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Bu ¢alisma Stachys petrokosmos (Sp) yaprak ekstraktinin metabolik aktivator
(S9mix) valiginda ve yoklugunda insan lenfositlerinde genotoksik ve anti-genotoksik
etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amacla insan lenfositleri, S9mix’in
varliginda ve yoklugunda Sp bitkisinin 1.5, 3.0 ve 6.0 pl/ml’lik
konsantrasyonlarindaki yaprak metanol ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat muamele
edilmistir. Sp bitki ekstraktinin in vitro genotoksik etkisi, kardes kromatid degisimi
(KKD), kromozom anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) testleriyle, sitotoksik
etkisi de niiklus boliinme indeksi (NBI), proliferasyon indeksi (PI) ve mitotik
indeksin (MI) saptanmasiyla belirlenmistir. Ayrica Sp yaprak ekstraktinin mitomycin
C ve cyclophosphamide kars1 anti-genotoksik etkisi de yine S9mix yoklugunda ve
varhiginda ¢alisilmistir.

S9mix yoklugunda Sp yaprak ekstrakti tek bagina KKD sayisin1 sadece en
yiiksek dozlarda artirmis, KA’y1r tim dozlarda uyarmis fakat MN sayisin
artirmamistir. Bununla birlikte Sp yaprak ekstraktt Mitomycin C’nin KA olusumu
tizerindeki etkisini azaltmistir. Sp yaprak ekstraktinin tek basina sadece yliksek
dozlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu, yine sadece yiiksek dozlarda Mitomycin
C’nin sitotoksik etkisini artirdig1 saptanmistir. S9mix varhiginda Sp yaprak
ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik olmadigi, fakat Cyclophosphamide’in KKD ve
MN olusumu {izerindeki etkisini azaltarak anti-genotoksik etkiye sahip oldugu
saptanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Stachys petrokosmos, insan periferal lenfositleri, kardes
kromatid degisimi, kromozom anormalligi, mikroniikleus
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In the present study, the genotoxic and anti-genotoxic effects of Stachys
petrokosmos leaf extracts (Sp) were investigated in human lymphocytes. For this
reason the cells were treated with 1.5, 3.0 and 6.0 ul/ml concentrations of Sp leaf
methanol extracts for 24 and 48 hours treatment periods in the absence and presence
of metabolic activator (S9mix). The sister chromatid exchange (SCE), chromosome
aberration (CA) and micronucleus (MN) tests were used for investigating the effects
genotoxicity of Sp. Nucleear division index (NDI), proliferation index (PI) and
mitotic index (MI) were also calculated to determine the cytotoxicity of Sp. In
addition, the anti-genotoxic effects of Sp against genotoxicity of mitomycin C and
cyclophosphamide were also investigated in the absence and presence of S9mix.

In the absence of S9mix, Sp alone induced the SCE frequency at the highest
concentrations and induced the CA at all concentration while it did not induce the
MN frequency. In addition, Sp decreased the effect of mitomycin C on CA. Sp alone
had a cytotoxic effcet at the high concentrations only and it induced the cytotoxic
effect of Mitomycin C also at the highest concentrations. In the presence of S9mix, it
was obtained that Sp was not genotoxic and cytotoxic however, it had an anti-
genotoxic effect via decreasing the effects of Cyclophosphamide on KKD and MN
frequency.

Key Words: Stachys petrokosmos, human peripheral lymphocytes, sister chromatid
exchange, chromosome aberration, micronucleus.
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1.GIRiS

Tarih Oncesinde yani yazili tarih baslamadan ¢ok Onceleri, insanlar bitkileri
yiyecek ve korunak olarak kullanirken, onlar fiziki sikayetlerini tedavi etmek i¢inde
kullanmiglardi. Siiphesiz insanlar, nesiller boyu deneme-yanilma yolu ile bazi
bitkilerin hastaliklar1 iyilestirmede faydali oldugunu o6grenmis, ayni zamanda
bazilarimin yenilebilecegini ve bazilarimin da zehirlenmeye ve Olime neden
olabileceklerini de 6grenebilmislerdir. 5000 yil onceki yazili kayitlarda Stimerler,
bitkilerle ilgili ¢alismalar yapmuslar ve kekik, defne, kimyon gibi bitkileri iyi
tanimlayarak, tibbi kullanimlarini tarif etmiglerdir. Sifali bitkilerin 6zellikleri ve
kullanimlar1 hakkindaki Avrupada yazilmis ilk bilimsel eser, Yunanli hekim
Dioscorides tarafindan M.S. birinci ylizyilda derlenmis olan De Materia Medika
(Sifali Bitkiler) kitabidir. Bu kitap onyedinci yiizyila kadar yetkin bir basvuru
kaynagi olarak kalmistir. Orta cagi takip eden yiizyillarda sifali bitkilerin 6nemi,
onbesinci yilizyillda matbaanin icadi ile yiizlerce sifali bitkiler kitabinin basilmasi ile
gosterilmistir. Theophrastus’un Bitkiler Tarihi kitab1 da bu kitaplardan biridir. 20.
ylizyilda tip biliminin muazzam bir sekilde gelismesine ragmen bitkilerin geleneksel
tipta kullanimi halen devam etmektedir (Jain ve ark.2007)

Bitkisel flavonoidlerin anti-inflamatuar, anti-mutajenik ve anti-allerjik
ozellikleri ortaya konmustur (Hollman ve ark., 1996). Geleneksel halk hekimliginde
kullanilan bitkiler bilimsel bir siizgegten gecirilerek yeniden degerlendirilmis ve
fitoterapi bir bilim dali haline gelmistir. Bu bilim dali giderek gelismekte ve daha
fazla 6nem kazanmaktadir. Diinya saglik orgiiti (WHO) verileri, gelismekte olan
tilkelerde insanlarin % 80’nin bu terapi yOntemlerini kullandigimni ve 3.3 milyar
insanin da tibbi bitkilerden terapi araci olarak yararlandigini ortaya koymustur (Celik
ve Celik, 2007).

Konunun bir bagka ve belki de en 6nemli yonii ise, baz1 sifali bitkilerin yan
etkilere ve hatta 6liimlere yol acabilecek zehirli maddeler icerdiklerinin bilincine
geregince varilamamis olmasidir (Qu ve ark., 1992; Chiang ve ark., 1997). Ornegin,
ucucu yaglarin bazi1 yan etkileri de bulunmaktadir (Sarer, 1991; Leal-Cardoso ve

Fonteles, 1999). Bu maddelerin en biiylik tehlikeleri de mutasyon ve/veya kansere
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sebep olabilme riskleridir. Bitkilerin tedavi amag¢h kullanilmalarinin yani sira,
bunlarin insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya
cikarilmasi da son derece onemlidir. Bir kimyasal maddenin bdyle bir etkisinin olup
olmadiginin  belirlenmesi, kisa siireli genotoksisite testleri ile miimkiin
olabilmektedir. Bugiin kisa siireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal
maddenin genotoksik veya anti-genotoksik olup olmadiginin belirlenmesinde
kullanilan metodlar; kardes kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid
Exchange=SCE) (Tucker ve ark., 1993), kromozom aberasyonu (KA) (Chromosome
Aberration=CA) (Carrano ve Natarajan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark.,
1994) ve mikroniikleus (MN) (Heddle ve ark., 1991, Fenech, 2002) testleridir.

Kardes kromatid degisimi, DNA ¢ift zincir kiriklarinin  homolog
rekombinasyon yoluyla onarilmasin1 gosteren kardes kromatidlerin homolog
lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iiriinlerinin degisimidir (Sonoda ve ark., 1999,
Helleday, 2003). Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan
ve hayvanlarin hiicrelerinde KKD frekansinin arttigi ve tek-gen mutasyonlarinin
artist ile KKD frekansi arasinda lineer bir iligski oldugu saptanmistir (Perry ve Evans,
1975; Carrano ve ark., 1978; Albertini ve ark., 2000). Benzer bir iligkinin KKD’nin
artigtyla in vivo tiimorlerin olusumu arasinda da oldugu Cheng ve ark. (1981)
tarafindan bildirilmistir. KA’ nin aksine KKD tek basina genotoksik riski belirlemede
yetersizdir. Fakat, KKD deneysel c¢alismalarda, indikator test olarak insanlarda
genotoksik etkileri gostermede uygun bir yontem olarak kullanilmaya devam
etmektedir (Norppa ve ark., 2006).

KA olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindan dolayzi,
lenfositlerdeki anormallik seviyesinin, kansere egilimli dokulardaki anormallik
seviyesini  gosterdigi ve boOylece kanser riskinin de gostergesi oldugu
diisiiniilmektedir (Bonassi ve ark., 2000; Albertini ve ark., 2000; Bonassi ve ark.,
2004, 2005). Yiiksek KA frekansi, KA artisini baglatan sebebe bakilmaksizin yiiksek
kanser riskinin bir gostergesi olabilir, ¢linkii KA olusumu DNA’daki zincir
kiriklarinin  yanlis onarilmasindan da kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Savage,

1993).
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MN, asentrik kromozom ya da kromatid kiriklarindan ve bir yada birkag
kromozom ya da kromatidin anafazda geri kalmasindan dolay1 (kalgin kromozom)
telofazda olusan esas niikleusun diginda rastlanan kiiciik niikleuslardir (Surrallés ve
ark., 1995). Ayrica multipolar anafaz ve telofaz da MN olusumuna sebep olmaktadir
(Topaktas ve Renciizogullari, 2010). MN olusumuna neden olabilen kromozom
kayb1 ya da kromozomlarin ayrilamamasi (non-disjunction) kanser ve yaslanmada
gozlenen Onemli olaylardan biridir. Bu durum, muhtemelen ig iplik¢iklerinde ve
sentromerde bozulma ya da metafazdan once kromozom yapisinin yogunlagmasi
sonucu olusmaktadir (Dellarco ve ark., 1985). Boylece, MN testi ile hem klastojenik
hem de aneujenik etkiler belirlenebilmektedir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Norppa
ve Falck, 2003). Yapilan ¢alismalarda, kanser hastalarindan alinan periferal kan
lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artis, kanser olusan hedef dokudaki MN
frekans1 kadar bulunmustur (Cheng ve ark., 1996, Duffaud ve ark., 1997; Bonassi ve
ark., 2007). Ayrica, Fenech ve ark. (1999) nin uluslararasi isbirligi ile yaptiklar1 bir
arastirmada insanlarda MN ile kanser arasindaki iligkiyi agik¢a gostermislerdir.

Cok eski devirlerden beri bilinen ve énemini bugiine kadar hi¢ kaybetmemis
olan faydal1 bitkilerin 6nemli bir béliimiinii Lamiaceae familyasinda bulunan bitkiler
olusturmaktadir. Bu familyada bulunan bitkiler ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildigina iliskin ilk kayitlara eski ¢aglardan kalma mezar ve anitlarin siislii yazi
ve resimlerinde rastlanmaktadir (Baytop 1999).

Stachys annula gelencksel kanser tedavisinde Tiirk insanlari tarafindan
yaygin olarak kullanilmaktadir (Aksoy ve ark.1988). Glikozid, saponin ve ugucu yag
ihtiva eden Stachys annula yapraklarinin kaynatilmasindan sonra elde edilen yaprak
suyu meyve suyu gibi icilmektedir. Stachys annula, yaprak ekstrakti S
typhimurium’un TA100 susunda sodium azide‘in mutajenitesini % 25 azaltmstir
(Karakaya ve Kavas 1999). Yapilan arastirmalarda Stachy spruneri‘nin a-tokoferol’a
kars1 antioksidant aktivite gosterdigi belirtilmistir (Couladis ve ark. 2003). Bunun
yaninda bazi Stachys tiirlerinin yaprak ekstraktlarinin genotoksik 6zellik gosterdigi
bulunmustur. S. recta ve S. palustris kok ekstraklarinin HeLa hiicrelerinin
proliferasyon indeksini %25 arttirdigi anlagilmigtir. Ayrica S. palustris kok, govde ve

cicek ekstraklariyla, S. germanica gigek ekstraklari ve S. byzantia kok ekstraklarinin
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MCF7 hiicre dizilerinde %25 iizerinde inhibisyon sagladig1 anlasilmistir (Haznagy-
Radnai ve ark. 2008).

