
23ARAÞTIRMA

S.D.Ü. Týp Fak. Derg. 2008:15(3)/ 23-29

Yazýþma Adresi: Yrd. Doç. Dr.Yasemin Soysal
Basýn Cad. Özdað Sok. No:3/12 Keçiören 06010-Ankara
Tel: 0542 3463576
E-mail: yaseminankara@hotmail.com

Özet

Bu çalýþmanýn amacý, antioksidan etkileri bildirilmiþ maddeler melatonin, -karoten ve genotoksik bir madde
olan Mitomisin C�nin (MMC) tek tek veya birlikte in vitro ortamda insan periferik kan lenfosit kültürlerinde
kardeþ kromatid deðiþimi (KKD) üzerindeki etkilerini araþtýrmaktýr. Saðlýklý 11 bireyin periferik kan lenfosit
kültürlerinden Fluorescence Plus Giemsa (FPG) tekniði modifiye edilerek kardeþ kromatid deðiþimi deðerleri
tespit edilmiþtir. Melatoninin ve -karotenin (beta-karoten) tek baþlarýna eklendikleri kültürlerle ve madde
içermeyen kontrolle karþýlaþtýrýldýðýnda benzer KKD deðerlerine sahip olduklarý, melatoninin ve -karotenin
birlikte kültürlere eklenmeleri sonucu, madde içermeyen kontrol ve tek baþlarýna kullanýldýklarý kültürlerin
deðerleri ile karþýlaþtýrýldýðýnda KKD deðerlerinde farklýlýk oluþturmadýklarý gözlenmiþtir. MMC, beklenen
KKD deðerini arttýrma etkisini göstermiþtir. Melatonin ve -karoten tek baþlarýna ve birlikte kullanýldýklarý
durumda MMC�nin KKD�ni indükleyen etkisini azaltmýþtýr. MMC�nin tek baþýna kullanýmýndaki sonuçla
karþýlaþtýrýldýðýnda melatonin, -karoten ve MMC�nin birlikte kullanýldýðý kültürde KKD oraný anlamlý
düzeyde azalmýþtýr. MMC�nin KKD oluþumunu indükleyen etkisi karþýsýnda -karoten, KKD deðerlerini
melatonine kýyasla daha fazla azaltmýþ ve melatonin ile karþýlaþtýrýldýðýnda daha güçlü antimutajenik etki
gösterdiði saptanmýþtýr.

Anahtar Sözcükler: kardeþ kromatid deðiþimi, melatonin, beta-karoten, mitomisin C, genotoksik etki

Abstract

The in vitro effect of melatonin and -carotene on sister chromatid exchange frequency in mitomycin C-
induced human blood lymphocytes

The aim of this study was to investigate the in vitro effects of melatonin, -carotene (known as antioxidants)
and Mitomycin C (MMC) (known as a genotoxic agent) separately and together on sister chromatid exchance
(SCE) in human blood lymphocyte cultures. A total of 11 healthy human donors have been included in this
research and their peripheral blood culture cells were processed by modified fluorescence plus Giemsa
method to investigate sister chromatid Exchange frequency. The results indicate that melatonin and -
carotene (beta-carotene) alone and compared to untreated controls have similar incidance of SCE.  Melatonin
and beta-carotene together in the cell culture did not exhibit significant change in the frequency of SCE
compared to the cultures they were alone and untreated controls.  The lymphocytes, which were treated
with mitomycin C (MMC), showed the expected increased incidence of SCE. Melatonin and -carotene used
together and alone decreased the MMC induced frequency of SCE. Melatonin, -carotene and MMC together
have significant decrease of SCE frequency  when compared to MMC alone. We observed that, beta-carotene
decreases the frequency of SCE more than melatonin. So, we concluded that beta-carotene showed stronger
antimutagenic effect than melatonin according to the frequency of sister chromatid exchange.
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Giriþ

