNA (RAPD) yontemi ile genetik farklihg
incelemislerdir. Toplam 12 primerin kullanildigi calismalarinda yaklasik 150 RAPD
fragmani amplifiye edilmis ve incelenmistir. Verilere dayanarak morfolojik olarak ayirt
edilebilen E. repens ve E. hispidus varyeteleri arasinda énemli diizeyde bir genetik farklilik
olmadigini ancak E. repens’in, E. hispidus’a gore biraz daha fazla intra-spesifik genetik
polimorfizm gdsterdigini bildirmislerdir. Klonal farklilik analizlerine gore E. repens’in bir
populasyonunda klonal yapiya farkli kaynaklardan katki oldugunu saptamislardir.
Arastirmacilar calisilan iki tlre ait populasyonlar arasinda genetik farklilik oldugunu,
klonal ©zelliklerine ragmen E. repens ve E. hispidus’un (remesinde tohumlar ile
yayillmanin énemli bir yeri oldugunu bildirmislerdir.

Mahelka ve Kopecky (2010), Orta Avrupadaki dogal dagilim alanindan toplanan
dort E. repens populasyonunda multi kopya ITS ve tek kopya (granil bagli nisasta sentetaz

I (GBSSI) enzimini kodlayan) DNA bolgelerini genomik ve fuloresan insitu hibridizasyon
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(GISH ve FISH) yontemleri ile analiz ederek E. repens’in allopoliploid orjinini saptamaya
calismislardir. ITS analizlerine gére E. repens nrtDNA’sinda en az dort farkli kaynak
oldugu saptanmistir. Genomun buyuk bir kismini olusturan Pseudoroekneria ve Hordeum
disinda Triticae tarleri disindan kaynaklanan ve Panicum (Paniceae) ve Bromus’a
(Bromaceae) yakin olan yabanci bir genetik materyalin oldugunu ortaya koymuslardir.
GBSSI analizlerinin, ITS sonuclarini destekledigini ve Pseudoroegneria ve Hordeum’un
yani sira iki ilave gen varyatinin varligini gosterdigini bildirmislerdir. Bir tanesinin
Taerniatherum’a benzer oldugunu ancak digerinin analiz edilen diploidlerin hicbiri ile
iliskili olmadigini saptamislardir. Arastirmacilar, Taerniatherum ve Bromus tirlerinden
gen kazaniminin E. repens’in alloploid orjininden daha 6nce oldugunu ileri sirmaslerdir.

Elymus repens (L) Gould, Triticeae familyasindan olup ekmeklik bugday Triticum
aestivum L. ile uzaktan akrabadir. Zeng. ve ark. (2013), Fusarium basak yanikligina
direncli bir kaynak olan E. repens’teki bu direnclilik genlerini E. repens (L) Gould’a
aktarmak amaciyla cesitli caprazlama galismalari yapmislardir.

Elymus repens’in  genotoksik etkisi ile ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmadigindan, bu calismada; Elymus repens kok ekstraktinin insan periferal
lenfositlerindeki in vitro genotoksik aktivitesi arastirilacaktir. Bu amagcla; E. repens kok
ekstraktindan hazirlanan farkli konsantrasyonlarla muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA) ve
mikronukleus (MN) dizeyleri belirlenecek ve elde edilen veriler kontrol gruplaryla

karsilastirilacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Steril kabin (Flow Kabin): Hiicre kiltird tuplerine kromozom medyumu konulmasi, kan
ekiminin yapilmasi, test solusyonlarinin hazirlanmasi ve hazirlanan soltsyonlarin kulttr
tiplerine steril bir ortamda eklenebilmesi igin %99,9 partikil tutma 6zellikli filtreye sahip,
1500 m%h emme kapasiteli, stirgtilii cam kapakli, UV ve floresan ampulii olan Labormed

marka flow kabin kullanilmistir.

Buzdolabi: Bosch marka, derin dondurucusu (-20 °C) bulunan, i¢ sicakhgi +4 °C ile +8 °C

arasi degistirilebilen buzdolabi kullaniimistir.

Inkubator: Kan kiltiirlerinin 37 °C’de inkiibe edilmesi, hazirlanan bazi ¢ozeltilerin 37 °C
ve 60 °C’de sabit tutulmasi asamasinda Memmert marka, i¢ 1sisi 20 °C—80 °C arasinda
ayarlanabilen sicaklik tdleransina sahip inkubator kullaniimistir.

Otoklav: Calismada kullanilan cam malzemelerin ve mikropipet uclarinin (120 °C’de 20

dk) steril izolasyonu Niive marka otoklav ile saglanmistir.

Saf su cihazi: Suyu, binyesinde ¢6ziinmus olabilecek iyonlardan ayirip, kimyasal olarak

saflastirmak icin, Gesellschaft (GFL) marka saf su cihazi kullantimistir.

Soksalet cihazi: Elymus repens bitki koklerinin ekstrakt haline gelmesi Termal marka

soksalet cihazi ile saglanmistir.

UV kabini: Preparatlari 1sinlama islemi sirasinda 30 W ve 250 nm dalga boyunda 1sik
yayabilen bir ultraviyole lambasi olan, Elektromag M 306A marka kabin kullaniimistir.

Mikroskop: Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan x4, x10, x100 biyutme
Ozelligine sahip Olympus marka binokuler i1sik mikroskobu preparatlarin incelenmesinde

kullantimistir.

Ph metre: Deneyde kullanilan kimyasal maddelerin Ph degerlerinin &lclilmesinde ve
ayarlanmasinda Schott marka laboratuar tipi pH metre kullaniimistir.

Santrifaj: Calismalarda rotor ¢api 21 cm olan ve 4000 devir/dakikaya kadar ylkselebilen
Hettich Universal marka, devir hizini ve zamanini ayarlayabildigimiz 28 tlp kapasiteli

santriftj kullaniimistir.
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Hassas terazi: Hava akimlarina karsi 0zel cam kapaklarla korunan Gec Avery marka
terazi, kimyasallarin tartilmasi sirasinda kullanilmistir. 0,1-220 g arasinda o6lgim

yapabilme 6zelligine sahiptir.

Vorteks: Hicre kdiltirinde homojenitenin saglanmasi amaciyla hizi maniel olarak

ayarlanabilen Heidolph marka masa tipi vorteks kullaniimistir.

Kaltar tupleri: Calismalarda 12 ml’lik polietilenden yapilmis steril kiltar thpleri

kullaniimistir. Bu tpler kirmizi vida kapakli olup alt kismlari koniktir.

Mikropipet: Gilson marka 20-200 pl arasi ayarlanabilen mikropipet ve buna uygun sari

renkli steril pipet uclari kullantimistir.

Enjektor: Kan Orneklerinin alinmasi asamasinda 5 ml’lik plastik steril enjektorler

kullantimustir.

Dijital fotograf makinasi: Fotograflar Olympus marka mikroskopta, (Olympus
CX31RTSF, 7,1 Megapixel) dijital fotograf makinesi ile ¢ekilmistir.

