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Thymol’lin insan periferal lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada thymol’tin 25, 50, 75 ve 100 pg/ml’lik
dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir. Thymol’iin genotoksik
etkisi, kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA) ve
mikrontikleus (MN) testleriyle, sitotoksik etkisi de niikleer boliinme indeksi (NBI),
replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeksin (MI) saptanmasiyla belirlenmistir.

Bu calismada, thymol o6zellikle diisiik dozlarda KKD sayisini istatistiksel
bakimindan 6nemli derecede artirirken yiiksek dozlarda KKD sayisini artirmis fakat
istatistiksel olarak 6nemli bulunamamigstir. Diger taraftan thymol tiim dozlarda hem
yapisal KA sayisini hem de MN olusumunu indiiklemis, sayisal KA olusumunu ise
artirmamustir. Ortalama KKD, yapisal KA yiizdesi ve MN olusumunda doz-etki
iligkisine rastlanmamugtir. Thymol o6zellikle yiiksek dozlarda ve her iki muamele
siiresinde NBI'ni doza bagli bir sekilde diistirmiistiir. Thymol, RI’'ni 24 saatlik
muamele siiresinde diislirmesine ragmen istatistiksel bakimindan Onemli
bulunamamis, fakat 48 saatlik muamele siiresinde RI’ni en yiiksek dozda onemli
derecede diislirmiis bu diisiis doza bagl olarak ger¢eklesmistir. Thymol MI’i
ozellikle yiiksek dozlarda diisiirmiis fakat doz-etki iligkisine rastlanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Thymol, insan periferal lenfositleri, kardes kromatid degisimi,
kromozom anormalligi, mikroniikleus
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In the present study, the genotoxic and cytotoxic effects of thymol were
investigated in human peripheral lymphocytes treated with 25, 50, 75 and 100 pg/ml
concentrations of thymol for 24 and 48 hours treatment periods. The genotoxicity of
thymol was investigated by studying sister chromatid exchange (SCE), chromosome
aberration (CA) and micronucleus (MN) tests. Nucleear division index (NDI),
replication index (RI) and mitotic index (MI) were also calculated to determine the
cytotoxicity of thymol.

Thymol significantly increased the mean SCE especially at the lower
concentrations. Thymol also increased the mean SCE at the highest concentrations
without statistical significant. On the other hand, thymol induced both the structural
CA and frequency of MN at all concentrations. However, thymol could not induce
the numerical CA. There were no dose-dependent effects between mean SCE,
structural CA, frequency of MN and concentrations of thymol. Thymol dose-
dependently decreased the NDI for two treatment periods. Thymol decreased the RI
for 24 hours treatment time without statistical significance. However, decreased the
RI for 48 hours treatment time in a dose-dependent manner. Thymol also decreased
the MI especially at the higher concentrations. However, no dose-dependent effect
was observed.

Key Words: Thymol, human peripheral lymphocytes, sister chromatid Exchange,
chromosome aberration, micronucleus.
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1. GIRIS Mehmet BUYUKLEYLA

1. GIRIS

Bitkiler insan uygarliginin basindan beri tedavi amaciyla kullanilmis 6nemli
kaynaklardir (Jain ve ark. 2007). Tipta bitkilerin kullanimi muhtemelen insanin
varhigindan beri baslamistir (Celik ve ark., 2006). Hakkari’nin giineyindeki Sanidar
Magarasinda ortaya cikartilan Neanderthal mezarlar icerisinde bitki Grneklerinin
¢ikmasi Anadolu insaninin Paleolitik (Yontma tas) devrinden beri bitkileri tedavi
amaci ile kullandigin1 gostermektedir. Eski ¢aglarda hem yabani bitkilerden, hem de
kiltlirleri yapilarak iiretilen bitkilerden ila¢ yapiminda faydalanilmistir (Giirsoy ve
Giirsoy, 2004). 20. yiizyilda tip biliminin muazzam bir sekilde gelismesine ragmen
bitkilerin geleneksel tipta kullanimi1 halen devam etmektedir (Jain ve ark. 2007).

91 iilkenin tibbi bitkileri {izerinde yapilmis olan bazi ¢alismalara dayanarak
yapilan bir arastirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam
miktarmin 20.000 ton kadar oldugu belirtilmistir (Celik ve Celik, 2007). Geleneksel
halk hekimliginde kullanilan bitkiler bilimsel bir silizgecten gegirilerek yeniden
degerlendirilmis ve fitoterapi bir bilim dali haline gelmistir. Bu bilim dali giderek
gelismekte ve daha fazla 6nem kazanmaktadir. Diinya saglik orgiitii (WHO) verileri,
gelismekte olan iilkelerde insanlarin % 80’nin bu terapi yontemlerini kullandigini ve
3.3 milyar insanin da tibbi bitkilerden terapi araci olarak yararlandigini ortaya
koymustur (Celik ve Celik, 2007).

Esansiyel yaglar bitkilerin ¢igek, tomurcuk, tohum, yaprak, meyve sapi, kabuk,
odun, meyve ve koklerinden elde edilen aromatik yagli sivilardir (Burt, 2004). Bu
yaglar mekanik presleme, distilasyon veya organik ¢oziiciilerde ¢oziilmesi yontemi
ile bitkiden izole edilirler (Stammati ve ark., 1999; Mezzoug ve ark., 2007).

Ucgucu yaglar aromatik bitkilerin esansiyel yaglarinda dogal olarak bulunan
bilesenler olup (Ipek ve ark., 2005; Rozman ve ark., 2006), oda sicakliginda sivi
(bazen donabilen) ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karisimlardir (Celik ve Celik,
2007). Bu ugucu yaglar terpen, alkol, aldehid ve fenol igeren birka¢ kimyasal
bilesenin olusturdugu kompleks karigimlardir (Prashar ve ark., 2004). Bitki ugucu
yaglari uzun yillardan beri degisik amaglara yonelik, 6zellikle bilimsel ve ticari

olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Celik ve Celik, 2007). Bu kullanim alanlarinin
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basinda ila¢ sanayisi, kozmetik ve parfiimeri (glizel koku saglamada), yiyecek
endiistrisi (baharat, tatlandirici ve koruyucu madde olarak), ev temizlik iriinleri
imalat1 ve insektisit imalat1 gelmektedir. Buna ilaveten ¢ogu ucucu yag ve bilesenleri
kas gevsetici, antibakteriyel ve antifungal olarak da kullanilmaktadir (De Oliveira ve
ark., 1997; Gomes-Carneiro ve ark., 1998; Evandri ve ark., 2005; Benli ve Yigit,
2005; Ipek ve ark., 2005).

Ugucu yaglar lipofilik 6zellikleri ile hiicre membraninin bir tarafindan diger
tarafina kolayca gecebildiklerinden dolay1r ucucu yaglar tipta kullanilmaktadir
(Mezzoug ve ark. 2007). Son yillarda antibiyotiklere karsi direnc¢li suslarin ortaya
cikmas1 ve dogal kaynakli ilaglarda goriilmeyen veya az goriilen yan etkilerin,
sentetik ilaglarda dikkati ¢ekecek kadar ¢ok olmasi bilim insanlarini1 dogal kaynakli
ilaglar1 aragtirmaya yoneltmistir (Benli ve Yigit, 2005). Esansiyel yaglarda bulunan
thymol, carvacrol, limonene, cinnamaldehyde ve eugenol zararli ve patojen
mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olan Onemli aktif
bilesiklerdir (Di Pasqua ve ark., 2006).

Ozellikle tibbi amagla kullanilan ugucu yaglar ve igerdikleri aromakimyasallar,
cesitlerine ve aerokimyasallarin elde edilmesinde kullanilan teknolojiye gore degisik
riskler tagimaktadirlar. Carson ve Riley (1995), ¢ay agacinin ugucu yaglari ile yapmis
olduklar1 caligmada bu bitkinin deride allerjik reaksiyonlara sebep oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica yapilan diger ¢alismalarda kadife ¢icegi (Tagetes patula)
(Bilsland ve Strong, 1990), cay agaci, limonene, o-terpinene, aromadendrene,
terpinen-4-ol, p-cymene, a-phellandrene (Knight ve Hausen, 1994) ve lavanta ugucu
yagimin (Sugiura ve ark., 2000) deriyle temas ya da solunum yolu ile allerjik
reaksiyonlara sebep oldugu bildirilmistir. Halbuki Anton (2000) ugucu yaglarin
bircogunun kozmetik iriinlerde ozellikle de aromaterapide kullanilabilecegi ve
allerjik reaksiyonlara sebep olmadiklarini bildirmistir. Konunun bir bagka ve belki de
en dnemli yonii ise, bazi sifal1 bitkilerin yan etkilere ve hatta dliimlere yol acabilecek
zehirli maddeler igerdiklerinin bilincine geregince varilamamis olmasidir (Qu ve
ark., 1992; Chiang ve ark., 1997). Bu bilesiklerin en biiyiik tehlikeleri de mutasyon

ve/veya kansere sebep olabilme riskleridir.



1. GIRIS Mehmet BUYUKLEYLA

Esansiyel yag bilesiklerinin pek ¢ok amacla kullanilmalarinin yaninda, bunlarin
insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi da son
derece Onemlidir. Bir kimyasal maddenin bdyle bir etkisinin olup olmadiginin
belirlenmesi, kisa siireli genotoksisite testleri ile miimkiin olabilmektedir. Bugiin kisa
stireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal maddenin 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 mikrontikleus (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 dolay,
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, 1995). 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 calismalarda, 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.

Bu caligmada test maddesi olarak kullanilan timol (thymol)’ii yapisinda
bulunduran Tymbra spicata (Karabaskekik, Mercankosk); ayrica ester ve ugucu yag
da icermektedir. Yaprak ve cicekleri antiseptik ve uyarict olarak kullanilmaktadir
(Baytop, 1984). Calismada kullanilan thymol fenol grubu bilesiklerindendir. Fenolik
bilesikler bitki-toprak sisteminde biiylik 6dneme sahip oldugu bilinen ¢ok yaygin
sekonder metabolitler arasindadir. Bu bilesikler allelopatik etkileri (canli ya da
cliriimiis bitki dokulan tarafindan iiretilen kimyasal maddelerin ¢evrelerindeki diger
bitkilerin gelisimine, ¢ogalmasina ve biiylimesine olan olumsuz etkileri) ile hiicre ve
bitki biliylimesini engellemektedirler (Miiller ve ark., 1964; Miiller ve Del Moral,
1966; Miiller ve Hauge, 1967; Miiller ve ark., 1968; Tsuzuki ve Kawagoe, 1984;
Duke, 1985; Tarayre ve ark.,1995; Seidjova ve Sarapatka, 1997; Gillespie, 1998;
Robles ve ark., 1999). Yapilan calismalarda, ucucu yaglarin ana grubu olan
monoterpenlerin bugdayin ¢imlenmesinde bir numarali biiylime inhibitorii oldugu ve
bugday tohumlarinin citral gibi monoterpenlere maruz  birakildiginda
metabolizmasinin engellendigi goriilmiistiir (Dudai ve ark., 2000). Fenolik bilesikler

bitkinin membran gecirgenligini artirmakta, makro ve mikro besin elementleri
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alimin1 ve diisiik pH degerlerinde K alimini1 engellemekte, bitki biiyiimesini saglayan
IAA (Indol Asetik Asit)’i bloke eden I[AA-oksidazi tesvik ederek gelismeyi
onlemektedir (Lenoir ve ark., 1983; Tansi, 1995).