Goriildigi gibi Stachys cinsinden pek ¢ok tiir tiim diinyada halk arasinda
tedavi amacl olarak yiizyillardir kullanilmaktadir. Ayrica bazi tiirlerin zararh etkisi
oldugu da anlasilmigtir. Ancak bu genus’ta yer alan ve iilkemize has bir tiir olan
Stachys petrokosmos’la ilgi hi¢ bir aragtirma yapilmamistir. Bu g¢alismanin amaci
Stachys petrokosmos yaprak ektraktinin insan periferal lenfositlerinde genotoksik
veya anti-genotoksik etkiye sahip olup olmadigini metabolik aktivator varliginda ve
yoklugunda in vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonu (KA)

ve mikronukleus (MN) testleri ile arastirmaktir.
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2.0NCEKI CALISMALAR

2.1.Tibbi ve Aromatik Bitki Ekstraktlar1 ile Yapilan Genotoksisite ve

Sitotoksisite Calismalar:

Kiiciik salgam bitkisinden elde edilen yagin, biitil, hidrojen veya
hidroksanolle muamele edildigi zaman mutajenik olmadig: fakat elde edilen yagin in
vivo olarak oksitlenmesi sonrasinda mutajeniteye sebep olabilecegi saptanmistir (Qu
ve ark., 1992). Aym arastiricilar, Cin’de kadinlarda goriilen akciger kanseri ile
yaptiklar1 ¢alismalarda sigaradan bagka faktorlerin ve Ozellikle pisirme sirasinda
aciga cikan yaglarin da etkili olabilecegini ortaya koymuslardir. Ozellikle pisme
sirasinda agiga ¢ikan yaglarin hava kirliligine neden olabilecegi {izerinde
durulmustur. Kiiciik salgam ve soya fasulyesinden pisme sirasinda agiga ¢ikan yaglar
yogunlastirilarak, Salmonella mutasyon denemelerinde, SV50 ileri mutasyon
denemelerinde ve fare kemik iliginde kardes kromatit degisimleri ve mikroniikleus
denemelerinde kullanilmis ve genotoksik olduklar1 bildirilmistir.

Slamenova ve ark. (2004) Salvia officinalis L.’in koklerinden elde ettikleri {i¢
adet diterpen quinon’larin (royleanone—SAR 3, horminone—-SAR 26 ve acetyl
horminone—SAR 43) sitotoksik ve DNA {izerindeki zarar verici etkilerini tespit
edebilmek amaciyla insan kolon kanseri (Caco-2) ve insan karaciger hiicrelerini
(HepG2) in vitro kosullarda bu diterpen quinonlar ile muamele etmislerdir. Calisilan
tiim quinonlar hiicrelerde sitotoksik etki gdstermelerine ragmen, 1.10a 4 mol/l SAR
26 veya SAR 43 ile muamele edilen HepG2 hiicrelerinde topoizomeraz 1’in
inhibisyonuna bagli olarak apoptotik niikleus seviyelerinin artti§i gozlenmistir.
Aragtirmacilar SAR 3 ile muamele edilen HepG2 hiicreleri ve SAR 3, SAR 26 ve
SAR 43 ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinde ya hi¢ ya da ¢ok az seviyelerde
apoptotik niikleus artis1 oldugunu ileri siirmiislerdir.

Celik ve ark. (2006) yaptiklari c¢alismada Thymus kotschyanus var.
glabrescens’in klastojenik ve Mitomycin C (MMC)’ye karst anti-klastojenik
etkilerini incelemislerdir. Bu bitkiden elde edilen ekstraktlar kardes kromatit

degisimini (107 pl/ml konsantrasyonu hari¢) ve kromozom aberasyonlarini kontrol
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ve ¢Oziicii kontrolle karsilastirildiginda artirmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte
bu bitkiden elde edilen ekstrakt kromozom aberasyonlarina neden olan MMC’nin
etkisini azaltmis oldugunu belirtmislerdir. Diger yandan bitki ekstrakti MMC ile
birlikte kardes kromatit degisimini pozitif kontrolle karsilastirildiginda 6nemli derece
artirdigini ileri stirmiislerdir.

Karioti ve ark. (2007) Marrubium cylleneum’ un toprak istti kisimlarindan
elde edilen ve bugiine kadar dogal {irlinler olarak kabul edilmeyen, diterpen olmayan
bir labdan ile diterpen olan iki labdan’t NMR ve MS spektral analiz metotlar1 ile
izole etmislerdir. M. cylleneum ve M. velutinum’dan elde edilen gesitli diterpenler
cesitli kanser hiicre hatlarina sitotoksik etkileri ve insan periferal kanindaki tek
niikleuslu hiicrelere immunomodulasyon potansiyel etkileri in vitro olarak test
edilmistir. Sonug¢ olarak; bazi bilesiklerin lenfositlerde farkli sitotoksik etki
gosterdikleri ortaya konulmustur.

Klormadinon asetat (CMA) sentetik bir progesteron analogudur. Genellikle
oral olarak gebeligi Onleyici olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismada Ocimum
sanctum’dan elde edilen ¢ayin CMA’nin insan lenfositlerinde neden oldugu
genotoksik zararlarma karsi anti-genotoksik aktivitesi arastirilmistir (Siddique ve
ark., 2008). En yiiksek dozda (40 puM) sadece CMA ile muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonlarini arttig1, fakat 40 uM CMA ile
birlikte ayri ayri 1.075x10*, 2.125x10™ ve 3.15x10™ g/1 bitki inflizyonuyla muamele
edilen hiicrelerde anormal metafaz sayisinin sirastyla % 2.67, % 2.00 ve % 1.67
oranlaria kadar azaldig1 saptanmistir. Kardes kromatid degisimi de ayni sekilde 40
uM CMA ile muamele edilmis hiicrelerde 6.43 iken bitki inflizyonuyla ayri ayri
1.075x107, 2.125x10* ve 3.15x10* gm I muamele edilen hiicrelerde kardes
kromatid degisimi sayisi sirastyla 3.76, 3.01 ve 2.94 oranlarinda azalmistir. Bitki
inflizyonunun kullanilan dozlar1 kromozom aberasyonlarin1 ve kardes kromatid
degisimlerini muamelesiz grupla karsilastirildiginda artirmadigi belirtilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda bitki inflizyonunun genotoksik potansiyeli artirmadigi,
fakat insan lenfosit hiicrelerinde klormadinon asetatin  genotoksisitesini

diizenleyebilecegini ileri stirmiislerdir.



2.ONCEKi CALISMALAR Ayse Mine YILDIZ

Loizzo ve ark. (2009)’nin yapmis olduklar1 g¢alismada Salvia leriifolia
(Benth)’nin ugucu yaglarmin kimyasal kompozisyonu, kolinesterazi inhibe edici
ozellikleri ve anti-influmatuvar etkilerini incelemislerdir. Ucucu yaglar GC ve GC-
MS ile analiz edildiginde ana komponent olarak camphor, 1,8 cineol, camphene ve
a-pinene elde edilmistir. S.leriifolia yaglart DPPH denemeleriyle LCsy seviyesi olan
2.26 pl/ml‘de anti-oksidan ozellige sahip oldugu tespit edilirken, asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesterazi sirasiyla 0.32 ve 0.29 pl/ml’de inhibe edici etkisinin oldugu
ileri stiriilmiistiir. Dahasi bu bitkiden elde edilen yag 165 pg/ml’de LPS’nin iiretimini
inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu komponentlerin 1000 pg/ml’de 142BR hiicrelerinde
sitotoksik etkiye sahip olmadiklar1 saptanmistir.

Alkhatib ve ark. (2010) Marrubium peregrinum’dan ladanein, scutellarein-
5,7,4'-trimethyl eter ve scutellarein-5,6,7,4'-tetramethyl eter olmak iizere Ti¢
metilenmis flavon elde ederek, kemiricilerin l6semili hiicrelerinde sitotoksik
etkilerini incelemislerdir. 20 yaygin Lamiaceae tiirleri arasinda HPLC ile en aktif
bilesenin ladanein oldugu goriilmiistiir. Ladanein 2040 uM oranlarinda K562,
K562R ve 697 insan 16semi hiicre hatlarina orta derecede bir aktivite gosterirken, ne
MOLMI13 ne de insan periferal kaninda tek niikleuslu hiicrelere karsi toksik etki
gostermemistir. Bu ¢alisma sonucunda ladanein’lerin tlirevi olan flavonlarin anti-

16semik aktiviteye sahip olabilecegi anlagilmistir.

2.2.Stachys Cinsine Ait Bitkilerin Ekstraktlari ile Yapilmis Olan Genotoksisite

ve Sitotoksisite Calismalari

Bagaran ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢caligmada Tiirkiye’ye 6zgii tibbi bitkilerin
genotoksik potansiyelleri Salmonella typhimurium mikrozom aktivasyon denemeleri
ve alkalin tek hiicre jel elektroforezi (COMET) testleri ile aragtirilmistir. Arastiricilar
Stachys ve bagka tibbi bitki cinslerine ait bitkilerden (Arctium minus, Ecballium
elatterium, Momordica charantia, Plantago major, Urtica dioica, Viscum album,
Salvia triloba, Euphorbia rigida, Stachys lavandulifotia, Acteoside, Abies
nordmannia) elde ettikleri ekstraktlarin ve bu ekstraktlarin bazi bilesenlerinin TA98

ve TA100 suslarinda metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz olarak mutajenik
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olmadiklarini, COMET denemelerin de ise hepsininin negatif kontrol degerlerinin
tistiinde bir artisa neden olduklarin1 saptamiglardir. Sadece Urtica ve Euphorbia
tiirlerinin varliginda DNA zincirlerinde daha az kiriklar olustugu bildirilmistir.

Karakaya ve Kavas (1999) beslenme aliskanliklarinda degisimler yaparak
kanserden bireysel olarak korunma yollarinin miimkiin oldugunu belirtmislerdir.
Yaptiklar1 arastirmada Urtica sp, Stachys annula, adagayi, kusburnunun islenmemis
veya kaynatilmis Ozsulari, yaprak ve kurutulmus tohumlari, iiziim pekmezi ve
tarhananin, S. typhimurium TA 100 susunda mutajenik olmadigini hatta tiim bu
yiyeceklerin S typhimurium’daki sodyum azid’in mutajenitesini azalttigini
bildirmislerdir. Test edilen yiyecekler arasinda, islenmemis Urtica sp (46.32%) ve
kusburnu (44.03%) en yliksek anti-mutajenik etkiyi gosterirken, bu anti-mutajenik
etki daha az olarak Urtica sp yapraklari (41.25%), ve Urtica sp ‘nin kaynatilmis
ozsuyu (37.22%), Stachys annula (36.42%), tiziim pekmezi (33.03%) ve tarhana
(28.60%) da gozlenmistir.

Couladis ve ark. (2003) oksijen radikallerinin ve hidrojen peroksidin neden
oldugu sitotoksisite ve ¢esitli insan hastaliklarindaki doku zararlarinin 6nlenmesinde
anti-oksidanlarin roliiniin gittik¢e artmakta oldugundan yola ¢ikarak, bu c¢alismada
Lamiaceae (Labiate) familyasina ait 21 aromatik bitkinin ethanollii ekstraktlarinin
antioksidan etkilerini in vitro olarak arastirmislardir. Bu bitkiler arasinda yer alan
Salvia ringens, Salvia pomifera, Stachys spruneri, Origanum dictamnus, Phlomis
lanata, Ballota pseudodictamnus, Ballota acetabulosa, Teucrium polium,
Calamintha glandulosa ve Micromeria graeca bitkilerinden elde ettikleri
ekstraktlarin a-tokoferolle ayni etkiye sahip olduklarini belirtmislerdir.