Cam malzemeler: Deneylerde; 25x60 mm’lik lamlar ve bunlara uygun lameller, 1 I’lik,
500 mI’lik ve 250 ml’lik erlen, 250 mI’lik beher, 250 ml’lik, 100 mI’lik ve 10 mlI’lik

mezir, 10 mI’lik cam pipet, cam huni, ayrica yatik ve dik cam saleler kullaniimistir.

3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kromozom Medyumu

Hicre kaltird yapiminda PB Max. kromozom medyumu (Gibco, 12552-013)
kullaniimistir. PB Max. kromozom medyumunun icerigi asagidaki gibidir:

Non essential Amino Acids 850 ml
Fetal calf serum 50 ml
Heparin 25,000 E
Penicilin G, Sodium Salt 75,000 E
Sterptomycin Sulphate 50 mg
Phytohemagglutinin 2,5 mg
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Bu kromozom medyumundan steril kabinde kultir ttplerine 2,5 ml olacak sekilde
eklenmis ve deneyde kullanilincaya kadar tiipler -20 °C’de buzdolabinin derin dondurucu

kisminda saklanmistir.
Kolsisin (5x107 M)

Kolsisin  (Sigma, C-9754), hicre kalturlerinde preparatlarin hazirlanmasi
asamasinda mitotik zehir olarak kullaniimistir. Kolsisin ¢ozeltisi 1 I’lik bir erlende 2,025 g
kolsisin 500 ml distile su ile karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon
buzdolabinda saklanmistir. Kdaltirin 70. saatinde ekimi yapilan kolsisin kromozom
medyumunun her mililitresinde 0,06 pg/ml olacak sekilde 50 pl/ml olarak eklenmistir.

5’-Bromo 2’-deoksitridin (BrdUrd)

BrdUrd, (Sigma, B-5002) kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak
amaciyla kullanilmistir. BrdUrd c¢ozeltisi 25 mg BrdUrd, 50 ml distile su icerisinde
cozllerek hazirlanmistir. Bu ¢ozelti flow kabin icerisinde por c¢api 0,2 um olan bakteri
filtresinden (Membran filtre, sartorius) gegirilerek steril edilmistir. Daha sonra steril
tiplere aktarilan BrdUrd cozeltisinin karanlik ortamda muhafaza edilebilmesi icin tiplerin
etrafi aliminyum folyo ile kapatilmis ve buzdolabina kaldiriimistir. Hazirlanan bu BrdUrd
cozeltisinden 50 pl alinip kaltiir tlplerine eklendiginde kiltir son konsantrasyonu 10
pg/ml olacak sekilde 50 ml BrdUrd eklenmistir.

Mitomisin C (MMC)

Mitomisin C (Sigma, M-0503), calismamizda pozitif kontrol olarak kullaniimistir.
MMC c¢ozeltisi 2 mg Mitomisin C’yi 30 ml steril distile suda ¢Ozerek elde edilmistir.
Hazirlanan bu eriyik Sartorius bakteri filtresi ile steril edildikten sonra +4 °C ‘de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Mitomisin C kultir tiplerine 0,15 pg/ml olacak sekilde

eklenmistir.
Sitokalasin B

MN testinde, hilcre bolinmesi sirasinda sitokinezi (stoplazmanin bogumlanarak
ayrilmasi surecini) engellemek amaciyla kullaniimistir. Sitokalasin B (Sigma, C-6762)
cozeltisi; 6,2 ml etil alkolde 5 mg sitokalasin B ¢6zulerek hazirlanmistir. Sitokalasin B her
bir kiltur tiipiine 6 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.
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Standart Salin Sitrat (SSC) Eriyigi

Stok 5XSSC eriyigini hazirlamak igin; 2,206 g trisodyum sitrat (Sigma-Aldrich,
BCBJ1501V) ve 4,383 g NaCl (Merck, K37303004-719) kullaniimistir. Bu iki madde ayri
kaplarda bir miktar saf su icerisinde c¢ozlilmuls, daha sonra ayni kaba aktarilarak
birbirleriyle kanstiriimis ve tzerlerine 250 ml oluncaya kadar distile su eklenmistir. Bu
cozelti 60 °C’de inkilibatorde muhafaza edilmistir.

KKD’yi incelemek icin deney esnasinda, bu stoktan 20 ml alinip Gzeri 100 ml
oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak elde edilen 1XSSC eriyigi kullaniimistir. Bu
¢ozeltinin kullanim amaci 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini

olusturmaktir.
Etanol

Bitki ekstaktinin ¢ozlcususi ve ¢ozlcl kontrol olarak %96°hk etanol (Sigma-
Aldric, 62820) kullaniimistir. Bitki ekstraktindan 2 g alinip 2 ml etil alkol igerisinde
cozillerek stok soltisyon hazirlanmistir. Seyreltme islemi ise stok soltisyondan 1 ml alinip 9
ml etil alkol ilave edilerek toplam 10 ml olacak sekilde yapilmistir. Bu islem 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10000 ve 1/100000 oraninda seyreltilerek ¢calisma dozlari belirlenmistir.

Fiksatif

KKD ve KA’yl incelemek amaciyla preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan
fiksatif, 1/3 oraninda glasial asetik asit (Sigma-Aldric, 71640) ve metanol (Merck,
1653907235) karistirtlip homojenize edilerek hazirlanmistir.

MN preparatlarinin hazirlanmasinda ise; iki farkh fiksatif kullanilmistir. ilk fiksatif
1 birim glasial asetik asit’in 5 birim metanol ile karistirihp daha sonra bu karisima 1:1
oraninda %0,9’luk NaCl eklenenerek (1 birim glasiyal asetik asit:5 birim metanol:6 birim
NaCl) hazirlanmustir. ikinci fiksatif ise NaCl eklenmeden (1 birim glasiyal asetik asit:5
birim metanol) kullaniimistir.

Fiksatif deneyde kullanilmadan iki saat énce hazirlanmis ve agzi kapali cam bir
kapta buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmistir. Kultirlerdeki hucrelerin morfolojik
olarak aniden Olmelerini saglamak amaciyla fiksatif soguk olarak damlalar halinde

eklenmistir.
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Hipotonik Solusyon

Hipotonik eriyik, %0,4’luk KCI (Merck, K37108236-718) kullanilarak KKD-KA
ve MN testleri icin ayri olmak Uzere iki farkl sekilde hazirlanmistir. KKD-KA testi igin
hipotonik sollisyon 1,397 g KCI 250 ml saf su icerisinde ¢ozllerek hazirlanmistir. MN testi
icin ise; 1,860 g KCI 250 ml saf su igerisinde ¢ozulmustir. Eriyikler agzi kapakl cam
siselere aktarilarak 37 °C muhafaza edilmistir. Hipotonik sollisyon her deney igin taze

hazirlanmis ve deney asamasinda 37 °C’de kullaniimistir.
Entellan

Entellan (Merck, 7961), hazirlanan preparatlarin bozulmasini engellemek ve daimi

hale getirmek icin, lam ve lameli birbirine yapistirmak amaciyla kullaniimistir.
Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar temizlemek amaciyla 1 N HNOj3; (Merck, K40382656-935) cozeltisi
kullantimistir. 7 ml HNOs‘u 250 ml’ye saf su ile tamamlayarak hazirladigimiz HNOj3
cozeltisi plastik sisede agzi kapali bir sekilde oda sicakliginda saklanarak her defasinda

tekrar tekrar kullaniimistir.
Sorensen Tamponu

Bu tampon, tampon A ve tampon B olmak uzere iki stok ¢Ozelti olarak

hazirlanmistir.