Dorman ve ark. (2004), Thymbra spicata ekstraktinin antioksidan bir etkiye
sahip olmadigin1 bildirmislerdir. Stammati ve ark. (1999), T. spicata’nin
aerokimyasallar1 olan thymol ve carvacrol’un Ames testinde mutajenik etkiye sahip
olduklarin1 saptamiglardir. Halbuki Azizan ve Blevins (1995), thymol’iin herhangi
bir mutajenik ya da antimutajenik etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir. Thymbra
spicata’nin diger bir ana komponenti olan carvacrol’iin insan lenfositlerinde KKD
sayisi1 artirmadigi, ama MMC’nin KKD olusumu iizerindeki etkisini azalttig1 (Ipek
ve ark., 2003), aymt sekilde carvacrol’iin S9 mix yoklugunda TA98 ve TA100
suslarinda mutajenik etkiye sahip oldugu, bununla birlikte S9 mix varliginda ve
yoklugunda 2-aminofluorene ve 4-nitro-o-phenylenediamine maddelerinin mutajenik
etkilerini inhibe ettigi (Ipek ve ark., 2005) bildirilmistir. Ayrica thymol ve
carvacrol’iin si¢can kemik iligi hiicrelerinde yapisal ve sayisal KA yiizdesini artirdigi
ve sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Azirak, 2007). Fakat thymol’iin insan
periferal lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkileri saptanmamustir.

Iste bu ¢aligmanin amaci tibbi ve aromatik madde olarak gerek eczacilikta
gerekse kozmetikte vazgecilmez bir bilesen olarak kullanilan Thymus vulgaris ve
Thymbra spicata (zahter) ugucu yaglarinin aromakimyasallarindan biri olan
thymol’iin in vitro insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip olup
olmadigini kardes kromatid degisimi (KKD = SCE), kromozom aberasyonu (KA) ve
mikroniikleus (MN) testleri ile arastirmak ve bu testler yardimi ile insanlar i¢in

herhangi bir genotoksik risk olusturup olusturmadigini saptamaktir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Ucucu Yaglarin Ana Komponentleri ile Yapilmis Olan Genotoksisite

Calismalar

2.1.1. Anethole Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Sekizava ve Shibamoto (1982) anethole maddesinin genotoksik etkisini 3
mikrobiyal test sisteminde calismislardir. Ames Salmonella reversiyon testinde
mutajen oldugunu, Bacillus subtilis DNA tamir testinde S9 mix yoklugunda mutajen
olmadigimi ve Escherichia coli WP2 uvrA reversiyon testinde de mutajen olmadigini
bildirmislerdir. Howes ve ark. (1990) anethole’un sican karaciger hiicrelerinde
UDS’ye (programsiz DNA sentezine) sebep olmadigini dolayisiyla karaciger

kanserine sebep olmadigini bildirmislerdir.
2.1.2. Carvacrol Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Stammati ve ark. (1999) antifungal etki gdsteren carvacrol’un sitotoksik ve
genotoksik etkisini mikroorganizma ve memeliler iizerinde kisa siireli in vitro
testlerle arastirmiglardir. DNA tamir testinde Escherichia coli WP2 ve bunun
izogenik ozelligini tagiyan fakat DNA tamir sistemi eksik olan CMS871 suslarini
kullanmiglardir. SOS Kromotestte carvacrol’un toksik olmayan dozlarda DNA’ya
zarar vermedigini, Ames testinde TA 100 susunda S9 mix olmaksizin toksik olmayan
dozlarda revertant kolonilerin sayisinin arttigini, Hep-2 hiicreleri ile yaptiklari
calismada ise 0.2 mM dozda hiicrelerin canliliginin ve boliinmesinin inhibe edildigini
bildirmislerdir. ipek ve ark. (2003) antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antiparazit
etkili olan carvacrol’un genotoksik ve antigenotoksik etkilerini insan lenfositlerinde
SCE (KKD: Kardes Kromatid Degisimi) metodu ile arastirmislardir. Kullandiklari
dozlarin tiimiinde de (0.1, 0.5, 1 ve 5 pl/ml) KKD olusumunda bir artigin olmadigina,
MMC’nin sebep oldugu mutajenik etkiyi doza bagl olarak diislirdiiglinii ve memeli
hiicrelerinde 6nemli derecede antigenotoksik etkili oldugunu bildirmislerdir. Aydin

ve ark. (2005) carvacrol’un insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini tek hiicre jel
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elektroferezi ile incelemislerdir. Ayni zamanda carvocrol’in  2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]-quinoline (IQ) ve mitomycin C (MMC) tarafindan indiiklenen
DNA’daki hasara karsi etkileri degerlendirilmistir. Toksik olmayan 0.05 mM
konsantrasyonun asagisinda insan lenfositlerini IQ ve MMC’nin genotoksik
etkilerinden korumus gibi goériindiiglinii, fakat 0.1 mM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda DNA’da tek iplik kiriklarina neden oldugunu belirlemislerdir.
Ipek ve ark. (2005) tipta, yiyecekleri korumada ve tatlandirmada kullanilan
carvacrol’un Salmonella typhimurium’un TA 98 ve TA 100 suslar1 ile Ames
Salmonella/ mikrozom testini kullanarak genotoksik ve antigenotoksik etkilerini
aragtirmislardir. Carvacrol, S9 mix varliginda ve yoklugunda 4-NPD (4-nitro-o-
phenylendiamine) ve 2-AF (2-aminofluorene) tarafindan olusturulan mutajenik etkiyi
Oonemli derecede disiirmiistiir. S9 mix yoklugunda TA 98 susundaki biitiin
dozajlarda, TA 100 susunun sadece 0.01 ve 0.05 ul/petri dozlarinda revertant koloni
sayisinda bir artisin oldugunu, S9 mix varliginda TA 98’in 0.01 ve 0.05 pl/petri
dozlarmmi ¢oziici kontrol (DMSO) ile gore kiyasladiklarinda mutajenik etki
yarattigini, biitlin dozlarda ise TA 100 susunda mutajenik etkininin olmadigini
bildirmislerdir. Her iki susta da 1 pl/petri dozunun toksik o&zellik gosterdigini
bildirmislerdir. Azirak (2007) carvacrol’un sican kemik iligi hiicrelerinde hem

sayisal hem de yapisal KA sayisini artirdigini bildirmistir.

2.1.3. S(+)-Carvone Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Stammati ve ark. (1999) antifungal aktivite gdsteren carvone’un sitotoksik ve
genotoksik etkisini mikroorganizmalarda ve memelilerde kisa siireli in vitro testlerle
aragtirmigladir. DNA tamir testinde Escherichia coli WP2 ve bunun izogenik
Ozelligini tasiyan, fakat DNA tamir sistemi eksik olan CMS871 suslarim
kullanmiglardir. 0.9 mM dozundaki carvone’un Hep-2 hiicrelerinin canliligii ve
boliinmesini inhibe ettigini, SOS Kromotest ile yapilan ¢alismada carvone’un toksik
olmayan dozlarinda DNA’ya zarar vermedigini, Ames testinde kolonilerin geriye
doniis sayisii arttirmadigini ve DNA tamir testinde ise doza bagh olarak belirgin bir

toksisite gosterdigini bildirmislerdir.
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2.1.4. Cinnamaldehyde Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Stammati ve ark. (1999) cinnamaldehyde’in genotosik ve sitotoksik etkilerini
memeli ve mikroorganizmalar iizerinde kisa siireli in vitro testlerle ¢alismislardir.
Cinnamaldehyde’in 0.3 mM konsantasyonda Hep-2 hiicrelerinin bdliinmesini inhibe
ettigini, SOS kromotest ile yapilan ¢aligmada toksik olmayan dozlarda DNA’ya zarar
vermedigini, E. coli’nin DNA tamir sistemi olmayan CM871 ve WP2 suslar ile
yapilan DNA tamir testinde cinnamaldehyde’in toksik oldugunu, Ames testi ile
yaptiklar1 ¢alismada ise Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 suslarinda S9
mix varliginda ve yoklugunda mutajen olmadigini bildirmislerdir. Sekizawa ve
Shibamoto (1982) cinnamaldehyde’in genotoksik etkisini 3 mikrobiyal test
sisteminde ¢aligmislardir. Cinnamaldehyde’in Ames Salmonella ve Escherichia coli
WP2 uvrA reversiyon testlerinde mutajen olmadigini, halbuki Bacillus subtilis DNA
tamir testinde S9 yoklugunda mutajen oldugunu bildirmislerdir. Azizan ve Blevins
(1995) Salmonella typhimurium’un TA97, TA98 ve TA100 suslarim1 kullanarak
cinnamaldehyde’in mutajenik aktivitesini incelemiglerdir. S9 metabolik aktivite
varliginda ve yoklugunda standart olmayan 120 dakikalik preinkiibasyon sonucunda

cinnamaldehyde’in mutajen olmadigin1 bildirmislerdir.

2.1.5. Citral Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Gomes-Carneiro  ve  ark.  (1998)  citral’in  mutajenik  etkisini
Salmonella/Mikrozom testi ile arastirmislardir. S9 varlifinda ve yoklugunda
Salmonella typhimurium’un TA97a, TA 98, TA 100 ve TA 102 suslarim
kullanmiglardir. S9 varliginda veya yoklugunda TA 102, TA 100, TA 98 ve TA 97a
suslar1 i¢in revertant kolonilerin sayisinda 6nemli bir artisin gergeklesmedigini,

sonugcta citral’in mutajenik olmadigini bildirmislerdir.
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2.1.6. Ellagic Acid Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Kuo ve ark. ( 1992) ellagic acid’in antigenotoksik etkisini Salmonella suslari
ve CHO (Chine Hamster Ovary) hiicrelerinde arastirmislardir. 1-nitropyrene- (1-NP)
ve 1,6-dinitropyrene (1,6-DNP)’in olusturdugu genotoksik etkiye karsi ¢ok zayif

antigenotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.

2.1.7. Estragole Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Miiller ve ark. (1994) sican karaciger hiicrelerinde estragole’un programsiz
DNA sentezini (UDS) indiikledigini bildirmislerdir. Halbuki V79 hiicreleri ile
yaptiklar1 caligmada direkt muamele ile ve S9 mix varhiginda kromozom
aberasyonunu arttirmadigin1  bildirmislerdir. Sekizawa ve Shibamoto (1982)
estragole’un genotoksik etkisini {i¢ mikrobiyal testte incelemislerdir. Ames
Salmonella reversiyon testinde, Bacillus subtilis DNA tamir testinde S9 yoklugunda
ve Escherichia coli WP2 uvrA reversiyon testinde mutajen olmadigini
bildirmislerdir. Howes ve ark. (1990) estragole ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
sican ve farelerin karaciger hiicrelerinde programsiz DNA sentezini uyardigini

bildirmislerdir.