Ýnsanlar günlük yaþamlarýnda veya çalýþma
ortamlarýnda genotoksik ajanlarýn mutajenik ve
karsinojenik etkisi ile karþýlaþmaktadýrlar. Geliþen
teknoloji ile birlikte üretilen yeni kimyasallar, ilaçlar,
gýda katký maddeleri, tarým ilaçlarý ve çevreye verilen
atýklar canlýlarýn genetik yapýsýnda mutasyon
oluþturma ihtimalini taþýmaktadýrlar. Bu nedenle
mutajenik, karsinojenik, antimutajenik ve
antikarsinojenik maddelerin etkilerinin araþtýrýlmasý
önem kazanmýþtýr (1). Genotoksik ajanlarýn
deoksiribonükleikasit�te (DNA) oluþturduðu hasarý
kromozom düzeyinde tespit etmemizi saðlayan
doðrudan metodlardan birisi kardeþ kromatid deðiþimi
(KKD) analizidir. Kardeþ kromatid deðiþimi,
kromozomun her iki kromatidinin homolog
bölgelerinde DNA�da kýrýk oluþmasý ve kýrýlan
bölgelerin yer deðiþtirip yeniden birleþmesi sonucunda
oluþmaktadýr (2-4). Mutajenik, karsinojenik ve
klastojenik etkisi olan ajanlarýn KKD deðerlerini
arttýrdýðý, antioksidan özellik gösteren ajanlarýn da
KKD deðerini azalttýðý araþtýrýcýlar tarafýndan rapor
edilmiþtir (3-9). Çalýþmamýzda Mitomisin C (MMC),
beta-karoten ve melatonin, test kimyasallarý olarak
kullanýlmýþtýr. Mitomisin C (MMC), antimitotik etki
gösteren ve kardeþ kromatid deðiþimini artýran alkile
edici bir antibiyotik ajandýr ve hücredeki birincil
hedefi DNA�dýr (4,10-13). Diðer alkile edici ajanlar
gibi pek çok kimyasal tepkime yaratýr (14,15). MMC
bir kez aktive olduðunda, DNA�yý adeninin N6

atomundan, guaninin O6, O7, N2 atomlarýndan alkile
eder ve çapraz baðlanýr. Bu çapraz baðlanmalar DNA
sentezinin inhibisyonuna ve hücre ölümüne neden
olur (16). Beta-karoten, sebze ve meyvelerde bulunan,
insanlarýn vitamin A�ya metabolize edebildikleri bir
karotenoiddir. -karotenin en önemli iþlevlerinden
birisi antioksidan özelliðidir (17-20). Melatonin, (N-
Asetil-5-Metoksitriptamin), baþlýca epifizden
salgýlanan bir hormondur, 1950�li yýllarýn sonunda
bulunmuþtur, hücrede DNA�yý serbest radikallerin
neden olduðu hasardan korur (21,22). Bu çalýþmada
amaç, MMC, melatonin ve beta-karotenin KKD
deðerleri üzerinde etkilerinin ve MMC�nin etkilediði
KKD deðerleri üzerinde melatonin ve beta-karotenin
ayrý ayrý ve birlikte oluþturduklarý etkilerin
araþtýrýlmasý ve karþýlaþtýrýlmasý olarak belirlenmiþtir.

Gereç ve Yöntem

Yaþlarý 28-40 arasýnda deðiþen belirli bir metabolik
bozukluðu olmayan, ilaç kullanmayan, sigara ve alkol
kullanmayan, çalýþtýðý ortamda mutajenlere maruz

kalmayan, saðlýklý 7 erkek ve 4 kadýn toplam 11
bireyin heparinli  periferik kan örnekleri
bilgilendirilmiþ olurlarý alýndýktan sonra çalýþmaya
dahil edildi. Çalýþma Gazi Üniversitesi Týp Fakültesi
Týbbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalý
laboratuvarlarýnda gerçekleþtirildi. Periferik kan
kültürü yöntemiyle hastalarýn lenfositleri kültüre
edildi. Kültürlerin 24. saatinde GTG bantlama için
hazýrlanan tüpler hariç, tüm tüplere 5-Bromo-2'-
deoksiüridin (BrdU), 48. saatte ise tablo 1� de belirtilen
miktarlarda melatonin, -karoten ve MMC ilave
edildi. Eklenen maddelerin konsantrasyonlarý daha
önce yapýlan çalýþmalar referans alýnarak belirlendi
(10,13,23). Devam eden kültürler 68. saatte 0.1 ml
kolþisin konularak sonlandýrýldý, metafazlarýn lam
üzerine fiksasyonunu takiben GTG bantlama yapýlarak
kromozom sayý ve yapýlarý analiz edildi. KKD analizi
için hazýrlanan preperatlara Fluorescence Plus Giemsa
(FPG) tekniði modifiye edilerek uygulandý (24). Her
hücre kültürü için iyi daðýlým gösteren ve KKD içeren
en az 43 kromozoma sahip 20 metafaz alaný ýþýk
mikroskobunda deðerlendirildi (25). Kromatidlerde
boyanmadaki renk sürekliliðinin bozulduðu,
kromatidler arasýnda karþýlýklý renk deðiþiminin
olduðu her nokta bir kýrýk olarak deðerlendirildi (1).
Sonuçlarýn istatistiksel analizi SPSS 8.0 programý
kullanýlarak Mann Whitney-U Testi ile p<0.05
anlamlýlýk düzeyinde deðerlendirildi.

