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BiTKIiLERDEN BOYA ELDE EDILMESi VE MiKROSKOBIiK PREPARATLARDA
KULLANILMA YONTEMLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu caligmada, boya kaynagi olarak asma yaprag: (Vitis vinifera) (AY) kullanilmistir. Boya banyosu
olarak uygun; ¢oziicii fazi, mordan ve pH degerini bulmak kosuluyla, boya miktari, boyama siiresi,
glinese tutma siiresi ve 151k kaynagi gibi parametreleri deneme yanilma yoluyla belirleyerek, sogan
kok hiicreleri (SKH) ve stimule edilmis insan t-lenfosit kromozom yayma preparatlann (KYP)

boyanmustir.

Boya banyosunda; ¢oziicii olarak, distile su (DS) + metil alkol, DS + etil alkol, DS + asetik asit, DS
+ sodyum hidroksit; mordan maddeleri olarak demir-2-siilfat (FeSO,), sap, sap + glisin, sap + L-
sistein ve sap + potasyum bikromat (K,Cr,0,) tek tek denenmistir. pH degerleri olarak 1,2,3,4,5,8
ve 11 ; 151k kaynagi olarak giines 15181 ve ultraviyole (UV) (280 nm dalga boyunda 30 dk); 1,5 ;2,0 ;
2,5 saatlik kaynatma siireleri ; 15, 30, 45, 60 dakikalik giines 151gna tutma siireleri ayri ayri

denenmistir.

Boya banyosu pH=4" e ayarlandiginda, siv1 fazi1 olarak distile su+asetik asit, mordan maddesi olarak
sap ve 151k kaynagi olarak giines 15181 kullanildiginda boyanma gergeklesmis ve en iyi goriintii elde
edilmistir. Sonug olarak asma yapragi 6ziitii (AYO)’ niin potansiyel bir floresan boya degeri oldugu
karar1 verilmistir. Diger denenen boya banyolar1 (DS + metil alkol, DS + etil alkol, DS + sodyum
hidroksit), mordanlar (FeSO,, sap + glisin, sap + L-sistein, sap + K,Cr,0O;), pH degerleri (
1,2,3,5,8,11) ve UV 1sik kaynaginda, 151k yada floresan mikroskobunda gozlemlenebilir bir

boyanma saglanamamustir.

Anahtar kelimeler: Dogal boyalar, boyarmadde, asma yapragi, floresan



ATTAINING DYE FROM THE PLANTS AND THE INVESTIGATION OF THE
METHODS OF ITS USAGE IN MICROPSCOPIC PREPARATIONS

ABSTRACT

In this study vine leaf (Vitis vinifera) (VL) was used. For the dying bath the appropriate solvent
phase;, mordant and pH degrees were found, and for the hypothetical testing such as dye quantity,
dying duration, the sunshine exposure time and the light source were determined depending on the
heuristic results. Via these determination onion stem cells (OSC) and stimulated human t-

lymphocyte chromosome preparations (CP) were dyed.

In dye bath as solvent phase distiller water (DW) + methyl alcohol, DW +ethyl alcohol, DW
+acetic acid, DW+ sodium hydroxide; as mordant materials ferrous-2-sulfate (FeSQ,), alum, alum
+glycine, alum + L-sistein and alum + potassium bichromate (K,Cr,O;) were tested seperately. As
pH degrees 1,2,3,4,5,8 and 11 ; as the light sources sun light and ultraviolet (UV) (30 minutes in
280 nm wave light) ; 1,5 ; 2,0 ; 2,5 hours of dyeing time; 15, 30, 45, 60 minutes of exposure to sun
light were tested.
When the dye bath was adjusted to pH=4, as liquid phase;, distiller water + acetic acid; alum
mordant and sun light were used, the dying was achieved and the best image was attained. In
conclusion, the value of vine leaf extract (VLE) as a potential fluorescence dye has been
demonstrated. Other tested dye baths (DW+ methyl alcohol, , DW +ethyl alcohol, DW+ sodium
hydroxide) , mordants (FeSO,, alum +glycine, alum + L-sistein, alum+ K,Cr,0), pH degrees (
1,2,3,5,8,11) and in UV light source an observable dye in light or fluoresance microscope could not

be obtained.

Key words: Natural dyes, dying stuff, vine leaf, fluorescent
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda bitkisel boya maddelerine olan ilgi giderek artmakta, ozellikle gelismis
ilkelerde bu bitkilerin tartmi ve kullanimina olduk¢ca O6nem verilmektedir. Boya
bitkilerinin gida, tekstil, kozmetik ve eczacilik gibi bir¢cok kullanim alani
bulunmaktadir. En yaygin bilinen boya bitkilerinin basinda ¢ivit otu (Isatis tinctoria),
kokboya (Rubia tinctoria), papatya (Anthemis tinctoria), muhabbet cicegi (Reseda
lutea), asma yaprag1 (Vitis vinifera) gibi bitkiler gelmektedir. Ulkemiz ekolojik acidan

bu bitkilerin yetistirilmesi i¢in oldukca elverislidir.