2.1.8. Eucalyptol Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Caliymalari
Gomes-Carneiro ve ark. (1998) Salmonella typhimurium’un TA 97a, TA9S,

TA 100 ve TA 102 suslarini1 kullanarak Salmonella/Mikrozom testi ile eucalyptol’un

mutajenik etkilerini aragtirmislardir. S9 mix varliginda ve yoklugunda eucalyptol’un

mutajenik etki yaratmadigini bildirmislerdir.

2.1.9. Eugenol Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Abraham (2001) eugenol’lin antigenotoksik etkilerini farelerde incelemistir. 5

ml/kg viicut agirligi dozundaki eugenol’ii gavaj yoluyla farelere verdikten 2 ve 20
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saat sonra 10 ml/kg viicut agirhigi dozundaki genotoksin maddeleri (CPH:
cyclophoshamide, PCB: procarbazine, MNNG: N-methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidine, URE: urethane) intraperitonal (i.p.) yolla farelere vermistir.
Sonugta eugenol’iin bu genotoksinlere karsi antigenotoksik etki gosterdigini tespit
etmistir. Hikiba ve ark. (2005) discilik uygulamalarinda kullanilan eugenol’un Suriye
Hamster Embriyo (SHE) hiicrelerinde kromozom aberasyonlarini olusturma etkisini
aragtirmislardir. Metabolik aktivator yoklugunda 195 ve 650 puM dozlarindaki
eugenol’un SHE hiicrelerindeki kromozom aberasyon sayisini istatistiksel olarak
onemli derecede arttirdigini, metabolik aktivatér varliginda 20 ve 65 uM dozlarinda
istatistiksel olarak ©nemli derecede anormallik olusturdugunu bildirmislerdir.
Sekizawa ve Shibamoto (1982) eugenol’un genotoksik etkisini 3 mikrobiyal test
sisteminde calismislardir. Ames Salmonella ve Escherichia coli WP2 uvrA
reversiyon testlerinde mutajen olmadigini halbuki S9 yoklugunda Bacillus subtillis
DNA tamir testinde mutajen oldugunu belirtmislerdir. Ramos ve ark. (2003)
eugenol’iin antimutajenik etkisini Escherichia coli IC 188 ile aragtirmiglardir. 300-
400 pg/petri dozajlarindaki eugenol’un tert-buthlhydroperoxide (TBH) tarafindan
olusturulan mutajenik etkiyi %50 oraninda azalttigin1 bildirmislerdir. Azizan ve
Blevins (1995) Salmonella typhimurium’un TA97, TA98 ve TAI100 suslarim
kullanarak eugenol’un mutajenik aktivitesini incelemiglerdir. S9 metabolik aktivite
varliginda ve yoklugunda standart olmayan 120 dakikalik preinkiibasyon sonucunda
eugenol’un mutajen olmadigini bildirmislerdir. Howes ve ark. (1990) kanserojen
oldugu sdylenen eugenol’un sigan karaciger hiicrelerinde UDS’ye (programsiz DNA
sentezine) sebep olmadigini bildirmislerdir. Burkey ve ark. (2000) erkek Fischer 344
sican ve disi B6C3F1 farelerinin karaciger hiicrelerini kullanarak eugenol’un UDS
(programsiz DNA sentezi, unscheduled DNA synthesis)’ye neden olmadigini, 200-

300 uM (letal konsantasyonun yarisi) dozlarinda sitotoksik oldugunu bildirmislerdir.

2.1.10. Isosafrole Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Howes ve ark. (1990), si¢an karaciger hiicrelerini kullanarak UDS test sistemi

ile isosafrole’iin DNA sentezi iizerindeki etkisini c¢alismuslardir. Isosafrole’iin

10



2.ONCEKi CALISMALAR Mehmet BUYUKLEYLA

UDS’yi arttirmadigini, dolayisiyla da karaciger kanserine sebep olmadigini
bildirmislerdir. Sekizawa ve Shibamoto (1982), isosafrole’un genotoksik etkisini 3
mikrobiyal test sistemi ile c¢aligmislardir. Ames Salmonella reversiyon test
sisteminde, Bacillus subtilis DNA tamir testinde S9 yoklugunda ve Escherichia coli

WP2 uvrA reversiyon testinde mutajenik olmadigini bildirmislerdir.

2.1.11. (=) - Menthol Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Gomes-Carneiro ve ark. (1998) menthol’un mutajenik etkilerini S9 metabolik
aktivatorii varhiginda ve yoklugunda Salmonella typhimurium’un TA 97a, TA 98, TA
100 ve TA 102 suslarini kullanarak Salmonella/Mikrozom testi ile arastirmislardir.
Menthol’un 600-700 pg/petri (TA 97a, TA 98 ve TA 100) ve 200-400 pg/petri (TA
102) dozlarinda, S9 metabolik aktivatér varliginda ve yoklugunda revertant (geri

donen) koloni sayisini arttirmadigini bildirmislerdir.

2.1.12. (+)-a-Pinene Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Gomes-Carneiro ve ark. (2005) bitki ugucu yagi olan (+)-a-pinene’in
Salmonella typhimurium’un TA 97a, TA 98, TA 100, ve TA 1535 suslarinda S9 mix

varliginda ve yoklugunda mutajen olmadigini bildirmislerdir.

2.1.13. Safrole Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Burkey ve ark. (2000) karaciger kanserinin bir nedeni olarak bilinen safrole’un
sitotoksik ve genotoksik etkilerini erkek Fischer 344 siganlarinin ve disi B6C3F1
farelerinin karaciger hiicrelerinde arastirmiglardir. Safrole’un sitotoksik olmadigini
fakat karaciger hiicrelerinde 10 ile 500 uM arasindaki konsantrasyonlarda UDS
(programsiz DNA sentezi)’ye neden oldugunu bildirmislerdir. Swanson ve ark.
(1979) Salmonella typhimurium’un TA 98, TA 100 ve TA 1535 suslarin1 kullanarak
hem NADPH ile giiclendirilmis si¢an karacigeri mikrozomu ile hem de NADPH

katilmamis sigan karacigeri mikrozomu ile safrole’n mutajenik etki bakimindan
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arastirmiglardir. TA 100 susunda her iki durumda da safrole’un mutajenik etksinin

olmadigin1 bildirmislerdir.

2.1.14. Tannic Acid Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Kuo ve ark. ( 1992) tannic acid’in antigenotoksik etkisini Salmonella suslar1 ve
CHO (Chine Hamster Ovary) hiicrelerinde arastirmiglardir.  Salmonella
typhimurium’un TA 98 susunda 1-nitropyrene- (1-NP) ve 1,6-dinitropyrene (1,6-
DNP)’in olusturdugu mutajenik etkiyi giiclii bir sekilde diisiirdiiglini ve CHO
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada da 1-NP ve 1,6-DNP’in olusturdugu SCE (KKD)

sayisint doza bagli olarak 6nemli derecede diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

2.1.15. y-Terpinene Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Aydm ve ark. (2005) y-terpinene’nin insan lenfositlerindeki genotoksik
etkilerini tek hiicre jel elektroferezi ile incelemislerdir. Ayni zamanda v-
terpinene’nin  2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]-quinoline (IQ) ve mitomycin C
(MMC) tarafindan indiikklenen DNA’daki hasara kars1 etkilerini de
degerlendirmislerdir. y- terpinene’nin 0.1 mM konsantrasyonun asagisindaki
konsantrasyonlarda DNA’da tek iplik kiriklarinda bir artisa sebep olmadigini, fakat
0.2 mM konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyonda DNA’da tek iplik
kiriklarinda 6nemli bir artis oldugunu belirlemislerdir. Diisiik konsantrasyonlarda, 1Q
ve MMC tarafindan DNA’da olusturulmus olan tek iplik kiriklarini 6nemli derecede

azalttigin bildirmislerdir.

2.1.16. Terpineol Komponenti ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Gomes-Carneiro ve ark. (1998) terpineol’iin mutajenik etkisini Salmonella
typhimurium’un TA 97a, TA 98, TA 100 ve TA 102 suslarinda metabolik aktivator
(S9 mix) varliginda ve yoklugunda Salmonella/Mikrozom testi ile arastirmiglardir.

Metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda terpineol’un 1500-2000 pg/petri
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dozlarina kadar olan dozlar1 kullanilmistir. TA 97a, TA 98 ve TA 100 suslarinda
mutajenik etkisinin goriilmedigini, fakat TA 102 susunda doza bagl olarak

revertantlarin sayisinda bir artigin oldugunu (mutajen oldugunu) bildirmislerdir.

2.2. Test Maddesi Thymol ile Yapilmis Olan Genotoksisite Calismalar:

Aydin ve ark. (2005) thymol’iin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerini
tek hiicre jel elektroferezi ile incelemislerdir. Ayn1 zamanda thymol’iin 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]-quinoline (IQ) ve mitomycin C (MMC) tarafindan indiiklenen
DNA’daki hasara kars1 etkilerini degerlendirmislerdir. Thymol’iin 0.1 mM
konsantrasyonun asagisindaki konsantrasyonlarda DNA’da tek iplik kiriklarinda bir
artisa sebep olmadigini, fakat 0.2 mM konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonda DNA’da tek iplik kiriklarinda onemli bir artisa neden oldugunu
belirlemiglerdir. Diisiik konsantrasyonlarda 1Q ve MMC tarafindan DNA’da
olusturulmus olan tek iplik kiriklarini 6nemli derecede azaltmis oldugunu
belirlemiglerdir. Stammati ve ark. (1999) antifungal aktivite gosteren thymol’un
sitotoksik ve genotoksik etkilerini mikrooganizmalarda ve memelilerde kisa siireli in
vitro testlerle arastirmislardir. 0.7 mM dozundaki thymol’un Hep-2 hiicrelerinin
canliligin1 ve béliinmesini inhibe ettigini, DNA tamir testinde doza bagli olarak
belirgin bir sekilde toksik oldugunu, SOS Kromotestte toksik olmayan dozlarda
DNA'’ya zarar vermedigini, Ames testinde TA 100 susunda toksik olmayan dozlarda
metabolik aktivatdorden bagimsiz olarak kolonilerdeki spontan geriye doniis sayisini
arttirdigin1 bildirmislerdir. Hikiba ve ark. (2005) discilik uygulamalarinda kullanilan
thymol’un kromozom aberasyonlarina etkisini Suriye Hamster Embriyo (SHE)
hiicrelerinde arastirmiglardir. 520 pM konsantrasyondaki thymol’un sitotoksik
Ozellik gosterdigini, bu dozun altindaki dozajlarda kromozom aberasyon seviyesinde
artisin olmadigini, dis metabolik aktivatdr varliginda da 130 pM ve iistiindeki
dozajlarda kromozom aberasyonu seviyesinde istatiksel olarak onemli bir artisin
oldugunu bildirmiglerdir. Azizan ve Blevins (1995) thymol’'un mutajenik etkisini,
Salmonella typhimurium’un TA 97, TA 98 ve TA 100 suslarinin S9 mix varliginda