Tablo-1: Çalýþýlan her birey için hazýrlanan kültür tüpleri, kültürlere
yapýlan uygulamalar ve uygulanan maddelerin konsantrasyonlarý

Melatonin: MLT, Beta-karoten: BC, Mitomisin C: MMC
Konsantrasyonlar 5 ml besi yeri içinde son konsantrasyon olarak
verilmiþtir.

Bulgular

Saðlýklý 11 birey için hazýrlanan 100 hücre kültüründen
elde edilen kromozomlar KKD açýsýndan, 10 hücre
kültürü ise sayýsal ve yapýsal anormallikler açýsýndan
deðerlendirildi. Yapýsal ve sayýsal anomali
deðerlendirmesinde her birey için GTG bantlama ile
boyanmýþ 15 metafaz alaný analiz edilerek tüm

Kültür Tüpü Kültürlere yapýlan Uygulanan maddelerin 
        No     uygulamalar     konsantrasyonlarý

         1 GTG Bantlama
         2 Spontan KKD
         3 Beta-karoten 10-6 M
         4 MLT 0.15 mM
         5 MMC 10-7 M
         6 Etil Alkol %96' lýk çözeltiden 5 ml
         7 MMC + MLT 10-7 M + 0.15 mM
         8 MMC + BC 10-7 M + 10-6  M
         9 BC + MLT 10-6 M + 0.15 mM
        10 BC + MLT + MMC 10-6 M + 0.15 mM  10-7 M
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bireylerin sayýsal ve yapýsal olarak normal karyotipe
sahip olduklarý saptandý, böylece KKD sýklýðý oranlarý
hesaplanýrken deðerlendirilen alanlarýn kromozom
sayýlarýnýn standart olmasý ve çalýþýlan bireylerde
daha önce tanýsý konmamýþ bir kromozomal kýrýk
sendromunun olmadýðý belirlenmiþ oldu (10). Her
kültür tüpü için incelenen metafaz sayýlarý, KKD
sayýlarý, hücre baþýna ortalama KKD deðerleri tablo-
2�de belirtilmiþtir.

Tablo-2: Çalýþmada kullanýlan maddeler, 11 bireyin 68 saatlik periferik
kan kültürlerinde incelenen toplam metafaz sayýsý, toplam KKD sayýsý,
maddelerin oluþturduklarý KKD�lerin hücre baþýna ortalamalarý

Hücre baþýna ortalama KKD: Toplam KKD sayýsý / Ýncelenen toplam
metafaz sayýsý
Ort±SS: Ortalama±Standart sapma, melatonin: MLT, Beta-karoten: BC,
Mitomisin C: MMC, MLT: 0.15 mM

Melatonin ve -karotenin çözücüsü olarak kullanýlan
etil alkolün kontrol çalýþmasýnda, KKD deðerleri
üzerine bir etkisi olmadýðý gözlendi. Etil alkolün
oluþturduðu KKD deðerleri, melatonin ve -karotenin
oluþturduðu KKD deðerleri ile karþýlaþtýrýldýðýnda,
sonuç istatistiksel olarak anlamlý bulunmadý (p>0.05).
Spontan oluþan KKD deðeri hücre baþýna ortalama
8.07±1.23 iken 0.15 mM melatoninin kullanýldýðý
kültürlerde KKD deðerlerinin ortalamasý 8.03±0.58
bulundu. 0.15 mM melatoninin hücre baþýna
oluþturduðu KKD deðerleri ile madde içermeyen
kontrol çalýþmasýnda kendiliðinden (spontan) oluþan
KKD deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda, melatoninin tek
baþýna KKD oluþumuna etkisi olmadýðý gözlendi
(p>0.05).  Daha önce yapýlmýþ bir çalýþmada 0.20
mM melatoninin mitotik indekste azalmaya neden
olduðu belirtilmiþtir (13). Bu nedenle, çalýþmamýz
sonucunda da 0.15 mM melatoninin etkin doz olarak
kullanýlmasýna karar verildi ve karþýlaþtýrmalar bu
konsantrasyon temel alýnarak yapýldý.
Spontan oluþan KKD deðerlerinin ortalamasý ile
MMC'n in  o lu þ tu rduðu  KKD deðe r l e r i
karþýlaþtýrýldýðýnda MMC'nin kýrýk oluþumunda
belirgin bir artýþa neden olduðu gözlendi (p<0.001).
MMC'nin tek baþýna kullanýldýðý kültür ile MMC'nin
melatonin ile birlikte kullanýldýðý kültürün KKD

deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda melatoninin MMC'nin
indüklediði KKD deðerlerini azalttýðý gözlendi
(p<0.05). -karotenin tek baþýna oluþturduðu KKD
deðerleri ile madde içermeyen kontrolün KKD
deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda, -karotenin tek baþýna
KKD deðerleri üzerinde etkisi olmadýðý gözlendi
(p>0.05). -karoten, MMC ile birlikte kullanýldýðýnda,
MMC'nin KKD oluþumunu arttýrýcý etkisini azalttý.
MMC'nin tek baþýna kullanýlmasý sonucu oluþan
KKD deðerleri ile MMC'nin -karotenle birlikte
kullanýlmasý sonucu azalan KKD deðerleri
karþýlaþtýrýldýðýnda sonuç,  istatistiksel olarak anlamlý
bulundu (p<0.001). -karotenin melatonin ile birlikte
kullanýldýðý kültürün KKD deðerleri ile -karotenin
tek baþýna kullanýldýðý kültürün KKD deðerleri
karþýlaþtýrýldýðýnda iki maddenin birbirlerinin
antioksidan etkilerini arttýrmadýðý gözlendi ( p>0.05).

-karoten ve melatoninin birlikte kullanýlmasý
sonucunda oluþan KKD deðerleri ile spontan KKD
deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda istatistiksel olarak anlamlý
fark bulunmadý (p>0.05). MMC, -karoten ve
melatoninin birlikte kullanýlmasý sonucunda, -
karoten ve melatonin, MMC'nin KKD'ni arttýran
etkisini azalttý. MMC tek baþýna kullanýldýðýnda hücre
baþýna 47.42±6.80 ortalama KKD oluþturuyor iken
MMC'nin -karoten ve melatonin ile birlikte
kullanýlmasý sonucunda hücre baþýna 38.19±7.67
ortalama KKD deðeri gözlendi (p<0.01). Melatonin,
MMC ve -karotenin birlikte kullanýldýðý kültürün
KKD deðerleri ile MMC ve melatoninin kullanýldýðý
kültür karþýlaþtýrýldýðýnda istatistiksel olarak anlamlý
sonuç bulunmadý (p>0.05). Melatonin, MMC ve -
karotenin birlikte kullanýldýðý kültürün KKD deðerleri
ile MMC ve -karotenin birlikte kullanýldýðý kültür
karþýlaþtýrýldýðýnda KKD deðerleri açýsýndan
istatistiksel olarak anlamlý azalma bulundu (p<0.05).
Kadýnlar ve erkekler arasýnda KKD açýsýndan anlamlý
fark bulunmadý.

Tartýþma

Kardeþ kromatid deðiþimi (KKD) analiz yöntemi,
mutajenler ve karsinojenler tarafýndan indüklenen
DNA hasarýný belirlemede etkili yöntemlerden biridir.
KKD analiz yöntemi, kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerini belirlemenin yaný sýra mutajenler tarafýndan
oluþturulan kromozom hasarýnýn, antioksidan etkisi
olduðu bilinen veya araþtýrýlan maddeler tarafýndan
ne oranda tamir edildiði hakkýnda da bilgi vermektedir
(2,3,4,26,27).
Bu çalýþmada, antioksidan etkisi olduðu bilinen

Kültürlere yapýlan    Ýncelenen   Ýncelenen KKD/hücre
uygulamalar metafaz sayýsý KKD sayýsý    Ort±SS

