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ÖZET 
 

Hypericum türleri binlerce yıldır Türkiye’de geleneksel tıpta kullanılmaktadır. Bu çalışmada 

Hypericum heterophyllum’un genotoksik etkilerini belirlemek için su ekstraktları ile insan 

lenfositleri inkübe edildi. Artan ekstrakt konsantrasyonları mikronükleus oranını indükledi. 

Mikronükleus oranındaki artış, yüksek konsantrasyonlarda Hypericum heterophyllum 

türünün karsinojenik ve genotoksik olabileceğini göstermiştir. Mitotik indeks ve replikasyon 

indeksi değerleri de Hypericum heterophyllum’un artan ekstrakt konsantrasyonları ile 

yükselmiştir. Bu sonuçlar Hypericum heterophyllum türünün proliferatif özellikler ve 

proliferatif etkiler kadar sitotoksik özellikler ve sitotoksik etkiler gösterebileceğini işaret 

etmektedir. Mikronükleus ile yaş arasında pozitif korelasyon gözlenmiştir. Ayrıca bayanların 

ve erkeklerin mikronükleus oranları arasında da pozitif korelasyon gözlenmiştir. Yaş ile 

mitotik indeks ve replikasyon indeksi değerleri arasında ise negatif korelasyon gözlenmiştir. 

Mikronükleus, mitotik indeks ve replikasyon indeksi üzerine bu türden izole edilen ana 

bioaktif bileşiklerin etkilerinin belirlenmesi için ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

Anahtar Sözcükler: Hypericum heterophyllum, Genotoksik, Mitotik İndeks, Replikasyon 

İndeksi, Mikronükleus 
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ABSTRACT 

 

Hypericum species have been used in traditional medicine in Turkey for thousands of years. 

In this study, in order to determine the genotoxic effect of Hypericum heterophyllum, 

human lymphocytes was incubated with the aqueous extracts. The increasing extract 

concentrations of Hypericum heterophyllum induced micronucleus rate. The rise of 

micronucleus shows that Hypericum heterophyllum at high concentrations may become 

carcinogenic and genotoxic. Mitotic index frequencies and replication index values increased 

with increasing extract concentrations of Hypericum heterophyllum too. The results indicate 

the cytotoxic effects as well as proliferative effects and suggest that the extracts of the 

compounds exhibit cytotoxic properties as well as mitotic and proliferative properties. The 

positive correlation was observed between micronucleus and age. Also, the 

positive correlation was observed between micronucleus rates of female and male. The 

negative correlations were observed between mitotic index and age, replication index and 

age. Further studies will be needed to determine the effects of the main bioactive 

components isolated from this species on micronucleus, mitotic index and replication index. 

 

Keywords: Hypericum heterophyllum, Genotoxic, Mitotic Index, Replication Index, 

Micronucleus 
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1. GİRİŞ 

Bitkilerin yalnızca besin maddesi olarak değil, pek çok hastalığın tedavisinde 

kullanılması insanlık tarihi kadar eskidir. Bitkiler içerdikleri maddelerle insan ve 

hayvan sağlığı yönünden önem taşırlar [1]. Dünya nüfusunun artması ve endüstrinin 

gelişmesi sonucu doğal kaynaklı bitkilerden elde edilen etken maddelerin 

kullanılabilirlili ğinin artması sonucunda bu ürünlere olan talepte çok hızlı bir artış 

olduğu gözlemlenmiştir [2]. 

Tıbbi açıdan önemli olan bitkiler, tüm dünya ülkelerinde olduğu gibi Türkiye’de de 

yıllardan beri halk arasında hastalıkların tedavisi amacıyla kullanılmaktadır. Tıbbi 

bitkilerin yaygın olarak kullanılmaya başlanmasının bazı önemli nedenleri şunlardır: 

l- Yeterli düzeyde bir kimya endüstrisine sahip olmayan kalkınmakta olan ülkelerde, 

bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanağı sağlanmaktadır. Bu açıdan 

Mısır, Hindistan ve Pakistan gibi ülkeler büyük gayretler sarf etmekte ve olumlu 

sonuçlar almaktadırlar. 

2- Tedavi alanına sokulan yeni sentetik maddelerin bazılarında görülen tehlikeli yan 

etkiler.  

3- Bazı bitkisel ilaç ham maddelerinin, sentetik olanlardan daha ucuza ve daha basit 

elde edilebilme olanakları. Steroid bileşikler, kına kına alkaloidleri, afyon 

alkaloidleri, atropa alkaloidleri, digitalis glikozitleri bu yöndeki uygulamalara örnek 

verilebilir. 

4- Bitkisel ilaçların diğer bir üstün yanı da etki alanlarının daha geniş olmasıdır. 

Sentetik bileşikler genellikle bir tek etkiye sahiptirler ve bunların bazılarının yan 

etkilerini önlemek için diğer bazı ilaçlara ihtiyaç duyulur [3]. 

Bitkisel droglarda, etkili saf bileşiklere oranla, effektif doz ile letal doz arasındaki 

mesafe oldukça geniştir. Bu nedenle, bitkisel droglar ile zehirlenerek ölüm ihtimali 

saf etkili maddelere oranla daha azdır. Bu da halk arasında, etkili madde yerine 

bitkisel drogların kullanılmasının tercih edilmesine neden olmaktadır. 
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Bünyelerinde çok değişik yapıda kimyasal maddelerin bulunduğu bitkisel drogların 

insan sağlığı açısından oluşturabileceği risklerin araştırılması gerekmektedir. Bu 

konuda yapılan çalışmaların önemli bir bölümünü de bitkisel drogların mutajenik ve 

genotoksik aktivitelerinin araştırılması teşkil etmektedir [4,5]. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Hypericum L. 

Hypericum cinsinin kullanım alanları ve amaçları ile genel özellikleri şöyledir. 

2.1.1. Hypericum Cinsinin Kullanım Alanları ve Amaçları 

Geçmişten günümüze bitkiler ilaçların bileşiminde kullanılmış, insan sağlığı 

açısından birçok olumlu sonuçları ortaya çıkmıştır. Bitkilerin ilaç yapımında 

oynadığı iki rol vardır; 

1) İlaç yapımının temelinde yer alabilirler, yani doğal olarak üretimde 

kullanılırlar, 

2) Bitkisel bir ilaç olarak tedavide kullanılırlar [6]. 

Tıbbi açıdan önem kazanan bu bitkilerden en önemlilerinden biride Hypericum 

cinsidir. Çok eski zamanlardan beri yaygın olarak tedavide kullanılan Hypericum 

cinsinin adı Yunanca’da ‘hayalet, kötü ruh defeden’ anlamındadır. Bu bitkinin 

şeytanı ve kötü düşünceleri kovduğu ve koruyucu gücünün bulunduğuna inanılırdı. 

Ayrıca Hypericum, Hıristiyan azizlerinden biri olan St. John’la ilişkilendirilmiştir. 

Hypericum’un çiçeklenmeye başladığı 21-24 Haziran döneminde St. John’un 

doğduğuna Hypericum’un yapraklarında kırmızı beneklerin belirginleştiği Ağustos 

döneminde ise St. Jhon’nun öldürüldüğüne ve bu nedenle de bitkinin kanadığına 

inanılırdı. St. John’s Wort olarak adlandırılan bu bitki St. John günü adı verilen özel 

günlerde toplanır [7]. 

Tıbbi açıdan önemli olan bitkiler, tüm dünya ülkelerinde olduğu gibi, Türkiye’de de 

yıllardan beri halk arasında hastalıkların tedavisi amacıyla kullanılmaktadır [3]. 

Türkiye yüzyıllar boyunca çeşitli medeniyetlerin gelip yerleşmesinden dolayı zengin 

bir kültüre, flora ve kendine özgü bir halk tıbbına sahip olmuştur. Akdeniz, İran-

Turan, Avrupa-Sibirya gibi üç farklı fitocoğrafik alanın içerisinde zengin bir bitki 

florasını kapsamaktadır [8]. 
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Hypericum cinsinin birçok türü ülkemizde bazı bakteriyal hastalıklarının, mide ve 

bağırsak iltihaplarının tedavisinde halk ilacı olarak kullanılır [9]. Geleneksel 

tedavide; yapraklı, çiçekli ve meyveli dalları ile kökleri kullanılmaktadır [10,11]. 

Hypericum cinsine dahil taksonlar yara iyileştirici  [12], bakterisit [13], idrar 

söktürücü [14], iltihap giderici ve yatıştırıcı [15] etkilerinden dolayı yüzyıllardan beri 

tedavi maksatlı olarak kullanılmaktadırlar. Son yıllarda, farklı biyolojik özelliklere 

sahip birçok sekonder metabolit içeren Hypericum cinsi bilimsel dikkatleri üzerine 

çekmektedir [16]. Dünyanın ılıman bölgelerinde doğal yayılış gösteren 400 kadar 

Hypericum türü vardır. Ülkemiz Hypericum türleri bakımından önemli bir merkezdir 

ve mevcut 89 türün 43’ü endemiktir [17]. Hypericum cinsi ülkemizde kantoron, 

kantarum, koyun kıran ve bin bir delik otu adlarıyla bilinir [3]. 

Tıbbi özelliği olan Hypericum depresyona bağlı sinir sistemi bozukluklarında tedavi 

amaçlı kullanılmaktadır. Hypericum türlerinden elde edilen hiperisinin, depresyon 

septomlarını ortadan kaldırdığı, anlama ve algılama gücünü arttırdığı, yorgunluk, 

donukluk ve uyku halini giderdiği bildirilmi ştir [18-20]. Anti-depressan özelliği ile 

önemli bir etkiye sahip olan bu bileşiğin hiçbir yan etkisi saptanmamıştır [21-23]. 

Günümüzde yaygın olarak gastrit, ülser gibi mide rahatsızlıklarında, iştah açıcı 

olarak, sarılıkta, dıştan yaralarda iltihap kurutucu olarak, ayak mantarında, diş eti 

iltihabında, balgam söktürücü olarak, sünizitte, barsak iltihabında, basurda, ateşli 

hastalıklarda ateş düşürücü ve kan yapıcı olarak dahilen basura ve kabızlığa karşı 

kullanılmaktadır [3]. 

Hypericum türlerinden antifungal [24], antibakteriyal [25], antiviral [26] ve 

antikanser [27] özellikler gösteren hiperisin ve bunun türevleri ile flavonoid, 

floroglusinol ve ksanton gibi bileşikler izole edilmiştir. Ksantonlar antiinflammatör, 

antihepatotoksik, antiviral, antimikrobiyal ve antitümöral gibi birkaç önemli 

farmokolojik özellik göstermektedir [28,29]. Floroglusinol ve filisinik asit türevleri 

antibakteriyal, antifungal ve sitotoksik aktiviteler göstermektedir [27,30]. 
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2.1.2. Hypericum Cinsinin Genel Özellikleri 

Hypericum bitkisi genellikle kuru, kalkerli veya eski kalker taşlı topraklarda, ışıklı 

ormanlarda, çayırlarda, bataklık ve sahillerde, kayalık yerlerde, yol kenarlarında, 

ekim yapılmayan tarlalarda ve 2000-2400 m yüksekliklerde yayılış göstermektedir. 

Dünyada; Avrupa, Kuzey Afrika, Sibirya, Asya, İran, Kuzey Irak, Kıbrıs ve Batı 

Suriye’de de adı geçen bitki doğal olarak yetişmektedir. Türkiye’de ise hemen her 

bölgede yayılış göstermelerine rağmen genelde İç Anadolu, Doğu Anadolu ve 

Güneydoğu Anadolu bölgelerinde daha çok yayılış gösterir [31,32]. 

Çok yıllık otsu bitkiler sınıfından olan bu cinse ait taksonların yaprakları basit veya 

tam kenarlı çoğunlukla şeffaf noktalıdır. Çiçekler ersellik olup 5 çanak ve 5 taç 

yapraktan oluşur ve genellikle sarı renklidir ve üzerinde siyah noktalar içerir. 

Stamenler 5’li demetler halinde taç yaprakların karşısında yer alır, her birinde 3 ile 

125 arası stamen vardır, ender olarak steril demetlere değişirler. Ovaryum, her 

birinde 2 veya daha çok tohum taslağı 3-5 adet serbest veya ince bitişiktir. Meyve, 

kapsül tipinde olup septisid olarak açılır [33]. 