ve yoklugunda 20 dakikalik preinkiibasyonu ile incelemislerdir. Thymol’un mutajen
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etki gostermedigini bildirmiglerdir. Azirak (2007) sigan kemik iligi hiicrelerinde
thymol’iin sayisal ve yapisal KA olusumunu artirdigini, yani hem aneujenik hem de
klastojenik etkiye sahip oldugunu fakat aneujenik etkisinin nispeten zayif oldugunu
bildirmistir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin yaymladig1 raporda 451 pg/petri dozunda thymol’iin
S9 mix varliginda ve yoklugunda S. typhimurium’un TA 98, TA 100, TA 1535, TA
1538 ve TA 1537 suslarinda mutajenik etkisinin olmadigt bildirilmistir (WHO,
2001). Yine ayn1 raporda thymol’iin Syrian Hamster Embrio (SHE) hiicrelerinde 0.3-
30 pg/ml dozlarinin KKD sayisinda bir artisa neden oldugu, metabolik aktivator
yoklugunda ve 0.3-30 pg/ml dozlarinda thymol’iin UDS (programsiz DNA
sentezi)’ye sebep olmadigi fakat metabolik aktivatér varliginda ve 1-10 pg/ml

dozlarinda thymol’iin UDS’ye sebep oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada test maddesi olarak thymol, materyal olarak da sigara igmeyen
yaslar1 bir birine yakin saglikli iki erkek (23 ve 26 yaslarinda) ve iki bayandan (22 ve

24 yaglarinda) alinan periferik kan kullanilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Thymol

Bu calismada test maddesi olarak kullandigimiz thymol, bir terpenoidtir ve
kekik (Thymus vulgaris, Thymbra spicata) yaginda bulunur. Kekikotu (Origanum
vulgare ) ve ilgili tiirler karakteristik kekik kokusuna sahiptir. Thymol (C;oH;40), sik
sik “akdeniz lezzeti” tasiyan iirlinler i¢in sentetik aromalarda kullanilir. Suda ¢ok az
ya da hi¢ ¢Ozlinmez, fakat alkolde ve yaglarda ¢ok kolay ¢oOziiniir. Lezzet amaciyla
kullanilmast disinda thymol, antihelmintik, antiseptik, antifungal olarak ve ayrica
gingivitis (dis etinde sisme, kizarma ve iltthap meydana getiren bakteri plagi) azaltici
olarak da kullanilmaktadir. Thymol’iin kimyasal 6zellikleri asagida ve agik formiilii

de Sekil 3.1°de goriilmektedir.

Bilinen Adlan : 5-methyl-2-(1-methylethyl)phenol
CAS kayit no : 89-83-8

Kapal Formiilii :CioH 140

Molekiil Agirhg :150.22 g/mol

Erime Sicakhg: :49-51°C

Kaynama Sicakhigi  :232°C
Yogunlugu : 0.965 g/em’
Suda Céziiniirliigii  : ~900 mg/1-1 g/1(25°C)’g/L

Fiziksel Durumu : Ince toz
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Renk : Beyaz
Sican oral LDs : 980 mg/kg
Sican i.v. LDsg : 100 mg /kg
Sican s.c. LDsg : 1600 mg/kg
Sigcan i.p. LDsy : 110 mg/kg
Saflik diizeyi 1% 99.6
thymol H C OH
CH,
CH,

Sekil 3.1. Thymol’iin a¢ik formiilii
3.1.1.2. Dimethyl Sulfoxide

Bu calismada thymol’iin konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma Cat. No: 8418) kullanilmistir. DMSO’nun genel

yapisi ve diger 6zellikleri agagida verilmistir.

Kimyasal adx : Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Saflik diizeyi :>%99.9

Kapal formiilii : CoHeSO

Sigma no : D8418

CAS kayit no : 67-68-5

3.1.1.3. Kromozom Medyumu

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

asagidaki bilesikler verilen miktarlarda bulunmaktadir:
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MEM JOKLIK with

Non essential Amino Acids.......cccceeevveeveeriienieeieenne. 850 ml
Fetal Calf Serum ........cccoooevviniiniiniiinieeeeiee 150 ml
Heparin.........ccoeeieiiieiiececeece e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt...........ooovvvviviiiiiiiiiiiinnnnee, 75.000 E
Streptomycin Sulphate........c..ccccevirviinieninicnienenee. 50 mg
Phytohemagglutinin M..........c.ccoceeviiniiieniiniieiee. 2.5mg

Bu medyum her tiipe 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda

kullanilmigtir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.

3.1.1.4. Kolsisin (Kolkisin)

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine
(kolsisin) (Sigma Cat. No. C9754) kullanilmistir. Kolsisin eriyigi saf su igerisinde
hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06

pug/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.
3.1.1.5. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCl (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 farklh fiksatif

kullanilmistir. i1k fiksatif 1 kisim glasial asetik asit 5 kistm metanol ile
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karistirildiktan sonra 1/1 oraninda %0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden kullanilmistir.

Fiksatif kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir.
Her seferinde preparat yapim isleminden iki saat Once taze olarak hazirlanip

kullanilmustir.

3.1.1.7. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)

BrdU Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdU eriyigi
bidistile su igerisinde hazirlanmis, daha sonra 0.2 um capindaki membran filtre
(Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten kiiltiir tiipleri 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 boyasi1 hazirlanmasinda da kullanilmistir.

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik

miktarlarda karistirilarak kullanilmustir.

Hazirlamisi:
Tampon A:11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B:14.83 gr Na,HPO4.12H,0 250 ml saf su i¢inde 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

18



3. MATERYAL VE METOD Mehmet BUYUKLEYLA

kaplarda bir miktar saf su igerisinde ¢0ziilmiis, daha sonra aynmi kaba aktarilarak
birbirleriyle karistirilmis ve iizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir.
Hazirladigimiz bu stok eriyik 5xSSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir.
Deneyimizde, bu stoktan 20 ml alip {izeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlanarak elde edilen 1x SSC kullanilmistir.

3.1.1.10. Giemsa

Giemsa boyasi Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup
deneylerimizde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis 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 yapistiritlmasinda kullanilmistir.

3.1.1.12. Nitrik Asit (HNO5)

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

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmigtir.

3.1.1.13. Ethyl methanesulfonate (EMS)

Pozitif mutajen olarak kullanilmistir. EMS (Sigma, MO0880) %50’lik etil
alkolde hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmigtir. EMS stok ¢ozeltisi her hafta taze
olarak hazirlanmis ve kiiltiir tiiplerine 0.7 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.

EMS’nin kimyasal 6zellikleri asagida verilmistir.

Saflik diizeyi :>%99.9
Kapal formiilii : CG3HgO5S
Molekiil agirhg : 124.15
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CAS kayit no :62-50-0
Yogunluk : 1.15 g/em’
Diger isimleri : Methanesulfonic acid ethyl ester, half-myleran, MSC

26805, ENT 26396.

3.1.2. Kullamlan Deney Ekipmanlar
3.1.2.1. Hassas Terazi

Hava akimlarina kars1 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda
kullanilmastir.
3.1.2.2. Santrifiij

Rotor ¢ap1 21 cm olan ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dk.’lik
zaman ayarlayici, agilabilir bashga sahip ve 28 tiip kapasiteli HETTICH
UNIVERSAL marka santrifiij ¢aligmalarda kullanilmistir.
3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler
151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. 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

kullanilmastir.
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3.1.2.5. pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in WTW 3151 (Germany) marka pH

metre kullanilmustir.

3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kiiltlir sliresinin bitiminden iki giin once 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
iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale saf su ile

doldurularak buzdolabinda saklanmugtir.

3.3. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid Exchange=SCE) ve
Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosomal Aberration=CA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiriniin Yapilmasi, Test Maddelerinin
Kiiltiire Ilave Edilmesi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve

Mikroskobik incelemeler

Insanlarda genotoksik etkiye sahip olabilecek mutajenlerin ve kanserojenlerin
genotoksik etkilerinin saptanmast basta KKD, KA ve MN testleri yardimiyla
olabilmektedir. Bu tiir ¢alismalar planlanirken, uygulanirken ve yorumlanirken
uluslararas1 yonergelere uygun hareket edilmesi zorunlulugu bulunmaktadir. Bundan
dolayr thymol’iin insan lenfositlerindeki genotoksik etkilerinin belirlendigi bu
calisma Albertini ve ark. (2000)’lan tarafindan yayinlanan IPCS (The International

Programme on Chemical Safety) yonergesine gore gerceklestirilmistir.
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3.3.1. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) ve Kromozom Anormalliklerini (KA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin

Kiiltiire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada KKD ve KA’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriinlin yapilmasi
ve preparatlarin hazirlanmasi1 Evans (1984), Perry ve Thompson (1984)’un
metodlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Saglikli ve sigara i¢gmeyen yaslari
birbirine yakin iki erkek ve iki bayandan alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan
ornekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Rencilizogullari
ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Yine steril sartlarda ve daha 6nce hazirladigimiz BrdU
eriyiginden her tiipe son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice
karistirilmis ve hiicre kiiltiirdi inkiibatorde 37+1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmistir.

Thymol’iin etkisini incelemek icin kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala
thymol’iin daha dnce belirlenmis konsantrasyonlar1 olan 25, 50, 75 ve 100 pg/ml’lik
miktarlari, DMSO’da ¢ozdirilip kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. 24 ve 48 saatlik
muamele siirelerinde ¢oziicii kontrol olarak DMSO kullanilmistir. DMSO tiiplere 4
pl/ml olacak sekilde verilmistir. Thymol beyaz ince toz yapisindadir ve suda
¢Oziinmez. Bu amagla thymol’li ¢6zmek i¢cin DMSO kullanilmistir. Ayrica 24 ve 48
saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak EMS kullanilmigtir. EMS tiiplere
0.7 ng/ml olacak sekilde verilmistir. Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (yani
kiiltiirtin 70. saatinde) her tlipe hazirlanan kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06
ug/ml) ve tlipler hafif¢e sallanarak iyice karistirllmigtir. Hiicreler 2 saat siiresince
(37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur. Kiiltiir siiresi olan 72. 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 karigtirildiktan sonra
tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi
damla damla ve kanistirilarak yapilmistir. Aksi halde hiicrelerde kiimelesme olmakta
ve amaca uygun olmayan preparatlar hazirlanmaktadir. Her tiipe 5 ml hipotonik
eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatére konulmustur.
Hiicreler 10 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir. Siirenin sonunda

tiipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant atilmistir. Bu sefer hipotonik
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eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karigtirarak 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 siipernatant atildiktan sonra tiiplere tekrar
fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmigtir. 3. fiksatif muamelesinin
sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir. Eger sivi
berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif
ilavesinden sonra tilipler santrifiij edilerek iistteki sivi atilmigtir. Son santrifiijden
sonra dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat
yapma islemine gecilmistir.