Spontan KKD        220      1776 8.07 ± 1.23
MLT        211      1695 8.03 ± 0.58
Beta-karoten        220      1781 8.10 ± 0.86
Etil Alkol        220      1900 8.64 ± 1.0
BC + MLT        207      1759 8.53 ± 0.93
BC + MLT + MMC        166      7054 38.19 ± 7.67
MMC + BC        192      7605 39.50 ± 8.31
MMC + MLT        128      5841 40.59 ± 8.31
MMC        204      9869 47.42 ± 6.80
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melatonin ve -karotenin KKD sýklýðý üzerinde ne
oranlarda etkili olduklarýný göstermek ve bu
maddelerin sitotoksik olduðu bilinen Mitomisin C
üzerindeki etkilerini araþtýrmak amaçlanmýþtýr.
Çalýþmamýz, -karotenin ve melatoninin çözücüsü
olarak bizimle ayný miktarlarda etil alkolün
kullanýldýðý diðer çalýþmalarýn, etil alkolün KKD
sýklýðý üzerine etkisi olmadýðý yönündeki verilerini
desteklemektedir (10,13).
Çalýþmamýzda kadýnlar ve erkekler arasýnda KKD
sýklýðýnda anlamlý fark bulunmamasý bu konudaki
yayýnlarý desteklemektedir (28). Ancak bazý yayýnlarda
ikinci X kromozomu nedeniyle KKD sýklýðýnýn
kadýnlarda hücre baþýna 0.5 KKD oranýnda arttýðý
belirtilmiþtir (29,30).
Melatonin antioksidan etkisi bildirilmiþ bir maddedir
(31). Melatoninin organizmadaki her hücre için,
çekirdekte ve ayný zamanda sitoplazmada hücreyi
serbest radikallerin tahrip edici etkisinden korumada
fonksiyonel önemi vardýr. Melatoninin serbest
radikalleri doðrudan nötralize etmenin yanýnda, ayný
zamanda glutatyon peroksidaz enziminin aktivitesini
uyararak oksidatif hasarý azalttýðý bildirilmiþtir (22,32).
Vijayalaxmi�nin yaptýðý çalýþmada 0.20mM
melatoninin oluþturduðu ortalama KKD sýklýðý
7.0±0.10 bulunmuþtur (13). Bizim çalýþmamýzda ise
0.15mM konsantrasyonu için ortalama KKD sýklýðý
8.03±0.58 olarak bulunmuþtur. Bulgularýmýz
melatoninin spontan KKD deðerleri üzerinde etkisi
olmadýðý yönündeki daha önceki çalýþmayý
desteklemektedir (13). Çalýþmamýzda, MMC'nin
eklendiði kültürün KKD deðerlerinde belirgin bir
artýþ gözlenmiþtir. 10-7 M MMC'nin kullanýldýðý
kültürdeki KKD deðeri ile spontan KKD deðeri
arasýndaki fark istatistiksel olarak anlamlý bulunmuþtur
(p<0.001). Normal bireylerde MMC ile yapýlan KKD
analizi çalýþmalarýnýn tümünde KKD deðerinin arttýðý
gözlenmiþtir (10,12,13,23,33).  MMC için 10-7M
deriþimini, ayný özelliklere sahip bireylerin lenfosit
kültürlerinde kullanan araþtýrmacýlarýn sonuçlarý ile
bizim sonuçlarýmýz karþýlaþtýrýldýðýnda, KKD
oranlarýndaki sayýsal farklýlýk laboratuvarlar arasýndaki
yöntem deðiþikliðinden kaynaklanmakla beraber tüm
çalýþmalarýn ortak özelliði MMC'nin KKD
deðerlerinde istatistiksel olarak anlamlý artýþa sebep
olmasýdýr (10,13,23).
MMC'nin melatonin ile birlikte kullanýldýðý kültürün
KKD deðerleri ile MMC'nin tek baþýna kullanýldýðý
kültürün KKD deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda,
melatoninin MMC'nin indüklediði KKD oranýný
azalttýðý gözlenmiþ, karþýlaþtýrmanýn sonucu