Amirghofran ve ark. (2006) Iran’a 6zgii 6 tibbi bitkinin (Galium mite,
Ferulago angulata, Stachys obtusicrena, Cirsium bracteosum ve Echinophora
cinerea) metanollii ekstraktlarinin anti-neoplastik aktivitesini inceledikleri ¢alismada,
ekstarktlara maruz biraktiklar1 farkli tiimor hiicrelerinin sitotoksik analizlerini MTT
kolorimetrik yontemle incelemislerdir. Flow sitometri tarafindan apoptotik
degisimlere ugrayan hiicrelerin yiizde miktarlar1 ve DNA kiriklarinin analizleri bu
duruma hassas olan hiicrelerde uygulanmistir. Sonugta ekstraktlarin tamaminin timor

hiicrelerinin artisin1 azalttigi gézlenmistir. E. cinerea ve C. bracteosum bitkilerinin
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20 pg/ml dozundaki ekstraktlar1 K562 l6semi hiicrelerinin boliinmesini en iyi sekilde
inhibe ederken, Jurkat hiicrelerinin proliferasyon inhibisyonunu ise 39.8 pg/ml
dozlarinda sirasiyla G. mite, F. angulata ve E. cinerea bitkilerin ekstraktlari
gergeklestirmektedir.

Matkowski ve Piotrowska (2006) Avrupa’da dogal olarak yetisen Lamiaceae
tiirlerinden elde ettigi metanollii ekstraktlarin antioksidatif etkilerini in vitro olarak
lic yontemle incelemislerdir. Araistiricilar. test edilen bitkiler en giiclii antioksidan
etkiye sahip olandan zayif olana dogru Leonurus cardiaca, Lamium album,
Marrubium vulgare, Stachys officinalis, Lamium purpureum, Galeopsis speciosa
olarak siralanmustir. Lipid peroksidasyonu denemelerinde maksimum inhibisyon S.
officinalis ve M. vulgare ile % 78’e ulasirken, Lamium sp. ve L. cardiacas ile %
70’in ¢ok az iistiinde oldugu G. speciosa’nin ise % 65’¢ ulastigini bildirmislerdir.

Kukic ve ark. (2006) Stachys ailesine ait dort endemik tiir olan S. anisochila,
S. beckeana, S. plumosa ve S. alpina L. ssp. dinarica tiirlerinin antioksidan
aktivitelerini aragtirmiglardir. Bitkilerden elde edilen ekstraktlari toplam antioksidan
(TAA) aktivitesi i¢in, 1,1-diphenyl 2-picryl hydrazyl (DPPH) ve OH radical
aktivitesi ve lipid peroxidation (LP) aktivitesini birlikte kullanarak calismislardir.
Total fenolik bilesikler arasindaki karsilikli iliski TAA ve DPPH radikalleri
polifenolerin ana anti-oksidanlar oldugu isaret edilmistir. Biitiin Stachys ekstraktlari,
(S. plumosa disinda) yiiksek bir anti-DPPH aktivitesi (IC50 50m g/ml)
sergilemislerdir. Biitliin ekstraktlarda 6.25 ile 50 mg/ml arasinda degisen oranlarda
OH radikalini % 40’tan daha fazla oranlarda inhibisyona ugratmiglardir. Yalnizca S.
plumosa ekstrakti % 60.67°lik bir oranla 100m g/ml’de maksimum aktivite
gostermistir.

Amirghofran ve ark. (2007) ¢esitli tibbi bitkilerin insan lenfositleri {izerinde
apoptotik ve anti-proliferatif etki gosterdiklerini ileri siirerek, Iran’a 6zgii bir bitki
olan Stachys obtusicrena’nin apoptozise neden olan etkisi tizerinde ¢aligmislardir.
Ayni aragtiricilarin in vivo olarak yaptiklart bu calismalarda antijenle bagisiklik
kazandirilmig farelerde antikor tiretimi ve hipersensitivite tizerine S. obtusicrena’nin
metanollii ekstraktlarinin etkisini arastirmislardir. Hipersensitivite ve antikordan elde

edilen cevaplara goére hem muameleli farelerde hem de muamelesiz farelerde her iki
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parametrenin de doza bagl olarak azaldig: tespit edilmistir. Lenfositlerdeki in vitro
calismalarda da ekstraktlarn (*H)-timidin cevabinda da doza bagl olarak bir azalma
oldugu kaydedilmistir. Sonugta arastiricilar S. obtusicrena’nin hem hiicresel hem de
humoral bagisiklik sistemini inhibe ettigi ve bu etkininde lenfositlerde apoptosise

neden oldugunu bildirmislerdir.
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3.MATERYAL VE METOD

Bu calismada test maddesi olarak Lamiaceae familyasina ait olan Stachys
petrokosmos (Sp) yaprak ekstrakti, materyal olarak da sigara igmeyen yaslari bir
birine yakin saglikli bir erkek (23 yasinda) ve bir bayandan (22 yasinda) alinan

periferik kan kullanilmistir.

3.1.Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1.Stachys petrokosmos (Sp)

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan Stachys petrokosmos, 5-10 cm
boyunda, ¢ali alti form olan, sarims1 yesil renginde ilkbahar yaz déoneminde, 900-
1100 m yiiksekliklerde, kayalik yerlerde yetisen Tiirkiye’ye has endemik bir tiirdiir.

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta
Classis : Magnoliopsida
Subclassis : Asteridae

Ordo : Lamiales

Familya : Lamiaceae (Labiatae)
Genus : Stachys

Spesies : Stachys petrokosmos

Genusu olan Stachys cinsi (Lamiaceae) kozmopolit olup, 200 kadar takson
icerir ve iilkemizde 121 taksonla temsil edilir. Tiir seviyesinde endemizm orani
%43,4 (33/76), alttiir seviyesinde endemizm oran1%36,7 (11/30) ve varyete
seviyesinde %40 (6/15) oldugu goriilmektedir. Stachys genusunda endemizm orani
%40'tir. Avrupa, Asya, Afrika, Avusturalya ve Kuzey Amerika’ya yayilmistir.

Yiizyillar boyunca hemen hemen her kitada olmak {izere tiim diinyada halk arasinda

11
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akla gelen her hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. En 6nemli bilesenleri,
Betulinic-acid, D-Comphor, Delphinidin, Hyperoside, Manganese, Oleanolic acid,
Rosmaniric-acid, Rutin, Urcolic acid ve tanendir. Stachys cinsi halk arasinda anti-
bakteriyal, anti-piretik, anti-septik, anti-spazmodik (kas gevsetici) olarak bilinir ve
karin gaz1 giderici, idrar soktiiriicii, ates diisiiriicii, tansiyon diisiliriicli, mideyi
kuvvetlendirici, kanamay1 durdurucu, kurt dokiici ve yara iyilestirici olarak

kullanilmaktadir.

3.1.1.2.Metanol

Bu calismada kullanilan Sp yapraklarimin ekstrakte edilmesinde (Merck)

kullanilmastir.

3.1.1.3.Kromozom Medyumu

Bu caligmada Biochrom firmasinin tirettigi Chromosome Medium B (cat. no.
F5023), hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde

asagidaki bilesikler verilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential Amino Acids........ccoceevveveeerieneneenneenne. 850 ml
Fetal Calf Serum ........ccccoooiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 150 ml
Heparin........oooooieiieeee e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt.........cooovvvviviiiiiiiiiiiiinenen. 75.000 E
Streptomycin Sulphate...........ccoevveeiiiiiiiiciieieeieee. 50 mg
Phytohemagglutinin M...........ccccceovvieiniiienieeeeeee 2.5mg

Bu medyum steril kiiltiir tiiplerine 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu

miktarlarda kullanilmistir.

3.1.1.4.Kolsisin (Kolkisin)

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine

(kolsisin) (Sigma Cat. No. C9754) kullanilmistir. Kolsisin eriyigi saf su igerisinde

12
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hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06

ug/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.

3.1.1.5.Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liikk KC1 (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidestile
su i¢inde stok halinde hazirlanip agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 2 saat once yeteri kadar miktar alinip

37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmistir.

3.1.1.6.Fiksatif

KKD ve KA i¢in kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’in 3 kisim
metanol ile karistirilmasi sonucu hazirlanmistir. MN icin ise iki farkl fiksatif
kullanilmustir.  ilk fiksatif 1 kisim glasial asetik asit 5 kisim metanol ile
karistirildiktan sonra 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden kullanilmistir. Fiksatif kullanilmadan iki
saat once hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmigtir. Her seferinde preparat yapim

isleminden iki saat 6nce taze olarak hazirlanip kullanilmistir.
3.1.1.7.5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdUrd
eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmis, daha sonra por ¢ap1 0.2 um olan membran
filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten kiiltiir tlipleri icerisindeki

kromozom medyumuna 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.1.8.Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)
KKD’ni incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen

tamponu igerisinde UV lambasi ile isinlandirilmistir. Ayrica bu tampon 9%5’lik

Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullanilmistir. Bu tampon eriyik, tampon A ve

13
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tampon B olmak {izere iki stok c¢oOzelti halinde hazirlanmis olup bu c¢ozeltiler
calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak
kullanilmigtir. Hazirlanisi:

Tampon A:11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).

Tampon B:14.83 gr Na,HPO,4.12H,0 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=9.3).

3.1.1.9.Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu eriyik 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini
artirmak amactyla kullanilmigtir. SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11.05 gr trisodyum
sitrat (CsHsNa3;07.2H,0) ve 21.9 gr NaCl kullanilmistir. Bu iki madde ayr1 ayri
kaplarda bir miktar saf su igerisinde ¢oziilmiis, daha sonra ayni kaba aktarilarak
birbirleriyle karigtirilmis ve tizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir.
Hazirladigimiz bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmustir.
Deneyimizde, bu stoktan 20 ml alip iizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlanarak elde edilen 1x SSC kullanilmugtur.

3.1.1.10.Giemsa

Giemsa boyasi Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup
deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlanmig olan %5’lik boya eriyigi

preparatlarin boyanmasinda kullanilmistir.

3.1.1.11.Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, Cat. No. 7961). Preparatlar daimi

hale getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanilmistir.

3.1.1.12.Nitrik Asit (HNO;)

Lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Plastik sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmustir.
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3.1.1.13.Mitomycin C (MMC)

S9mix yoklugunda pozitif kontrol olarak kullanilmistir. MMC (Sigma,
MO0503) suda eritilerek hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmigtir. MMC stok
cOzeltisi ¢alisma baslangicinda taze olarak hazirlanmis ve kullanilmistir. MMC

kiiltiir tiiplerine 0.2 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.1.14.Cyclophosphamide (Cyp) (Sigma)

S9mix varliginda pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Cyp suda ¢oziilerek
hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Cyp kiiltlir tliplerine 28 pg/ml olacak

sekilde S9mix ile beraber ilave edilmistir.

3.1.1.15.RPM11640 Besi Yeri

Metabolik aktivator (S9mix) varliginda muameleden sonra test maddelerinin
uzaklastirilmasi sirasinda kullanilmigtir. Hiicreler RPMI1640 besiyeri ile yikanarak

S9mix ve test maddesi uzaklastirilmistir.

3.1.2.Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.1.2.1.Hassas Terazi

Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda

kullanilmustir.

3.1.2.2.Santrifiij
Rotor ¢ap1 21 cm olan ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dk.’lik

zaman ayarlayici, acilabilir bashiga sahip ve 28 tlip kapasiteli HETTICH
UNIVERSAL marka santrifiij caligmalarda kullanilmistir.
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3.1.2.3.Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler
151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmigtir. Fotograflar ise yine

Olympus marka mikroskopta dijital olarak ¢ekilmistir.

3.1.2.4.inkiibator

Hiicrelerin 37°C’de inkiibe edilmesi i¢in Dedeoglu marka inkiibator

kullanilmustir.

3.2.Lamlarmn Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin 6nce etiketli olan lamlar saleye dizilerek
tizerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi kapatilarak bu
sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan ¢esme suyunda
tyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale saf su ile

doldurularak buzdolabinda saklanmustir.