Ulkemizde kullanilan boya bitkilerinin bircogu dogadan toplamalar seklinde
karsilanmaktadir. Bu durum standart bir iiriin ihtiyacini karsilayamamaktadir. Bitkisel
boyamacilikta boyama metodu yaninda kullanilacak bitkinin ne zaman toplanacagi en
onemli asamalardan biridir. Bununla birlikte diger kiiltiirel (ekim zamani, giibreleme
v.d.) kosullarda boyamalarda kullanilan bitkinin boyar madde icerigini ve boyama

kalitesini etkileyebilmektedir.

Modern ¢alismalarda floresan maddelerin kullanimi artarak bircok alana yayilmaktadir.
Bitkisel boyar maddelerden bir kismi (flavonoidler, antosiyaninler v.d.) floresans
Ozellige sahip olduklarindan, daha sonraki arastirmalarda bu 6zelliklerden yararlanma

cabalarmin yolu acilacaktir.
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Asmayaprag1 (AY) en fazla bilinen boya kaynaklarindan biridir ve bitkisel boyacilikta
yararlanilir. Kimyasal acidan AY’da; Quercetin, Quercitrin ve Karoten gibi boyar
maddeler vardir. Bircok bitkisel kaynakta oldugu gibi, AY nin da flavonoid grubu boyar
maddelerce zengin oldugu bilinmektedir. Bu maddeler yiin ve ipek boyaciliginda
kullanilmaktadir. Bu boyalarin mikroskopi amacl kullanilabilirliginin arastirilmasi,
bildigimiz kadariyla heniiz ¢alistimamistir. Yiin ve ipek protein yapisinda olduklar: i¢cin
flavonoidlerin en azindan hiicre yapisindaki bazi proteinleri boyamada kullanilabilme
ihtimali vardir. Asma yapraginin flavonoid grubu boyar maddelerce zengin olmasi, AY

ile calisilmasina tercih nedeni olusturmustur.

Bu calismada, mordan boyalarla yapilan tekstil renklendirmesindeki teknikler temel
almarak dogal boyalarla hiicre boyanmas1 kosullar1 incelenmistir. Coziicii faz, mordan
maddesi, pH, 1s1l islem, 151k etkisiyle aktivasyon ve 1sitmanin émrii gibi parametrelerin
deneme yanilma yolu ile belirlenmesi ve mikroskobik preparatlardaki hiicrelerin asma
yaprag1 oziitii (AYO) ile floresan boyanma metodunun ana hatlariyla olusturulmasi
amaglanmigtir. Sogan kok hiicresi (SKH) ve kromozom yayma preparatlar1 (KYP)

iizerinde AYO’niin floresan boyamada kullanilabilirligi arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOYA-BOYAR MADDELER

Dogadan elde edilen maddeler kullanilarak boya yapimui, tarihin ¢ok eski donemlerinden
beri bilinen bir istir. Sentetik boyarmaddelerin kesfedildigi zaman olan 19. yiizyil

ortalarina kadar, tarihsel boyama teknikleri bir degisiklige ugramadan uygulanmustir (1).

Cisimlerin ylizeylerinin renklendirilmesi icin yapilan islem boyamak kelimesiyle
anlatilir. Boyanan ylizeyin dis etkilerden korunmasi ya da giizel bir goriiniim

saglanmasi icin yapilan bu isleme boyama, kullanilan malzemeye de boya denir (2).

Bazi cisimlerin, 6zellikle tekstil iiriinlerinin (lif, kumas v.d.) renkli hale getirilmesinde
ise boyarmaddeler kullanilir. Cogu zaman boya ve boyarmadde birbirinin yerine
kullanilmaktadir. Aslinda bu iki sozciik esanlamli degildir. Boyalar bir baglayici ile
karigmis ancak ¢Oziinmemis karigimlardir. Boya bir yiizeyi kapatmak amaci ile
kullanilir ve uygulandiklar: (6rttiikleri) ylizeyde renklendirme disinda higcbir degisiklik
yapmazlar. Kazimakla boya yiizeyden temizlenebilir. Boyarmaddelerle yapilan

renklendirme ise, boyalarla yapilan renklendirme islemine benzemez (2-4).
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Genellikle cozeltiler veya siispansiyon halinde c¢esitli boyama teknikleri uygulanarak
yapilan renklendirmede kullanilan boyarmaddeler organik bilesiklerdir. Bu tiir
boyamada boyarmaddeler boyadiklar1 cisimler ile devamli ve dayanikli bir bigcimde
birlesirler ve cismin yiizeyini yap1 bakimindan degistirirler. Bu islemde boyarmadde,
genellikle cismin yiizeyi ile kimyasal ve fizikokimyasal bir iliskiye girerek birlesir.
Boyanan yiizey silme, kazima, yikama gibi islemlerle baslangictaki haline

dondiiriilemez (2-4).
2.1.1. Boyar Maddelerin Tarihsel Gelisimi
Boyar Maddelerin Diinyadaki Gelisimi