istatistiksel olarak anlamlý bulunmuþtur (p<0.05).
Melatonin, sitotoksik bir ajan olarak bilinen MMC'nin
kromozomlarda oluþturduðu hasarý serbest radikalleri
engelleyici etkisi ile azaltmaktadýr. Endojen olarak
üretilenin yaný sýra ekzojen olarak verilen melatoninin
de hücreler tarafýndan alýndýðý ve çekirdekte biriktiði
düþünülmektedir. Melatoninin çekirdekte özel
baðlanma bölgelerine baðlandýðý ve pek çok hücrede
genomik etkisinin olduðu ve direkt DNA�ya
baðlandýðý düþünülmekte, heterokromatin proteinlerine
baðlanabileceði ihtimali üzerinde durulmaktadýr (34).
Melatoninin gama-radyasyonu nedeniyle oluþan
genetik deðiþikliklere karþý etkisini insan periferik
kan lenfositlerinde KKD yöntemiyle araþtýran bir
çalýþmada genotoksik etkisinin olmadýðý ve
radyasyona karþý koruyucu etkisinin olduðu
bildirilmiþtir (35).  Kurþun maruziyeti nedeniyle
ortaya çýkan DNA hasarýný engellemeye yönelik
antioksidanlarýn bulunmasý çalýþmalarýnda melatoninin
KKD açýsýndan etkisi araþtýrýldýðýnda kurþun nedeniyle
artmýþ KKD oranýný anlamlý düzeyde azalttýðý
bulunmuþtur (31).

-Karoten, serbest radikalleri etkisiz hale
getirmektedir. -karotenin antioksidan etkisi, peroksil
radikalini engelleyerek karbon merkezli radikal
oluþturmasý ve bunun da oksijenle geriye dönüþümlü
olarak tepkimeye girmesine baðlanmaktadýr. -
Karoten, DNA çift zincirinin replikasyon sonrasý
tamir kapasitesini arttýrarak DNA hasarýný
baskýlamaktadýr (36,37).
Çalýþmamýzda -karoten, tek baþýna kültüre
eklendiðinde madde eklenmemiþ kontrolün spontan
KKD deðerlerinden farklý bir KKD oraný
göstermemiþtir (p>0.05). Bu sonuçlar, - karotenin
tek baþýna ilave edildiði kültürde KKD deðerleri
üzeride herhangi bir etkisinin olmadýðýný gösteren
daha önceki raporlarý desteklemektedir (10). Oksidatif
stres altýnda rat hepatositlerinde beta-karotenin tek
baþýna kullanýldýðý KKD çalýþmasýnda sitotoksik ve
genotoksik etki gözlenmezken, beta-karotenin
parçalanma ürünlerinin ve apo-8�-beta-karotenal�in
kullanýlmasý sonucunda genotoksik etkinin oluþtuðu
gösterilmiþtir. Hipoksi/reoksijenasyon tarafýndan
uyarýlan oksidatif streste beta-karoten eklenmesinin
beta-karoten parçalanma ürünlerini oluþturduðu ve
bununla birlikte genotoksisitenin arttýðý gözlenmiþtir.
Bu bulgular, beta-karotenin klinik etkisi ve kanserden
korunma çalýþmalarýnda çeliþkili sonuçlar vermesini
açýklamaya yardýmcý sonuçlar sunmaktadýr (38).
Çalýþmamýzda, -Karoten, MMC ile birlikte
kullanýldýðýnda, MMC'nin KKD oluþumunu arttýrýcý
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etkisini azaltmýþtýr. MMC'nin tek baþýna kullanýlmasý
sonucu oluþan KKD deðerleri ile MMC'nin -
karotenle birlikte kullanýlmasý sonucu azalan KKD
deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda sonuç, istatistiksel olarak
anlamlý bulunmuþtur (p<0.001). -Karotenin MMC
üzerindeki etkilerini fare kemik iliðinden elde edilen
kromozomlarda araþtýran araþtýrýcýlarýn bulgularýnda
da -karotenin antioksidan etkisi gözlenmiþtir (14).
Bulgularýmýz, -karotenin MMC'nin KKD oluþumu
üzerindeki etkisini azalttýðýný bildiren daha önceki
çalýþmayý desteklemektedir (10).
Çalýþmamýzda antioksidan etkileri bilinen -karoten
ve melatoninin KKD oluþumuna etkileri hem kendi
aralarýnda hem de MMC ile karþýlaþtýrýlarak
deðerlendirilmiþtir. Yaptýðýmýz araþtýrma ve literatür
taramalarý sonucuna göre melatonin ve beta-karotenin
biyokimyasal açýdan beraber deðerlendirildiði
çalýþmalar olmakla birlikte daha önce melatonin ve