2.2. Hypericum heterophyllum Vent. 

H. heterophyllum’un genel özellikleri, taksonomik durumu ve bu türle yapılan 

çalışmalar şöyledir. 

2.2.1. Hypericum heterophyllum Türünün Genel Özellikleri 

Koyun kıran otu olarak bilinen H. heterophyllum Guttiferae familyasına ait bir 

bitkidir. Sık çam ormanlarındaki kuru orman açıklıklarında, 1200-1600 m. 

yüksekliklerde görülür. Özellikle kahverengi kireçsiz toprakları tercih eden ve 

Türkiye için endemik olan kamefit bir bitkidir [34,35].  

2.2.2.  Hypericum heterophyllum Türünün  Taksonomik Durumu 

• Division: Magnoliophyta  

• Classis: Magnoliopsida 

• Subclassis: Dilleniidae 

• Ordo: Theales 
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• Family: Guttiferae (Clusiaceae) 

• Genus: Hypericum 

• Species: Hypericum heterophyllum Vent. [17,36]. 

2.2.3.  Hypericum heterophyllum Türü ile Yapılan Çalışmalar 

H. heterophyllum türünün de içinde bulunduğu 22 bitki türü antibiyotik etki 

yönünden incelenmiştir. S.faecalis, S.aureus, B.anthracis, E.coli, N.gonorrhoeae, 

P.aeruginosa, Sh.dysenteriae ve S.typhosa isimli mikroorganizmalar üzerinde 

denemeler yapılmıştır. H. heterophyllum’un E. Coli ve Sh. dysenteriae dışında diğer 

tüm test mikroorganizmalarına karşı etkili olmuştur. Kullanılan bitki türleri arasında 

en kuvvetli antibiyotik etki H. heterophyllum’da görülmüştür. Bu etkiye flavonoit 

heterozit etken maddesinin etkili olduğu saptanmıştır [37]. 

Türkiye florasında doğal olarak yetişen 25 bitki türünün, 10 bakteri ve 1 fungus 

türünden oluşan test mikroorganizmaları üzerindeki antimikrobiyal ve antioksidan 

aktivitelerinin belirlenmesi için yapılan çalışmada, H. heterophyllum türünün 

antimikrobiyal ve güçlü antioksidan etkiye sahip olduğu belirlenmiştir [38].  

Bazı Hypericum türlerinin esansiyal yağlarının antifungal etkilerinin belirlenmesi 

için bazı mantar türleri üzerine yapılan çalışmada H. heterophyllum türünün 

antifungal etkiye sahip olduğu belirlenmiştir [39].  

2.3. Toksikoloji 

Toksikoloji kelime anlamı olarak zehir bilimini ifade eder ve maddelerin canlı 

organizmalar üzerine istenmeyen, zararlı ve olumsuz etkilerini inceleyen bir bilim 

dalı olarak tanımlanır [40]. Tıpta teşhis ve tedavi amacı ile kullanılan bileşikler, gıda 

katkı maddeleri, tarım ilaçları, kimya endüstrisinde kullanılan pek çok bileşik, ara 

ürünler, metaller, petrol ürünleri, hava, su ve toprak kirleticileri ile hayvan ve bitki 

toksinlerini içeren geniş bir yelpazede yer alan bileşiklerin, canlı organizma 

üzerindeki toksik etkileri ve mekanizmaları ile uğraşan bilime toksikoloji denir [41]. 

Her yıl endüstriyel, ilaç, kozmatik ve gıda katkısı maddesi olarak üretilen pek çok 

kimyasal madde bir yandan yaşamımız için avantaj sağlarken bir yandan da daha çok 

kimyasal maddeye maruz kalmamıza neden olmaktadır. Bu maddeler az veya çok 
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oranda toksik etki meydana getirebilir ve sağlığımız için tehlikeli sonuçlar 

oluşturabilirler. Bu kimyasal maddelerin etkilerini bilmek ve onlara toksik düzeyde 

teması önlemek toksik etki oluşum riskini azaltmaktadır. Bu anlamda zararlı 

etkenlerden korunmak, olası riskleri belirlemek ve bilgilendirmek ve zehirlenmelerde 

yeni tedavi yöntemleri geliştirmek toksikolojinin uğraş alanları arasında sayılabilir 

[40].  

2.3.1. Toksikolojinin Tarihçesi 

Bazı ilaçların ilk olarak anlatıldığı kaynaklar, M.Ö. 1500 yıllarındaki Mısır 

papirüslerinde yer alan bilgilerdir. M.Ö. 400-250 yılları arasında ise Hippocrates, 

Aristotle ve Theophrastus’un çalışmalarında zehirlerin bazı özelliklerinden 

bahsedilmiştir. İlk Yunan’lı şairlerden Nicander şiirsel çalışmalarının ikisinde 

toksinlerden bahsetmiştir. Bunlardan “Therica” isimli eserinde hayvansal 

toksinlerden, “Alexipharmica” isimli eserinde ise bitkisel ve hayvansal toksinlerden 

bahsetmiştir. Bitkilerin toksik ve terapötik etkilerine göre sınıflandırılması ile ilgili 

ilk çalışmayı M.S. 50 yılında Roma imparatoru Nero tarafından görevlendirilen 

Yunan’lı Dioscorides yapmıştır. Galen (M.S. 131-200) ve Paracelsus (M.S. 1493-

1541) tıp ve toksikoloji alanında çok önemli çalışmalar yapmışlardır. Özellikle 

toksikoloji denilince akla ilk olarak Paracelsus gelir. 16. yüzyılda Paracelsus’un 

zehiri tanımlarken kullandığı “her madde zehirdir, zehir olmayan madde yoktur, 

zehir ile ilacı ayıran dozdur” şeklindeki ifade, bugünkü modern toksikolojinin de 

çıkış noktasıdır. Toksikoloji alanında 18. yüzyılda da önemli gelişmeler olmuştur. 

Ramazini 1700’de yayınladığı “Diseases of Workers” isimli eseri ile mesleki 

toksikolojinin kurucusu olarak kabul edilir. Modern toksikolojinin kurucusu olarak 

ise İspanyol Orfila kabul edilir. Orfila 1915 yılında yayınladığı “A general system of 

toxicology or, a treatise on poisons, found in the mineral, vegetable and animal 

kingdoms, considered in their relations with physiology, pathology and medical 

jurisprudence” isimli eserinde toksikolojiyi bir bilim olarak ayırmış ve tanımlamıştır 

[42].  
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2.3.2. Toksisite 

Toksikoloji’nin belirlemeye çalıştığı zehirlilik tanımlanacak olursa; tüm maddelerin 

yeterli miktarda alındığında ve uygun sürelerde maruz kalındığında zehirli oldukları 

söylenebilir. Bir başka deyişle zehirlilik maruz kalınan maddenin miktarına, kan 

akışına absorbsiyonunun hız ve derecesine, yan ürünlere metabolizasyonunun hızı ve 

derecesine, vücuttan atılma hızı ve ölçüsüne bağlıdır. Su bile uzun süre ve yüksek 

miktarlarda alındığında insan vücudunda zehirlenme etkileri gösterir. 

Toksisite bir maddenin zarara sebep olabilme potansiyelidir ve bir zararın oluşup 

oluşmadığını belirleyen faktörlerden biridir. Bir kimyasalın ise zararlı olması 

aşağıdaki faktörlere bağlıdır; 

• Doz: Vücuda giren madde miktarı ile vücudun etkilenme derecesi arasındaki 

ili şkiye doz-tepki ilişkisi denir. Bir kimyasalın etkisi toplam doz kadar maruz 

kalma süresine bağlıdır.  

• Maruz kalma süresi: Bir kimyasal ne kadar uzun süre maruz kalınırsa 

etkilenme olasılığı ve derecesi o kadar artar. Yüksek konsantrasyonlara kısa 

süreli maruz kalmalarda etki görülmeyebilir, fakat takip eden maruz 

kalmalarda zarar etkisi oluşabilir. Bir kimyasala uzun süre maruz kalmak 

genellikle tehlikelidir. 

• Reaksiyon ve Etkileşim: Birden fazla kimyasala maruz kalma durumunda 

bunlar arasındaki reaksiyon ve etkileşimleri bilmek gerekir. İki kimyasalın 

reaksiyonu sonucu oluşan yeni madde daha zararlı olabilir. 

• Hassasiyet: İnsanların bir kimyasalın etkilerine tepki ve hassasiyetleri farklı 

olabilmektedir. Bu tepkiler yaş, cinsiyet, kalıtımsal özellikler, yeme-içme 

alışkanlıkları, hamilelik, sağlık durumu ve ilaç kullanılıp kullanılmadığı, 

alkol alışkanlıkları gibi faktörlere bağlıdır. 

Tüm maddeler toksik olmasına rağmen tüm insanlar aynı maddeye aynı reaksiyonu 

göstermezler. Bu farklılıkları oluşturan faktörler; 

• Genetik özellikler 

• Vücuda alınma şekli 



 9 

• Cinsiyet 

• Yaş 

• Doz oranı 

• Kimyasal etkileşimler olarak sıralanmaktadır [43]. 

2.3.3. Toksikolojinin Bölümleri 

Toksikoloji henüz gelişme süreci içinde olan bir bilim olduğu için alt dalları da gerek 

sayıca ve gerekse kapsam açısından değişme göstermektedir. Toksikolojinin alt 

dalları aşağıdaki şekilde sınıflandırılabilir.  

• Endüstriyel toksikoloji: Meslekleri ve uğraşları nedeni ile insanların toksik 

maddelere maruz kalmasını konu almaktadır.  

• Çevre toksikolojisi: Çevrede bulunan kirleticilerin toksisitelerini, toksik 

etkileşimlerini inceleyerek; hava, su, toprak ve besinlerdeki MAK (Uzun süre 

maruz kalmada zararsız olabilecek en yüksek konsantrasyonu) veya TLV 

(eşit limit değeri) değerlerini belirleyerek halk sağlığını korumaya yardımcı 

olmaktadır. 

• Forensik toksikoloji:  Orfila ile başlamış olup toksikolojinin en eski 

dallarındandır. Kimyasal maddelerin insanlar üzerindeki zararlı etkilerinin 

teşhis ve tedavileri ile uğraşır, zehirlenmeleri adli tıp açısından inceler.  

• Analitik toksikoloji  (kimyasal toksikoloji): Zehirlerin biyolojik 

materyalden izolasyonları, tanımları, nitel ve nicel analizleri için gerekli 

yöntemleri araştırır, geliştirir. 

• Klinik toksikoloji: İnsan zehirlenmelerinin tanı ve tedavisi ile uğraşır. 

Veteriner toksikoloji hayvan zehirlenmelerinin tanı ve tedavisi ile ilgilenir.  

• Beslenme toksikolojisi: Diyetteki toksikanlarla ilgilenip bunların beslenme 

ile ilgisini ve toksik etki mekanizmalarını araştırır. 
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• Ekonomik toksikoloji: Kimyasal maddelerin biyolojik dokulardaki seçici 

etkilerinden yararlanarak ilaçların, besin katkı maddelerinin ve pestisitlerin 

geliştirilmesini konu almıştır [44]. 

2.3.4. Toksik Etki Mekanizmaları 

Genel olarak kimyasal maddeler canlılarda fizikokimyasal veya kimyasal yolla 

normal hücre biyokimyasını ve fizyolojisini bozarak toksik etkilerini gösterirler [44]. 

Bu toksik cevapların çoğu hücre ölümü ve kritik bir organın tahribi şeklinde olduğu 

gibi, hücre ölümüne neden olmayan fakat normal fizyolojik süreçlerdeki 

biyokimyasal ve farmakolojik dengenin bozulması şeklinde de ortaya çıkabilir [40].  