Milattan 2000 yil 6nce Cinliler’in, Indigo ve Cin yesili denilen 6zel boyalarla ipek
dokumalar1 boyadiklar1 bilinmektedir. M.O. 3000’lere ait bir Cin kaynaginda, dogal
boyalardan s6z edilmektedir. Buna dayanarak, boyacilikla ilgili bilgilerin daha eski
tarihlerde, doguda gelistirilmis oldugu kabul edilebilir. Misir’da Orta Krallik doneminde
sadece boyalar degil boyalarin saptanmasim1 saglayan kimyasal maddelerin
(mordanlarm) kullanilisi da biliniyordu. Misir’da yapilan arastirmalarda ortaya c¢ikan
mumyalara sarili kumaslarin incelenmesi sonucunda Misirlilarin Indigo’yu, Aspir’i ve
mordanlar1 kullandiklari, madensel boyalar1 da tanidiklar1 kanitlanmistir. Ayn1 zamanda
Asya’dan ayr1 olarak Meksika ve Peru’daki yerli halkin, dogal boyama ile ugrastiklar1
ve Afrika yerlilerinin ¢esitli dogal boyalarla giinlik yasamlarini renklendirdikleri

bilinmektedir (5).

Boyacilikta kirmizi elde etmekte kullanilan en 6nemli bitki kok boyadir. Latince adi
‘Rubia tinctorum’ olarak bilinen bu bitki Anadolu’da yetisir. Civitotunu (Isatis tinctoria)
uzun bir fermantasyon sonunda, mavinin cesitli tonlarinin elde edildigi bir boya verdigi,
eski caglarda biliniyordu. Civitotu, ortacag boyunca Avrupa’da kullanilan, en 6nemli
boyarmaddelerden biriydi. Dogal boyarmaddeler, 19. ylizyila kadar 6nemini koruyarak
gelmigtir. 19. ylizyilda, boya iizerine yapilan arastirmalarin en 6nemli sonucu, anilin

esaslt boyarmaddelerin, bulunmasi olmustur (5).

Modern teknolojik ilerlemeler, 19. yiizyildan bu yana gerek boyarmadde, gerekse
pigment iizerinde koklii doniisiimlere yol acti. Giliniimiizde, kullanilan boyalarin pek
cogu, kOomiir katraninin ve ham petroliin damitilmasiyla olusan, organik kimyasal

maddelerden elde edilen sentetik bilesimlerdir (5).
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Boyarmaddelerin Tiirkiye’deki Gelisimi: Boyacilik, Tiirklerin tarihinde cok eski ve
kokli bir uygulamadir. Bircok el sanati iirtinleri i¢in gerekli boya, uzun yillar
bitkilerden alinmistir. Bu iriinlerin degerleri yiiksek ve yapay boyalarla boyananlara
gore cok kalitelidir. 1882’den itibaren, suni boyalardan 6nce kullanilan dogal boyalar
arasinda, bitki boyalar1 6nemli yer tutar. Bitkisel boyalar denilince, bitkilerde goriilen
cok cesitli renklerle, onlara bu renkleri veren boyarmaddeler akla gelir. Uzun siire
devam eden dogal boyacilikta, boyarmadde olarak sayilari belli olan bazi; maden,

toprak, hayvan cesitleri ve bitkiler kullanilmistir (6).

Dogal boyalar 19. yiizyil sonlarina kadar boyaciligin gelisip yiikselmesinde biiyiik etken
olmuslardir. Anadolu’da dogal boyacilikta kullanilan pek cok rengin bitkileri olmakla
birlikte gerek ziraatinin ve gerekse ticaretinin diinya ¢apinda 6nemli yer tutmasi
bakimindan kok boya (Rubia tinctoria), cehri (Rhamus tinctoria), safran (Crocus sativus)

birinci sirada sayilmasi gereken isimlerdir (7, 8).
2.1.2. Boyarmaddelerin Siniflandirilmasi

Cisimleri renkli hale getirmede uygulanan maddelere boyarmadde denir. Bu

boyarmaddeler de dogal ve yapay olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (4).

Dogal Boyarmaddeler: Dogal boyarmaddeler adindan anlasildig1 iizere dogada dogal
olarak bulunan maddelerden elde edilmektedir. Bunlar hayvansal, bitkisel ve madensel

boyarmaddelerdir (4).