-karotenin KKD üzerine etkilerini araþtýran bir
çalýþmaya rastlanmamýþtýr (39,40,41).
Melatoninin -karoten ile birlikte kullanýldýðý kültürün
KKD deðerleri ile -karotenin tek baþýna kullanýldýðý
kültürün KKD deðerleri karþýlaþtýrýldýðýnda iki
maddenin birbirlerinin antioksidan etkilerini
arttýrmadýðý gözlenmiþtir. Karþýlaþtýrmanýn sonucu
istatistiksel olarak anlamlý bulunmamýþtýr (p>0.05).
Melatonin ve -karoten tek baþýna bulunduklarý
kültürlerde, KKD' yi indükleyici bir madde
bulunmadýðýnda KKD oluþumu üzerine herhangi bir
etki oluþturmamaktadýrlar, dolayýsýyla KKD
oluþumunu indükleyen bir maddenin olmadýðý
kültürde birlikte bulunmalarý,  istatistiksel anlamda
bir etki oluþturmamaktadýr.
MMC, -karoten ve melatoninin birlikte kullanýlmasý
sonucunda; -karoten ve melatonin, MMC' nin KKD'
yi indükleyen etkisini azaltmýþtýr. MMC tek baþýna
kullanýldýðýnda hücre baþýna 47.42±6.80 ortalama
KKD oluþturuyor iken MMC'nin -karoten ve
melatoninle birlikte kullanýlmasý sonucunda hücre
baþýna 38.19±7.67 ortalama KKD deðeri gözlenmiþ,
sonuç istatistiksel olarak anlamlý bulunmuþtur (
p<0.01 ).
MMC, -karoten ve melatoninin birlikte kullanýlmasý
sonucunda oluþan KKD deðerleri ile MMC+melatonin
ve MMC+ -karotenin birlikte kullanýlmalarý sonucu
oluþan KKD deðerlerinin karþýlaþtýrýlmasýnda ise üç
maddenin birlikte kullanýldýðý durumda -karotenin
antioksidan etkisini daha fazla gösterdiði gözlenmiþtir.
Bu bulgumuz, hayvan deneyinde çeþitli maddeler
arasýnda melatoninin ve  -karotenin antimutajenik

etkilerinin karþýlaþtýrýldýðý daha önce yapýlmýþ
çalýþmayý desteklemektedir (42).

-karotenin MMC ile birlikte kullanýldýðýnda KKD�yi
anlamlý düzeyde azalttýðý daha önce bildirilmiþtir
(10). -karoten ve melatoninin birlikte kullanýldýðý
durumda da KKD deðerlerini anlamlý düzeyde
azalttýklarý gözlenmiþtir. -karoten ve melatoninin
tek tek kullanýldýðýnda MMC ile indüklenmiþ KKD�yi
anlamlý düzeyde düþürdüðü göz önüne alýndýðýnda
birlikte kullanýmda aldýðýmýz sonuç beklenen bir
sonuç olarak deðerlendirilmiþtir. Buna karþýn spontan
KKD deðerleri ile -karoten ve melatoninin birlikte
kullanýldýðýnda elde edilen deðerler kýyaslandýðýnda
bulunan farkýn anlamlý olmamasý nedeniyle her iki
maddenin de sadece indüklenmiþ KKD�yi azaltýcý
etkileri olduðu sonucuna varýlmýþtýr.
Ýn vitro olarak yaptýðýmýz çalýþmamýzýn sonucunda,

-karoten ve melatoninin antioksidan etkileri olduðu,
melatonin ve -karotenin birlikte kullanýlmalarýnýn
genotoksisiteye karþý artan bir koruyucu etkilerinin
olmadýðý sonucuna varýlmýþtýr.
Melatonin ve -karoten, mutajen bir maddeye maruz
býrakýlmýþ lenfosit kültürlerinde antioksidan bir madde
olarak kullanýldýklarýnda, -karoteninin KKD
sýklýðýnda melatonine göre daha etkili olduðu
gözlenmiþtir. -karotenin daha güçlü bir antioksidan
olduðunu öneren çalýþmalarý bu bulgularýmýz
desteklemektedir (42) .
Sonuç olarak, melatoninin ve -karotenin
antimutajenik etkilerinin in vivo ve in vitro sistemlerde
farklý mutajenite testleri ve farklý mutajen maddeler
kullanýlarak test edilmesi, bu iki maddenin antioksidan
olarak kullanýmlarýnýn yaygýnlaþtýrýlmasý aþamasýnda
mekanizmalarýnýn ve etkilerinin anlaþýlmasý açýsýndan
yararlý olacaktýr.
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