Tampon A (pH=4,8); 11,34 g KH,PO, (Sigma, P-5379) 250 ml saf su icinde

eritilerek hazirlanmistir.

Tampon B (pH=9,3); 14,83 g Na,HPO,4.12H,0 (Sigma, S-7907) 250 ml saf su

iginde ¢ozllerek hazirlanmistir.

Stok tamponlar kapali kaplarda oda sicakhiginda muhafaza edilmistir.
KKD’yi incelemek amaciyla preparatlar Sorensen tamponu icerisinde UV lambasi
ile 1sinlandiriimistir. Sorensen tamponu; 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu

karisimin 100 ml’ye distile su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6,8).
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Giemsa Boyasi (%05’lik)

Giemsa boyasi (Merck, 9204), Sorensen A ve B tamponlari kullanilarak
hazirlanmistir. Giemsa boyasi 8 ml tampon A, 8 ml tampon B ve 8 ml giemsa boyasi 160
ml’ye saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir. Hazirlanan boya ylzeyinde bulunan yag
partikiillerinden arindirmak igin filtre k&gidindan gegirildikten sonra kullaniimis ve her

seferinde taze olarak hazirlanmistir.
3.3. Lamlarin Temizlenmesi

Kltdr suresinin bitiminden 48 saat dnce etiketli olan lamlar saleye dik bir sekilde
dizilmis ve lamlarin tzerini iyice Ortecek sekilde 1IN HNO; ¢ozeltisi eklenmistir. Salenin
agz! kapatilarak 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Bu surenin sonunda lamlar, 30 dk
boyunca akan ¢cesme suyunda iyice yikanmis, 3-4 defa distile sudan gecirildikten sonra sale

distile su ile doldurularak buzdolabina kaldiriimistir.

3.4. Elymus repens Ekstraktinin Hazirlanmasi ve Calisma Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Elymus repens bitkisi Kahramanmaras ilinin Pazarcik ilgesinin Narli Beldesinden
toplanmistir. Bitkinin kék kismi yapraklarindan ayrilmis, kok toprak kalintilarindan
arindirilmis, parcalanmis ve oda sicakhginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan kok
parcalarindan 20 g alinip 150 ml etanol igerisinde Soksalet cihazina yerlestirilmis ve 24
saat sure ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Elde edilen eksrakt doner buharlastiricida
(Rotary evaporator) 30 °C’de buharlastiriimistir.

Elymus repens’in calisma konsantrasyonlarini tespit etmek icin yapilan 6n
calismalarda bitki koklerinin sitotoksik etkiye sahip olmadi§i belirlenmistir. Sitotoksik
olmayan maddeler i¢in kullanilabilecek en ylksek doz ise 5000 ug/ml’dir (Madle ve ark.
1993). Yapilan 6n calismada test maddemizin mitotik indeksi %50 oraninda disdrdigu
saptanmis ve buna gore Ld 50 dozu belirlenmistir (0,16 pg/ml). En yiksek
konsantrasyondaki test maddesi; bitki ekstraktindan 2 g alinip 2 ml etil alkolde ¢6zilerek
hazirlanmis ve daha sonra azalan katlari seklinde diger dozlar (0,32; 0,65 ve 1,30 pg/ml)
hazirlanmistir. Hazirlanan bu dozlar stok soliisyonun tekrar seyreltilerek (1 ml ekstrakt 9
ml etanol) deneyde kullanilacak dozlar olusturulmustur. Cozelti filtre kagidindan

gecirilerek steril edilmistir.
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3.5. Kan Orneklerinin Alinmasi

Sigara icmeyen, alkol almayan, kalitsal bir hastahgi bulunmayan, kronik
rahatsizligr ve devamli kullanmasi gereken bir ilact olmayan, saglikli, yaslari birbirine
yakin iki erkek (18-22) ve iki bayandan (18-22), steril plastik enjektorler araciligiyla 5 ml
intraventz kan 6rnegi alinmistir. Kan drnekleri 1/10 oraninda heparinize edildikten sonra

kullantimustir.
3.6. Hicre Kultarlerinin Yapilmasi

3.6.1. KKD ve KA Testi icin Hiicre Kultiriiniin Yapilmasi

Bu calismada hicre kilturunin yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi KKD ve
KA analizleri icin Evans (1984), Perry ve Thompson’un (1984) metodlarina uygun
gerceklestirilmistir.

Steril sartlarda 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kan drneklerinden, 6’sar
damla 2,5 mI’lik kromozom medyumu igeren tiplere ekilmistir. Ardindan steril sartlarda
onceden hazirlanan BrdUrd eriyiginden her tiipe 50 pg/ml olacak sekilde eklenip homojen
olmasi icin vorteksle karistiritimistir. Hucre kalturleri 37 °C’de inkibatdrde 72 saat inkiibe
edilmistir.

Elymus repens bitkisinin etkisini incelemek igin kulttr suresinin bitiminden 24 ve
48 once bitki ekstraktindan 0,16; 0,32; 0,65 ve 1,30 pg/ml’lik dozlarda kiltlr tuplerine
ekim yapilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele sirelerinde ¢oziict kontrol olarak etil
alkol, pozitif kontrol olarak MMC kullaniimistir. MMC tiiplere son konsantrasyonu 0,15
ug/ml olacak sekilde ekilmistir. Kaltur stresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kiltiriin 70.
saatinde) her tiipe kolsisin eriyiginden 50 pl ilave edilmis ve tlpler avug icinde hafifce
sallanarak iyice Karistirilmistir. Hucreler 37 °C’de 2 saat kolsisin ile muameleye tabi
tutulmustur.

Kultlr suresi sonunda tipler 1300 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis, tiplerin st
bolgesine ¢ikan stpernatant kisimlar atilmistir. Dipte kalan ve hicrelerin bulundugu 0,5-
0,7 ml’lik sivi iyice homojen edildikten sonra tlplere, etiivde 37 °C’de bulunan hipotonik
eriyik damlalar halinde ilave edilmis ve pipetaj yoluyla homojenize edilmistir. Her tiipe 10
ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tipler, agzi kapatilarak inkiibatére konulmustur.
Hicreler 10 dk hipotonik eriyik ile 37 °C’de muamele edilmistir. Bu slirenin sonunda
tpler 37 °C’den cikarilip kapaklari agik sekilde 10 dk 1300 rpm’de santrifiij edilerek
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stipernatant atilmistir. Daha sonra her tupe yavas yavas ve karistirarak 10 ml olacak sekilde
soguk fiksatif ilave edilmistir. Fiksasyon islemi sirasinda pipetlerin icerisine soliisyon
cekilmemesine dikkat edilmistir. Oda sicakhginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen
hicreler 1300 rpm’de 10 dk santrifuj edilmis ve stipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar
fiksatif ilave edilmistir. Bu islem en az 3 kez tekrarlanmistir. Uglincii kez fiksatif
muamelesinin sonunda tupte kalan sivinin tamamen berraklastigi gorulmustir. Son
santrifiijden sonra dipte 0,5-0,7 ml sivi kalacak sekilde stipernatant kisim atildiktan sonra
preparat yapma islemine gecilmistir.