3.3.Ekstraksiyon

Stachy petrokosmos bitkisi nem olmayan bir ortamda kurutulmustur.
Kuruyan bitki yapraklarindan 5 gr tartilarak 100 mL MeOH ile ekstrakte edilmis ve
15 dk. ultrasonik banyoda bekletilmistir. Daha sonra tekrar 100 mL MeOH ilave
edilerek 15 dakika daha ultrasonik banyoda bekletilmis, ekstrakt filitre edilerek
vakumla ugurma islemi uygulanmistir. Geriye kalan ekstrakt MeOH (10 ml) ile

seyreltilerek test maddesi olarak kullanilmistir.
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3.4.Genotoksisite Calismalari

3.4.1.Metabolik Aktivator Yoklugunda Test Metodu

3.4.1.1.Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE)
ve Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosomal Aberration=CA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin

Kiiltiire ilave Edilmesi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

3.4.1.1.(1) Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Test Maddelerinin Kiiltiire Tlave

Edilmesi

Ayni1 yas grubunda, saglikli ve sigara icmeyen insanlardan alman (1 bayan, 1
erkek) 1/10 heparinize edilmis periferik kanin 0.2 ml’si kromozom medyumuna
(Biochrom Cat. No F5023) ilave edilmistir (Renciizogullar1 ve Topaktas, 1991).
Kanin ilavesinden hemen sonra son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde steril 5-
bromo-2-deoksiuridin ilave edilerek kiiltiir 37°C’deki inkiibatorde 72 saat inkiibe
edilmistir. Test maddesinin On ¢alisma sonucu belirlenen non toksik 3
konsantrasyonu (1.5, 3.0 ve 6.0 pl/ml) kiiltiir ortamina kiiltiiriin baslangicindan 24 ve
48 saat sonra ilave edilmis ve hiicrelerin test maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca
muamele edilmeleri saglanmigtir. Kiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (yani
kiiltliriin 70. saatinde) her tiipe hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06
ug/ml) ve tlpler hafif¢e sallanarak iyice karigtirilmistir. Hiicreler 2 saat siiresince
(37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur. Kiiltiir siiresi olan 72. saatin
bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 devir/dk (rpm)’da 15 dk. santrifiij edilmis, siipernatant
atilmigtir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik s1v1 iyice karistirildiktan
sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin
ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmistir. Aksi halde hiicrelerde kiimelesme
olmakta ve amaca uygun olmayan preparatlar hazirlanmaktadir. Her tiipe 5 ml
hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatore

konulmustur. Hiicreler 10 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir.
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Stirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 devir/dk’da santrifiij edilmis, siipernatant
atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5
ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve silipernatant
atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere
tekrarlanmistir. 3. fiksatif muamelesinin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen
berraklastig1 goriilmiistiir. Eger sivi berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine
devam etmek gerekir. Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek tstteki
sivi atilmisgtir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml sivi kalacak sekilde
slipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine gecilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karigtirilarak homojen hale
getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanms diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha
once temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin {izerine 75
cm yiikseklikten farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre silispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam
lizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmasi
esnasinda damlalarin {ist iiste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24 saat oda sicakliginda

bekletilmistir.

3.4.1.1.(2) Preparatlarin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasin1 (sister chromatid
differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri
metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla bir giinliik preparatlar 1sinlama
kabmna konarak {tizeri bir film gibi oOrtlinecek seklide Sorensen tamponu ile
kapatilmigtir. Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu
karisimin destile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8).
Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast

farkin1 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistiir. Bu sekilde ince bir tabaka halinde
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1sinlama eriyigi ile ortiilen preparatlar, karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254
nm dalga boyunda 151k yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk. 1simnlanmistir.
Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60°C arasindaki
sicakliklarda 60 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. once
%35’lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmistir. %5°lik Giemsa boyasi, 5 ml tampon A, 5
ml tampon B ve 5 ml Giemsa’nin karigtirilarak {iizerleri 85 ml saf su ile
tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre
kagitlar1 ile siiziilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC
eriyiginden alinarak direkt olarak boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk.
boya igerisinde bekletilmistir (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu
siirede saglanmistir). Bu silirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis, {ic ayri
kaptaki saf su icinden gecirilerek preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.
Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler

yapilmistir.

3.4.1.1.(3) Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyilitmede).

KKD sayist, her kisinin kan kiiltiirline ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu gegiren 25 hiicrede (2 kisiden toplam 50 hiicrede) saptanmistir. KKD sayisi
bir kromozomun ag¢ik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki acik boyanmis pargalarin sayilmasiyla belirlenmistir
(Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak
degerlendirilmis (Sekil 3.1.a), ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak
sayillmistir (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bdlgelerinden doniim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1.c).
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Sekil 3.1.Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

Sp yaprak ekstraktinin DNA replikasyonu tizerindeki etkilerini saptamak
amaci ile PI bulunmustur. Bunun igin tesadiifi se¢ilmis 100 hiicre incelenmistir. Bu
incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve {iglincli metafaz devresindeki
hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak PI su sekilde hesaplanmustir:

PI= (1xM;+2xM,+3xM3)/100

M;: 1. Mitozdaki hiicre sayis1

Ma,: 2. Mitozdaki hiicre sayis1

M3j: 3. Mitozdaki hiicre sayisi

Birinci, ikinci ve ti¢lincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve
Speit, 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilesiklerdir (Sekil 3.2). BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklari benzen
halkasindaki 5.C atomuna dT’de CHj, BrdUrd’de Br ve dU’da H atomunun bagh

olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.2.Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin (dU)’in
kimyasal yapilari.

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan
dolay1 kiiltiir ortamina BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada
(1.S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd’ni alacaktir. Boyle hiicrelerin kromozomlar1 boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT:dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler 1. mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3.A ve
Sekil 3.4). Birinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen yavru
hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'lu ortamda 2.S fazi) timin ihtiva eden
poliniikleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd
yer alacaktir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini
(BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd'lu iplige komplementer olarak sentezlenen yeni
iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de
BrdUrd ihtiva ettiklerinden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid ayn1 kromozomun agik
boyanan kromatidini olusturacaktir. iste bu hiicrenin metafaz devresinde preparat
yapildiginda  hiicrenin  tiim  kromozomlarinin  (BrdUrd/dT:BrdUrd/BrdUrd)
kromatidlerinden biri koyu digeri ise acgik renkte boyanacaktir. Bunlar da ikinci
mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir. (Sekil 3.3.B ve Sekil 3.5). Bu hiicreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdUrd'lu ortamda 3.S fazi) ikinci mitozda agik boyanan
kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom
meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de agik renkte boyanacaktir

(BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir
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kromatidin her iki ipligi BrdUrd'li ve diger kromatidin bir ipligi BrdUrd'li diger ipligi
timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi
koyu renkte, bir kromatidi de a¢ik renkte boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd:dT/BrdUrd).
Iste boyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin
her iki kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi acik, diger kromatidi
de koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicrelerde 3. mitoz bdliinmeyi geciren hiicrelerdir
(Sekil 3.3.C ve Sekil 3.6). iste bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz bdliinmeyi geciren
hiicreler ayirt edilmis, bu hiicrelerin 100 hiicre i¢indeki sayis1 saptanmig, bundan da

yukarida belirtilen formiile gore proliferasyon indeksi (PI) hesaplanmustir.

1.G1
1.8 (+BrdUrd)
0 0
A1 Mitoz B B
[ [
. 1 Normal DNA tek ipligi
%jgémrdum) B OO0 O ErdUrd girmis DNA tek iplidi
U OO0 O] Koy bovanan kromatid
0 00 —]
Ol ||®0o0 .
B-2 Mtz H H H S g S g Actk boyanan kromatid
0 00
361 00
oL |:|
3.8 (+BrdUrd) . ili
I oo
0 0 oo Ligd
€3 Mitoz a0 O oo oo
oo 0 ool (ao
0d [ gl oo

gore Topaktas ve Speit 1990°den).
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Sekil 3.5.1kinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.
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10 pm

Sekil 3.6.Ugiincii mitoz béliinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar.

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (2 kisiden toplam 200 hiicre) KA’ni saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu hiicreler i¢cinde gozledigimiz kromozom yap1 ve say1 anormallikleri
Uluslararas1 Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System
for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve
adlandirilmistir (Paz-y-Mino ve ark., 2002). Incelenen bu 100 hiicre iginde hiicre
basina diisen yapisal kromozom anormalliklerinin (yapisal KA/hiicre) sayisi ile
anormallik igeren hiicrelerin yiizdesi bulunmustur. Bu ¢alismada sayisal kromozom
anormallikleri olusmadigi i¢in degerlendirilmemistir.

Bu calismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir. Gaplar ile
kromatid ve kromozom tipi kiriklar arasindaki farklar, Kauderer ve ark. (1991)’nin
bildirdigine su sekilde ayirt edilmistir: Gap’larda, kromatidin birinde (kromatid tipi
gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi gap) goriilen boyanmamis bolge
bir kromatidin genisliginden daha azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi
kirik) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bolge bir
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kromatidin genisliginden daha fazladir. Iste bu &lciilere gdre gap ve kromatid
kiriklar1 ayr1 ayr1 saptanmistir. Mace ve ark. (1978) ise gap bolgesinde DNA
ipliginde kirik olmadigini elektron mikroskobu fotograflarinda gostermislerdir. Bu
calismada kromatid kirigi ve tek kol birlesmesi gibi anormallikler kromatid tipi
anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi, sister union, kromatid
degisimi, halka kromozom ve disentrik kromozom olusumu gibi anormallikler de
kromozom tipi anormallikler olarak degerlendirilmistir.

Sp yaprak ekstraktinin mitoz boliinme tizerindeki etkilerini saptamak amaci
ile mitotik indeks bulunmustur. Bunun i¢in her kisiye ait preparatlardan toplam 3 bin
hiicre incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak
kaydedilmistir. 3 bin hiicre igerisinde metafazlarin orant yiizde -cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks saptanmistir.

3.4.1.2.Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin

Hazirlanmasi

3.4.1.2.(1) Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Test Maddelerinin Kiiltiire ilave

Edilmesi

Mikroniikleus sayisini saptamak i¢in Fenech (2000) ve Kirsch-Volders ve
ark. (2003) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir. Saglikli ve
sigara igmeyen yaslari birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan alinan 1/10 oraninda
heparinize edilmis kan 6rnekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla
(0.2 ml) ekilmistir (Renciizogullar1 ve Topaktag, 1991). Hiicre kiiltiirii inkiibatorde
37£1°C’de 68 saat i¢in inkiibe edilmistir.

SP yaprak ekstraktinin etkisini incelemek i¢in, daha 6nce belirlenmis olan
konsantrasyonlardaki (1.5, 3.0 ve 6.0 pl/ml) Sp yaprak ekstrakti, kiiltiir tiiplerine
ilave edilerek hiicrelerin 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmustir. Iki
nukleuslu hiicre olusumunu saglamak i¢in de kiiltliir bitimine 24 saat kala biitlin

tiiplere 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma Cat. No. C6762)
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ilave edilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak
MMC kullanilmigtir. MMC tiiplere 0.2 pg/ml olacak sekilde verilmistir. Kiiltiir
stiresi olan 68. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis,
siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik siv1 iyice
karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik ilave
edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmigtir. Aksi halde
hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun preparatlar hazirlanamamaktadir.
Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak
inkiibatore konmustur. Hiicreler 5 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele
edilmistir. Stirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant
atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5
ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Ilk fiksatif 1 kisim asetik asit 5
kistm metil alkol karigimmin 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200
rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar fiksatif
ilave edilmistir. Bu islem 2 kere tekrarlanmis ve ilk fiksatiften farkli karigimlar
kullanilmistir (1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol). 3. fiksatifle muamelenin
sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmistiir. Eger sivi
berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif
ilavesinden sonra santrifiij edilerek iistteki s1v1 atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte
0.5-0.7 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine
gecilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karigtirilarak homojen hale
getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
¢ekilmistir. Daha Once temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan
lamlarin iizerine farkli alanlara 1’er damla olmak {izere hiicre siispansiyonu
damlatilarak (her lama 4-5 damla) hiicrelerin lam {izerinde yayilmasi saglanmistir.
Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin st {iste
diismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24

saat oda sicakliginda bekletilmistir.
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3.4.1.2.(2) Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmis %5’°1lik giemsa
boyast ile boyanmistir. 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa karigtirilmig
tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak %5’lik Giemsa boyasi
hazirlanmistir (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale i¢ine filtre kagitlari ile
stiziilmiistiir. Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak boya igerisine
konmus ve yaklasik olarak 15 dk. boya igerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
preparatlar boyadan ¢ikarilmis, lic ayr kaptaki saf su i¢inden gecirilerek preparatlar
tizerindeki fazla boyanin akmasi saglanmigstir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette
konularak kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi
hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik

incelemeler yapilmustir.