Tiiplin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanms diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha
Oonce 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 silispansiyonunun lamlara damlatilmasi
esnasinda damlalarin {ist iiste diismemesine dikkat edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak {izere 24 saat oda 1sisinda

bekletilmistir.

3.3.2. Preparatlarin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid
differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri
metod modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu amagcla bir giinliik preparatlar 1sinlama
kabina konarak {izeri bir film gibi Ortiinecek 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

1s1nlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar, karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254
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nm dalga boyunda 151k yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk. 1simlanmustir.
Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi igerisinde 58-60°C arasindaki
sicakliklarda 60 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. énce
%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 igine filtre
kagitlar1 ile siiziilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC
sollisyonundan 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, ii¢c ayr1
kaptaki saf su ic¢inden gegirilerek preparatlar lizerindeki fazla boyanin akmasi
saglanmigtir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya
birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.
Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler

yapilmistir.

3.3.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k

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

3.3.3.1. KKD ve Replikasyon Indeksinin (RI) (Proliferasyon Indeksi=PI)

Saptanmasi

3.3.3.1.(1). KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan 1yi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicrede) saptanmistir. KKD sayisi
bir kromozomun ag¢ik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlenmistir

(Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir par¢a degisimi olmus ise bu iki KKD olarak

24



3. MATERYAL VE METOD Mehmet BUYUKLEYLA

degerlendirilmis (Sekil 3.2.a), ugtan parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak
sayilmistir (Sekil 3.2.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bdlgelerinden doniim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.2.c).

<

k C
2 EED 1 EED EED Yok

Sekil 3.2. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

3.3.3.1.(2). Replikasyon Indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi

Thymol’iin DNA replikasyonu fizerindeki etkilerini saptamak amaci ile RI
bulunmustur. Bunun igin tesadiifi sec¢ilmis 100 hiicre incelenmistir. Bu incelemeler
sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve li¢lincli metafaz devresindeki hiicreler

sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak RI su sekilde hesaplanmustir:
RI= (1xM;+2xM;,+3xM3)/100
M;: 1. Mitozdaki hiicre sayi1s1
M,: 2. Mitozdaki hiicre sayis1
Ms: 3. Mitozdaki hiicre sayisi
Birinci, ikinci ve ligiincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve

Speit, 1990): BrdU, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilesiklerdir (Sekil 3.3). BrdU, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar1 benzen
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halkasindaki 5.C atomuna dT’de CHi, BrdU’de Br ve dU’da H atomunun bagl

olmasindan kaynaklanmaktadir.

0 0
I I
CH H
HN/j( 3 Br HN/j
J\ //k
O N 0} N

HNU
L
HO—CH, HO—CH, HO—CH,
0) 9) 0)
OH OH

OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

O

Sekil 3.3. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU)’in
kimyasal yapilari.

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

acik renkte boyanacaktir. Bunlar da ikinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicrelerdir.
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(Sekil 3.4.B ve Sekil 3.6). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdU'lu ortamda
3.S faz1) ikinci mitozda acik boyanan kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine
BrdU girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki
kromatidi de acik renkte boyanacaktir (BrdU/BrdU:BrdU/BrdU). ikinci mitozda
koyu boyanan kromatidden ise, bir kromatidin her iki ipligi BrdU'lu ve diger
kromatidin bir ipligi BrdU'lu diger ipligi timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu
kromozom da boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, bir kromatidi de a¢ik renkte
boyanacaktir (dT/BrdU:BrdU/BrdU). iste bdyle 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 béliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.4.C ve Sekil 3.7). Iste bu
sekilde 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt edilmis, bu hiicrelerin 100
hiicre i¢indeki sayisi saptanmis, bundan da yukarida belirtilen formiile gore

replikasyon indeksi (RI) hesaplanmstir.
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Sekil 3.4. BrdU’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz boéliinmeyi gegiren
hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (During 1985°¢
gore Topaktas ve Speit 1990°den).
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Sekil 3.5. Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.
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Sekil 3.6. ikinci mitoz béliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.
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-

L.
' ' 10 um

Sekil 3.7. Ugiincii mitoz bliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.

3.3.3.2. Kromozomal Anormallikler (KA) ve Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

3.3.3.2.(1). Kromozom Yapi1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (4 kisiden toplam 400 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 icinde yapisal ve
total kromozom anormalliklerinin yiizdesi bulunmustur. Bu c¢aligmada 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
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bir kromatidin genisliginden daha azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi
kirik) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi kirik) boyanmamis bolge bir
kromatidin genisliginden daha fazladir. Iste bu olgiilere gére gap ve kromatid
kiriklart ayri ayri saptanmistir. Mace ve ark. (1978) ise gap bolgesinde DNA
ipliginde kirik olmadigini elektron mikroskobu fotograflarinda gdstermislerdir. Bu
calismada kromatid kirig1 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.

3.3.3.2.(2). Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

Thymol’iin mitoz boliinme iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile mitotik
indeks bulunmustur. Bunun icin her kisiye ait preparatlardan toplam 3 bin hiicre
incelenmis ve bunlar arasindaki metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak
kaydedilmigtir. 3 bin hiicre igerisinde metafazlarin orant yiizde -cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks saptanmaistir.

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

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

3.4.1. Mikronukleus Olusumunu Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin

Hazirlanmasi

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 inkiibatdrde
37£1°C’de 68 saat i¢in inkiibe edilmistir.
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Thymol’iin  etkisini incelemek i¢in, daha o©Once belirlenmis olan
konsantrasyonlardaki (25, 50, 75 ve 100 pg/ml) thymol, kiiltiir tiiplerine ilave
edilerek hiicrelerin 24 ve 48 saat boyunca thymol ile muamele edilmeleri
saglanmustir. Tki nukleuslu hiicre olusumunu saglamak igin de kiiltiir bitimine 24 saat
kala biitiin tliplere 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B (Cytochalasin B, Sigma Cat.
No. C6762) ilave edilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif
kontrol olarak EMS kullanilmistir. EMS tiiplere 0.7 pg/ml olacak sekilde verilmistir.
Kiiltiir stiresi olan 68. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij
edilmis, stipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik s1v1
iyice karigtirildiktan 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
edilmigtir. Siirenin sonunda tiipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant
atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavag yavas ve karistirarak her tiipe 5
ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Ilk fiksatif 1 kisim asetik asit 5
kisstm metil alkol karigtminin 1/1 oraminda %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 tekrarlanmig ve ilk fiksatiften farkli karigimlar
kullanilmistir (1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol). 3. fiksatifle muamelenin
sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir. Eger sivi
berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif
ilavesinden sonra santrifiij edilerek tistteki sivi 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 karistirilarak homojen hale
getirilmigtir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan
¢ekilmistir. Daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamin

tizerine farkli alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre siispansiyonu damlatilarak (her

32



3. MATERYAL VE METOD Mehmet BUYUKLEYLA

lama 4-5 damla) hiicrelerin lam {izerinde yayilmast saglanmistir. Hiicre
siispansiyonunun lamlara damlatilmasi1 esnasinda damlalarin {ist iiste diismemesine
dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda

1s1sinda bekletilmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanmig %5°lik giemsa boyasi
ile boyanmistir. 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa karistirilmis tizerleri
100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak %5’lik Giemsa boyas1 hazirlanmigtir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre kagitlar1 ile siiziilmiistiir.
Kurudugundan emin olunan preparatlar direkt olarak boya igerisine konmus ve
yaklagik olarak 13 dk. boya icerisinde bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar
boyadan ¢ikarilmis, ii¢ ayr kaptaki saf su i¢inden gegirilerek preparatlar tizerindeki
fazla boyanin akmasi saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak
kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale
getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik

incelemeler yapilmistir.

3.4.3. 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 sayilmis, bu iki nukleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu
olanlar saptanmistir. Ayrica ayni kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 tane hiicre
sayillmig, bu hiicreler arasindan bir, iki, iic ve dort nukleuslu olanlarin oram
saptanmistir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9). Bu orandan yola ¢ikarak Nukleer Boliinme
Indeksi (NBI) (Nuclear Division Index = NDI) hesaplanmistir (Fenech, 2000).

Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.
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NDI= (1xN;+2xN,+3xN3+4xN4)/2000 Ni: 1 nukleuslu hiicre sayis1
Naz: 2 nukleuslu hiicre sayist
Nis: 3 nukleuslu hiicre say1s1

Ny: 4 nukleuslu hiicre say1s1

‘ 10 um

Sekil 3.8. Bir (a) ve iki (b) niikleus i¢eren hiicreler.
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. b

Sekil 3.9. Ug (a) ve dort (b) niikleus igeren hiicreler.

10 pm

3.5. Mikroskopta Fotograf Cekme

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

birkag¢ 6rneginin fotograflar1 ¢ekilmistir. (Olympus CX31RTSF; 7,1 Megapixel).
3.6. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi
Mikroskobik inceleme sonucunda muameleli gruplardan elde edilen KKD, KA,

MN, NBI, RI ve MI t-test metoduna gore muamelesiz, ¢oziicii (DMSO) ve pozitif
(EMS) kontrolleri ile karsilastirilmgtir.
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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 gizelge ve grafikler

halinde verilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Thymol’iin KKD Uzerindeki Etkileri

Thymol’lin 4 farkl konsantrasyonu (25, 50, 75 ve 100 pg/ml) ile 24 ve 48 saat
muamele edilen insan lenfositlerinde saptanan ortalama kardes kromatid sayisi
(KKD/Hiicre) ¢izelge 4.1°de goriilmektedir. 24 saatlik muamele siiresinde thymol, en
ylksek doz (100 pg/ml) haric KKD sayisin1 hem kontrol hem de ¢oziicli kontrola
nazaran Onemli derecede artirmus, fakat pozitif kontrol olan EMS kadar etkili
olamamistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). En yiiksek dozda ise
thymol KKD sayisini artirmamigtir. 48 saatlik muamele siiresinde de thymol 25 ve
50 pg/ml’lik dozlarda KKD sayisini1 kontrola nazaran artirmistir, fakat 75 ve 100
png/ml’lik dozlarda thymol KKD sayisini artmasina ragmen istatistiksel olarak dnemli
bulunamamistir. KKD sayisindaki bu artis ¢oziicii kontrola nazaran Onemli
bulunamamistir. Thymol ikinci mitoz bdliinme gegiren hiicrelerin sayisint 6zellikle
48 saatlik muamele siiresinde azaltmis, bundan dolayr da KKD sayisin1 saptamak
icin yeterince hiicre bulunamamastir.

Hem 24 hem de 48 saatlik muamele siirelerinde KKD sayis1 ile doz arasinda

herhangi bir iliskiye rastlanmamustir.
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Cizelge 4.1. Degisik dozda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde ortalama kardes kromatid degisimi (KKD) sayisi.