Tlpun dibinde bulunan hicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirildikten sonra pasteur pipetine cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmis, statif diizenege
tutturulan pasteur pipetinden daha 6nce temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda
bekleyen lamlarin Gzerine yaklasik 50 cm yukseklikten farkli alanlara birer damla olmak
Uzere hiicre slspansiyonu damlatilarak hucrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam
Uzerinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tzere, tzerleri

kapatilarak 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

3.6.2. MN Analizi igin Hiucre Kultirinun Yapilmasi

Mikronukleus analizi igin Rothfuss ve ark.’nin (2000) gelistirdikleri y6ntem
modifiye edilerek kullaniimistir.

Heparinize edilmis (1/10) kan dérneklerinden steril sartlarda enjektdr yardimiyla 6
damla (0,2 ml) kromozom medyumlarina ekilmis ve hiicreler 37 °C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Calismada kullanilan bitkinin (Elymus repens) etkisini belirmek icin kilttrtn
baslangicindan 24 ve 48 saat sonra kdltdr tiplerine son konsantrasyonlari 0,16; 0,32; 0,65
ve 1,30 pg/ml olacak sekilde Elymus repens kok ekstrakti eklenmistir. Her deney igin bir
negatif kontrol bir pozitif kontrol (MMC) ve bir de ¢ozicl kontrol (E. repens eskraktinin
cozuldugu etil alkol) hazirlanmistir.

inkiibasyonun baglangicindan 44 saat sonra her tiipe konsantrasyonu 6 pg/ml olacak
sekilde sitokalasin-B c¢ozeltisi ilave edilmis ve boylece boélinen hicrelerde sitokinez
engellenmistir. inkiibasyonun sonunda, kiiltiir tiipleri 1300 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
supernatant kisimlari atiimustir. Hipotonik eriyik, kaltar
tlplerine yavas yavas ve pipetaj yapilarak ilave edilip, oda sicakliginda 14 dk
bekletilmistir. Ardindan kiltdr tipleri 1300 rpm’de 10 dk santriflij edilmis ve supernatant
atilarak ilk fiksatif (1:5:6 glasiyal asetik asit: metanol: %0,9 NaCl) ilave edilmistir. ilk
fiksatif ile oda sicakliginda 15 dk muameleden sonra 1300 rpm’de 10 dk santrif(lj edilen
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tiplere bu kez glasiyal asetik asit:metanol (1:5) karisimindan olusan fiksatif ilave edilerek
10 dk oda sicakhginda fiksatif muamelesi yapiimistir. Bu fiksatif muamelesi iki kez daha
tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasi tlplerdeki supernatant atilmis ve kiltdr tiplerinin dibinde
toplanmis olan hiicreler restispanse edilmistir. Daha sonra, hiicre sispansiyonundan soguk
ve temiz lamlar Gzerine 10 cm yukseklikten farkli alanlara olmak Uzere 3-4 damla

damlatiimis ve preparatlar oda sicakhginda kurumaya birakilmistir.
3.7. Preparatlarin Boyanmasi
3.7.1. KA ve MN Testi icin Preparatlarin Boyanmasi

KA analizi icin; kuruyan preparatlar cam saleler icerisinde %5’lik Giemsa boyasi
ile 20 dk boyanmistir. Boya fazlasinin akmasi igin ayri ayri kaplardaki distile sudan
gecirilen preparatlar dik bir sekilde oda sicakhginda Uzerleri kapali olarak kurumaya

brrakilmistir.

3.7.2. KKD Testi icin Preparatlarin Boyanmasi

KKD analizi icin bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini
saglamak amaciyla Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Bu amagla kuruyan preparatlar isinlama kabina konarak Gzeri bir film
seklinde Sorensen tamponu ile ortiilerek kapatilmistir. Isinlama ¢ozeltisinin az ya da fazla
olmasinin kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede etkiledigi
saptanmistir. Preparatlar UV kabininde karanlikta 15 cm yukseklikten 30 W’luk 254 nm
dalga boyunda 1sik yayma 6zelligine sahip ultraviyole lambasi ile 30 dk isinlanmistir.
Isinlama sonrasi prepraratlar 1xXSSC ¢ozeltisinde 60 °C’de 60 dk inkiibe edilmistir.

inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC ¢ozeltisinden alinarak dogrudan
%5’lik giemsa boyasinin icerisine konmus ve yaklasik olarak 30 dk boya icerisinde
bekletilmistir. Bu surenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis ve (g ayri kaptaki distile
sudan gecirilerek preparatlarin Uzerindeki fazla boyadan kurtulmasi saglanmistir. Bu
islemden sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmistir.

3.8. Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Boyama isleminden sonra oda sicakliginda kuruyan preparatlar entellan yardimi ile

lamel ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.
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3.9. Daimi Preparatlarda Mikroskobik incelemeler
3.9.1. KKD/Hiicre Sayisinin ve Proliferasyon indeksinin (P1) Saptanmasi

KKD analizi i¢in hazirlanmis preparatlar binokiler 1sik mikroskobunda immersiyon
objektifi ile 20X100=1000 buyitmede incelenmistir.

KKD sayisl, her kisi ve farkli dozlara ait preparatlardan kromozomlari iyi dagilmis
ve ikinci mitozu gegiren 25 hicrede (her doz igin 4 kisiden toplam 100 hiicrede)
saptanmistir. KKD sayisi bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis
parcalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin sayilmasiyla
belirlenmistir (Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD
olarak degderlendirilmistir (Sekil 3.2.a). Ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.2.b). Kromatidler birincil bogum bdlgelerinden dénim
yapmis ise KDD yoktur (Sekil 3.2.c).

X X: incelenen 25 mitoz iki hiicresinin toplam kardes
%KKD=

kromatid degisimi.

(<

a I C

2 EET) 1 EET EET Yok

Sekil 3.1. a. iki kardes kromatid degisimi, b. Bir kardes kromatid degisimi c. Kardes
kromatid degisimi olmayan durumlarin sematik gérinimu (Topaktas ve Speit, 1990).