3.4.1.2.(3) Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k
mikroskobunda 40°lik objektif ile incelenmistir (10x40=400 biiyiitmede). Bu
incelemeler sirasinda her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 2000 iki nukleuslu
(biniikleer) hiicre incelenmisg, bu iki nukleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu
olanlar saptanmistir. Ayrica ayni kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 tane hiicre
sayillmis, bu hiicreler arasindan bir, iki, ii¢ ve dort nukleuslu olanlarin sayilari
saptanmigtir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8). Bu orandan yola ¢ikarak Nukleus Boliinme
Indeksi (NBI) (Nuclear Division Index = NDI) hesaplanmistir (Fenech, 2000).

Hesaplama agagidaki formiile gore yapilmustir.

NDI= (1xN;+2xN,+3xN3+4xNyg)/n Ni: 1 nukleuslu hiicre sayist
Na: 2 nukleuslu hiicre say1s1
Nis: 3 nukleuslu hiicre sayis1
Ny4: 4 nukleuslu hiicre sayis1

n : Toplam hiicre sayist
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10 um

Sekil 3.7.Bir (a) ve dort (b) niikleus igeren hiicreler.

-

- 10 uwm

Sekil 3.8.1ki (a) ve ii¢ (b) niikleus igeren hiicreler.
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3.4.2.Metabolik Aktivator Varhginda Test Metodu

Metabolik aktivator (S9mix) olarak 3-methylcolanthrene ile indiiklenmis

sican karaciger enzimleri (S9) kullanilmistir (Maron ve Ames, 1983).

3.4.2.1.S9 ve S9mix’in Hazirlanmasi

Misir yaginda eritilen 3-Methylcolanthrene 80 mg/kg konsantrasyonunda
olacak sekilde misir yaginda eritilerek sicanlara karin zar1 yoluyla (ip) verilmistir.
Sicanlar 5 giin sonra boyunlar1 kirilarak oldiiriilmiis ve karacigerleri alinmustir.
Calismanin biitlin asamalar1 0-4°C’de steril ortamda ve steril ekipmanlarla
yapilmistir. Cikarillan taze karaciger darasi alinmis steril petri kabina konulmus,
tartilmis ve her bir gramina 1 ml olacak sekilde soguk 0.15 M KCI ilave edilmistir.
Sican karacigeri yaklasik 10-15 gr civarindadir. Karaciger soguk KCl ile birka¢ defa
yikanmistir. KCI ile yapilan yikama, steril doku eldesi ve hemoglobinin
uzaklagtirllmas1 i¢in gereklidir. Hemoglobin, sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitelerini yok edebilir. Yikanan karaciger, 3 ml/gr olacak sekilde 0.15 M KCI
iceren bir kaba aktarilmis, steril makas ile dilimlenmis ve homojenize edilmistir.
Homojenat 9000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant (S9 fraksiyonu)
baska bir tiipe alinmistir. Steriliteden siiphelenilmesi durumunda sterilite kontrolii
yapilabilir. Sterilite kontrolii i¢in histidin-biyotin igeren MGA (minimal glikoz agar)
besi yerine ekim yapilir. Taze S9 fraksiyonlar1 1 ml olacak sekilde ependorf tiiplerine
paylastirllmigtir. -20°C’de dondurulmus ve -80°C’de saklanmistir. Genotoksisite
calismalari i¢in S9 fraksiyonu gerekli oldugunda, donmus S9 fraksiyonu oda 1sisinda
¢Oziilmiis ve kuru buz iizerinde korunmustur. S9mix ise, S9 ¢oziildiigli anda

asagidaki gibi hazirlanmstir:

Sican karaciger S9 fraksiyonu 2.0 ml

MgCl, (8§ mM)-KCl (33 mM) tuzlari 0.25 ml
G-6-P 0.045 gr
NADP 0.102 gr
0.2 M Fosfat buffer 6.25 ml
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Steril saf su 11.5 ml (toplam 20 ml’ye

tamamlanir). Her kiiltiir tiipiine bu karistmdan 0.5 ml konmustur.
3.4.2.2.KKD ve KA Yontemi

Ayni yas grubunda, saglikli ve sigara igmeyen insanlardan alinan (1 bayan, 1
erkek) periferik kanin 0.2 ml’si kromozom medyumuna (Biochrom Cat. No F5023)
ekilmistir. Kanin ilavesinden hemen sonra son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde steril 5-bromo-2-deoksiuridin ilave edilerek kiiltiir 37°C’deki inkiibatorde 72
saat inkiibe edilmistir. Kiiltiiriin 48.saatinde kiiltlir ortamina Sp yaprak ekstraktinin
belirlenen toksik olmayan ii¢ dozu ile birlikte S9mix ilave edilmis ve hiicrelerin bu
karisimla 3 saat muamele olmasi saglanmistir. Ugiincii saat sonunda kiiltiirdeki
hiicreler RPMI1640 besiyeri ile 2 defa yikanmig, S9mix ve Sp yaprak ekstraktinin
uzaklagmasi saglanmigtir. Son yikamadan sonra tiipteki hiicrelere BrdUrd ile
tamamlanmis taze besi yeri ilave edilmis ve hiicrelerin 72.saate kadar inkiibasyonlar1

saglanmistir. Siire bitiminde islemler daha 6nce anlatildig: gibi yapilmstir.
3.4.2.3.MN Yontemi

Saglikli bir bayan ve bir erkekten alinan periferik kan kromozom medyumuna
ekilerek 37°C’de 68 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiiriin 44.saatinde non-toksik
konsantrasyonlardaki test maddesi ve S9mix kiltiir ortamina ilave edilmis ve
hiicrelerin 3 saat boyunca bu kimyasallarla muamele olmasi saglanmstir. Ugiincii
saat sonunda kiiltiirdeki hiicreler RPMI1640 besiyeri ile 2 defa yikanarak S9mix ve
Sp’nin uzaklagmasi saglanmistir. Son yikamadan sonra tiipteki hiicrelere
cytochalasin B ile tamamlanmis taze besi yeri ilave edilerek hiicrelerin 68.saate
kadar inkiibasyonlar1 saglanmistir. Siire bitiminde islemler daha 6nce anlatildig: gibi

yapilmigtir.
3.5.Anti-genotoksisite Calismalari

Anti-genotoksik c¢alismalar1 Sp yaprak ekstraktinin belirlenen {ic dozunun

metabolik aktivatdor yoklugunda MMC’nin etkisini inhibe edip etmediginin,
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metabolik aktivator varliginda da cylophosphamide’nin (CP) etkisini inhibe edip
etmediginin aragtirilmasi seklinde gerceklestirilmistir. Alinan kanlar kiiltiir tiiplerine
ekildikten sonra S9mix yoklugunda MMC, S9mix varliginda CP Kkiiltiir tiiplerine
ilave edilmis ve bunlarla birlikte Sp yaprak ekstrakti verilerek hiicrelerin bu
kimyasallarla muamele olmalar1 saglanmistir. Bitki ekstraktinin anti-mutajenik etkisi
s06z konusu ise MMC veya CP’nin mutajenik etkileri azalacak ve bu hazirlanacak

preparatlarda saptanabilecektir.

3.6.Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograflar Olympus marka trinokiiler mikroskoba bagli dijital fotograf
makinesinde 1000 biiylitmede ¢ekilmistir. Daha 6nce 1., 2., ve 3. mitozu gegiren
hiicrelerin kromozomlarinin, bazi ilging KA’larina ait 6rneklerin, iki nukleuslu
hiicrelerden mikronukleusa sahip olanlarin ve bir, iki, {i¢ ve dort nukleuslu hiicrelerin

fotograflari ¢ekilmistir. (Olympus CX31RTSF; 7,1 Megapixel).

3.7.istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda muameleli gruplardan elde edilen KKD,
KA, MN, NBI, PI ve MI degerleri ile kontrol, ¢dziicii ve pozitif kontrollerin degerleri
arasindaki farkin 6nemli olup olmadig t-testi ile arastirilmstir.

Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri
yapilmis, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulunmus ve regresyon
dogrusu ¢izilmistir.

Ayrica mikroskobik incelemelerden elde edilen sonuglar ¢izelge ve grafikler

halinde verilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Bulgular

4.1.1.Metabolik Aktivator Yoklugunda (S9mix) Yapilan Calismalarin Sonuclar

4.1.1.1.Metabolik Aktivator Yoklugunda (S9mix) Stachys petrokosmos (Sp)
Yaprak Ekstraktinin KKD Uzerindeki Etkisi

Stachys petrokosmos yaprak ekstraktinin 3 farkli konsantrasyonu (1.5, 3.0 ve
6.0 ul/ml) ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan
ortalama kardes kromatid sayis1 (KKD/Hiicre) cizelge 4.1°de goriilmektedir. Sp
yaprak ekstrakti, 24 saatlik muamele siiresinde sadece en yiiksek konsantrasyonda,
48 saatlik muamele siiresinde ise en yliksek iki konsantrasyonda KKD sayisini hem
kontrola hem de ¢dziicii kontrola nazaran artirmistir (Sekil 4.1). Bu artigin 24 saatlik
muamele siiresinde doza baglh oldugu saptanmistir (Sekil 4.2). Fakat Sp yaprak
ekstrakti MMC nin mutajenik etkisini azaltmamustir. Ozellikle 48 saatlik muamele
stirelerinde Sp yaprak ekstraktt MMC’nin KKD sayist1 iizerindeki etkisini doza bagh
bir sekilde diisiirmesine ragmen MMC ile mukayesede istatistiki bakimindan 6nemli
olmadig1 saptanmustir (Sekil 4.3). Bu calismada bilinen mutajen olarak kullanilan

MMC KKD sayisin1 oldukga fazla artirmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4).
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Cizelge 4.1.S9mix yoklugunda degisik dozlarda Stachys petrokosmos (Sp) yaprak
ekstrakti veya Sp yaprak ekstraktitMMC karigimi ile 24 ve 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid
degisimi (KKD) sayis1

Sire Konsantrasyon

Test maddesi Min-Max KKD KKD/HlcrexSE

(saat) pli/ml

Kontrol - 1-16 5.84+0.72
Metanol 24 6.0 2-16 6.46+0.70
MMC 24 0.2 pug/mi 13-64 43,29+1,79
Sp Eks. 24 1.5 1-12 5,48+0,48
“ 24 3.0 1-13 5,96+0,12
24 6.0 2-14 7,06+0,02 a2b1
Sp Eks.+MMC 24 1.5 Sp+MMC* 21-65 39,29+1,66 a1b1
24 3.0 Sp+tMMC* 16-64 41,09+1,69 a1b1
24 6.0 Sp+MMC* 1-63 41,00+2,52 a1b1
Metanol 48 6.0 1-15 5,62+0,14
MMC 48 0.2 pug/mi 53-121 92,88+2,32
Sp Eks. 48 1.5 2-17 7,24+0,24
“ 48 3.0 1-20 8,46+0,22 a1b1
48 6.0 2-22 9,68+0,32 a1b1
Sp Eks.+MMC 48 1.5 Sp+MMC* 60-127 98,80+2,36 a1b1
48 3.0 Sp+MMC* 52-133 75,42+3,34 a1b1
“ 48 6.0 Sp+MMC* -- 0,0+0,0"

a: Kontrol ile karsilastirmada fark onemli; b: Coziicii kontrol ile karsilagtirmada fark énemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001

*MMC (Mitomycin C): 0.2 pg/ml

"Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 degerlendirilememistir
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KKD/Hiicre

120 4

100

20 - M 48 saat

W 24 saat

Konsantrasyon

Sekil 4.1.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak

ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde KKD/Hiicre

Doz (u/ml)

Fitted Line Plot
Doz (ul/ml) = - 13,93 + 2,827 KKD/Hiicre, Sp 24 saat

S 0,105839
R-Sq 99,9%
R-Sq(adj) 99,8%

T T T T
5,50 5,75 6,00 6,25 6,50 6,75 7,00 7,25
KKD/Hiicre, Sp 24 saat -S9mix

Sekil 4.2.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti ile 24 saat muamele

edilen insan periferal lenfositlerinde KKD/hiicre sayisinin doza bagh
artisini gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayis1 (P<0.02).
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Fitted Line Plot
Doz (ul/ml) = 6,067 - 0,04418 KKD/Hucre, Sp+MMC 48 saat

6 1 S 0,339089
R-Sq 98,9%
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Sekil 4.3.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti+MMC karisimi ile
48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD/Hiicre
sayisinin doza bagh diisiisiinli gésteren regresyon dogrusu ve korelasyon
katsayis1 (P<0.05).
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Sekil 4.4.0.2 pg/ml dozunda MMC ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde indiiklenmis KKD sayis1
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4.1.1.2.89mix Yoklugunda Sp Yaprak Ekstraktinin Kromozom Anormalligi
(KA) Olusumu ve Anormal Hiicre (AH) Sayisi Uzerindeki Etkisi

Sp yaprak ekstrakti kromozom yapt anormalliklerini her iki muamele
siirelerinde hem kontrola hem de ¢6ziicii kontrola nazaran artirmamistir (Cizelge 4.2
ve Sekil 4.5). Sp yaprak ekstrakt1 24 saatlik muamele siiresinde en yiiksek dozda ve
48 saatlik muamele siiresinde de en yiiksek iki dozda MMC’nin etkisini azalttig1
saptanmistir. Ayni sekilde Sp tlim dozlarda ve muamele siirelerinde anormal hiicre
ylzdesini artirmazken (48 saatlik muamele siirelerinde 3.0 pl/ml’lik doz harig)
MMC’nin etkisini azalttig1 saptanmustir (Sekil 4.6). 24 saatlik muamele siiresinde bu
diisiis doza bagli olarak gerceklesmistir (Sekil 4.7).