Zehirlilik etkileri ortaya çıktıkları süreye ve tehlikeli maddeye maruz kalma 

sürelerine bağlı olarak iki çeşittir. 24 saatlik bir maruz kalma süresinde belirtiler 

ortaya çıktığı takdirde bunlar akut etkiler olarak tanımlanır. Genellikle kısa sürelerde 

maruz kalınan orta ve üzeri dozlarda gözlemlenirler. Akut etkilerin çoğu geçicidir 

[45]. Tehlikeli bir maddeye uzun süre maruz kalma sonucu oluşan etkiler ise kronik 

etkilerdir. Söz konusu etkiler genellikle kalıcıdır. Maruz kalma ve etkinin ortaya 

çıkması yıllar sürebilir. Kanserojen maddeler bu etkilerin en iyi örneğidir. Kimi 

zaman etkileri 20-30 yıl sonra görülmektedir [43].  

Kimyasal maddelerin ya da ilaçların dönüşümsüz toksik etkileri mutajenik, 

karsinojenik ve teratojenik olarak ortaya çıkmaktadır [46]. 

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri, hücre çekirdeğinde DNA molekülünü 

bozarak hücresel fenotipi değiştirmeleri olayıdır. Mutasyonlar, mutajenlere bağlı 

olarak ya da spontan olarak meydana gelebilmektedir. Mutajen etkenler, DNA çift 

zincirinin yapısında nokta mutasyon ya da geniş alanda değişiklik oluşturabilir [46].  

Kimyasal maddelerin karsinojen etkileri değişik basamaklar içermektedir. Kimyasal 

maddelerle temas süresi, dozu ve sıklığı önemlidir. Toksik maddeler tarafından 

kanser indüksiyonunda bir başlatma süreci oluşturmaktadır. Bu başlatma döneminde 

normal hücrelerin, DNA üzerinde meydana gelen bir etkiyle neoplastik hücrelere 

dönüşmesi söz konusudur. Bununla birlikte ikincil başka olaylar da hücreleri kanser 

hücreleri şekline dönüştürebilmektedir. Karsinojen kimyasal maddeler genotoksik ya 
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da epigenetiktirler. Genotoksik karsinojenler genetik mutasyonlar oluşturabilmek 

için DNA ile kovalent bir şekilde etkileşirler. Genotoksik maddelerin çoğu 

prokarsinojenlerdir. Epigenetik bir madde genotoksik karsinojenlerin etkisini arttırır 

[46]. 

Kimyasal maddelerin teratojen etkisi, embriyonal gelişim sırasında gebelerin 

dışardan aldıkları bazı kimyasal maddelerin plesantadan fetal dolaşıma geçerek 

fetüste oluşturdukları yapısal bozukluklardır [46].  

Genetik materyale kromatit ve kromozom kırıkları ve dolayısıyla meydana gelen 

yapısal kromozom anomalileri şeklinde zarar veren ajanlar klastojenik ajanlardır. 

Klastojenik etki bazen, memelilerdeki hücresel metabolizma sonucu da meydana 

gelmektedir. Diğer yandan in vitro koşullarda herhangi bir fiziksel ya da kimyasal 

etken ile muamele edilen kan hücrelerinde klastojenik etki meydana gelebilmektedir 

[47]. 

2.4. Genotoksisite 

Toksikolojinin, kimyasal ve fiziksel ajanların genetik materyal üzerindeki etkisini 

inceleyen alt dalına genotoksikoloji adı verilmektedir. Genetik toksikoloji 

çalışmaları, insanlar başta olmak üzere, tüm canlıların doğal genetik bütünlüğüne 

zarar veren tüm etkenleri saptamak suretiyle, bu konuda bilgilenmeyi ve risk analizi 

yaparak gerekli korunma önlemlerinin alınmasını sağlar [48]. 

Fiziksel ve kimyasal etmenlerin canlılar üzerindeki zararlı etkileri araştırmacıların 

son derece ilgisini çekmektedir. Toksik, mutajenik, kanserojenik veya teratojenik 

etkili olabilen bu etmenlerin zararlarını tespit etmek ve önlemler almak 

gerekmektedir [49].  

Bitkilerden elde edilen ekstratlarda da bulunan bazı bileşikler, sitotoksik, mutajenik 

veya antimutajenik etkiye sahiptir [50,51]  

Genotoksinler, genlerde değişime ya da yeniden düzenlenmeye sebep olan ajanlardır. 

DNA hasarına yol açan bu değişimler mutasyon olarak adlandırılır. Mutasyonlar 

hücre ya da organizma için kalıtımsal değişimlerdir. Genotoksinler; kansere sebep 

olurlar, genetik birikime yol açarlar. Oluşturdukları mutasyonların kalıtılması genetik 
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hastalıkların artışını sağlar. Genotoksinlerin yarattığı sağlık hasarları nedeniyle, 

onları saptayabilen birçok yöntem geliştirilmi ştir. İdeal bir test yöntemi; hızlı, ucuz, 

hassas, etik kurallara uygun, insan biyolojisi ile ilgili olmalı ve doğru sonuçlar 

vermelidir.  

Genotoksik ya da mutajenik etkiyi araştıran test yöntemleri; 

- Çevresel ya da mesleki olarak belirli ajanlara sürekli maruz kalan bireylerin 

genetik yapılarının izlenmesi ve hasar tipinin belirlenmesinde [52], 

- Çevresel kaynaklardan izole edilen her çeşit yapay madde ya da kirletici 

ajanın mutajenik etkilerinin araştırılmasında [53], 

- Sentez edilerek, gıda, sağlık, kozmatik, temizlik ve sanayi gibi farklı 

alanlarda kullanıma sunulan ya da sunulacak olan, kimyasal bileşiklerin 

mutajenik ve karsinojenik potansiyellerinin ya da antimutajenik ve 

antikarsinojenik özelliklerinin tespit edilmesinde [54], 

- Çeşitli hastalıkların, özellikle de kanser olgularının genetik hasarla 

ili şkilendirilmesinde [55], 

- Son yıllarda giderek yaşamın bir parçası halini alan biyoteknolojik ürünlerin 

risk değerlendirmelerinin yapılmasında kullanılabilmesi bakımından önem 

taşımaktadır [56].  

2.4.1.  Genotoksik Etmenler 

Genotoksik etmenler şu şekilde sıralanır. 

1. Kromozomal ve Genetik Etmenler 

2. Çevresel Etmenler 

a. Enfeksiyon Ajanlar 

• Virüsler 

• Parazitler 

• Bakteriler 

b. Fiziksel Etmenler, 

• Radyasyon ve Yüksek Enerjili Işınlar (UV, X, α, β, γ ışınları) 

c. Kimyasal Maddeler 
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• Anorganik Kimyasallar 

• Organik Kimyasallar 

d. Keyif Verici Etmenler 

• Alkol 

• Tütün ve Sigara 

• Uyuşturucu Maddeler 

e. Bazı Farmakolojik Ajanlar 

f. Pestisitler 

g. Doğal Etmenler 

• Bitkiler [57]. 

2.4.2. Genetik Toksisite Testlerinin Kullanım Alanları 

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanılmaktadır ve 

günümüze kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini 

ölçebilmek için birçok genotoksisite testi geliştirilmi ştir [58]. 

Bu testler, çeşitli mekanizmalarla doğrudan ya da dolaylı olarak genetik materyalde 

meydana gelen hasarları saptamak amacıyla geliştirilmi ş in vitro ve in vivo testlerden 

oluşurlar [44,59,60]. Genotoksisite testleri ile mutajenlerin tanımlanması, insanda 

risk tayininin yapılması ve bu maddelere gereksiz maruziyetin önlenmesi genetik 

toksikolojinin başlıca amaçlarını oluşturmaktadır. Genellikle kısa dönem mutajenite 

testleri tarama amaçlı kullanılırken, memeli testleri ise insanda risk tayini için 

kullanılmaktadır [44]. 

Genotoksisite testleri esas olarak genomu etkileyebilecek UV ve irradyasyon gibi 

fiziksel etkenlerin, parazitik enfeksiyonların, sigara, pestisitler, ilaçlar, gıda katkı 

maddeleri, nanomateryaller gibi birçok kimyasal ajanın genotoksik ve kanserojenik 

potansiyellerinin tespitinde, ilaçların hem piyasaya sürülmeden önce hem de ilaç 

kullanan kişilerdeki genetik etkilerini ve güvenirliliğini araştırmada, bazı 

hastalıklarda artmış DNA hasarının tespitinde, genetik hasar ile hastalıklar arasındaki 

ili şkinin belirlenmesinde, kanserden korunmada, kansere duyarlılığın tayininde ve 

takibinin yapılmasında biyoizleme testleri olarak kullanılmaktadır [59,61-63].  
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Bileşiklerin genotoksik etkisinin saptanmasında tek bir testin tek başına yeterli 

olmadığı, bu nedenle bileşiklerin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin 

belirlenmesinde bir seri test sisteminin kullanılması gerektiği vurgulanmıştır [59,64-

66].  

2.4.3. Genetik Toksisite Testleri                                          

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve 

mutajenik potansiyelleri arasında ilişki kurulmasını sağlayan ve en yaygın olarak 

kullanılan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri şunlardır;  

• Comet Testi 

• Ames testi 

• Kromozom Anomalileri (CA) Testi 

• Gen (Nokta) Mutasyonları 

• Kardeş Kromatid Değişimi (SCE) 

• Mitotik İndeks (MI) 

• Replikasyon İndeksi (RI) 

• Mikronükleus Testi (MN) [67]. 

2.4.3.1. Comet Testi 

Bu yöntem, DNA iplik kırılmaları ve çapraz bağlanma gibi DNA hasarları ile DNA 

onarım bölgelerindeki hataları, bir mikrojel sistemi kullanarak belirleyebilmektedir 

[68,69]. Uygulamada, kan lökositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm 

hücrelerindeki DNA hasarını belirlemek amacıyla in vivo ya da in vitro olarak 

kullanılmaktadır. 

Son yıllarda, özellikle endüstriyel ürünlerde de kullanımı hızla artan bir test 

sistemidir. Hücreler erimiş agarozda süspanse edilerek lam yüzeyine yayılarak, 

yüksek konsantrasyonlu tuz çözeltisi ve deterjan ile lizis edilmektedir. Serbest kalan 

DNA nötral ya da alkali koşullarda elektroforeze tabi tutulmaktadır. DNA’nın 

elektroforez ortamında anoda doğru olan göçü taşıdığı hasar ölçüsünde farklılık 

gösterir. DNA’daki hasar büyük ise, zerrecikler şeklinde yaygın bir göç sergiler. 

DNA’nın jel üzerindeki konumu uygun bir boyama yapılarak, flouresan ya da ışık 
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mikroskobu kullanılarak görüntülenmekte ve oluşan DNA kuyruklarının ölçülmesi 

ile maruz kalınan ajanın genotoksik potansiyeli hakkında fikir edinilmektedir [65]. 

2.4.3.2. Ames Testi 

Ames testi olarak da adlandırılan Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal 

maddelerin mutajenik etkilerinin araştırılmasında kullanılan, test parametreleri 

açısından en iyi standardize edilmiş ve mutajen/karsinojen etkisi en iyi bilinen 

kimyasallarla geçerliliği en fazla kabul edilmiş bakteriyel test sistemlerinden biridir. 

Ayrıca hızlı, ucuz ve uygulanabilirliğinin kolay olması nedeniyle çok yaygın bir 

kullanım alanına sahiptir. Bu test, insanlarda ve deney hayvanlarında tümör 

oluşumunda somatik hücrelerin tümör baskılayıcı genlerinde meydana gelen nokta 

mutasyonların saptanmasında ve kimyasalların DNA ile etkileşimlerini önleyerek 

mutajenik ve karsinojenik etkilerini ortadan kaldıran antimutajenik ve 

antikarsinojenik maddelerin tayininde de sıklıkla kullanılmaktadır [59,70,71]. 

Bu testin temeli, yapay Salmonella typhimurium' ın histidin sentezleme yeteneklerini 

kaybetmiş (his=oksotrof) olan suşların test bileşeni ile muamele edildikten sonra 

ikinci bir mutasyon geçirip his+ hale geri dönüşmesine dayanır. Geri dönüşen 

(revertant) bakteri kolonileri sayılarak değerlendirilir. Fakat normalde de mutajenlere 

maruz kalmadan spontan olarak geri dönüşebilen bakteriler olmaktadır. Mutajenik 

etkiden bahsetmek için spontan revertant koloni sayılması gerekir [71].  