Pl deQeri; Elymus repens kok ekstraktinin DNA replikasyonu (zerindeki etkisini
arastirmak amaciyla bulunmustur. Bunun igin her kisiye ait preparatlardan rastgele secilen

100 hicre incelenmistir. Bu incelemelerde gozlenen birinci, ikinci ve Gguncl mitoz
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bolunmeyi geciren hicreler sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak her bir kisinin kan
kultarindeki Pl degeri asagidaki formile gore hesaplanmistir:

1% (M) +2x (M2) +3 x (M3)

PI =
100
Bu formiilde;
M1: Birinci mitoz bélinmeyi geciren hiicrelerin sayisi
M2: ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerin sayis
M3: Uclincii mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerin sayisi

Birinci, ikinci ve Ucincu metafaz plaklari Topaktas ve Speit’e (1990) gore
belirlenmistir. DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin anologu olan BrdUrd kdltir
ortamina eklendiginde hiicreler birinci S fazinda DNA’larini replike ettikleri esnada yeni
sentezlenen polinukleotid ipligi icine timinin yerine ortamda bulunan BrdUrd girecektir.
Hucrelerin kromozomlari boyandiginda bir kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT:
dT/BrdUrd) homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hicreler birinci mitoz bélinmeyi
geciren hicrelerdir (Sekil3.2). BrdUrd’li ortamda ikinci S fazini gecgiren hicreler metafaz
devresinde kromozomlar boyandiginda tim kromozomlarin kromatidlerinden birisi acik
digeri ise koyu renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT : BrdUrd/BrdUrd). Bunlar da ikinci mitoz
bolinmeyi gegiren hicrelerdir (Sekil 3.3). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde ve
hicrelerden metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki
kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi acik diger kromatidi koyu renkte

boyanacaktir. Bu hiicreler de ticiincti mitoz bélinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.2. Birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (0,32 pg/ml E. repens
ekstrakti, 48 saatlik muamele, ¢, X1000).

Sekil 3.3. ikinci mitoz bélinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (0,32 pg/ml E. repens
ekstrakti, 48 saatlik muamele, ¢, X1000).
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Sekil 3.4. Uglincli mitoz bélinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar (0,32 pg/ml E.

repens ekstrakti, 48 saatlik muamele, ¢, X1000).

3.9.2. Kromozom Anormallikleri (KA Hiicre) ve Mitotik indeksin (M1) Saptanmasi

KA analizi i¢in hazirlanan preparatlar binokuler 15tk mikroskobunda immersiyon
objektifi kullanilarak X1000 buyitmede incelenmistir.

KAyl belirlemek amaciyla her bir Kkisiye ait preparatlardan iyi dagilmis
kromozomlara sahip toplam 100 hiicre (dort kisiden toplam 400 hicre) de@erlendirilmistir.
Bu incelemelerde gozlenen kromatid kirigi (B’), kromozom kingi (B”), kardes kromatid
birlesmesi (SU), kromozom degisimi (CE), fragment (F), disentrik (DS) kromozom gibi
yapisal anormallikler ve poliploidi (P) gibi sayisal anormallikler kaydedilmistir. incelenen
bu 100 hicre icerisinde gozlenen toplam KA sayisi belirlenmis ve bu sayi incelenen hiicre
sayisina bolunerek hiicre basina dusen KA sayisi (KA/Hicre) saptanmistir. KA’h
hlcrelerin toplam incelenen hiicreler (100 hicre) icerisindeki oranlari hesaplanarak
anormal hiicre yiizdesi (%AH) belirlenmistir.

Bu calismada Gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir (Mace ve ark. 1978).
Gap’lar ile kromatid ve kromozom tipi kiriklari arasindaki farklar su sekilde ayirt
edilmistir (Preston, 1987’e gore; Kauderer ve ark. 1990°dan): Kiriklarda bir kromatiddeki
(kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bélge

bir kromatidin kalinhgindan daha fazladir. Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi
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gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi gap) gorilen boyanmamis boélge bir
kromatidin kalinhgindan daha azdir. Bu 6l¢llere gore kromatid kiriklari ve gap birbirinden
ayirt edilmistir.

Elymus repens kok ekstraktinin mitoz bélinme Gzerindeki etkilerini saptamak igin
MI degeri hesaplanmistir. MI’i belirlemek icin her bir kisiye ait preparatlarda toplam 3000
hicre incelenmistir. Bunlar arasinda metafaz plaklarinin sayisi kaydedilmistir. 3000 hiicre

icinde metafaz plaklarinin orani yiizde cinsinden hesaplanarak M1 saptanmistir.

3.9.3. Mikronukleus Sayisinin Saptanmasi

MN testi icin hazirlanan daimi preparatlar binokller 151k mikroskobunda
10X40=400 buyukluginde incelenmistir. Mikronukleus sayisini belirlemek amaciyla her
bir bireye ait daimi preparatlarda iki nukleusa sahip (binukleer) toplam 1000 hiicre
incelenmis ve bu hucrelerdeki toplam mikronukleus sayisi belirlenerek mikronukleus orani
(%0 MN) saptanmistir. Ayrica incelenen bu 1000 binukleer hiicreler arasinda mikronukleus
iceren hucrelerin sayisi belirlenmis ve mikronukleuslu binuklear hiicre orani (% BNMN)
hesaplanmistir.

Binukleer huicre ve mikronukleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve Fenech
(2000)’e gore yaptlmistir: MN’larin ana nukleustan agik bir seki,lde ayrilmis olmasina, ana
nukleus gibi boyanmis olmalarina dikkat edilmis ve ana nukleuslarin 1/3’l kadar veya
daha kucuk olduklarinda degerlendirmeye alinmistir.

NBI’nin hesaplanmasi kimyasal maddenin veya fiziksel bir etkenin sitotoksik
etkisini gostermede énemli bilgiler saglar (Fenech, 1997). Bu nedenle, MN preparatlarinda
nukleus bolinme indeksini belirlemek icgin rastgele secilmis alanlarda bir (Sekil 3.5), iki
(Sekil 3.6), U¢ (Sekil, 3.7), dort nukleuslu (Sekil 3.8) ve mikro nukleuslu (sekil 3.9) toplam
1000 hiicre (4 kiside toplam 4000 hiicre) incelenmistir. Nukleer bélinme indeksi (NBI)
Eastmond ve Tucker (1989) tarafindan Onerilen formale gore hesaplanmistir:

NBI= (IXMI + 2xMII + 3xMIII + 4xMIV) / N

Bu formdle gore;

MI : Bir nukleuslu hiicrelerin sayisi
MII  : iki nukleuslu hiicrelerin sayisi
MIII  : Ug nukleuslu hiicrelerin sayisi

MIV : Dort nukleuslu hiicrelerin sayisi

N : Toplam hiicre sayisini ifade etmektedir.
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Sekil 3.5. Bir nukleuslu hiicre (1,30 pg/ml E. repens ekstrakti, 48 saatlik muamele, 7,
X1000).

Sekil 3.6. iki nukleuslu hiicre (1,30 pg/ml E. repens ekstrakti, 48 saatlik muamele, <,
X1000).
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Sekil 3.7. Ug nukleuslu hiicre (1,30 ug/ml E. repens ekstrakti, 48 saatlik muamele, &,
X1000).

Sekil 3.8. Dort nukleuslu hiicre (1,30 pg/ml E. repens ekstrakti, 48 saatlik muamele, &,
X1000).
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Sekil 3.9. Mikro nukleuslu hticre (1,30 pg/ml E. repens ekstrakti, 48 saatlik muamele, <,
X1000).

3.10. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf cekme islemi Olympus marka mikroskoba baglh dijital fotograf makinesi
kullanilarak 1000 blylitmede yapilmistir. Birinci, ikinci ve Ggunct mitoz bélinmeyi
geciren hucrelerin, sik rastlanan KA’lara ait o6rneklerin, binukleer hicrelerden
mikronukleusa sahip olanlarin ve bir, iki, ¢ ve dort nukleuslu hicrelerin fotograflari

cekilmistir.