Test Sire ~ Konsantrasyon  \uo nvax KKD  KKD/Hiicre+SE
maddesi (saat) pg/ml
Kontrol - - 2-15 8.52+0.85
DMSO 24 4 ul/ml 2-16 8.91+0.23
EMS 24 0.7 6-57 22.77+7.49
Thymol 24 25 2-25 10.40+0.46 a1b1c3
“ 24 50 2-17 11.31£0.14 a3b3c3
24 75 2-24 10.69+£0.45 a1b1c3
24 100 3-28 9.97+1.23 c2*
DMSO 48 4 pl/ml 2-16 9.73+0.96
EMS 48 0.7 4-66 25.07+4.38
Thymol 48 25 2-17 10.784£0.75 a1c3
“ 48 50 2-21 12.62+1.29 al1c2
“ 48 75 2-23 10.96+0.97 c2
48 100 3-23 12.49+1.84 c2*

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; b: Coziicii kontrol ile karsilastirmada fark
onemli; c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark onemli

1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001

*Yksek sitotoksisiteden dolay1 sirasiyla sadece toplam 91 ve 69 ikinci mitoz boliinme
geciren hiicre sayilabilmistir.

25 -
15 A

10 - MW 24 Saat
048 Saat
5 .
O .
75 100

Kontrol DMSO EMS0,7 25 50
4 pl/ml

KKD/Hiicre

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1. Farkli dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde KKD/Hiicre sayisi.

38



4, BULGULAR Mehmet BUYUKLEYLA

10 pm

Sekil 4.2. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi (50 pg/ml, 24 saat, Q).

10 pm

Sekil 4.3. EMS ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde indiiklenmis kardes
kromatid degisimi (0.7 ug/ml, 24 saat, Q).
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4.2. Thymol’iin Kromozomal Anormalliklerin (KA) Olusumu Uzerindeki

Etkileri

Thymol tiim dozlarda ve muamele siirelerinde kromozom yap1 anormalligini
kontrola nazaran 6nemli derecede artirmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4). 24 saatlik
muamele siiresinde yapisal KA sayis1 ¢oziicii kontrola nazaran indiiklenirken, 48
saatlik muamele siiresinde ise en diisiik doz (25 pg/ml) hari¢ yapisal KA sayisi
coziici  kontrola nazaran Onemli derecede artirilmistir. Kromozom yapi
anormalligindeki bu artis 24 saatlik muamelenin en yiiksek dozunda (100 pg/ml)
pozitif kontrol EMS kadar olurken 48 saatlik muamelenin en yiiksek dozunda
EMS’nin kromozom yapr anormalligi sayisindan daha fazla oldugu ve bu artigin
istatistiksel olarak da Onemli bulundugu saptanmistir. In vitro insan periferal
lenfositlerinde thymol’iin kromatid tipi kiriklara daha fazla sebep oldugu, kromozom
tipi kiriklar1 da daha az oranda artirdigr saptanmistir (Cizelge 4.2). Thymol ile
muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KA olusumunda herhangi bir doz-etki
iligkisine rastlanmamustir.

Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid tipi
anormalliklerden 6zellikle kromatid kirig1 (Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.12) ve tek
kol birlesmesi (Sekil 4.7) gozlenmistir. Kromozom tipi anormalliklerden 6zellikle
kromozom kirig1 (Sekil 4.8), kardes kromatid birlesmesi (sister union) (Sekil 4.9) ve
fragment (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11) gibi yapisal kromozom anormalliklerine
rastlanmistir. Bu ¢calismada Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
sadece dort hiicrede poliploidi (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13) gozlenmis ve dolayisiyla

Thymol’iin kromozom say1 anormalligini artirmadig1 saptanmistir.
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Cizelge.4.2. Degisik dozda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde yapisal kromozom anormallikleri (KA)

Anormallik gesitleri

Test Sire Konsant. K id K Yapisal KALSE
maddesi  (saat (ug/ml) romatl romozom (%)
Tipi Tipi
Kontrol - - 14 9 5.75+0.62
DMSO 24 4 pl/ml 22 12 8.50+0.64
EMS 24 0.7 64 54 29.50+0.64
Thymol 24 25 47 16 15.75+2.78 a1b1c1
“ 24 50 80 10 22.504£0.28 a3b3c3
24 75 72 8 20.0041.68 a2b2c1
24 100 58* 24* 27.50+2.95 a2b2
DMSO 48 4 pl/mi 27 5 8.00+0.70
EMS 48 0.7 93 30 30.75+5.07
Thymol 48 25 32 11 10.75+1.25 a1c3
“ 48 50 55 9 16.00+2.94 a1b1c1
“ 48 75 55 11 16.50+1.19 a2b2c3
“ 48 100 64* 11* 34.09+£0.94 a3b3c1

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli
b: Coziicii kontrol ile karsilagtirmada fark 6nemli
c: Pozitif kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli

1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001
*Yiiksek sitotoksisiteden dolay1 sirasiyla sadece toplam 298 ve 220 hiicre

sayilabilmistir.
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10 - h 0148 Saat
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50 75 100

Kontrol DMSO EMSO0,7 25
4 ul/ml

Yapisal KA Yiizdesi

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.4. Farkli dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde yapisal KA ytizdesi.

s " \t
- -
4 fj - o
‘ o m -
W)

10 um

Sekil 4.5. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid kirig1
(25 pg/ml, 24 saat, 3).
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10 uym

Sekil 4.6. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid kirig:
(25 pug/ml, 24 saat, ).

10 um

Sekil 4.7. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde tek kromatid
birlesmesi (100 pg/ml, 48 saat, 3).
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0
- .

10 um

Sekil 4.8. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromozom kirig1
(25 pg/ml, 24 saat, Q).
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10 um

Sekil 4.9. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
birlesmesi (25 pg/ml, 48 saat, 9).
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10 um

Sekil 4.10. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde fragment (50
ug/ml, 48 saat, Q).

10 um

Sekil 4.11. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde fragment (75
ug/ml, 48 saat, Q).

45



4, BULGULAR Mehmet BUYUKLEYLA

L m
: NS A o

Sekil 4.12. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde poliploid hiicre
ve kromatid kirig1 (50 pg/ml, 24 saat, 3).

Q
A2
i\
h

10 um |

Sekil 4.13. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde poliploid hiicre
(50 ug/ml, 24 saat, Q).
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4.3. Thymol’iin Mikroniikleus (MN) Olusumu ve Niikleer Béliinme Indeksi

Uzerine Etkileri

Thymol, kullanilan tiim dozlarda ve muamele siirelerinde MN’lu biniikleer
hiicre ytizdesini hem kontrola hem de ¢o6ziicii kontrola nazaran 6nemli derecede
artirmistir. Hatta, 24 saatlik muamele siiresinde thymol’un MN’lu biniikleer hiicre
yiizdesini 75 pg/ml’lik doz haric EMS kadar artirdig1 saptanmustir (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.14). Fakat 48 saatlik muamele siiresinde MN’lu biniikleer hiicre ylizdesindeki
artis EMS kadar olamamustir. Her iki muamele siiresinde MN sayisinin artisinda doz-
etki iligkisine rastlanmamuistir. Thymol ile muamele edilen hiicrelerde degisik sayida
MN igeren biniikleer hiicrelere rastlanmustir (Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

Thymol’lin niikleer boliinme indeksini 6zellikle yiliksek dozlarda diistirdigi
saptanmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.18). 24 saatlik muamele siliresinde sadece en
yuksek iki dozda (75 ve 100 pg/ml) ve 48 saatlik muamele siiresinde de en yiiksek ti¢
dozda (50, 75 ve 100 pg/ml) thymol NBI'ni hem kontrol hem de ¢oziicii kontrola
nazaran 6nemli derecede diislirmiistiir. Her iki muamele siiresinde thymol’un NBI’ni
doza bagl bir sekilde diislirdiigli saptanmustir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Thymol’un
24 saatlik muamele siiresinde 100 pg/ml’lik dozda ve 48 saatlik muamele siiresinde
de 75 ve 100 pg/ml’lik dozlarda NBI'ni EMS’den daha fazla disiirdiigi

goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Degisik dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan
periferal lenfositlerinde mikroniikleuslu biniikleer hiicre yiizdesi

(MN) ve niikleer boliinme indeksi (NBI).
Mikronukleus’lu

Nukleer bolinme

Test —~ Sure — Konsantrasyon i .ieer hilcre (%)  indeksi +SE
maddesi (saat) ug/ml
+SE
Kontrol - : 0.40520.11 1.3950.063
DMSO 24 4 uliml 0.460+0.17 1.380+0.058
EMS 24 0.7 2.917+0.41 1.272+0.078
Thymol 24 25 1.875+0.43 a1b1 1.3100.058
" 24 50 1.877+0.44 a1b1 1.222+0.078
" 24 75 1.702+0.49 a1blc1  1.147+0.060 a1b1
‘ 24 100 2.530£0.46 a1b1*  1.087+0.031 a2b2c2
DMSO 48 4 pl/ml 0.602+0.11 1.335+0.034
EMS 48 0.7 5.12041.70 1.1900.050
Thymol 48 25 1.725:0.10 a3b1c3  1.280+0.051
: 48 50 1.992+0.43 a1b1c2  1.147+0.041 a2b1
48 75 1415:0.16 a2b1c3  1.112+0.022 a3b2c1
48 100 2.237+0.39 a2b1c2*  1.065+0.013 a3b3c2

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli

b: Coziicii kontrol ile karsilastirmada fark onemli

c: Pozitif kontrol ile karsilagtirmada fark 6nemli

1: P<0.05; 2: P<0.01; 3: P<0.001

*Yksek sitotoksisiteden dolay1 sirasiyla sadece toplam 5130 ve 2868 hiicre sayilabilmistir.
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25 50 75 100

Kontrol DMSO EMS 0,7
4 pl/ml

MN'li biniikleer hiicre (%)
w

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.14. Farkli dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde MN’li biniikleer hiicre yiizdesi.

10 pm

Sekil 4.15. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde bir
mikroniikleus i¢eren biniikleer hiicre (50 pg/ml, 48 saat, ).
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10 pm

Sekil 4.16. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde iki
mikroniikleus i¢eren biniikleer hiicre (75 pg/ml, 24 saat, 9).

. 10 um

Sekil 4.17. Thymol ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde 8 mikroniikleus
iceren biniikleer hiicre (50 pg/ml, 24 saat, 3).
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1,6
1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 - W24 Saat

Niikleer
boliinme indeksi

0,4 1 048 Saat
02 -

Kontrol DMSO EMS 0,7 25 50 75 100
4 ul/ml

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.18. Farkli dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde niikleer boliinme indeksi.

NDI = 1,378 - 0,002976 doz
° S 0,0099045
1,301 R-Sq 99,3%
R-Sq(adj) 98,9%
1,254
% 1,204
2
1,15+ )
1,104
T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 8 90 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.19. Farkli dozlarda thymol ile 24 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde niikleer bdliinme indeksinin doza bagli diisiisiini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist (P<0.03).
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NDI = 1,321 - 0,002720 doz
1,304 S 0,0350286
° R-Sq 90,4%
R-Sq(adj) 85,6%
1,254
1,204
2
1,15 °
1,104
)
1,054
T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.20. Farkli dozlarda thymol ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde niikleer bdliinme indeksinin doza bagli diisiisiini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P<0.04).