2.4.3.3. Kromozom Anormallikleri (KA) Testi 

Kromozomal anormallikler DNA düzeyindeki hasarın bir sonucu olarak ortaya 

çıkmaktadır. Kromozom kırıkları DNA’daki onarılmamış çift zincir kırıklarından, 

yeni yapıya sahip kromozomlar ise DNA’daki zincir kırıklarının yanlış 

onarılmasından kaynaklanmaktadır. Genetik materyalde oluşan bu tip hasarlar tamir 

edilemediğinde ortaya çıkan yüksek KA frekansı ise, artmış kanser riskini 

göstermektedir [65,72-74]. Bu test kısaca hücreler metafaz safhasında incelenerek 

kromozom hatalarının ortaya çıkarıldığı sitogenetik bir yöntemdir [75].  

KA testi mutajenler tarafından indüklenen çeşitli yapısal ve sayısal kromozomal 

anormalliklerin saptanması amacıyla sıklıkla kullanılan standart bir yöntemdir. In 



 16 

vitro KA testi ile memeli hücre kültürlerinde, in vivo KA testi ile genellikle kemik 

ili ği hücrelerinde kromozom anormalliği frekansı değerlendirilebilmektedir. Ayrıca 

in vivo KA testi, özellikle mutajenik hasarın belirlenmesinde türe ve dokuya göre 

değişebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarım mekanizmaları gibi 

faktörlerin değerlendirilmesine de olanak sağlamaktadır [59,62,76]. 

2.4.3.4. Gen (Nokta) Mutasyonları 

Bu tip mutasyonlar DNA üzerindeki bazlarda ya da genlerde ortaya çıkan 

değişimlerdir. Bunlar bir gende bir veya birkaç bazın değişmesi, ilavesi veya 

delesyonu şeklinde ortaya çıkabilir. Nokta mutasyonlarına da bir genin mutant alleli 

ile normal olan yabani tipi arasında sadece bir baz çifti bakımından farklılık olabilir 

[77].  

2.4.3.5. Kardeş Kromatid Değişimi (SCE)  

Hücre mitoz bölünme geçireceği zaman, kromozomlar metafaz evresinde hücrenin 

ekvator düzleminde dizilmekte ve kardeş kromatidler anafazda zıt kutuplara doğru 

ayrılmaktadırlar. Yani kardeş kromatidler arasında bir parça değişimi söz konusu 

değildir. Ancak bazı kimyasallar özelliklede DNA’ya bağlanan ya da DNA 

replikasyonunu etkileyen kimyasallarla DNA’nın her iki zincirinde de kırıklar 

meydana gelir ve kırılan kromatidler karşılıklı olarak yer değiştirir. Bu olaya kardeş 

kromatid değişimi (KKD) veya sister chromatid exchange (SCE) denir [78,79]. 

Bu test, çeşitli ajanların mutajenik ve karsinojenik etkilerinin, özellikle 

kromozomlarda oluşan yapısal değişimlerin araştırılmasında önemli bir yere sahiptir. 

Mutajen ve karsinojen olduğu bilinen maddelere maruz kalan hücrelerde ve 

kromozom kırılganlığı ve yatkınlığı ile karakterize edilen çeşitli kalıtsal hastalıklarda 

KKD frekansının arttığı ve artmış KKD frekansı ile tümör oluşumu arasında lineer 

bir ili şkinin olduğu saptanmıştır [65,80-82]. 

2.4.3.6. Mitotik İndeks (MI) 

Aynı cins hücrelerden oluşan bir hücre populasyonundaki bütün hücrelerin, hücre 

siklusu süreleri tam olarak aynı değildir. Birçok değişik ve karmaşık faktörlere bağlı 

olarak, bu hücrelerin hücre siklusu süreleri arasında oldukça büyük varyasyonlara 



 17 

rastlanır. Bir hücre populasyonundaki hücrelerin hücre siklusları ile ilgili kantitatif 

verilerin elde edilmesi amacı ile çesitli ölçümler yapılabilir. Bunlardan birisi de, 

populasyondaki mitoz bölünme yapan hücrelerin sayısının saptanması ve bu sayının 

tüm hücrelere oranının hesaplanmasıdır. Bu değere mitotik indeks (MI) adı verilir  

[83].  

Mitotik indeks, hücre bölünme frekansını yansıtır ve büyüme gelişme oranını 

belirlemede önemli bir parametre olarak kullanılır. Mitotik indeksteki azalmaya 

paralel olarak büyüme ve gelişme olayları da yavaşlar. Hücrelerin mitoza girme 

hızıdır. Uygulanan kimyasalın toksisitesi arttıkça mitotik indeks değeri düşmektedir. 

Mitotik indeks 1000 hücre arasından mitoza girmiş olanların sayısıdır. Mitoza girmiş 

olanlar için metafaz plakları esas alınır [84].  

2.4.3.7. Replikasyon İndeksi (RI) 

Replikasyon indeksi (RI) hücre bölünme kinetiğinin ölçülmesidir. Her bir doz veya 

örnek için en azından 400 hücre sayılarak ve 1, 2, 3 veya daha fazla nükleus içeren 

hücrelerin yüzdelikleri belirlenerek hesaplanmaktadır. Bazı hücreler çekirdek 

bölünmesi geçirmekte fakat sitoplazma bölünmesi geçirmemektedir. Bunun sonucu 

olarak bir kez bölünme geçiren hücreler 2 nükleusa, 2 bölünme geçiren hücreler 3 

veya 4 nükleusa sahip olmaktadır. Henüz bir bölünmesini tamamlamamış PHA 

(mitoz indükleyici) ile uyarılmaya cevap veren hücreler sadece bir nükleusa sahiptir. 

Mitoz indükleyiciye maruz kalmayan hücreler sayıma dahil edilmemektedir [85].  

2.4.3.8. Mikronükleus (MN) 

MN’ler genellikle hücre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden, mitotik 

iğdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygıtın diğer parçalarından ve 

kromozomal hasarlardan kaynaklanan, hücrenin mitoz bölünmesi sırasında ortaya 

çıkan, esas çekirdeğe dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom 

fragmanlarından köken alan oluşumlardır. MN sayısındaki artış, çeşitli ajanların 

hücrelerde oluşturduğu kromozom düzensizliklerinin ve somatik hücrelerdeki 

genomik kararsızlığın indirekt göstergesi olarak değerlendirilmektedir. Yapılan 

çalışmalarda, çeşitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan insanlarda, kanser ve 
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genomik düzensizlik ile karakterize edilen çeşitli hastalıklarda MN frekansının 

önemli ölçüde yüksek olduğu bulunmuştur [59,66,86,87]. 

Ayrıca multipolar anafaz ve telofazda MN oluşumuna sebep olmaktadır [88]. MN 

oluşumuna neden olabilen kromozom kaybı ya da kromozomların ayrılamaması 

(non-disjunction) kanser ve yaşlanmada gözlenen önemli olaylardan biridir. Bu 

durum, muhtemelen iğ iplikçiklerinde ve sentromerde bozulma ya da metafazdan 

önce kromozom yapısının yoğunlaşması sonucu oluşmaktadır [89]. Böylece, MN 

testi ile hem klastojenik hem de aneujenik etkiler belirlenebilmektedir [90,91]. 

Yapılan çalışmalarda, kanser hastalarından alınan periferal kan lenfositlerindeki MN 

frekansında belirlenen artış, kanser oluşan hedef dokudaki MN frekansı kadar 

bulunmuştur [92-94].  

MN oluşumunu indükleyen her ajan klastojen olmayabilir. MN oluşumuna iğ 

ipliklerinin inhibisyonu ve apoptozis gibi diğer etkenlerde yol açabilmektedir. Eğer 

oluşuma kromozomlardan kopan bir parça neden olmuşsa (asentrik bir kromozom 

parçası), bu klastojenik bir olayın sonucu iken eğer oluşuma neden olan olgu 

anafazda geri kalma ya da iğ ipliklerinin hasarından dolayı oluşmuşsa, bu duruma 

anojenik bir ajanın neden olduğu belirtilmektedir [95]. 

Bölünebilme yeteneği olan her hücrede MN meydana gelebilmektedir. Bu olay 

herhangi bir kimyasala maruz kalmadan da oluşabilmektedir. Yani in vitro bölünme 

safhasında olmayan bir nükleuslu bir hücreye bakıldığında bir mikronukleusun 

kendiliğinden mi oluştuğunu yoksa uygulanan bir kimyasalın etkisiyle mi oluştuğu 

anlaşılmaz. Fakat bölünme esnasında karyokinezden sonra sitokinezden önce; 

kendiliğinden oluşan MN kaybolur, kimyasalın etkisiyle oluşanlar kalır. İki 

nükleuslu bir hücreye bakıldığında MN gözlenmişse bu verilen kimyasalın 

genotoksisitesinin bir göstergesidir [96]. 

2.4.3.8.1. Mikronükleus Testi  

MN testi, mutajenler ve karsinojenler tarafından indüklenen DNA hasarını 

belirlemede hem in vivo hem de in vitro olarak kullanılan sitogenetik bir testtir. MN 

analiz yöntemi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirlemek için kullanılır 

[97]. İlk olarak memeli sistemler için geliştirilmi ş olan MN testi, farklı etmenlerin 
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genotoksik etkilerinin araştırılmasında oldukça yaygın olarak kullanılan bir test 

metodu haline gelmiştir [95].  

Bu test, genotoksik etkiyi belirlemede en çok kullanılan yöntemlerden biridir. Bazı 

kromozom anormalliklerinin tespit edilmesinin zor olduğu diğer metotlara göre daha 

uygun olması, daha çok sayıda hücrenin incelenebilmesi ve istatistiksel olarak daha 

anlamlı sonuçlar elde edilmesi gibi avantajlar sağlaması nedeni ile hem in vivo hem 

de in vitro olarak farklı ajanların mutajenik etkilerini değerlendirmek amacı ile 

yaygın olarak kullanılmaktadır [98]. MN testi ile genotoksik ajanların mutajenik 

etkileri tespit edilirken, kullanılan test gruplarındaki MN oranı kontrol gruplarından 

daha fazla çıkar ise test edilen maddenin mutajenik olduğuna, kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında bir farklılık meydana gelmemişse mutajenik olmadığına karar 

verilir. Eğer uygulanan madde mevcut MN oranında azalmaya sebep oluyorsa 

maddenin anti-mutajenik olduğu anlaşılır. Ayrıca uygulanan maddenin toksik 

dozunun artmasıyla birlikte artan MN oluşumuna karşın, sonradan bir azalma 

meydana geliyorsa o zaman da aşırı toksik dozdan hücre ölümlerinin gerçekleşmeye 

başladığı düşünülebilir [99]. 

MN testi daha çok kan hücrelerinde ve kemik iliği hücrelerinde uygulanan bir 

yöntemdir. Fakat bunların yanı sıra çeşitli çalışmalarda karaciğer, akciğer, solungaç, 

böbrek, bağırsak, embriyo, ağız epitel hücreleri, üriner epitel hücreleri, deri 

fibroblastları ve yumurtalık hücreleri de kullanılmıştır. Farklı hücre çeşitlerinde 

uygulanabilen MN testi, farklı organizmalar üzerinde de kullanılmaktadır. Bu amaçla 

insan lenfositleri, fare, sıçan, balık, kurbağa, midye, salyangoz ve bitkiler test 

organizması olarak kullanılmıştır [100]. 