3.11. istatiksel Analiz ve Sonugclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen KKD, Pl, KA, AH, MI, MN,
BNMN ve NBI parametrelerine ait veriler icin her bir muamele grubu ortalamalari ve
kontrol kilturlerinin ortalamalar arasindaki farkin énemli olup olmadigi t-testi ile kontrol
edilmistir. Verilerin istatistiksel analizi SPSS (17,0) paket programi kullanilarak
yaptmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan dort farkli konsantrasyon (0,16; 0,32;
0,65; 1,30 pg/ml) ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
kardes kromatid degisimi (KKD) frekansi ve proliferasyon indeksi (PI) degerleri Cizelge
4.1°de, gozlenen kromozom anormallikleri, hiicre basina dusen kromozomal anormallik
(KA/Hiicre) orani, anormal hiicre (AH) ylzdesi ve mitotik indeks (MI) degerleri Cizelge
4.2’de, mikronukleus (MN) frekansi, mikronukleuslu binukleer hiicre (BNMN) orani ve
nukleer boltinme indeksi (NBI) degerleri ise Cizelge 4.3’de gorilmektedir.

Veriler Kkarsilastirildiginda Elymus repens kok ekstraktl ile 24 ve 48 saatlik
muamele suresinde tum dozlarda kardes kromatid degisimi frekansinda kontrole gére bir
artis oldugu goézlenmistir. Ancak bu artisin 6nemli diizeyde olmadigi saptanmistir (p>0.05)
(Cizelge 4.1). Benzer sekilde veriler proliferasyon indeksi agisindan degerlendirildiginde
Elymus repens kok ekstrakti ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda tim dozlarda Pl
degerinde kontrole gore gozlenen farkliliklar istatistiksel olarak énemli dizeyde degildir
(p>0.05).
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Cizelge 4.1. Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan farkli dozlar ile 24 ve 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) ve

proliferasyon indeksi (P1).

Test maddesi Muamele KKD+£SD P1xSD
Sire (s) Doz (ug/ml)
K (-)? 24 0,00 1,56+1,17 2,33+0,15
K (+)° 0,10 25,13+0,64 1,29+0,14
Cozicl K° 0,10 1,94+0,06 2,33+0,08
E. repens 0,16 1,72+0,21 2,26+0,08
0,32 1,82+0,21 2,32+0,10
0,65 1,44+0,26 2,32+0,05
1,30 1,66+0,13 2,36+0,05
K () 48 0,00 1,56+1,17 2,3310,15
K (+) 0,10 42,95+1,39 1,23+0,08
Cozici K 0,10 1,72+0,27 2,26+0,04
E. repens 0,16 1,65+0,22 2,30£0,15
0,32 1,63+0,41 2,37+0,08
0,65 1,69+0,30 2,40+0,16
1,30 1,89+0,22 2,28+0,06

& Negatif kontrol
®: Pozitif kontrol, Mitomisin C
“. Coziict Kontrol, Etil alkol

Cizelge 4.2°de goriuldigu gibi bu calismada gézlenen kromozomal anormallikler;
kromatid kirigr (Sekil 4.1), kromozom kingi (Sekil 4.2), fragment (Sekil 4.3), kardes
kromatidlerin birlesmesi (Sekil 4.4), disentrik kromozom (Sekil 4.5), kromatid degisimi
(Sekil 4.6) ve poliploididir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.1. Kromatid kirigi (B") bulunan metafaz plagi (0,32 pg/ml E. repens ekstrakti, 48
saatlik muamele, &, X1000).

A
G

' 4 o" ?
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.

Sekil 4.2. Kromozom kingi (B”) bulunan metafaz plagi (1,30 pg/ml E. repens ekstrakti, 48
saatlik muamele, &, X1000).
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Sekil 4.3. Fragment (F) bulunan metafaz plagi (0,32 pg/ml E. repens ekstrakti, 24 saatlik
muamele, ¢, X1000).

Sekil 4.4 Kardes kromatid birlesmesi (SU) bulunan metafaz plagi (0,32 pg/ml E. repens
ekstrakti, 48 saatlik muamele, &, X1000).
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Sekil 4.5. Disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plagi (0,16 pg/ml E. repens
ekstrakti, 48 saatlik muamele, ¢, X1000).

Sekil 4.6. Kromatid degisimi (CE) bulunan metafaz plagi (0,65 pg/ml E. repens ekstrakii,
48 saatlik muamele, ¢, X1000).
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Sekil 4.7. Poliploidi (P) bulunan metafaz plagi (0,32 pg/ml E. repens ekstrakti, 24 saatlik
muamele, ¢, X1000).
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Cizelge 4.2. Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan farkli dozlar ile 24 ve 48 saat

muamele edilen insan periferal lenfositlerinde hicre basina disen anormallik orani

(KA/hticre), kromozom anormallik tipleri, anormal hiicre (AH) yuzdesi ve mitotik

indeks (MI).
Test Muamele | KA/Hlcre+SD Kromozom Anormallikleri® AHSD MI£SD
maddesi ['Siire Doz B'[B"|[F|SU| DS |CE (%)
(s) (ug/ml)
K (-)° 24 0,0 |0,05+0,01 16 |0 11 0 0 4,25+0,95 0,03+0,00
K #)* 0,1 |0,31+0,03 53|35 |10|11 |5 4 28,75+2,21 0,01+0,00
Coz. K° 0,10 |0,04+0,04 8 |3 2 |1 0 0 3,75+4,19 0,03+0,00
E. rep. 0,16 |0,07+0,04 24 |0 0 (4 0 0 6,50+3,10 0,02+0,00
0,32 |0,07+0,03 24 |0 11 0 1 6,25+2,62 0,02+0,00
0,65 |0,06+0,01 20 |0 11 0 1 5,75+2,87 0,02+0,00
1,30 |0,07+0.02 23 |0 0 |2 0 0 6,50+1,00 0,01+0,00*
K (-) 48 0,0 |0,05+0,00 16 |0 11 0 0 4,25+0,95 0,03+0,00
K (+) 0,1 |0,40+0,01 6743 [25|8 10 4 28,75+2,21 0,01+0,00
Coz. K 0,10 |0,03+0,03 101 0 (O 0 1 3,00+3,46 0,02+0,00
E. rep. 0,16 |0,06+0,02 14 |4 0 |2 1 0 5,50+2,37 0,02+0,00
0,32 |0,06+0,01 18 |2 0 |2 0 0 5,50+1,73 0,02+ 0,00
0,65 |0,05+0,01 14 |2 0 |2 0 0 4,75+1,70 0,02+0,00
1,30 |0,06+0,01 6 |3 0 |3 0 0 5,00+1,63 0,01+0,00*

& B, Kromatid Kingi; B”, Kromozom Kirigi; F, Fragment; SU, Kardes Kromatidlerin Birlesmesi, DS, Disentrik
Kromozom; CE, Kromatid degisimi; P, Poliploidi;
®: Negatif kontrol
°: Pozitif kontrol, Mitomisin C
d: Coziicli Kontrol, Etil alkol

* p<0,05
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E. repens kok ekstrakti ile 24 ve 48 saatlik muamelesi ile tim dozlarda hicre basina
dusen kromozomal anormallik orani ve anormal hicre ylizdesinde kontrole gore bir artis
oldugu saptanmistir. Ancak bu artis pozitif kontrol kadar degildir (p>0,05). E. repens kok
ekstrakti ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda en ylksek doz ile muamelenin (1,30
pug/ml) mitotik indeks degerinde kontrol grubuna gore énemli dizeyde azalmaya neden
oldugu saptanmistir (p<0,05).

Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan farkl dozlar ile 24 ve 48 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde tim dozlarda mikronukleus frekansinda ve
mikronukleuslu hiicre oraninda go6zlenen farkhiliklarin istatistiksel olarak dnemli diizeyde
olmadig saptanmistir (p>0,05). Elymus repens kok ekstrakti ile 24 ve 48 saatlik muamele
sonucunda tiim dozlarda NBI degerinde kontrol grubuna goére Onemli bir farklilik

g6zlenmemistir (p>0,05).
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Cizelge 4.3. Elymus repens kok ekstraktindan hazirlanan farkli dozlar ile 24 ve 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde mikronukleus (MN), mikronukleuslu

binukleer hiicre (BNMN) orani ve nukleer bolinme indeksi (NBI).

Test maddesi Muamele MN=SD (%o) BNMNz=SD (%) NBI+SD
Sare (s) Doz (pg/ml)
K (-)? 24 0,00 3,00£0,00 3,00+0,00 1,85+0,31
K (+)° 0,10 26,75+12,23 23,50+1,29 2,20+0,07
Cozlcl K° 0,10 2,00+1,15 2,00£1,15 1,82+0,05
E. repens 0,16 4,25+1,25 3,00+0,81 1,56+0,21
0,32 4,00+1,41 3,75+0,95 1,60+0,19
0,65 4,75+1,50 4,00+1,41 1,64+0,13
1,30 3,25+1,25 3,00+0,81 1,65+0,19
K (-) 48 0,00 3,00£0,00 3,00£0,00 1,85+0,31
K (#) 0,10 35,50+2,88 33,25+3,30 2,32+0,09
Cozucu K 0,10 2,50+0,57 2,50+0,57 1,79+0,07
E. repens 0,16 3,25+0,50 3,25+0,50 1,91+0,17
0,32 2,25+0,95 2,25+0,95 1,94+0,13
0,65 3,00£2,16 2,25+0,95 1,97+0,12
1,30 2,25+0,95 2,00£0,95 1,96+0,14

& Negatif kontrol
b- pozitif kontrol, Mitomisin C

¢ Coziict Kontrol, Etil alkol

Etil alkol, E. repens ekstraktinin ¢oziclsu olarak kullanildigindan, etil alkolin
sitogenetik markirlarin dizeyini etkileyip etkilemedigini saptamak amaciyla negatif ve
pozitif kontrollerin yani sira bir de ¢ozict kontrol grubu olusturulmustur. Cozucu kontrol,
negatif kontrol ile karsilastirildiginda, etil alkolin KKD, Pl (Cizelge 4.1), KA, AH, Ml
(Cizelge 4.2), MN, BNMN ve NBI (Cizelge 4.3) degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli bir

degisiklik gozlenmemistir.
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Bitkisel etkili maddelerin (alkolitler, glikozitler ve digerleri) ve sentetik kimyasal
bilesiklerin tedavi alaninda kazandiklari biyik basarisinin yani sira "Tibbi bitkiler ile
tedavi" (Phytotheapie) de bazi hastaliklarin tedavisinde azimsanmayacak derecede énemli
bir yere sahiptir. Tibbi bitkiler ile hazirlanan ilaclar mushil, yumusatici, hazmettirici, gaz
sOktlricu, yatistiricl, safra ve idrar soktiricl gibi etkileri nedeniyle, butin diinyada
oldugu gibi Turkiye'de de kullanilmaktadir. Sonugta modern bilimin kullanmis oldugu
tibbi ilaclar da biylk oranda bitkilerden elde edilmeltedir (Saracoglu, 2011).

Gunumuz ilag sanayinin sentetik drdinleri alerji konusunda bazen énemli sorunlara
neden olabilmektedir. Sifali bitkilerin kullanimi alerji konusunda daha az soruna neden
oldugundan gunlik hayatta daha rahat kullaniimalarina olanak saglamaktadir (Canbolat,
2012).

Sifali otlarin, cesitli hastaliklarda ilag olarak kullanimlari iki temele dayanir:
Bunlardan biri, icerdikleri ilag ham maddelerinden alkaloidler, esanslar ve benzeri
molekullerdir. Sifali otlarin ilag olarak kullanimlarinin ikinci dayanagi ise bazi
vitaminlerden (A, B12, C vitamini ve folik asit ) zengin olmalaridir (Coruh ve Zengin,
2009).

A, B12, C vitaminini bol miktarda barindiran Gramineae familyasindan tahillar,
ilag ham maddesinin yani sira, insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde ¢cok 6nemli yere
sahiptir. Ayrica tarimsal, ekolojik ve sosyo-ekonomik nedeniyle Ulkemiz tariminda
vazgecilmez Urunler grubudur. Yem olarak kullanilan dane tohumlarinin buyik bir
cogunlugunu bugdaygillerin tohumlari teskil eder. Bunlar besin maddeleri ve nisasta
degerince zengin olduklarindan kesif yemlerden sayihirlar (Ozer, 1999; Demir ve ark.,
2008).

Bugdaygiller (Poaceae) familyasindan Elymus cinsini olusturan tirler hemen her
iklim sartlarinda yayilis gosterdigi icin ve ¢ok yillik bitki oldugu i¢in yurdumuzun dort bir
tarafinda Elymus cinsine ait trler gormek mimkundur. Bu cinsi olusturan tirler genellikle
toprak koruma, yem de@eri ve bahce dekorasyonu acgisindan 6zellikle tercih edilmektedir.
Elymus repens halk arasinda Ayrik otu, Mekke ayrigi, Domuz ayrigi ve Tarla ayrigi olarak
da bilinmektedir. Elymus repens tiirlerinden bazilari tarima ¢ok zararli iken, kimi tirleri de
hayvan yemi ve ¢im bitkisi olarak tarlalarda 6zellikle yetistirilmektedir.

Bol miktarda karbonhidrat (triticin), masilaj ve saponinler, mineral tuzlar, 6zellikle
potasyum tuzu, salisilik asit, demir, vitaminler (A, B) ve organik asitler iceren ayrik
otunun koku cay seklinde demlenip tuketildiginde; ishale, idrar yolu ve mesane iltihabina,

bobrek ve mesane taslarinin atilmasina, nikris hastaligina, atesli hastaliklara, mide
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rahatsizliklarina iyi geldigi bilinmektedir. Halk arasinda yaygin kullanimi olan Elymus
repens ¢ayl, besinden ziyade tedavi amaclh kullaniimaktadir (Maranki ve Maranki, 2008).