4.4. Thymol’iin DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki Etkileri

Thymol’in DNA replikasyonu iizerindeki etkisi replikasyon indeksi’nin (RI),
mitoz boliinme Ttizerindeki etkisi ise mitotik indeks’in (MI) bulunmasi yoluyla
saptanmistir.

Thymol 24 saatlik muamele siiresinde RI’ni etkilememistir. 48 saatlik muamele
stiresinde ise thymol sadece en yiiksek doz olan 100 pg/ml’lik dozda RI’ni hem
kontrol hem de ¢6ziicii kontrola nazaran diisiirmiistiir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.21).
RI’ndeki bu diislis 48 saatlik muamele siiresinde doza bagli olarak gergeklesmistir
(Sekil 4.22).

24 saatlik muamele siiresinde thymol 50 ve 100 pg/ml’lik dozda MI’i hem
kontrol hem de ¢oziicii kontrola nazaran énemli derecede diislirmiistiir. Thymol’iin
24 saatlik muamele siiresinde 25 pg/ml’lik doz haric MI'i EMS kadar diistirdiigii
saptanmustir. 48 saatlik muamele stiresinde ise thymol, sadece en yiiksek dozda MI’i

her iki kontrola nazaran 6nemli derecede diisiirmiistiir. Thymol 48 saatlik muamele
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siiresinde en diisiik doz (25 pg/ml ) hari¢ MI’t EMS kadar diislirmiis, en yiliksek
dozda da MI’i EMS’den daha fazla diisiirdiigii saptanmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil
4.23). Fakat Ml ile doz arasinda herhangi bir iligkiye rastlanmamustir.

Cizelge 4.4. Degisik dozda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilmis insan periferal
lenfositlerinde replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI).

Test ~  Sure Konsant. .\ o s RI+SE MI+SE
maddesi (saat) pg/ml
Kontrol - - 42 101 257 2541008 6.04 £1.19
DMSO 24 4 y/ml 40 126 234  2.48:0.05 5.23+0.84
EMS 24 07 45 185 170  2.31+0.03 3.69+0.68
Thymol 24 25 33 142 225 24840023  6.99:0.41 c2

« 24 50 34 172 194  24040.06c¢1  3.45:0.82 alb

“ 24 75 39 182 179  2.350.09 4.58+0.95

“ 24 100 62 125 201*  2.36+0.17 2.89 +0.86 al1b1
DMSO 48 4 ul/ml 34 136 230  2.49+0.08 7.0540.79
EMS 48 07 93 165 127**  2.090.10 4.11+1.08
Thymol 48 25 46 135 219 243+009c¢1  6.18 £0.42 ¢

. 48 50 78 188 134  2.14+0.16 4.27 +0.72 b1

“ 48 75 100 165 135  2.08+0.23 4.74 +1.05

48 100 111 146 84**  1.92+017 alb1 2.58 +0.30 a3b3ci

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli

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

*Sadece toplam 388 hiicre sayilabildi

**Sadece toplam 385 hiicre sayilabildi
***Sadece toplam 341 hiicre sayilabildi
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1 W 24 Saat
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048 Saat
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Kontrol DMSO EMSO0,7 25 50 75 100
4 pl/ml

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.21. Farkli dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde replikasyon indeksi.

RI'= 2,570 - 0,007000 doz

2,57 s 0,0779423

° R-Sq 92,6%
2,49 R-Sq(adj) 89,0%

2,34

2,2

RI

2,1' [
2,04

1,91

1,8+
T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.22. Farkli dozlarda thymol ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde replikasyon indeksinin doza bagh diisiisiinii gdsteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayis1 (P<0.03).
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Kontrol DMSO EMSO0,7 25 50 75 100
4 ul/ml

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.23. Farkli dozlarda Thymol ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde mitotik indeks.
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada, thymol’iin insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA), mikroniikleus (MN) olusumu ve
hiicre boliinmesi {izerine olan etkileri arastirilmistir. Bu amagla thymol’iin 25, 50, 75

ve 100 pg/ml’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir.

5.1. Thymol’iin insan periferal lenfositlerinde KKD, KA ve MN Olusumu

Uzerine Etkileri

Bu c¢alismada, thymol o6zellikle diisiikk dozlarda KKD sayisini istatistiksel
bakimindan 6nemli derecede artirirken yiliksek dozlarda KKD sayisini artirmis fakat
istatistiksel olarak 6nemli bulunamamistir. Diger taraftan thymol tiim dozlarda hem
yapisal KA sayisint hem de MN olusumunu indiiklemis, sayisal KA olusumunu ise
artirmamigstir. Ortalama KKD, yapisal KA yiizdesi ve MN olusumunda doz-etki
iligkisine rastlanmamustir.

Calismamizin konusu olan thymol bilesenlerini igeren Thymbra spicata yaginin
metanollii ekstraktlarinin ve y-terpinene’nin diisilk konsantrasyonlarda DNA
ipliklerinde kirilmaya neden olmazken, yiliksek konsantrasyonda DNA’da onemli
zararlara neden oldugu tespit edilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda IQ ve MMC’nin
neden oldugu DNA =zararlarimi azalttigi tespit edilmistir (Aydin ve ark., 2005).
Karpouhtsis ve ark. (1998), Drosophila’da Thymbra spicata’nin bir bileseni olan
carvacrol’lin giiclii bir sekilde insektisidal etki gosterdigi, diger bir bilesen olan
thymol’iin ise insektisidal etki gostermedigi, ancak Drosophila iizerinde yapilan
somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri neticesinde genotoksik aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Ipek ve ark. (2003), insan lenfosit hiicrelerinde MMC’nin
varliginda carvacrol’iin biitlin dozlarda SCE’nin olusumunu artirmadigi, hatta
MMC’nin neden oldugu SCE oranlarini inhibe ettigini bildirmislerdir. Aydin ve ark.
(2005), yaptiklar1 ¢alismada thyme yaginin ana komponentlerinden olan carvacrol’iin
0.05 mM konsantrasyonlarda IQ ve MMC’nin neden oldugu genotoksik aktivitelere

kars1 koruyucu oldugu halde 0.1mM konsantrasyondaki carvacrol DNA’da zararlara
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neden oldugu, thymol’iin ise yaklasik 0.ImM konsantrasyonlarda DNA ipliklerinde
kirilmaya neden olmazken 0.2mM konsantrasyonda DNA’da 6nemli zararlara neden
oldugunu bildirmislerdir. Ipek ve ark. (2005), carvacrol’iin metabolik aktivitenin
yoklugunda 6nemli bir mutajenik aktivite gdsterdigini, her iki tiirde hem S9 bulunan
hem de bulunmayan ortamlarda sirasiyla 4-nitro-o-phenylenediamine ve 2-
aminofluorene tarafindan meydana getirilen mutajenitenin giiclii bir sekilde inhibe
edildigini ve carvacrol’lin 6nemli bir sekilde antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu
saptamiglardir. Ulusal Toksikoloji Programi (NTP, 1990), d-carvone fizerinde
yaptiklar1 ¢alismada Salmonella typhimurium’da mutajenik etkiye sahip olmadigini,
ancak kardes kromatid degisimine ve kromozomal aberasyonlara neden oldugunu
bildirmiglerdir. Burada yapilan caligmalar neticesinde elde edilen genotoksik,
sitotoksik, kanserojenik ve antigenotoksik bulgular, bilim insanlar tarafindan genel
olarak burada kullanilan bitkilerin igerdigi ugucu yaglara degil de bu ucucu yaglarin
ana bilesenleri olan komponentlerden ileri geldigi seklinde yorumlanmaktadir.
Ayrica Azirak (2007) Thymbra spicata ugucu yagmin ana komponentleri olan
carvacrol ve thymol’iin sicanlarda genotoksik etkili oldugunu saptamistir.

Bu calismada thymol’iin kuvvetli klastojenik etkiye sahip oldugu, bunun
yaninda aneujenik etkiye sahip olmadigi saptanmistir. Buradan da thymol’iin DNA
molekiiliiniin seker fosfat omurgasindaki fosfodiester baglarini koparmasi yoluyla
yapisal kromozom anormalliklerine sebep oldugu ve dolayisiyla da thymol’iin
genotoksik risk tasiyabilecegi sdylenebilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da bizim
bu c¢alismadan elde ettigimiz sonuglar1 desteklemis ve Thymbra spicata ana
komponentlerinin 6zellikle yiiksek dozlarda DNA kiriklarina sebep oldugu
bildirilmistir.

Bununla birlikte ugucu yaglarin ana komponentlerinin anti-genotoksik ve
Ozellikle anti-kanserojenik etkiye sahip olduklar1 yoniinde bir ¢ok c¢alismaya
rastlanmistir (Kuo ve ark., 1992; Ruch ve Sigler, 1994; Gaworski ve ark., 1997;
Higashimoto ve ark., 1998; Ramos ve ark., 2003). Goriildiigii gibi, aslinda ugucu
yaglarin birgogu giivenilirdir. Onlarin muhtemel mutajenik ve kanserojenik etkileri
ile istenmeyen allerjik olaylar gibi yan etkileri bunlarin gerektigi gibi

kullanilmamasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii
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(WHO), tiim tlkelere dogal tip (fitoterapi) konusuna daha fazla egilmeleri ¢agrisinda
bulunmustur (WHO, 2001). Ugucu yaglar kullanilirken doz ve safliklarina 6zen
gosterilmesi gerektigi, dozun ugucu yaglarin giivenilirliginde olduk¢a Snemli bir
faktor oldugu bildirilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalarda bazi ugucu
yaglarin yanlis veya olduk¢a yiiksek dozlarda kullanilmasi sonucunda timor
olusumuna ve viicutta bir takim zararl degisikliklere sebep olduklar1 gézlenmistir
(Qu ve ark., 1992; Shields ve ark., 1995; Chiang ve ark., 1997; Franzios ve ark.
1997; National Toxicology Program, 1982; Lazutka ve ark., 2001; Al-Batina ve ark.,
2003; Bakkali ve ark., 2005). Ayrica ugucu yaglarin uygulanma sekilleri de
onemlidir. Ugucu yaglarin uygulanmasindaki yontemler ugucu yaga gore degisiklik
gosterir. Genellikle ucucu yaglar kullanilirken sadece tek bir uygulama metodu
kullanilmas1 gerekir. Ornegin bazi ugucu yaglarin sadece nefes yoluyla kullanilmasi
giivenilirdir. Eger bu yaglar deri iizerinde kullanilirsa ¢ok diisiik miktarlarda bile
thyme, oregano ve cinnamon yaglarinda oldugu gibi % 3-5 oraninda ndrotoksik
etkilerinin ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Young ve ark., 1970; Millet ve ark.,
1981; Steinmetz ve ark., 1987; Wang ve ark., 1991; Cheng ve ark., 1992; Craing ve
ark., 1994; Robles ve ark., 1999; Burkhard ve ark., 1999). Goriildiigl gibi bitkilerin
ucucu yaglarinin ve ana komponentlerinin genotoksik etkileri asir1 doz ve uygun
olmayan kullanim metotlarindan da kaynaklanabilmektedir.