MN testi insanlarda genotoksisiteyi belirlemek amacıyla çoğunlukla periferal kan 

lenfositlerinde uygulanır. Çünkü yapılan çalışmalarda, kanser hastalarından alınan 

periferal kan lenfositlerindeki MN frekansında belirlenen artış, kanser oluşan hedef 

dokudaki MN frekansı kadar bulunmuştur. Lenfosit kültürlerindeki çalışmalara 

paralel olarak MN tekniği, eksfolyatif hücrelere de uygulanmıştır. Bu teknik 

sayesinde ağız, burun, bronş ve ürotelyal eksfolyatif hücrelerde kimyasalların ve 

enfeksiyonların etkilerini değerlendirmek mümkün olmuştur [101]. 
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MN testi, mitoz ile oluşan tüm hücre tipleri üzerinde in vitro ve in vivo olarak 

uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji araştırmalarında kullanılan yaygın bir 

test haline gelmiştir [102]. In vitro MN testinde, uygun ortamlarda inkübasyona 

bırakılan hücre kültürlerine, ilk mitozdan önce kültürün yaklaşık 44. saatinde 

sitokalasin-B maddesi ilave edilmektedir. Bu madde sitokinezi inhibe etmekte ve bir 

hücre siklusunu tamamlayan binükleat (çift nükleuslu) hücrelerin oluşumunu 

sağlamaktadır. İnkübasyon süresi sonunda kültürler protokollere uygun şekilde hasat 

edilmekte ve preparatlarda MN bulunduran binükleat hücrelerin oranı tespit 

edilmektedir [59,95]. In vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemiş memeli 

eritrosit hücrelerindeki MN sıklığı belirlenmektedir. Bu test ile genellikle kemik 

ili ğinde veya periferal kan hücrelerindeki olgunlaşmamış (polikromatik) eritrositlerin 

MN oluşumu bakımından analizi yapılmakta ve test edilen bileşiğin genetik bir hasar 

oluşturup oluşturmadığı saptanmaktadır [95,103]. 

2.4.3.8.2. Mikronükleus Tekniğinin Gelişimi 

 MN’lar ilk kez Howell tarafından eritrosit sitoplazmasında görülmüş ve bu yapılara 

“nukleer materyal fragmenti” denmiştir. Bunlar 1900’lü yılların başlarında Jolly 

terminolojisinde “intraglobuler korpuskuller” olarak tanımlanmıştır. Bu yapılar 

“Howell-Jolly cisimcikleri” olarak bilinir. Benzer yapılar 1937’de Brenneke 

tarafından fare, sıçan embriyolarında ve 1951’de Thoday tarafından Vicia faba’da da 

görülmüştür. Bunlara “fragment nukleuslar” veya “mikronukleuslar” denmiştir. 

Evans 1959’da Vicia faba kök uçlarında MN’ları radyasyona maruz kalan hücrelerde 

gördüklerini, asentrik fragmentlerden orjinlendiklerini ve mitozun son safhasında iki 

yavru nükleustan ayrılarak oluştuklarını bildirmişlerdir. Vicia faba kök uçlarında 

nötron ve gamma ışınlarının etkisini karşılaştırdıkları çalışmada, sitogenetik hasarın 

belirteci olarak MN’ların kullanılabilirliğini tespit etmişlerdir. MN test yöntemini ilk 

olarak önerenler Boller ve Schmid (1970) ve Heddle’dir (1973). Bu araştırıcılar 

ajanların genotoksik potansiyellerini ölçmek için kemik iliği eritrositlerinde MN’u 

test yöntemi olarak kullanmışlardır [104]. Daha sonra 1980’de MacGregor ve 

arkadaşları tarafından bu metot periferik kanda dolaşan polikromatik eritrositlerde 

denenmiş ve en az kemik iliği metodundaki kadar hassas olduğu gözlenmiştir. Bu 

metot hayvanları öldürmeden fazla sayıda örnek alınmasına olanak verdiği için daha 
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avantajlı sayılmıştır [105]. Countryman ve Heddle 1976 yılında yaptıkları çalışmada, 

lenfositlerde MN oluşumunu belirleyerek, kromozom hasarının meydana 

çıkarılmasında diğer bir uygulanabilir hücresel sistem ileri sürmüşlerdir [104]. Von 

Ledebur ve Schmid 1973’te, Högstedt ve Karlsson 1985’te geliştirdikleri modifiye 

metotlarla, aneuploidiye yol açan ajanlar ile klastojenleri birbirinden ayırmada, MN 

büyüklük farkından yararlanmışlar; klastojenlerce uyarılan MN’ların asentrik 

kromozom fragmentleri içeren küçük, aneujenlerce uyarılan MN’ların tam 

kromozomlar içerdiğini ve daha büyük ebatlı olduğunu göstermişlerdir [106]. Daha 

sonraları 1985 ve 1986 yıllarında Fenech ve Morley tarafından Sitokinez-Blok 

(Cytokinesis-Block) Metodu geliştirilmi ştir [106]. MN tekniği, en çok çeşitli 

kimyasallara ve fiziksel ajanlara maruz kalmış bireylerin taranması amacı ile bireyler 

arasında genetik hasarın temel seviyesini anlamak ve çeşitli ajanların klastojenik ve 

aneujenik potansiyellerini değerlendirmek amacı ile insan lenfositlerini de içeren 

farklı tip hücrelerde geniş çapta kullanılmaktadır [107].  

2.4.3.8.3. Mikronükleus Oluşumu 

MN ana kromozomdan kopmuş olan parçacıklardan ya da anafaz esnasındaki 

hatalara bağlı olarak ana nükleusa dahil olamayan tam kromozomlardan oluşan ve 

sitoplazma içerisinde ana nükleusa ilaveten görülebilen küçük nükleustur. Metafaz 

kromozomlarındaki kırılmalar sonucunda oluşan fragmentler ve deforme 

kromozomlar mitoz bölünme sonunda oluşan hücrelerde MN oluşumlarına yol 

açmaktadırlar [108]. Başka bir ifade ile doğrudan DNA’da ya da iğ ipliğinde 

meydana gelen hasar ile hücre bölünmesi sonunda ana nükleusa dahil olmayan kırık 

kromozom fragmentlerinden ya da tüm kromozomun kromatin haline dönüşmesi ile 

oluşur. Bir hücrede görülen MN o hücredeki sayısal veya yapısal bir genetik hasarı 

işaret eder [103].  

Hücre bölünmesi sırasında meydana gelen kromozom anomalileri ya uzunlamasına 

bölünen kromozomların birbirlerinden ayrılmayarak aynı kutba gitmesi 

(nondisjunction) ya da kromozomların anafazda geri kalması (anafaz lagging) 

şeklinde olmaktadır [109]. MN anafazda kromozom ya da kromozom parçalarının 

geri kalmasından oluşur. Bir membran içinde kromatin materyali içeren MN, 

hücrelerin sitoplazmasında bulunur ve normal hücre nükleusundan ayrılır [110]. 
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Kromozomların anafazda geri kalmalarının nedeni, sentriollerden oluşan 

mikrotübüllere sentromerlerinden bağlanamamalarıdır. Herhangi bir sebepten dolayı 

kromozomlardaki bir kırılma sonucu oluşan kromozom parçaları sentromerden 

yoksun olabilirler ve bundan dolayı mikrotübüllere bağlanmaları mümkün 

olmayabilir [111]. Kromozomların anafazda geri kalmasının diğer bir nedeni de 

sentromerin özel bir bölgesinde meydana gelen nokta mutasyonu sonucunda, 

kinetokorun fonksiyonunun değişmesidir. Bu değişiklik sonucunda kromozomlar 

mikrotübüllere bağlanamaz. Sentromer içinde yer alan bu bölgede CCG bazlarından 

oluşan zincir, özellikle kinetokor fonksiyonu için önemli bir bölgedir. Anafazda geri 

kalan kromozomlar, hücre bölünmesi sonunda sitoplazmada membranla çevrili 

MN’ları oluştururlar. MN’lar kromozom parçaları içerdikleri için nükleus boyaları 

ile boyanabilmektedir. Eritrositler olgunlaşırken hücre çekirdeği ile MN’lar 

atılmazlar, sitoplazmada kalıcıdırlar [112].  

Hücrede spontan olarak da MN oluşabilir. Spontan MN sayısı hücre bölünmesinin ve 

asentrik kromozom parçalarının oluşma sıklığına bağlıdır. Spontan MN oluşumuna 

iki tip mutasyon neden olmaktadır. Bunlardan birincisi, kinetokor proteinlerinde, 

sentromerde oluşan mutasyonlar ve anafazda kromozom kaybı ya da eşit olmayan 

kromozom dağılımına yol açan iğ iplikçiklerindeki mutasyonlardır. İkincisi ise, 

asentrik kromozomların oluşumuna neden olan, çevresel mutajenlere maruz 

kalmanın bir sonucu olarak tamir edilemeyen DNA zincir kırıklarıdır [113].   

2.4.3.8.4. Mikronükleusun Yapısı 

Hücrenin ana çekirdeğinden ayrıdır. Işık kırılganlığı yoktur ve çekirdekle aynı renkte 

boyanır. Çapı esas çekirdeğin çapının 1/3’inden daha azdır. Genel olarak yuvarlak 

şekilde olan MN’lar bazen badem ya da hilal şeklinde de olabilirler. MN’ları 

oluşturan kromozom parçaları, DNA’da doğrudan çift zincir kırılmaları, tek 

zincirdeki kırıkların hücre replikasyonundan sonra çift zincir kırıklarına dönüşmesi 

veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu ortaya çıkabilir. Genel olarak bir hücre 

içinde bir MN oluşmasına karşın, genotoksinin etkisine bağlı olarak bazen bu sayı iki 

ya da daha fazla olabilir [61,114].  
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2.4.3.8.5. Mikronükleus Testinin Avantajları 

MN test yöntemini sitogenetik anormallikleri belirlemede etkili bir metot yapan; 

farklı hücre tiplerinde in vitro şartlarda yaygın uygulanabilirliği ve sayım 

kolaylığıdır. Ayrıca elde edilen verilerin çok sayıda olması istatistiksel dayanağının 

güçlü olmasını sağlar [107].  

Yapımı kolay, ucuz ve hızlıdır. Pek çok farklı hücre tipinde uygulanabilir. Rutin 

uygulama için uygundur. Hücreler doğru tanımlanır. Kromozom ve genom 

mutasyonları tek işlemde tanımlanabilir [95].  

Kirsch-Volders ve arkadaşlarının 1997’de, Fenech ve arkadaşlarının 1999’da 

yaptıkları çalışmaların sonuçlarına göre; bu yöntem klastojenik ve aneujenik etkileri 

birbirinden ayırabilmekte; Elhajouiji ve arkadaşlarının 1997 yılı çalışma sonuçlarına 

göre de doz-cevap eğrisi, tam kromozom ve kromozom ayrılmaması sonuçlarına 

uygulanabilmektedir. Bundan dolayı in vitro MN test yöntemi bilimsel olarak yeterli 

ve güçlü kabul edilmektedir [104].  

2.4.3.8.6. Mikronükleus Testinin Kullanım Alanları 

1980’den sonra özellikle deney hayvanlarıyla gerçekleştirilen kontrollü çalışmalarda, 

kimyasal ve fiziksel ajanların sebep olduğu sitogenetik harabiyetin güvenilir bir 

göstergesi olarak kullanılan MN çalışmalarının sayısı çok hızlı bir şekilde artmıştır. 

Günümüzde MN testi genotoksik, sitotoksik ve karsinojenik ajanların hücre genomu 

ve viabilitesi üzerine etkilerinin analizinde başarıyla kullanılmaktadır [106]. MN testi 

başlıca; kromozomları etkileyebilecek fiziksel etkenlerin (UV ve irradyasyon gibi) ve 

her türlü kimyasal maddenin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, 

ilaçların piyasaya sürülmeden önce toksik etkilerini ve güvenilirliğini araştırmada, 

kanserden korunmada ve kanserin izlenmesinde bir biyoizlem testi olarak yaygın 

kullanılmaktadır (59,106). Kullanım alanlarından biri olan kanser genetiğinde de 

hastalığın tanısının konulması ve takibinin yapılmasında önemli bir yer tutmaktadır. 

Bu teknik hücrelerin morfolojik bozukluğunu, kromozom kırıklarını, premalign 

değişiklikleri ve kanseri gösterebildiğinden bir biyomarker olarak 

değerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmış bireylerde artmış kanser 

riskini göstermek amacıyla kullanılabilmektedir (115,116). Tedavinin yanı sıra 
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hastalığın ilerlemesi ile ortaya çıkan ikincil kromozomal değişikliklerin tespiti için 

oldukça kullanışlı bir yöntemdir [59,93,116]. Ayrıca iyonize radyasyonun ve mikro 

dalga ışınların klastojenik etkisinin ortaya çıkarılmasında da geniş bir yer 

tutmaktadır. MN testi sigara, pestisitler, nanomateryaller, gıda katkı maddeleri ve 

diğer birçok kimyasal maddeler, parazitik enfeksiyonlar gibi çevresel ve mesleki 

etkileri değerlendirebilmek için de kolaylıkla kullanılmaktadır.  