Sp ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid tipi
anormalliklerden 6zellikle kromatid kirig1 (Sekil 4.8) en fazla gdzlenen anormallikler
arasinda sayilabilir. Kromozom tipi anormalliklerden o6zellikle kromozom kirigi
(Sekil 4.9) ve fragment (Sekil 4.10) gibi yapisal kromozom anormalliklerine
rastlanmistir. Bu ¢alismada Stachys petrokosmos yaprak ekstrakti ile muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde sadece birka¢ hiicrede poliploidi (Sekil 4.11)
gozlenmis ve dolayisiyla Sp’nin kromozom sayi anormalligini artirmadigi

saptanmigtir.
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Cizelge.4.2.S9mix yoklugunda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+-MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde yapisal kromozom anormalligi (KA) ve
anormal hiicre ylizdesi (AH)

Anormallik gesitleri

Test Sire Konsantras.
; Yapisal Anormal
; Kromatid Kromozom
maddesi  (saat) (ul/mi) Tioi Tip KAMHiicre+SE" Hucre:SE (%)"
Kontrol - - 4 7 0,055+0,015 4,50+1,50
Metanol 24 6.0 7 5 0,060+0,010 5,50+0,50
MMC 24 0.2 pg/ml 87 43 0,650+0,020 49,0£3,00
Sp Eks. 24 1.5 8 5 0,065+0,020 6,00+1,00
“ 24 3.0 4 5 0,045+0,005 4,00+1,00
“ 24 6.0 10 2 0,060+0,005 5,9510,05 a1
Sp Eks+tMMC 24 1.5 Sp+MMC* 50 43 0,465+0,035 a1b1 35,0£1,00 a1b1c1
24 3.0 Sp+MMC* 77 41 0,590+0,010 a1b1 31,5+£0,50 a1b1c1
24 6.0 Sp+rMMC* 52 24 0,380+0,020 a1b1c1® 23,5+1,50 a1b1c1®
Metanol 48 6.0 6 2 0,040+0,010 3,50+0,50
MMC 48 0.2 pg/mi 127 149 1,380+0,020 74,0+7,00
Sp Eks. 48 1.5 7 4 0,060+0,010 5,00£1,00
“ 48 3.0 13 4 0,085+0,000 a2 7,95+0,05 a2b2
“ 48 6.0 9 4 0,065+0,005° 5,50+1,50°
Sp Eks+MMC 48 1.5 Sp+MMC* 219 181 2,000+0,120 a1b1 72,5£0,58 a2b2
48 3.0 Sp+MMC* 116 60 0,880+0,010 a2b2c1 52,5%£1,50 a1b1c1
“ 48 6.0 Sp+MMC* 51 49 0,500+0,040 a1b1c1’  36,0+1,00 a1bict’

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile kargilagtirmada fark 6nemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001

*MMC (Mitomycin C): 0.20 ug/ml
"Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 sadec d:164: e: 184 ve f: 135 hiicre sayilabilmistir.
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Sekil 4.5.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak

ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde hiicre basina diisen yapisal kromozom anormalligi

Anormal Hiicre (%)
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Konsantrasyon

Sekil 4.6.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak

ekstraktitMMC karigimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesi
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Fitted Line Plot
Doz (ul/ml) = 15,15 - 0,3885 Anormal Hiicre, Sp+MMC 24 saat
61 s 0,103882
R-Sq 99,9%
R-Sq(adj) 99,8%
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Sekil 4.7.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti+MMC karigimu ile
48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde anormal hiicre

yiizdesinin doza bagh diisiisiinii gdsteren regresyon dogrusu ve korelasyon
katsayis1 (P<0.02).

10 pm

Sekil 4.8.Kromatid kirig1 (3.0 ul/ml Sp yaprak ekstrakti+0.2 pg/ml MMC, 48 saat)
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10 pm

Sekil 4.9.Kromozom kirig1 (1.5 pl/ml Sp yaprak ekstrakti+0.2 ug/ml MMC, 24 saat)

10 um

Sekil 4.10.Fragment (3.0 pl/ml Sp yaprak ekstrakti+0.2 pg/ml MMC, 48 saat)
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=

10 pm ’

Sekil 4.11.Ikinci mitoz boliinmeyi gegiren poliploid hiicre (6.0 pl/ml Sp yaprak
ekstrakt1 48 saat)

4.1.1.3.S9mix Yoklugunda Sp Yaprak Ekstraktinin Mikroniikleus (MN)

Olusumu Uzerine Etkisi

SP yaprak ekstrakti tek basina tim muamele siirelerinde ve tiim
konsantrasyonlarda MN olusumunu indiiklememistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.12). Sp
yaprak ekstrakti, MMC’nin MN olusumu {izerindeki etkisini azaltmis, fakat sadece
3.0 pl/ml konsantrasyonunda 24 saat muamele edilen kiiltiirde bu diisiis istatistiki

bakimindan énemli bulunmustur.
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Cizelge 4.3.S9mix yoklugunda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstraktitMMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan

periferal lenfositlerinde mikroniikleuslu biniikleus hiicre yiizdesi (MN)

. . Konsantrasyon Mikronikleus’lu binlkleus
Test maddesi Sire (saat) ul/ml hicre (%) +SE
Kontrol - - 0,150+0,030
Metanol 24 6.0 0,225+0,025
MMC 24 0.2 pg/ml 2,150+0,250
Sp Eks. 24 1.5 0,400+0,100
“ 24 3.0 0,275+0,025
“ 24 6.0 0,625+0,125
Sp Eks.+MMC 24 1.5 Sp+MMC* 1,625+0,075 a1b1
24 3.0 Sp+MMC* 1,535+0,015 a2b2c1°
24 6.0 Sp+MMC* 1,800+0,070 a1b1°®
Metanol 48 6.0 0,375%0,225
MMC 48 0.2 ug/ml 1,785+0,065
Sp Eks. 48 1.5 0,410+0,050
“ 48 3.0 0,277+0,026
“ 48 6.0 0,0+0,0'
Sp Eks.+MMC 48 1.5 Sp+MMC* 1,892+0,117 a1b1
48 3.0 Sp+MMC* 1,500+0,120 a1b1
« 48 6.0 Sp+MMC* 0,00,0'

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001

*MMC (Mitomycin C): 0.2 pg/ml

Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 sadece toplam 3592 (d) ve 2978 (e) hiicre sayilabilmistir.
Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 degerlendirilememistir (f)
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Sekil 4.12.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+MMC karigimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde MN

MMC, MN olusumunu olduk¢a fazla artirmis ve ¢ogunlukla hiicrede birden

fazla farkli boyutlarda mikroniikleus olusumuna neden olmustur (Sekil 4.13).

; v

Sekil 4.13. MMC ile 48 saat muamele edilen kiiltiirlerde farkli boyutlarda 5 MN
iceren bintikleus hiicre
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4.1.1.4.S9mix Yoklugunda Sp Yaprak Ekstraktinin DNA Replikasyonu ve Mitoz

Boliinme Uzerindeki Etkisi

Stachys petrokosmos’iin yaprak ekstraktinin DNA replikasyonu iizerindeki
etkisi proliferasyon indeksi’nin (PI), mitoz boliinme iizerindeki etkisi ise mitotik
indeks’in  (MI) ve niikleus bolinme indeksi’nin (NBI) bulunmasi yoluyla
saptanmistir.

SP yaprak ekstrakti tek basina 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde sadece
en yiiksek konsantrasyonda PI’ni her iki kontrola nazaran azaltmistir. MMC ile
beraber Sp RI’nin azaltmis fakat MMC’nin PI iizerindeki etkisi ile kiyaslandiginda
istatistiki bakimindan 6nemli bulunamamustir. Sp yaprak ekstrakti+MMC karigimi
sadece 3.0 pl/ml konsantrasyonunda 24 saat muamele edilen kiiltiirde PI’'ni MMC’ye
nazaran istatistiki bakimindan 6nemli derecede diisiirmiistiir (Cizelge 4.4 ve Sekil
4.14).

Tek basina Sp yaprak ekstrakt: ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde MI
sadece en yiiksek konsantrasyonda ve her iki kontrol grubuna nazaran Onemli
derecede diisiiriiliirken, 48 saat muamele edilen kiiltirlerde MI tim
konsantrasyonlarda onemli derecede diistiriilmiistiir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.15). 48
saat Sp yaprak ekstrakti+MMC karigimi ile muamele edilen kiiltiirlerde MI, MMC ile

karsilastirildiginda sadece en yiiksek dozda distiriilmiistiir.
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Cizelge 4.4.S9mix yoklugunda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+-MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeks (MI)
ve niikleus boliinme indeksi (NBI).

Testmaddesi odre  Konsant. PI+SE MI+SE NBI+SE
(saat) pl/ml
Kontrol - - 2,17+0,41 3,38+0,55 1,60+0,04
Metanol 24 6.0 2,12+0,31 2,57+0,14 1,32+0,04
MMC 24 0.2 ug/ml 1,53+0,03 0,7920,13 1,20£0,01
Sp Eks. 24 15 1,790,50 2,0120,11 1,44+0,16
“ 24 3.0 1,79+0,18 2,24+0,31 1,19+0,00 a1b1
24 6.0 1,60+0,00 a2b2 0,81+0,08 a1b1 1,17+0,01 a1b1
Sp Eks+MMC 24 1.5 Sp+MMC*  1,500,14 0,6020,10 a1b1 1,14£0,00 a2b1
24 3.0 Sp+MMC*  1,37£0,01 a2b2c1  0,78+0,05 a1b1 1,12+0,01 a1b1
24 6.0 Sp+MMC*  1,4920,01 a1b1 0,660,03 a2b1 1,09£0,01 a1b1
Metanol 48 6.0 2,32+0,01 3,33+0,27 1,51+0,00
MMC 48 0.2 ug/ml 1,49+0,16 1,08+0,15 1,30£0,05
Sp Eks. 48 15 2,3520,12 2,53+0,03 a1b1 1,53+0,01
“ 48 3.0 2,21+0,09 2,71+0,01 a1b1 1,40+0,01 a1
48 6.0 1,34+0,01 a2b2 1.01%0,01 a2b2 1,07+0,03 a1b1
Sp Eks.+MMC 48 1.5 Sp+MMC*  1,35£0,07 a1b1 0,8620,06 a1b1 1,25+0,00 a2b1c1
48 3.0 Sp+MMC*  1,4620,06 a1b1 1,11£0,05 a1b1 1,28+0,01 a1b1
48 6.0 Sp+MMC*  0,040,0" 0,68+0,02 a2b2c1  1,04£0,02 a1b1c1