Thymol kimyasal yap1 olarak fenol grubu bilesiklerdendir. Bir benzen
halkasina dogrudan dogruya bir hidroksil grubunun baglandig: bilesiklere fenol adi
verilir. Bu nedenle; fenol, hidroksibenzen'in 6zel ismidir ve hidroksibenzenden
tirevlendirilmis bilesik ailesinin genel ismidir (Cengiz, 1996; Solomons, 1988).
Fenol ¢ok kisa bir yarilanma omriine sahiptir (30.3+£2.8 dk.). Cok hizli bir sekilde
karacigerde metabolize olur. Siilfat ve glukuronidle birlesmis olarak idrarla atilir
(Fager ve Messer, 1986; Nomato ve ark. 1987). Insan ve tavsanlara agiz yoluyla
verilen thymol’iin metabolize olarak thymol siilfat, thymol glukoronit ve
thymohydroquinone bilesenleri seklinde idrarla atildigi bildirilmistir (BG Chemie,
2000). Bilindigi lizere fenolik bilesikler ve bunlarin tiirevleri gerek insan ve hayvan,
gerekse bitkilerde sitotoksik ve genotoksik hasarlara sebep olmaktadir (De Marco ve

ark., 1986; Williams, 1989; Migliore ve ark., 1990). Bu etkisini kardes kromatid
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degisiminde artisa neden olan DNA polimerazi inhibe ederek gosterdigi
diisiiniilmektedir. Cilinkii konuyla ilgili olarak yapilan bir ¢alismada kursunun, toksik
etkisini direkt DNA polimerazi inhibe ederek gosterdigi belirtilmistir (De Marco ve
ark., 1986). Capasso ve Cristinzio (1992), polifenol iceren atik sularla sulanmig tarim
alanlarinda yetistirilen bitkiler lizerinde yaptiklar1 ¢alismada atik sudaki polifenol
bilesiklerin profazda graniilasyona, heterojen kromatin dagilimima, metafazda
yigilmaya, anafazda koprii olusumuna, telofazda erken veya geg¢ sitokineze, hiicre
plagmmin olusmamasina, asimetrik kromozom dagilimina ve kromozomlarda
heterojen ¢oziilmeler gibi degisik anormalliklere neden oldugunu gozlemislerdir. Bu
anormalliklerin, muhtemelen atik suyun hiicrede DNA sentezi ve tamir
mekanizmasinda yer alan enzimatik reaksiyonlar iizerindeki olumsuz etkilerinden
dolay1 meydana geldigi ileri siiriilmektedir (De Marco ve ark., 1986). Bunlarin
yanisira mutajenik etki olarak kromozom yapilarinda kirilmalara ve kromozom
sayisinda yiiksek oranda sapmalara, niikleus parcalanmalarina ve mikroniikleus
olusumlarina da rastlanmigtir (Aybeke ve ark., 2000).

Diinya Saghk Orgiiti (WHO, 2001) yaynladigi raporda thymol’iin
kullanilmaya uygun olmayacak kadar tehlikeli oldugu belirtilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii raporunda thymol’iin NOEL (no observed effect level=etkinin goriilmedigi
doz) degerinin 1000 mg/kg/giinliik dozu oldugunu bildirmis, fakat bu degerin gercegi
yansitmadigini ¢iinkii tek bir seferde ve tekrarlanmadan verilen bir doz oldugunu da
aciklamiglardir (WHO, 2001). Ayni raporda phenylphenol bilesiginin giinliik
alabilir dozunu (ADI) 0-0.2 mg/kg olarak agiklanmistir. Bu degerler bizim bu
calismada kullandigimiz thymol degerlerinin olduk¢a altinda oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla thymol gibi fenolik bilesiklerin miimkiin oldugunca az kullanilmasinin

saglik agisindan oldukga gerekli oldugu sdylenebilir.
5.2. Thymol’iin Hiicre Béliinmesi Uzerine EtKisi
Thymol’iin insan periferal lenfositlerinde sisotoksik etkisi niikleer boliinme

indeksi (NBI), replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeksi’nin (MI) saptanmasi ile

belirlenmigtir. Thymol o6zellikle yiiksek dozlarda ve her iki muamele siiresinde
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NBI'ni doza bagh bir sekilde diisiirmiistiir. Thymol, RI’ni 24 saatlik muamele
stiresinde diisiirmesine ragmen istatistiksel bakimindan 6nemli bulunamamus, fakat
48 saatlik muamele siiresinde RI’ni en yliksek dozda 6nemli derecede diisiirmiis bu
diisiis doza bagli olarak gerceklesmistir. Thymol MI’i Ozellikle yiiksek dozlarda
diistirmiis, fakat doz-etki iliskisine rastlanmamustir.

Azirak (2007) thymol ve carvacrol’un in vivo sican kemik iligi hiicrelerinde
M’ diisiirdiigii ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Stammati ve ark.
(1999), antifungal aktivite gdsteren carvacrol ve thymol’li genotoksik ve sitotoksik
acidan degerlendirilmesi i¢in memelilerde ve mikroorganizmalarda yaptiklar testler
neticesinde S(+)-carvone, cinnamaldehyde ile 0,2 mM carvacrol’iin Hep-2
hiicrelerinin canliligin1 ve boliinmesini tamamen inhibe ettigini, DNA tamir testinde
de carvacrol’iin toksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Thymol’lin mitoz boliinmeyi inhibe etmeleri yoluyla sitotoksik etki yaptiklari
anlasilmaktadir. Epel (1963) ve ayrica Jain ve Andsorbhoy (1988) kimyasallarin
hiicre enerji iiretim merkezlerinin fonksiyonlarin1 baski altinda tuttuklari ve
dolayistyla ATP sentezinin azaltilmasi sonucu hiicre bdliinmesinin yavaslatildigini
ve sitotoksik etkinin ortaya c¢iktigini bildirmislerdir. Bazi aragtiricilar da kimyasal
maddelerin KA’y1 uyarma yoluyla sitotoksik etkiye sahip olabilecegini ileri
stirmiislerdir (Armstrong ve ark. 1992; Hilliard ve ark. 1998; Galloway ve ark.
1998). Vock ve ark. (1998) ile Kirkland ve Miiller (2000) baz1 kimyasallarin in vitro
sitotoksik etkilerinin DNA c¢ift iplik kiriklarinin olusmasina bagli olarak ortaya
ciktigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada thymol DNA c¢ift iplik kiriklarina sebep olarak
kromozom yap1 anormalliklerini artirdig1 saptanmistir. Muhtemelen test maddesi de
sitotoksik etkisini bu yolla gostermektedir.

Ayrica Madle (1993), KA igeren hiicrelerin mitotik seleksiyon yoluyla
dongiiden cikartilacagini ve dolayisiyla MI’in diisiirilecegini bildirmistir. Mitotik
seleksiyon, bdoliinme yoniinden aktif olan hiicrelerde kromozom aberasyonlu
hiicrelerin eliminasyonu olarak tanimlanabilir. Yani mitotik seleksiyon tamir
edilemeyecek kromozom aberasyonu igeren hiicrelerin hiicre dongiistinden
uzaklastirilmasi ve oldiiriilmesi olayidir. Bu arastiricilara gére mitotik seleksiyona,

DNA fragmentasyonu ve bunun sonucunda olusan koprii olusumu, asentrik
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(kinetokorsuz) fragmentlerin kaybolmasi ile olusan gen kaybi veya bunlarin
sonucunda mikroniikleus olusumu dolayisiyla genetik materyalin kaybi gibi
anormallikler sebep olmaktadir.

Thymol’iin sitotoksik etkisinden dolay1r kanserlesmeyi Onleyici etkisinin
olabilecegi sdylenebilir. Ciinkii anti-kanser olarak kullanilan ve ilag diye tanimlanan
kimyasallarin sitostatik etkileri sonucu kanseri Onledikleri bilinmektedir. Bununla
birlikte bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin insan akciger ve kolon
adenokarsinoma hiicrelerini oldiirdiikleri (Sylvestre ve ark., 2005; Sylvestre ve ark.,
2006), insan promyelocytic 16semi hiicrelerinde (HL-60) apoptozu indiikledikleri
(Yoo ve ark., 2005) ve biiylime inhibitorii gibi davrandiklari (Jing ve Waxman, 1995)
bildirilmistir. Ayrica Ivankovic ve ark. (2006), L929 farelerinin fibroblastlar1 ve
SCCVII ile FsaR tiimor hiicreleriyle in vivo ortamda yaptiklar ¢calismada thymol’iin
metabolitlerinin bir bileseni olan thymohydroquinone’nin sitotoksik oldugunu
bildirmislerdir.

Sonug olarak, thymol’iin insan periferal lenfositlerinde ya ATP iiretimini baski
altinda tutmasindan ya da genotoksik etkisinden dolay: hiicre boliinmesini azalttig1

ve sitotoksik etki gosterdigi soylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bilindigi gibi thymol tipta, eczacilikta, kozmetikte, aromaterapide, endiistride,
yiyecek ve igeceklerde ayrica temizlik irlinlerinde yaygin bir sekilde
kullan1lmaktadir.

Thymol insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi sayisini,
yapisal kromozom anormalliklerini ve mikroniikleus olusumunu artirmis, niikleer
boliinme indeksi, replikasyon indeksi ve mitotik indeksini diistirmiistiir.

Thymol insanlarin yasaminda genel olarak her alanda kullanilmaktadir. Bu
maddelerle insanlar bir sekilde giincel hayatlarinda karsilasmaktadirlar. Ugucu
yaglarin  genotoksik  etkileri Onemli Ol¢iide igerdigi  komponentlerden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kullanilacak bitki ve komponentlerinin toksik olup
olmadig1 deneylerle kesinlesmeli ve daha sonra kullanilmalidir. Ayrica ugucu yaglar
ve onun komponentleri belli bir dozdan sonra yine toksik etki géstermesi bakimindan
kullanilan dozlar ve miktarlar1 iyice belirlendikten sonra kullanilmalidir. Ugucu
yaglar ve onun komponentleri aromaterapide genel olarak hastaliklarin
tyilestirilmesinde tamamlayici bir hekimlik olarak kullanilmaktadir. Yerine gore ve
dozunda kullanildiginda sifa dagitan ucucu yaglar ve komponentleri yanlis
kullanildiginda insan i¢in zararli olabilmektedir.

Bu ¢alismada insan lenfositleri ile yapilan in vitro ve daha once siganlarla
yapilan in vivo ¢alismalardan elde edilen sonuglar insanlarda goriilmesi muhtemel
sonuglart bize gostermesi bakimindan onemlidir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda

thymol’iin genotoksik ve sitotoksik risk tasiyabilecegi sdylenebilir.
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