İlaçların genotoksik etkilerinin belirlenmesinde sıklıkla kullanılan bu test, hem yeni 

üretilen ilaçların mutajenik etkilerinin önceden gözlenebilmesini hem de ilaç 

kullanan kişilerdeki genotoksik etkilerin belirlenmesini sağlamasından dolayı ilaç 

şirketleri ve farmakolojik çalışmalar için giderek değeri artan bir test haline 

gelmiştir. Ayrıca ilaçların genotoksik bakımdan güvenirliliğini gösterdiğinden insan 

sağlığı için de önemi büyüktür [101]. 

Bu çalışmada Hypericum cinsine ait H. heterophyllum türünün çeşitli 

konsantrasyonlardaki su ekstraktlarının insan periferal kan lenfositlerinde MN, MI ve 

RI oranlarına bakılarak genotoksik etkilerinin araştırılması amaçlanmaktadır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEMLER  

Bu araştırma; Bozok Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Biyoloji Bölümü, 

Sitogenetik Araştırma Laboratuarında gerçekleştirilmi ştir.  

3.1. Gereçler 

Laboratuvarda ve tez çalışmasında kullanılan malzemeler şunlardır. 

3.1.1. Demirbaş Malzemeler 

1. CO2’li İnkübatör (HERA Cell 150) 

2. Etüv (Nüve FN500) 

3. Santrifüj (Nüve NF800) 

4. Araştırma Işık Mikroskobu (Olympus BX51) 

5. Işık Mikroskobu (Olympus CX21) 

6. Dijital Fotoğraf Makinesi (Olympus C 5050 Z) 

7. Bilgisayar (HP Compaq 610) 

8. Derin Dondurucu (Arçelik) 

9. Buzdolabı (Indesit) 

10. Hassas Terazi (VİBRA) 

11. Otomatik Pipet (Capp 0.2-2, 5-50, 10-100 µL – Microlit 10-100, 100-1000 µL) 

12. Saf Su Cihazı (Millipore) 

3.1.2. Sarf Malzemeler 

1. Kültür Medyumu (RPMI 1640) (Biological Industries, Katalog Numarası 01-201  

1B) 

2. Hücre Kültür Tüpü (Greiner bio-one CELLSTAR®, Katalog Numarası 164 160) 

3. Kolşisin (Biological Industries, Katalog Numarası 12-003-1C) 

4. Potasyum Klorür (MERCK Katalog Numarası 104936.1000) 

5. Glasiyal Asetik Asit (MERCK, Katalog Numarası 1.00063.2500) 

6. Metanol (MERCK, Katalog Numarası 1.06009.2500) 

7. Giemsa (MERCK, Katalog Numarası 1.09204.0500) 

8. Gurr Buffer Tablet (GIBCO, Katalog Numarası 10582-013) 
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9. İmmersiyon Yağı (MERCK, Katalog Numarası 09403569) 

10. Lam (ISOLAB) 

11. Plastik Pastör Pipet (ISOLAB, Katalog Numarası 108-04-001) 

12. Cam Pastör Pipet (ISOLAB, Katalog Numarası 108-03-001) 

13. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 µL) (Corning Incorporated, Katalog Numarası 

10807006) 

14. Pipet ucu (Sarı, 1-200 µL) (Corning Incorporated, Katalog Numarası 00907001) 

15. Pipet ucu (Mavi, 100-1000 µL) (Corning Incorporated, Katalog Numarası 

27906031) 

16. Kurutma Kağıdı (Macherey-Nagel, Katalog Numarası 751-75) 

17. Enjektör (10 mL) (Set®, Katalog Numarası C03306) 

18. Enjektör (5 mL) (Set®, Katalog Numarası C03306) 

19. Cam Malzemeler (Mezür, Beher, Erlen, Şale) 

20. Eppendorf Tüpü (LP Italiana SPA) 

3.2. Çalışmada Kullanılan Madde ve Çözeltilerin Hazırlanması 

Çalışmada kullanılan madde ve çözeltilerin hazırlanma şekilleri şöyledir. 

3.2.1. Kültür Medyumunun İçeriği 

Çalışmada kullanılan 100 mL RPMI 1640 Peripheral Blood Karyotyping Medium;  

Serum; FCS (%20), 

Mitoz uyarıcı; PHA, 

Antibiyotik, Gentamisin, 

L-Glutamin içerir. 

Ticari olarak satılan medyum derin dondurucuda -20oC’de son kullanma tarihine 

kadar muhafaza edilir. Derin dondurucudan çıkarılarak çözünen medyum ise 

buzdolabında +4oC’de 10 gün saklanabilir. 

3.2.2. Hipotonik Solüsyonunun Hazırlanması 

2.796 g potasyum klorür (KCl) 500 mL distile su içerisinde çözünür.  

Elde edilen hipotonik solüsyonu (0.075 M KCl) oda sıcaklığında muhafaza edilir.  
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3.2.3. İbrainov Solüsyonunun Hazırlanması 

92 mL Distile Su 

5 mL Glasial Asetik Asit  

3 mL Metanol içerir. 

Solüsyon her kullanımda yeni hazırlanmalıdır. 

3.2.4. Fiksatifin Hazırlanması 

3 Hacim Metanol : 1 Hacim Asetik Asit ile karıştırılır. 

3.2.5. Gurr Tamponunun Hazırlanması 

1 tablet Gurr Buffer Tablet (pH: 6.8) 1000 mL distile su içerisinde çözünür. 

Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında muhafaza edilir. 

3.2.6. %5’lik Giemsa Boyasının Hazırlanması 

5 mL Giemsa Gurr Tamponu ile 100 mL’ye tamamlanır. 

3.3. Hypericum heterophyllum Ekstraktlarının Eldesi 

H. heterophyllum örneklerinin toprak üstü kısımları doğal şartlarda oda sıcaklığında 

kurutuldu. Kurutulmuş bitki parçaları 1 mg/mL konsantrasyonda olacak şekilde saf 

su içerisinde kaynatıldı ve ekstere elde edildi.  Elde edilen ekstrakt renkli ve kapaklı 

cam şişelerde kullanılıncaya kadar buzdolabında 4ºC’de saklandı. 

3.4. Periferal Kanların Alınması 

Çalışmada; sigara ve alkol kullanmayan ve herhangi bir viral enfeksiyonu 

bulunmayan sağlıklı ki şilerin kanları kullanıldı. İdeal olarak kan örneği heparinli 

steril bir tüpe alınır ve karıştırılarak pıhtılaşması önlenir. Tüpteki heparinize kan 

buzdolabında +4oC’de 5 güne kadar bekletilebilir ve kültür için kullanılabilir. Ancak 

kanın kültüre edilmeden bekletilmesi hücrelerin canlılığını etkilemekte ve dolaylı 

olarak kimi kromozom kusurlarına neden olabilmektedir. Bunun için kanın alındığı 

andan itibaren en geç 24 saat içinde kültürü yapılmalı ve daha uzun süreli 

beklemelerden sakınılmalıdır. Çalışmamızda kullanılan periferal kan örnekleri ekim 

yapılacak gün alınarak, aynı gün içerisinde kullanıldı.  
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3.5. Periferal Kan Kültürü 

Periferal kan kültürü ekimi aşamaları aşağıdaki gibidir. 

1. Her hasta için 37oC’de ısıtılmış 5 mL medyum kullanıldı. 

2. Kültür ortamlarına heparinize 0.4 mL kan ilave edildi. 

3. MN değerlendirmesinde kullanılacak tüplere sitokalazin-B, RI değerlendirmesinde 

kullanılacak tüplere BrdU ilave edildi. 

4. Kültür ortamlarına 24. saatte farklı konsantrasyonlarda (0.05, 0.1, 0.5, 1 mg/mL) 

bitki ekstraktları ilave edildi. Kontrol grubunu oluşturacak tüp sadece medyum ve 

kandan oluştu. 

5. Tüplerin kapağı kapatılarak altüst edildi ve 37oC’de 72 saat CO2’li inkübatöre 

kaldırıldı. Ekim yapılan tüpler çıkarım tarihine kadar günde birkaç kez altüst edildi. 

3.5.1. Kültürün Sonlandırılması (Çıkarım) 

Kültürün sonlandırılması aşamaları aşağıdaki gibidir. 

1. Ekim yapılan kültür tüplerine 70. saatte 100 µL kolşisin ilave edildi ve altüst 

edilerek etüve kaldırıldı. Tüpler etüvde 2 saat bekletildi. 

2. 2000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. 

3. Süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi. 

4. 10 mL 37oC’de ısıtılmış hipotonik solüsyonu ilave edilen tüpler 4 dakika oda 

ısısında bekletildi. 

5. 2000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. 

6. Süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi. 

7. Pellet üzerine oda ısısında bekletilmiş ibrainov solüsyonundan 5 mL ilave edildi. 

8. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. 

9. Süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi. 

10. Pellet üzerine 5 mL metanol ilave edildi.  

11. Hemen 2000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. 

12. Süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi. 

13. Pellet üzerine derin dondurucuda bekletilmiş fiksatiften 5 mL ilave edildi.  

14. Elde edilen hücreler preparasyon aşamasına kadar –20oC’de bekletildi. 
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3.5.2. Preparat Hazırlanması ve Boyanması 

Preparat hazırlanması ve boyanması aşamaları aşağıdaki gibidir. 

1. Çıkarım işleminden sonra –20oC’de muhafaza edilen rezervler, derin 

dondurucudan çıkarılarak 2000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. 

2. Süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi. 

3. Metanol içerisinde buzlukta saklanan ıslak soğuk lamlar alınarak, üzeri soğuk 

fiksatif ile yıkandı. 

4. Farklı yerlere gelecek şekilde 2-3 damla hücre süspansiyonundan lam üzerine 

damlatıldı. 2-3 saniye beklendi ve sonra üzeri tekrar soğuk fiksatif ile yıkandı. 

5. Hazırlanan preparat ışık mikroskobunda incelendi. Metafaz alanının miktarı ve 

düzgün dağılıp dağılmadığı kontrol edildi. 

6. Preparatlar %5’lik giemsa ile 7 dakika boyandı. 

7. Preparatlar 2 kez saf sudan geçirilerek boyanın fazlası alındı. 

3.5.3. Mikroskop Değerlendirmesi ve Hesaplama 

Mikroskop değerlendirmesi ve hesaplaması şu şekilde yapılmıştır. 

3.5.3.1. Mitotik İndeks Sayımı ve Hesaplanması 

MI değerlendirmesinde 1000 hücre sayılarak metafaza giren hücre sayısına 

oranlandı. MI (%) oranları aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır.  

MI (%) = Mitoz (metafaz) Geçiren Hücre Sayısı / Toplam Hücre Sayısı X 100 

3.5.3.2. Replikasyon İndeksi Sayımı ve Hesaplanması 

RI değerlendirilmesinde 500 hücre sayılarak RI aşağıdaki formüle göre 

hesaplanmıştır.  

RI (%) = (M1 + 2M2 + 3M3) / Toplam Hücre Sayısı (=500)  

M1: Mononükleat Hücreler 

M2: Binükleat Hücreler 

M3: Trinükleat ve Polinükleat Hücreler [117, 118]. 
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3.5.3.3. Mikronükleus Sayımı ve Değerlendirmesi 

MN değerlendirmesinde, 500 hücrenin MN sayıları belirlendi. Sonuçlar %MN 

şeklinde elde edildi. MN değerlendirilmesi aşağıdaki kriterler dikkate alınarak 

yapıldı. 

1. MN rengi çekirdek rengi ile aynı olmalıdır. 

2. Değerlendirilecek hücrenin sitoplazması içerisinde nükleusun görünmesi gerekir. 

3. MN genellikle yuvarlak olmalıdır. 

4. Çekirdeği olmayan dejenere hücreler değerlendirmeye alınmamalıdır. 