Bu calisma oOncesi yaptigimiz kaynak taramasinda Elymus repens bitkisi ile
yapiimis calismalar E.repens’in alloploid orjini, klonal yapisi, morfolojik ve genetik
varyasyonlari ve filogenetik analizinin yapildigr gozlenmistir.

Bu calismalardan birinde, Szczpaniak ve ark. (2000), morfolojik ve molekdler
teknikler kullanilarak Elymus repens’in intraspesifik varyasyonlarini incelemislerdir.
Mason-Gramer (2008), Fosfoenolpriivat karboksilaz (pepC) ve beta-amilaz enzimlerini
kullanarak E.repens bitkisinin filogenetik analizini yapmislardir. Szczpaniak ve ark.
(2009), klonal biytme ve sekslel Gremenin nisbi énemlerini belirlemek amaciyla, alti E.
repens populasyonu ve dort E. hispidus populasyonunda Rastgele Amplifiye edilmis
Polimorfik DNA (RAPD) yontemi ile genetik farkliligi incelemislerdir. Mahelka ve
Kopecky (2010), Orta Avrupadaki dogal dagilim alanindan toplanan doért E. repens
populasyonunda multi kopya ITS ve tek kopya (granil bagl nisasta sentetaz |1 (GBSSI)
enzimini kodlayan) DNA bdlgelerini genomik ve fuloresan insitu hibridizasyon (GISH ve
FISH) yontemleri ile analiz ederek E. repens’in allopoliploid orjinini saptamaya
calismislardir. Zeng. ve ark. (2013), Elymus repens (L) Gould, Triticeae familyasindan
olan ekmeklik bugday Triticum aestivum’un basak yanikhgina direncini E. repens’e
aktarmak amaciyla ¢caprazlama calismasi yapmislardir.

Vijayalaxmi ve ark. (1996), Mitoz bolinme indeksleri ve insan lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi (KKD) Uzerine melatoninin etkisini arastirdiklari calismada,
cozicl olarak etanol kullanilmis ve etanoliin kardes kromatid degisimi Uzerinde arttirici
yada azaltici bir etkisinin olmadigini gézlemislerdir. Bal ve ark. (1998), Down sendromlu
bireylerden alinan kan lenfosit kdltirlerinde KKD frekansta beta-karoten etkisini
incelemisler ve etanoli ¢ozuci olarak kullanmislardir. KKD frekansinda etil alkolln etkisi
olmadigini gozlemlemislerdir. Soysal ve ark. (2008), insan lenfosit hiicre kiltiriinde
melatonin ve B-karotenin indiiklenmis kardes kromatid degisimi sikhgi Uzerine in vitro
etkilerini arastirmiglar ve ¢oziicu olarak etonoliin KKD frekansina bir etkisi olmadigini
gozlemislerdir. Calismamizda biz de bu calismalarda oldugu gibi ¢ozlci kontrol olarak
etanoll kullandik ve bu calismalari destekler nitelikte, etil alkolin KKD, KA, MN, AH,
BNMN, PI, MI ve NBI degerlerini etkilemedigini saptamis bulunmaktayiz.

Sonug olarak; bu calismada E. repens koklerinin insan periferal lenfositlerinde in

vitro, genotoksik ve sitotoksik etki gostermedigi ortaya konulmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Elymus repens bitkisinin genotoksik etkisinin arastirildigr bu calismada; Elymus
repens’in dort farkli dozuyla (0,16; 0,32; 0,65; 1,30 pg/ml) muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde, KKD, KA, MN, AH ve BNMN frekansi incelenmistir. Ayrica
proliferasyon indeksi (PI) degerleri, mitotik indeks (MI) degerleri ve nikleer bolinme
indeksi (NBI) degeri saptanmis ve elde edilen veriler kontrol gruplariyla kiyaslanmis
istatistiksel olarak karsilastiriimistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler asagida
verilmistir:

1. Elymus repens ekstraktl ile 24 saatlik ve 48 saatlik muamele suresinde tum
dozlarda KKD frekansinda kontrole gore bir artis oldugu saptanmistir. Ancak yapilan
istatistiksel analizler bu artisin 6nemli diizeyde olmadigini gdstermistir (p>0.05). Benzer
sekilde, Elymus repens ile muamele sonucunda tim dozlarda Pl degerinde kontrole goére
gozlenen farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmadigi belirlenmistir (p>0.05)

2. E.repens kok ekstrakti ile 24 ve 48 saatlik muamele ile tim dozlarda hiicre
basina disen KA ve AH frekansinda kontrole gore bir artis oldugu saptanmistir. Ancak
istatistiksel analizlere gore bu artisin 6nemli dizeyde olmadigi saptanmistir (p>0,05).
E.repens kok ekstrakti ile hazirlanan dort farkh dozdan (0,16; 0,32; 0,65; 1,30 pg/ml)
sadece en yuksek doz ile muamelenin (1,30 pg/ml) MI degerinde kontrol grubuna gore
o6nemli duzeyde azalmaya neden oldugu g6zlenmistir (p<0.05).

3. Elymus repens ekstraktindan hazirlanan farkh dozlar ile 24 ve 48 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde tim dozlarda kontrol grubuna kiyasla MN frekansinda
ve BNMN oraninda gozlenen farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli diizeyde degildir
(p>0,05). Ayrica, Elymus repens ekstrakti ile muamele sonucunda tim dozlarda NBI
degerinde kontrol grubuna gore énemli bir farklihik gézlenmemistir (p>0,05).

Sonug olarak; bu calismada E. repens koklerinin insan periferal lenfositlerinde 24
saatlik ve 48 saatlik her iki muamele icin ve dort farkh doz igin (0,16; 0,32; 0,65; 1,30
pg/ml) genotoksik ve sitotoksik etki gostermedigi saptanmistir.

Tibbi bitkileri kullanmadan 6nce bilinmesi gereken énemli noktalar vardir. Tibbi
bitkilerin botanik yoninden dogru tayin edilmis tur olmasi gerekir. Clnkl etken
maddeler, varyete ve alttir farklarina gore degisebilmektedir. Tibbi bitkiler, belirli
donemlerde etken maddece zengindirler, etken maddece zengin olduklari donemlerde
hasat edilmeleri gerekir ve bu sebeble kullanilacak bitkinin dogru zamanda hasat edilmesi

onemlidir. Kurutma esnasinda etken madde kayiplarina sik¢a rastlandigindan, kurutma
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yontemlerine Ozellikle riayet edilmelidir. Bitkisel droglar (kok, yaprak, tohum, cicek
gibi), etkilerini belirli bir sire icerisinde koruyabilirler bu sebeple satin alinacak droglarin
hasat tarihlerinin yazilip yazilmadigi kontrol edilmelidir. Bitkilerin toplandigi yer blylk
onem tasidigindan yol kenarlari, fabrika gevreleri, yogun egzoz dumanina maruz kalan
bolgelerden bitkiler temin edilmemelidir.

Eve alinan bitki caylari seffaf ve polietilen ambalajlarda saklanmamali bunun
yerine bu caylar cekmeceli ahsap dolaplarda muhafaza edilmelidir. Ayrica bitkisel
caylarin kullaniminda miktara da 6nem verilmeli asir tuketimin olumsuz etkisinin

olabilecegi unutulmamahdir.
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