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile karsilagtirmada fark énemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001
*MMC (Mitomycin C): 0.20 ug/ml

"Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 degerlendirilememistir

24 saat tek basina Sp yaprak ekstrakt1 ile muamele edilen kiiltiirlerde NBI en
yiiksek iki konsantrasyonda kontrol ve ¢dziicii kontrola nazaran diisliriilmiistiir. 48
saatlik muamele stirelerinde ise NBI en yiiksek iki konsantrasyonda muamelesiz
kontrola nazaran, en yiiksek konsantrasyonda da ¢oziicii kontrola nazaran 6nemli
derecede diisiiriilmiistiir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.16). Bu diisiis 48 saatlik muamele
siiresinde doza bagli olarak gergeklesmistir (Sekil 4.17). Sp+tMMC 24 saatlik
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muamelede NBI’ni doza bagl olarak diisiirmesine ragmen MMC ile mukayesede
istatistiki bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.18). MMC ile
mukayesede Sp, MMC’nin etkisini 48 saatlik muamele stiresinde 1.5 ve 6.0 pl/ml

konsantrasyonlarda anlamli bir sekilde diistirmiistiir.
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Sekil 4.14.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+MMC karisimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde P1
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Sekil 4.15.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+MMC karigimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde MI
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Sekil 4.16.S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+MMC karigimi ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde NBI

Fitted Line Plot
Doz (ul/ml) = 16,36 - 9,647 NDI, Sp 48 saat -S9mix
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Sekil 4.17. S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti ile 48 saat
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde niikleus boliinme
indeksinin doza bagh disiisiinii goOsteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayisi (P<0.03).
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Fitted Line Plot
Doz (ul/ml) = 104,9 - 90,79 NDI, Sp+MMC 24 saat
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Sekil 4.18. S9mix yoklugunda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti+MMC karigima ile
24 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde niikleus boliinme
indeksinin doza bagl disiisiinii gosteren regresyon dogrusu ve
korelasyon katsayis1 (P<0.04).

4.1.2.89mix Varhginda Yapilan Calismalarin Sonuclari

4.1.2.1.Metabolik Aktivator (S9mix) Varhginda Stachys petrokosmos (Sp)
Yaprak Ekstraktinin KKD Uzerindeki Etkisi

Sp yaprak ekstrakti S9mix varliginda KKD sayisini artirmamis, bunun aksine

cyclophosphamide (Cyp)’in KKD iizerindeki etkisini tiim konsantrasyonlarda doza
bagl bir sekilde diistirmistiir (Cizelge 4.5, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).
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Cizelge 4.5.S9mix varliginda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
ortalama kardes kromatid degisimi (KKD) sayisi.

Test maddesi Elc/’r’:]fa”trasy"” Min-Max KKD  KKD/Hiicre+SE
Kontrol - 1-15 5,72+0,44
Metanol 6.0 1-25 6,26+0,34
Cyp 28 ug/ml 7-53 24,9542 83
Sp Eks. 15 1-12 5,28+0,71
« 3.0 2-12 5,56+0,60
« 6.0 1-16 5,90+0,78
Sp Eks.+Cyp 1.5 Sp+Cyp* 2-24 10,08£1,00 c1
3.0 Sp+Cyp* 3-25 9,68+0,80 c1
6.0 Sp+Cyp* 1-19 8,64+1,32 c1

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001
*Cyp (Cyclophosphamide): 28 pg/ml
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1

Konsantrasyon

Sekil 4.19.S9mix varliginda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karigimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
KKD/hiicre
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Fitted Line Plot
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Sekil 4.20.S9mix varliginda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti+Cyp karigimi ile
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD/hiicre sayisinin doza
bagh diislisiinii gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi

(P<0.03).
4.1.2.2.89mix Varhginda Sp Yaprak Ekstraktinin Kromozom Anormalligi (KA)
ve Anormal Hiicre (AH) Olusumu Uzerindeki Etkisi

Sp yaprak ekstrakti tek basmma KA sayisim ve AH yiizdesini artirmamis,
Cyp’nin KA olusumu ve AH yiizdesi iizerindeki etkisini 6zellikle en yiiksek iki
konsantrasyonda azaltmasina ragmen istatistiki bakimindan 6nemli bulunamamistir

(Cizelge 4.6, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).
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Cizelge 4.6.S9mix varliginda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi  ile  muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde yapisal kromozom anormalligi (KA) ve anormal hiicre

yiizdesi (AH)
Anormallik gesitleri
Test Konsantras.
maddesi (ul/mi) Kromatid Kromozom  Yapisal Anormal
H Tipi Tipi KA/Hiicre+SE Hiicre+SE (%)
Kontrol - 8 1 0,045+0,005 4,50+0,50
Metanol 6.0 6 3 0,055+0,000 5,50+0,05
Cyp 28 pg/mi 28 14 0,210+0,040 18,50+1,50
Sp Eks. 1.5 11 3 0,070+0,010 6,50+1,50
“ 3.0 17 10 0,135+0,015 12,50+0,50 a1
“ 6.0 12 10 0,110+0,010 10,00+1,00
Sp Eks+Cyp 1.5 Sp+Cyp* 28 14 0,210+0,015a1b1  19,50£1,50 a1
3.0 Sp+Cyp* 18 8 0,13040,010 a1 11,00+1,00 a1
6.0 Sp+Cyp* 24 9 0,165+0,015 a1 15,00+1,50 a1

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile karsilagtirmada fark énemli;
c¢: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001
*Cyp (Cyclophosphamide): 28 pg/ml
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0,15
0,1
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,

Kontrol Metanol Cyp (28 1,5 pl/mi3,0 pl/ml6,0 ul/ml 1,5
pg/ml) Sp+Cyp Sp+CVp Sp+CVp

Yapisal KA/Hiicre

Konsantrasyon

Sekil 4.21.S9mix varliginda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
hiicre bagina diisen yapisal kromozom anormalligi
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Kontrol Metanol Cyp (28 1,5 ul/ml3,0 ul/ml6,0ul/ml 1,5
pg/ml) Sp+Cyp Sp+CVp Sp+CVp

Anormal Hiicre (%)

Konsantrasyon

Sekil 4.22.S9mix varliginda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
anormal hiicre yiizdesi

4.1.2.3.S9mix Varhginda Sp Yaprak Ekstraktinin Mikroniikleus (MN) Olusumu

Uzerine Etkisi

S9mix varliginda Sp yaprak ekstrakti tek basina MN olusumunu en yiiksek
iki dozda ve sadece kontrola nazaran artirmistir. Cyp’nin MN olusumu iizerindeki
etkisini ise tiim dozlarda diislirmiis, bu diisiis en yiiksek dozda istatistiki bakimindan

anlamli bulunmustur (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.23).
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Cizelge 4.7.S9mix varliginda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
mikroniikleuslu biniikleus hiicre yiizdesi (MN)

Mikrontkleus’lu

Test maddesi Konsantrasyon bintikleus hiicre (%)
pi/ml
+SE
Kontrol - 0,250+0,050
Metanol 6.0 0,500+0,100
Cyp 28 pg/ml 1.280+0,120°
Sp Eks. 15 0,525+0,075
“ 3.0 1,125+0,075 a1
“ 6.0 0,800+0,050 a1
Sp Eks.+Cyp 1.5 Sp+Cyp* 1,000+0,090 a1
3.0 Sp+Cyp* 1,080+0,080 a1°®
6.0 Sp+Cyp* 0,775+0,045 c1

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile kargilagtirmada fark 6nemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001

*Cyp (Cyclophosphamide): 28 pg/ml

Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 sadece toplam 3713 (d) ve 3138 (e) hiicre sayilabilmistir.

1,4 -

1,2 A

1 -

0,8 -

0,6

0,4 -

0,2 J
0 -

Kontrol Metanol Cyp (28 1,5 ul/ml 3,0 pul/ml6,0 ul/ml 1,5
ug/mi) Sp+Cyp Sp+CVp Sp+CVp

MN (%)

Konsantrasyon

Sekil 4.23.S9mix varliginda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karisimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MN’lu biniikleer hiicre yilizdesi
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4.1.2.4.S9mix Varhginda Sp Yaprak Ekstraktinin DNA Replikasyonu ve Mitoz

Boliinme Uzerindeki Etkisi

Sp yaprak ekstrakti tek basma ve Cyp ile birlikte PI'ni etkilememistir. Sp
yaprak ekstrakti tek basina MI’1 1.5 ve 6.0 pl/ml konsantrasyonlarinda hem kontrola
hem de ¢oziicii kontrola nazaran diisiirmiis, fakat Cyp’nin MI {izerindeki etkisini ise
etkilememistir. Ayn1 sekilde Sp yaprak ekstrakti tek basina ve sadece en yiiksek
konsantrasyonda NBI’ni sadece kontrola nazaran azaltmis fakat Cyp’nin etkisini ise

etkilememistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.24).

Cizelge 4.8.S9mix varliginda degisik dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karigimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
proliferasyon indeksi (PI), mitotik indeks (MI) ve niikleus bdliinme

indeksi (NBI).
Test Konsantrasyon o, op MI+SE NBI+SE
maddesi pg/mi
Kontrol . 20152014 25902017 1.381:0.18
Metanol 6.0 1,570+0,04 2.320+0,49 1,160+0,01
Cyp 28 pg/ml 1,440+0,20 0,995+0,03 1,126+0,01
Sp Eks. 15 1,500+0,03a1  1,845:0.01alb1  1,070+0,04
“ 3.0 1,510+0,13 2.145£0,21 1,195+0,05
: 6.0 1,455+0,06 1,330£0,10 alb1  1,143+0,01 a1
Sp Eks.+Cyp 1.5Sp+Cyp*  1,470%0,10 1,030+0,37 1,126+0,03
3.0 Sp+Cyp*  1,570:0,21 0.985:0,05a1b1  1,135+0,00 a2b1
6.0 Sp+Cyp*  1,650£0,19 0.95040,02 a2b2  1,173%0,02

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli;
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli, 1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001
*Cyp (Cyclophosphamide): 28 pg/ml
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Sekil 4.24.S9mix varliginda farkli dozlarda Sp yaprak ekstrakti veya Sp yaprak
ekstrakti+Cyp karigimi ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
PI, MI ve NBL.

4.2. Tartisma

Bu calismada, S9mix varliginda ve yoklugunda Stachys petrokosmos’un
yaprak ekstrakti insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD),
kromozom anormalligi (KA), mikroniikleus (MN) olusumu ve hiicre boliinmesi
tizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu amagla Stachys petrokosmos’un 1.5, 3.0 ve

6.0 ul/ml’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir.

4.2.1.Stachys petrokosmos Yaprak Ekstraktinin Insan Periferal Lenfositlerinde
KKD, KA ve MN Olusumu Uzerine Etkisi

S9mix yoklugunda Sp yaprak ekstrakti tek basia KKD sayisini sadece en

yiiksek dozlarda artirmis, KA sayisini tiim dozlarda indiiklemis fakat MN sayisini
artirmamistir. Bununla birlikte Sp yaprak ekstraktt Mitomycin C’nin KA olusumu
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tizerindeki etkisini azaltmistir. Sp yaprak ekstrakti tek basina sadece yiiksek dozlarda
sitotoksik etkiye sahip oldugu, yine sadece yiiksek dozlarda Mitomycin C’nin
sitotoksik etkisini artirdigr saptanmistir. S9mix varliginda Sp yaprak ekstraktinin
genotoksik ve sitotoksik olmadigi fakat Cyclophosphamide’in KKD ve MN olusumu
tizerindeki etkisini azaltarak anti-genotoksik etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Hollman ve ark. (1996) bitkilerden elde edilen flavonoidlerin anti-inflamatuar
etkileri yaninda anti-mutajenik ve hatta anti-allerjik 6zelliklerinin oldugunu ortaya
koymuslardir. Fakat bazi bitkilerin ugucu yaglarinin da insanlarda bazi istenmeyen
etkilere ve hatta oliimlere yol acgabilecek kadar zehirli maddeler igerdikleri de
bildirilmistir (Qu ve ark., 1992; Chiang ve ark., 1997; Sarer, 1991; Leal-Cardoso ve
Fonteles, 1999).