5. Mikroskop incelemesi 40 veya 60’lık objektif kullanılarak yapılır [119].  

3.6. Fotoğraflama 

Fotoğraflama işlemi Olympus BX51 araştırma mikroskobuna bağlanabilen Olympus 

C 5050 Z dijital fotoğraf makinesi kullanılarak yapıldı. Fotoğraflama işleminde 100X 

objektif kullanıldı. 

3.7. İstatistiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 10.0 bilgisayar yazılım programı kullanıldı. 

MI, RI ve MN üzerine Hypericum heterophyllum ekstraktlarının istatistiksel önemi 

tekrarlı ölçümlerde varyans analizi (ANOVA) kullanılarak belirlendi. Gruplar 

arasındaki farklılıklar LSD (Least Significant Differences) testi ile p < 0.01 ve p < 

0.05 önem derecesinde belirlendi.  
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4. BULGULAR 

Türkiye’de doğal yayılış gösteren H. heterophyllum türünün genotoksik ve 

antikarsinojenik etkileri araştırıldı. Kültür ve çıkarım işlemlerinden sonra hazırlanan 

preparatlardan MI, RI ve MN oranları belirlendi. MI değerlendirilmesinde, 

preparatlardaki mitoza girmiş metafaz alanları sayıldı (Şekil 4.1.). Preparatlardaki 

toplam lenfosit hücre sayıları da belirlendi (Şekil 4.2.). Hücre ve metafaz sayıları 

değerlendirilerek sonuçlar % MI şeklinde elde edildi. RI değerlendirilmesinde, 

preparatlardaki mononükleat (Şekil 4.2.), binükleat (Şekil 4.3.) ve trinükleat hücreler 

(Şekil 4.4.) sayılarak RI verileri elde edildi. MN değerlendirilmesinde ise MN’lar 

(Şekil 4.5.) sayılarak toplam hücrelere oranlandı ve sonuçlar % MN şeklinde elde 

edildi. 

 

 

Şekil 4.1. Mitotik İndeks Değerlendirmesinde Kullanılan Metafaz Alanı 
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Şekil 4.2. Mononükleat Lenfosit Hücrelerinin Genel Görünümü 

 

Şekil 4.3. Binükleat Lenfosit Hücresinin Genel Görünümü 
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Şekil 4.4. Trinükleat Lenfosit Hücrelerinin Genel Görünümü 

 

 

Şekil 4.5. Lenfosit Hücresi Yanında Görülen Bir Mikronükleus 
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H. heterophyllum ekstraktı uygulanan lenfositlerdeki MI oranları % 2.41-3.70 

arasında değişmektedir. Kontrol grubunun MI oranı % 2.41; Hypericum 

ekstraktlarının (0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL) MI oranları ise sırasıyla % 2.86, 2.84, 

3.18 ve 3.70 olarak bulunmuştur. MI oranı bakımından kontrol grubu ile 1 

mg/mL’lik konsantrasyon arasındaki fark istatistiksel olarak önemli bulunmuştur 

(p<0.01 ve p<0.05). Artan ekstrakt konsantrasyonlarına bağlı olarak MI oranlarında 

da artış meydana gelmiştir (Tablo 4.1.) ve konsantrasyonlar ile MI değerleri arasında 

pozitif bir korelasyon gözlenmiştir (r = 0.958). (Şekil 4.6 ve Şekil 4.7) 

Tablo 4.1. Hypericum heterophyllum ekstraktlarının mitotik indeks değerleri 

Denek Dozlar (mg/mL) 

Cinsiyet Yaş Kontrol 0.05 0.1 0.5 1 

Bayan 18 2.6 3.2 3.8 4.6 5.8 

Bayan 25 2.1 2.6 2.6 2.4 3.4 

Bayan 30 2.3 2.9 3.3 2.8 3.1 

Bayan 40 1.8 3.2 2.4 3.6 4.5 

Bayan 50 1.9 2.4 2.5 2.2 2.5 

Erkek 22 4.0 4.2 4.0 5.2 5.2 

Erkek 27 2.8 2.7 2.5 2.3 2.3 

Erkek 38 3.5 3.9 3.8 4.7 4.9 

Erkek 56 2.0 1.6 1.5 1.7 3.0 

Erkek 73 1.1 1.9 2 2.3 2.3 

MI (%) 

Ortalama ± SS 

 

2.41 ± 0.86 

 

2.86 ± 0.81 

 

2.84 ± 0.84 

 

3.18 ± 1.25 

 

3.70 ± 1.29 *  

* p<0.05, p<0.01  

SS: Standart Sapma 
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Şekil 4.6. Artan Hypericum heterophyllum ekstrakt konsantrasyonları ve genel MI 
ortalamaları arasındaki pozitif korelasyon 

 

 

Şekil 4.7. Artan Hypericum heterophyllum ekstrakt konsantrasyonları ve deneklerin 
MI değerleri arasındaki pozitif korelasyon 
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H. heterophyllum ekstraktı uygulanan lenfositlerdeki RI oranları 1.143-1.302 

arasında değişmektedir. Kontrol grubunun RI oranı 1.143; Hypericum ekstraktlarının 

(0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL) RI oranları ise sırasıyla 1.159, 1.159, 1.302 ve 1.298 

olarak bulunmuştur. RI oranı bakımından kontrol grubu ile tüm konsantrasyonlar 

arasında istatistiksel olarak önemli fark bulunmuştur (p<0.05). Ayrıca kontrol grubu 

ile 0.5 ve 1 mg/mL’lik konsantrasyonlar arasında da istatistiksel olarak önemli fark 

bulunmuştur (p<0.01). Artan ekstrakt konsantrasyonlarına bağlı olarak RI 

oranlarında da artış meydana gelmiştir (Tablo 4.2.) ve konsantrasyonlar ile RI 

değerleri arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir (r = 0.891). (Şekil 4.8 ve Şekil 

4.9). 

Tablo 4.2. Hypericum heterophyllum ekstraktlarının replikasyon indeksi değerleri 

Denek Dozlar (mg/mL) 

Cinsiyet Yaş Kontrol 0.05 0.1 0.5 1 

Bayan 18 1.162 1.17 1.146 1.292 1.286 

Bayan 25 1.150 1.174 1.168 1.312 1.312 

Bayan 30 1.134 1.144 1.132 1.290 1.314 

Bayan 40 1.136 1.170 1.190 1.312 1.310 

Bayan 50 1.118 1.176 1.148 1.312 1.298 

Erkek 22 1.142 1.164 1.172 1.314 1.294 

Erkek 27 1.138 1.162 1.170 1.292 1.292 

Erkek 38 1.162 1.160 1.190 1.318 1.300 

Erkek 56 1.144 1.152 1.154 1.298 1.302 

Erkek 73 1.148 1.124 1.128 1.280 1.276 

RI  

Ortalama ± SS 

 

1.143 ± 

0.013 

 

1.159 ± 

0.015*  

 

1.159 ± 

0.021*  

 

1.302 ± 

0.013**  

 

1.298 ± 

0.011**  

* p<0.05, ** p<0.01 

SS: Standart Sapma 
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Şekil 4.8. Artan Hypericum heterophyllum ekstrakt konsantrasyonları ve genel RI 
ortalamaları arasındaki pozitif korelasyon 

 

 

Şekil 4.9. Artan Hypericum heterophyllum ekstrakt konsantrasyonları ve deneklerin 
RI değerleri arasındaki pozitif korelasyon 
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H. heterophyllum ekstraktı uygulanan lenfositlerdeki MN oranları % 0.90-2.44 

arasında değişmektedir. Kontrol grubunun MN oranı % 0.90; Hypericum 

ekstraktlarının (0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL) MN oranları ise sırasıyla % 1.36, 1.50, 

2.16 ve 2.44 olarak bulunmuştur. MN oranı bakımından kontrol grubu ile tüm 

konsantrasyonlar arasında istatistiksel olarak önemli fark bulunmuştur (p<0.05). 

Ayrıca kontrol grubu ile 0.1, 0.5 ve 1 mg/mL’lik konsantrasyonlar arasında da 

istatistiksel olarak önemli fark bulunmuştur (p<0.01). Artan ekstrakt 

konsantrasyonlarına bağlı olarak MN oranlarında da artış meydana gelmiştir (Tablo 

4.3.) ve konsantrasyonlar ile MN değerleri arasında pozitif bir korelasyon 

gözlenmiştir (r = 0.985). (Şekil 4.10 ve Şekil 4.11). 

Tablo 4.3. Hypericum heterophyllum ekstraktlarının mikronükleus değerleri 

Denek Dozlar (mg/mL) 

Cinsiyet Yaş Kontrol 0.05 0.1 0.5 1 

Bayan 18 0.8 1.4 1.4 2.4 2.4 

Bayan 25 0.8 1.2 1.6 2.2 2.0 

Bayan 30 1.0 1.4 1.6 2.2 2.6 

Bayan 40 1.0 1.2 1.2 1.6 2.4 

Bayan 50 1.4 2.0 2.4 3.0 3.2 

Erkek 22 0.4 1.0 0.8 1.8 1.8 

Erkek 27 0.6 1.0 1.4 2.0 2.2 

Erkek 38 0.6 1.2 1.0 1.8 2.4 

Erkek 56 1.2 1.2 1.8 2.4 2.8 

Erkek 73 1.2 2.0 1.8 2.2 2.6 

MN (%) 

Ortalama ± SS 

 

0.90 ± 0.32 

 

1.36 ± 0.36 * 

 

1.50± 0.45** 

 

2.16 ± 0.40**  

 

2.44 ± 0.40**  

* p<0.05, ** p<0.01 

SS: Standart Sapma 
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Şekil 4.10. Artan Hypericum heterophyllum ekstrakt konsantrasyonları ve genel MN 
ortalamaları arasındaki pozitif korelasyon 

 

 

Şekil 4.11. Artan Hypericum heterophyllum ekstrakt konsantrasyonları ve deneklerin 
MN değerleri arasındaki pozitif korelasyon 
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Artan ekstrakt konsantrasyonlarına paralel olarak MI, RI ve MN oranları da artış 

gösterdiğinden dolayı, üç parametre kendi arasında da pozitif korelasyon 

göstermiştir. En güçlü pozitif korelasyon MI ve MN arasında gözlenmiştir (r = 

0.967) (Şekil 4.12). En zayıf pozitif korelasyon ise MI ve RI oranları arasında 

gözlenmiştir (0.864) (Şekil 4.13). MN ve RI arasındaki korelasyonun derecesi ise 

diğerlerinin arasında yer almıştır (0.943) (Şekil 4.14). 

 

 

Şekil 4.12. MI ve MN değerleri arasındaki pozitif korelasyon 
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Şekil 4.13. RI ve MI değerleri arasındaki pozitif korelasyon 

 

 

Şekil 4.14. RI ve MN değerleri arasındaki pozitif korelasyon 
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Yaşa bağlı olarak parametrelerdeki değişimler göz önüne alındığında, MN ile yaş 

arasında pozitif bir korelasyon gözlendiği halde, MI-Yaş ve RI-Yaş arasında negatif 

korelasyonlar gözlenmiştir. Deneklerin yaşlarının artışına paralel olarak MN 

ortalamaları da artış göstermiştir (r =0.613) (Şekil 4.15). Aksine deneklerin 

yaşlarının artışına zıt olarak MI ve RI ortalamaları azalma göstermiştir. MI ve yaş 

arasındaki negatif korelasyon (r = 0.674), RI ve yaş arasındaki negatif korelasyona 

göre (r = 0.537) daha kuvvetlidir (Şekil 4.16 ve Şekil 4.17). 

 

 

Şekil 4.15. MN değerleri ve yaş arasındaki pozitif korelasyon. 
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Şekil 4.16. MI değerleri ve yaş arasındaki negatif korelasyon. 

 

 

Şekil 4.17. RI değerleri ve yaş arasındaki negatif korelasyon. 
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Cinsiyete bağlı olarak parametrelerdeki değişimler göz önüne alındığında, MN 

verileri bakımından bayanlar ve erkekler arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir 

(r = 0.447) (Şekil 4.18). Aynı şekilde MI verileri bakımından da bayanlar ve erkekler 

arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir (r = 0.695) (Şekil 4.19). MN ve MI 

verilerinin aksine, RI bakımından bayanlar ve erkekler arasında korelasyon negatif 

yöndedir (r = 0.790) (Şekil 4.20).   