Bu calismada materyal olarak kullanilan Stachys petrokosmos bitkisi ile ayni
genus i¢inde yer alan diger Stachys tiirlerinin yaprak ekstraktlarinin anti-genotoxic
ve anti-kanserojenik etkiye sahip olduklar1 ve alternatif tipta kanser tedavisinde
kullanildiklar1 belirlenmistir. Ornegin, Stachys annula geleneksel kanser tedavisinde
Tiirk insanlar tarafindan yaygin olarak kullanildig:r bildirilmistir (Aksoy ve
ark.1988). Glikozid, saponin ve ugucu yag ihtiva eden bu bitki genelde yapraklari
kaynatildiktan sonra meyve suyu gibi i¢ilmektedir. Stachys annula, S
typhimurium’un TA100 susunda sodium azide‘in mutajenitesini de % 25 oraninda
azaltmistir (Karakaya ve Kavas 1999). Yapilan arastirmalarda Stachy spruneri‘nin o-
tokoferol’a karsi antioksidant aktivite gosterdigi belirtilmistir (Couladis ve ark.
2003). Basaran ve ark. (1996) tibbi bitkilerden Stachys lavandulifolia yaprak
ekstrakti Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslarinda metabolik
aktivasyonlu veya aktivasyonsuz olarak mutajenik olmadiklarini hatta anti-
genotoksik etkiye sahip olabileceklerini saptamislardir. Iran’a 6zgii tibbi bitkilerden
Stachys obtusicrena bitkisinin ekstraktinin anti-neoplastik etkiye sahip oldugu ve
timor hiicrelerinin artisini azalttigi ayrica insan lenfositleri lizerinde apoptotik ve
anti-proliferatif etki gosterdigi saptanmistir (Amirghofran ve ark., 2006;
Amirghofran ve ark., 2007). Kukic ve ark. (2006) Stachys ailesine ait dort endemik
tiir olan S. anisochila, S. beckeana, S. plumosa ve S. alpina L. ssp. dinarica tiirlerinin

yiiksek anti-oksidan etkiye sahip olduklarini bildirmislerdir.
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Goriildigi gibi Stachys cinsine ait birgok tiiriin anti-oksidan, anti-genotoksik
ve anti-kanserojenik etkiye sahip olduklari sdylenebilir. Bu c¢aligmada kullanilan
S.petrokosmos bitkisinin yaprak metanol ekstraktinin S9mix yoklugunda zayif
genotoksik etki gostermesi yaninda, S9mix varliginda genotoksik etkisinin olmadigi
ve hatta anti-genotoksik etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

GC-MS yontemine gore analiz edilen Stachys’in farkli tiirlerinin yaprak
ekstraktlarinda birgok farkli fenol, flavonoid ve glikosid bulunmasina ragmen genel
olarak germacrene, stachysosides E-H, alfa ve beta-pinene, iridoid glycoside ve
stachyssaponin gibi bilesikler hemen hemen birgok tiirde bulunmustur (Lenherr ve
ark., 1984; Sajjadi ve Amiri, 2007; Ahmad ve ark., 2008; Murata ve ark. 2008;
Giuliani ve ark., 2009; Ozturk ve ark., 2009). Bunun diginda Stachys tiirlerine 6zgii
chlorogenic asit, phenidon, naphthelene, betulinic-acid, D-comphor, delphinidin,
hyperoside, manganese, oleanolic acid, rosmaniric-acid, urcolic acid, apigenin ve
tanen gibi birgok bilesige de rastlanmistir (Delazar ve ark., 2005; Ivanova ve ark.,
2009; Savic ve ark., 2010). Bu ¢alismada yaprak ekstrakt1 materyal olarak kullanilan
Stachys petrokosmos olduk¢a endemik olup ekstraktinin igerigi ile ilgili higbir
calisma yapilmamistir. Ancak yapilirsa yukarida belirtilen maddelerin bunda da
bulunabilecegi sdylenebilir.

Bu c¢aligmada S.petrokosmos’un S9mix yoklugunda MMC’nin etkisini
azaltarak gosterdigi anti-genotoksik etki Ozellikle S9mix varliginda daha net bir
sekilde ortaya c¢ikmustir. Metabolik aktivatdor varliginda bu bitki ekstraktinin
genotoksik etkisini kaybetmis ve Cyp’nin etkisini azaltarak anti-genotoksik etki
gostermigtir. S.petrokosmos’un S9mix varligindaki bu anti-genotoksik etkisinin
metabolize olan ekstraktlardan agiga ¢ikan maddeler ile gergeklestigi soylenebilir.
Zira in vivo ve in vitro ortamda Stachys’in farkli tiirleri ile yapilan ¢alismalarda bu
tiirlerin anti-genotoksik, anti-kanserojenik, anti-oksidant ve hatta anti-allerjik oldugu
bildirilmistir. (Basaran ve ark., 1996; Shin, 2004; Delazar ve ark., 2005; Kukic ve
ark., 2006; Amirghofran ve ark., 2006; Amirghofran_ve ark., 2007; Haznagy-Radnai
ve ark.2008).

Stachys tiirlerinde bulunan asetil flavonoid glikosidlerin ve polifenollerin

serbest radikal yakalayici bilesikler oldugu ve bu bilesikler sayesinde Stachys
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tiirlerinin ekstraktlarinin anti-oksidant 6zellikte olduklar1 bildirilmistir (Hollmann ve
ark., 1996; Delazar ve ark., 2005; Kukic ve ark., 2006). Diger baska arastiricilar da
birgok farkl tiiriin anti-oksidant etkiye sahip olduklarini bildirerek daha 6nce yapilan
calismalar1 desteklemislerdir (Haznagy-Radnai ve ark., 2006; Matkowski ve
Piotrowska 2006).

Hem MMC’nin hem de Cyp’nin yiiksek dozlarda anti-kanser ilaglar1 olarak
kullanildiklar1 tiimdr hiicrelerinde DNA'ya baglanarak DNA ¢ift sarmalinin iki kolu
arasinda capraz baglar olusturmak suretiyle DNA replikasyonunu Onledikleri ve
dolayisiyla antitimor etki gosterdikleri bilinmektedir (Perumal ve ark., 2009; Helm
ve ark., 2010; Robidoux ve ark., 2010; http://www.ilacabak.com).

In vivo ortamda Cyp karacigerde mikrozom oksidaz sisteminin etkisi ile
transforme olup alkilleyici aktif metabolitler olan acrolein ve phosphoramid
bilesiklerine doniisiir (Sowjanya ve ark., 2009). Yiiksek dozlarda kullanildig1 zaman
Cyp bu alkilleyici ajanlar sayesinde DNA’da yiiksek oranda mutasyonlar olusturarak
sitotoksik etki gosterir ve bu 6zelliginden dolayr da kanser tedavisinde kemoterapik
ajan olarak kullanilabilmektedir (Sowjanya ve ark., 2009).

Dogada dogal olarak bulunan bir¢ok bilesigin kimyasallarin toksik etkisini
diizenledigi ve tiimdr olusumunu baskiladig: bildirilmistir (Milner, 2001; Shukla ve
Taneja, 2002; Madhavi ve ark., 2007). Bu ¢aligmada S.petrokosmos Cyp’nin toksik
etkisi ile birlikte genotoksik etkisini de azaltmistir. Daha Once yapilan calismalari
dikkate aldigimizda S.petrokosmos yaprak ekstraktinin Cyp’nin kromozomlarda
olusturdugu hasar1 serbest radikalleri engelleyici etkisi ile azalttigini sdyleyebiliriz.
Serbest radikal yakalayici maddelerin ayrica anti-oksidant enzimlerin sentezini
artirdiklar1 ve DNA iplikleri arasinda ¢apraz bag olusumunu engelleyerek mutasyon
olusumunu engelledikleri, DNA tamir mekanizmasini uyardigi ve sitokrom p450 gibi
bircok enzimin sentezini diizenledikleri bildirilmistir (Bianchini ve Vainio, 2001;
Khanum ve ark., 2004; Sowjanya ve ark., 2009). Amirghofran ve ark. (2007) Stachys
tirlerinin  ekstraktlarinin  apoptozu artirmalart  yoluyla da tiimérii inhibe
edebildiklerini bildirmiglerdir. Bu durum S.petrokosmos ile diger Stachys tiirlerinin

anti-genotoksik etkisini agiklamaktadir.
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4.2.2.Stachys petrokosmos Yaprak Ekstraktinin Hiicre Béliinmesi Uzerine Etkisi

Stachys petrokosmos’un insan periferal lenfositlerinde sitotoksik etkisi
niikleus boliinme indeksi (NBI), proliferasyon indeksi (PI) ve mitotik indeksi’nin
(MI) saptanmasi ile belirlenmistir. Sp yaprak ekstrakti tek basina sadece yiiksek
dozlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu, yine sadece yiiksek dozlarda Mitomycin
C’nin sitotoksik etkisini artirdigi fakat S9mix varliginda Sp yaprak ekstraktinin
sitotoksik olmadig1 saptanmistir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Stachys tiirlerinin ekstraktlarinin genellikle
anti-proliferatif etki gosterdikleri bildirilmistir (Amirghofran ve ark., 2007; Haznagy-
Radnai ve ark., 2008). Anti-oksidant maddeler birgok mekanizma ile hiicreyi kanser
olusumuna kars1 korurken, DNA tamir mekanizmalarinda gorev alan bir¢ok enzim
dahil diger enzimlerin sentezlenmesini diizenledigi bildirilmistir (Bianchini ve
Vainio, 2001; Khanum ve ark., 2004; Sowjanya ve ark., 2009). Muhtemelen
S.petrokosmos yaprak ekstrakti sahip oldugu anti-oksidant maddeler ile hiicreyi
korudugu ve oOzellikle S9mix varliginda sitotoksik etki gostermeyip Cyp’nin

sitotoksik etkisini azalttig1 sOylenebilir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bilindigi gibi Stachys cinsine ait tiirler anti-bakteriyal, anti-piretik, anti-
septik, anti-spazmodik (kas gevsetici) ve anti-oksidant olarak tipta ve eczacilikta
karin gaz1 giderici, idrar soktiiriicii, ates diisiiriicii, tansiyon diisliriicii, mideyi
kuvvetlendirici, kanamay1 durdurucu, kurt dokiici ve yara iyilestirici olarak
kullanilmaktadir.

S9mix yoklugunda Sp yaprak ekstrakti tek bagina KKD sayisin1 sadece en
yuksek dozlarda artirmis, KA sayisimi tiim dozlarda indiiklemis fakat MN sayisini
artirmamistir. Bununla birlikte Sp Mitomycin C’nin KA olusumu iizerindeki etkisini
azaltmistir. Test maddesi tek basina sadece yliksek dozlarda sitotoksik etkiye sahip
oldugu, yine sadece yiiksek dozlarda Mitomycin C’nin sitotoksik etkisini artirdigi
saptanmistir. S9mix varliginda Sp yaprak ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik
olmadig1 fakat Cyclophosphamide’in KKD ve MN olusumu iizerindeki etkisini
azaltarak anti-genotoksik etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Stachys tiirlerinin igermis oldugu bilesenlerin insan sagligini iyilestirici
ozellikler icerdigi onceki calismalardan anlasilmaktadir. Ozellikle bu tiirlerin
Oziitlerinde anti-oksidant maddelerin 6nemli oranda bulunmasi dolayisiyla anti-
genotoksik etki gosterdikleri ve hiicreyi koruduklar1 goriilmektedir. Bu caligmada
kullanilan S.petrokosmos tiirii de insan lenfositlerinde 6zellikle metabolik aktivator
varliginda anti-genotoksik etki gdsterdigi ve hiicreyi Cyp’in genotoksik etkisinden
korudugu saptanmistir. Fakat bu tiiriin 0ziitiinde hangi maddelerin ve ne oranda
bulunduklar1 bilinmemektedir. Bu maddelerin saptanmas1 ve 6zellikle anti-oksidant
Ozellige sahip maddenin belirlenmesi bu tiirlin etki mekanizmasini daha iyi
anlamamizi saglayacak ve belki de alternatif tipta yeni bir tedavi secenegi

olabilecektir.
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