 

 

Şekil 4.18. MN değerleri bakımından bayanlar ve erkekler arasındaki pozitif 
korelasyon. 
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Şekil 4.19. MI değerleri bakımından bayanlar ve erkekler arasındaki pozitif 
korelasyon. 

 

 

 

Şekil 4.20. RI değerleri bakımından bayanlar ve erkekler arasındaki negatif 
korelasyon. 
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5. TARTI ŞMA – SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve sayıları milyonları bulan sentetik ve 

doğal madde bulunmaktadır [120,121]. Teknolojinin gelişmesiyle tüm canlılar 

günlük yaşamda sık sık bu doğal ya da yapay kimyasal maddelerle yüz yüze 

gelmektedir. İnsan populasyonunu çevredeki kanserojen ve mutajen maddelerin 

etkisinden korunması için bu özelliğe sahip bileşiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin 

değerlendirilmesi gereklidir [71,122]. Fiziksel ve kimyasal etmenlerin canlılar 

üzerindeki zararlı etkileri araştırmacıların son derece ilgisini çekmektedir. Toksik, 

mutajenik, kanserojenik veya teratojenik etkili olabilen bu etmenlerin zararlarını 

tespit etmek ve önlemler almak gerekmektedir. Bu amaçla çeşitli testler 

geliştirilmi ştir. Fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA üzerindeki etkilerini görmek 

için in vivo ve in vitro testler kullanılır [73,123]. 

 

Yapılan araştırmalar, çevremizde sayıları her geçen gün artan çeşitli kimyasal 

maddelerin küçük miktarlarının bile genotoksik, mutajenik veya karsinojenik 

olabileceği gerçeğini ortaya koymaktadır [44,46]. Bu nedenle, bu etkilere sahip olma 

potansiyeli taşıyan fiziksel ve kimyasal ajanların başlıca insan genomu için 

mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilere sahip olup olmadıklarının ortaya 

çıkarılması son derece önemlidir. Çünkü genetik toksisite testlerinde alınan pozitif 

sonuçlar mutajenik olan birçok maddenin aynı zamanda karsinojenik de olduğunu 

göstermektedir [101]. Genotoksik ve mutajenik etkiye doğal ürünler üzerinde de 

rastlanabilmektedir. Bu nedenlerle son yıllarda yapılan araştırmalar gerek doğal, 

gerekse insanlar tarafından üretilen bazı kimyasal maddelerin hem kimyasal 

yapılarını hem de mutajenik etkilerini belirleyici nitelikte olmuştur [71,124-126]. 

Çeşitli bitkilerden elde edilen ekstraktlar; farklı biyolojik aktivitelerinden dolayı, 

aromaterapide, kozmatikte, gıda üretiminde, ilaç sanayisinde ve ev ürünleri 

(deterjanlar, sabunlar, böcek ilaçları) yapımında oldukça geniş bir kullanım alanına 

sahiptir. Bu maddelerin söz konusu biyolojik aktiviteleri arasında antibakteriyal, 

antifungal ve antioksidan etkiler ilk sırada yer alırlar [127]. Tüketimi çoğu kez 

kontrolsüz ve bilinçsiz yapılabilen bu bileşiklerin özellikle insan üzerinde 

yapabileceği akut toksik ve daha ileri boyuttaki genotoksik etkiler çok iyi 
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bilinmemektedir [56]. Bitkilerden elde edilen bu ekstraktlarda bulunan bazı 

bileşikler, sitotoksik, mutajenik veya antimutajenik etkiye sahiptir [50,51] ve bu 

özelliklerinden dolayı da bitki ekstraktları ile birçok sitogenetik çalışma yapılmıştır 

ve muhtemelen yapılmaya da devam edilecektir. Bitkilerle tedavi tüm dünyada ve 

ülkemizde yaygın olarak kullanılmakta ancak tedavi amacıyla kullanılan bu droglar 

bazen çok ciddi sağlık sorunlarına da yol açabilmektedir [128]. 

Buna dayanarak bu çalışmada H. heterophyllum türünün çeşitli dozlarının insan 

periferal kan lenfositlerinde sitogenetik harabiyete sebep olup olmadığına MN, MI ve 

RI’e bakılarak araştırıldı.  

MI yeterli hücre proliferasyonu ve sitotoksisiteyi göstermek için kullanılan indikatör 

bir testtir. MI’deki bir azalma hücre döngüsündeki bir inhibisyonu ve hücrenin 

proliferasyon kapasitesindeki bir kaybı yansıtır. MI, hücre siklusunda metafazdaki 

hücre yüzdesini verir. Bu test bazı kimyasalların hücrelerdeki etki mekanizması 

hakkında önemli bilgiler de vermektedir [101]. Amorim ve arkadaşları 

çalışmalarında sitotoksisite derecesinin tespit edilmesinin, uygun preparasyon 

zamanını ve test konsantrasyonlarını seçmek için gerekli olduğunu ve özellikle 

sonuçların insanların maruz kalabileceği bileşiklerin risk değerlendirmesi için 

kullanıldığında önem taşıdığını bildirmişlerdir. MI değerlerinin konsantrasyona bağlı 

olarak paralel azalması, test edilen kimyasalın sitotoksik etki gösterdiği anlamına 

gelmektedir [128]. 

H. heterophyllum MI oranına göre değerlendirildiği zaman artan ekstrakt 

konsantrasyonlarına bağlı olarak MI oranlarında artış meydana gelmiştir (Tablo 4.1) 

ve konsantrasyonlar ile MI değerleri arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir (r = 

0.958). RI sonuçları da MI sonuçları ile paralellik göstermektedir. Artan ekstrakt 

konsantrasyonlarına bağlı olarak RI oranlarında artış meydana gelmiştir (Tablo 4.2) 

ve konsantrasyonlar ile RI değerleri arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir (r = 

0.891). MI ve RI sonuçlarımıza göre H. heterophyllum türünün sitotoksik etkiye 

sahip olabileceğini söyleyebiliriz. Bunun nedeni ilk hücre bölünmesinde birçok 

hücrenin apopitoz veya nekroza girmeden canlı kalması veya kontrol edilemeyen 

hücre çoğalması olabilir. MI ve RI oranlarındaki artışlara dayanarak, yüksek 
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konsantrasyonlardaki H. heterophyllum ekstraktlarının karsinojen etki 

gösterebileceğini söyleyebiliriz.  

MI ile yaş arasında (r = -0.674) ve RI ile yaş arasında (r = -0.537) negatif 

korelasyonlar gözlendi. İlerleyen yaşlara bağlı olarak MI ve RI oranlarındaki 

azalmalar bazı faktörlerin ortak etkileri ile açıklanabilir. Birincisi hücre döngüsü 

kontrol noktası ve DNA tamiri ile ilgili genlerdeki mutasyonların ortak etkileri. 

İkincisisi endojen genotoksinler, yetersiz beslenme, çevresel veya mesleki 

genotoksinlere maruz kalma ve sağlıksız yaşam tarzı faktörleridir [129]. Pastor ve 

arkadaşları da çalışmalarında RI ve yaş arasında negatif bir ilişki olduğunu rapor 

etmişlerdir [130]. Walker çalışmasında ilerleyen yaşa bağlı olarak MI ornanda 

azalma olacağını belirtmiştir [131]. 

Bayanların MI ve RI oranları erkeklere göre daha yüksek bulunmuştur. Bunun 

nedeni bayanlarda bir fazla bulunan X kromozomu veya bayanlardaki MN 

oranlarının erkeklerden daha yüksek olmasından kaynaklanabilir. İki farklı çalışmada 

bu durum rapor edilmiştir [132,91]. 

İnsanlar günlük yaşamlarında veya çalışma ortamlarında genotoksik ajanların 

mutajenik ve karsinojenik etkileri ile karşılaşmaktadırlar. Gelişen teknoloji ile 

birlikte üretilen yeni kimyasallar, ilaçlar, gıda katkı maddeleri, tarım ilaçları ve 

çevreye verilen atıklar canlıların genetik yapısında mutasyon oluşturma ihtimalini 

taşımaktadırlar. Bu nedenle genotoksik, mutajenik ve karsinojenik maddelerin 

etkilerinin araştırılması önem kazanmıştır. Genotoksik ve mutajenik etkiye doğal 

ürünler üzerinde de rastlanabilmektedir. Buna dayanarak bu çalışmada H. 

heterophyllum ekstraktlarının MN oranları üzerindeki etkileri araştırıldı. Mutajenik, 

karsinojenik ve klastojenik etkisi olan ajanların MN oranını arttırdığı, antioksidan 

özellik gösteren ajanların da MN oranını azalttığı bilinmektedir [66]. Literatürde MN 

oranını etkileyen birçok faktörden bahsedilmektedir. Yaş, cinsiyet, sigara ve alkol 

tüketimi, viral enfeksiyon, X ışınları gibi [133]. Çalışmamızda kullanılan kanlar, 

alkol ve sigara kullanmayan, sağlıklı (herhangi bir viral enfeksiyonu bulunmayan) 

bireylerden alınmıştır. Böylece genotoksik etkiyi arttırabilecek bu etmenlerin ortadan 

kaldırılması amaçlanmıştır.   
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H. heterophyllum MN oranına göre değerlendirildiği zaman artan ekstrakt 

konsantrasyonlarına bağlı olarak MN oranlarında da artış meydana gelmiştir ve 

konsantrasyonlar ile MN değerleri arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir (r = 

0.985). MN oranlarını arttırıcı etki gösteren H. heterophyllum ekstraktlarının 

DNA’da çapraz bağlar yapmış olabileceği düşünülebilir. DNA’da oluşan çapraz 

bağlar, muhtemelen daha çok MN oluşumundan sorumludurlar [111]. 

MN ve yaş arasında (r = 0.613) pozitif korelasyonlar gözlendi. İlerleyen yaşlara bağlı 

olarak MN oranlarındaki artışlar, MI ve RI oranlarını azaltan ve yukarıda 

açıkladığımız bazı faktörlerin ortak etkileri ile açıklanabilir. MN ve yaş arasındaki 

pozitif korelasyon birçok çalışmada rapor edilmiştir [134,135]. 

Bayanların ve erkeklerin MN oranları arasında orta derecede bir pozitif koreasyon 

gözlendi (r = 0.447). Bayanların MN oranları erkeklere göre daha yüksek 

bulunmuştur. Fenech ve Morley’in çalışmalarında kadınlar ve erkekler MN oranı 

açısından karşılaştırıldığında, yaş ve MN oranı arasındaki ilişki kadınlarda erkeklere 

göre daha yüksek bulunmuştur [136]. 

Sonuç olarak; ülkemizde geleneksel halk tıbbında kullanılan H. heterophyllum 

ekstraktlarının karsinojen ve genotoksik özellikler gösterdiği söylenebilir. H. 

heterophyllum genotoksik etkiler gösterse de bu etkiler yüksek konsantrasyonlarda 

ortaya çıkmaktadır. Yinede bu türün tüketilmesinde aşırı konsantrasyondan 

kaçınmanın faydalı olacağı söylenebilir. Diğer taraftan H. heterophyllum’un 

kimyasal yapısında birçok kimyasal bulunmaktadır. Türün gösterdiği karsinojenik ve 

genotoksik etkilerin hangi kimyasal bileşiklerden ileri geldiğinin araştırılması da 

önemli bir konudur. Bir türün yapısındaki kimyasalların izole edilerek tek tek 

sitogenetik testlere tabi tutulması, türün sitogenetik etkilerinin içeriğindeki hangi 

maddeden veya maddelerden kaynaklandığına dair bilgiler verebilir. Karsinojen veya 

genotoksik özellikler H. heterophyllum’un kimyasal yapısındaki bir veya birden fazla 

maddenin sinerjistik etkilerinden dolayı ortaya çıkmış olabilir. Bu durum daha ileri 

çalışmalar için yeni araştırma konuları oluşturmaktadır. 
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