- Hayvansal Boyarmaddeler: Hayvansal boyarmadde olarak kullanilan hayvan tiirleri

kabuklu deniz hayvanlar1 ve boceklerdir.

Boyarmadde olarak kullanilan kabuklu deniz hayvanlar1 Murex ve Purpura’dir. Boya,
bu canlilarin salg1 bezlerinde bulunur ve dogal halinde soluk sar1 renktedir, fakat giines
1sinlarindan etkilenen foto-kimyasal bir olay sonucunda sari-yesil, yesil, acik kirmizi ve

koyu kirmizidan gecerek sonunda mora doniisiir (4).

Boyarmadde olarak kullanilan bocek ise Kokinella ya da ‘cochineal’dir. Bu bocek
Guatamala’ da ve Meksika’da yetisen Opuntia cochenillifera adli bitkinin iizerinde
yasayip onunla beslenmektedir. Kokinelladan saglanan boyada karminik asit rol
oynamaktadir. Bu bdcegin boya veren kanatsiz disileri bitki yapraklarinin {izerinden
toplanir, sicak suya batirilarak 6ldiiriiliir. Giineste veya firinda kurutulur ve kirmizi renk

elde edilir (4).
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- Bitkisel Boyarmaddeler: Bitkisel boyarmaddelerin, dogada bulunan bitkilerin bir
takim islemler sonucu renk verme Ozelligine sahip olduklar1 bilinmektedir. Bazi
bitkilerin biitiin aksami boyama i¢in kullamilirken bazi bitkilerin belirli organlari

Ornegin ¢icegi, yapragi, tohumlari, kabugu, kokii kullanilir (9).

Cigekler, en olgun ve biiyiikk duruma geldikleri zaman; tohumlar, olgunlastiktan sonra;
yapraklar, bitki ¢icek agmaya basladigr zaman; kabuklar, bitki yapraklarint doktiikten

sonraki donemde kullanilir (9).

Bitkisel boyarmaddeler; gerek sayilarinin coklugu gerekse renklerinin ¢esitliligi ile
dogal boyamaciligin vazgecilmez bir parcasidir. Bitkisel dogal boyarmaddelerle
yapilacak olan boyama, bitkinin elde edilmesi, toplanmasi, kurutulmasi ve boyaya
hazirlanmas1 gibi asamalardan gectikten sonra boyarmadde isleme hazir hale

gelmektedir (3).

- Madensel Boyarmaddeler: Dogal boyarmaddelerden madensel boyarmaddelere;
toprak boyarmaddeler; mineral boyarmaddeler ad1 da verilmektedir. Elyaf boyamada
kullanilir. Genellikle mineral boyarmadde olarak krom saris1 ve Berlin mavisi

kullanilmaktadir (3).

Yapay Boyarmaddeler: 19. yiizyilda boya iizerinde yapilan arastirmalarin en dnemli
sonucu anilin iceren boyarmaddelerin bulunmasi oldu. William Henry Perkin
Londra’da, kimya okulunun laboratuvarinda rastlant1 sonucu ilk anilin boyay1 kesfetti.
Perkin kininin sentezini yapmak ic¢in giristigi deneyin bozulmasi sonucunda ¢ikan koyu
renkli ¢okeltinin ipekli bir kumas parcasini eflatun renge boyadigini fark etti. Aslinda
bu madde Potasyum bikarbonatla saf olmayan anilinin karisimiydi. 1856’da eflatun
rengi anilin, ticari olarak Londra’da iiretilmeye baslandi. Daha sonra, havagazi
iretiminin bir yan {iiriinii olan katrandan tiiretilen degisik renkler iiretilmeye baslandi.
Prof. Hoffman 1856’da anilin kirmizisin1 gelistirdi: Bu siyah, yapigkan, kotii kokulu
katrandan, dogal kokenli boyalarla elde edilen biitiin renkler yapilabiliyordu (4).

Anilin organik kimyanm en énemli maddelerinden biridir. ilk sentetik boyarmaddeler
anilinden elde edildiginden, bunlara anilin boyalar denilmistir. ilk kesifleri izleyen

yillarda boyarmaddelerde sirasi ile su gelismeler olmustur (4).
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1868’de bir Alman kimyacilar grubu, kok boyanin boyama 6ziinii olusturan Alizarin’in
bir Antrakinon tiirevi oldugunu kanitladi. Bunlarm Antrakinon’dan sentetik olarak
yaptiklar1 alizarin, dogal bir boyanin biitiiniiyle kimyasal yollarla elde edilmesinin ilk

Ornegini olusturuyordu (4).

Indigo sentetik olarak ilk defa 1880°de yapilmistir. Ama ekonomik olarak iiretimi 20 y1l
sonra gerceklesebilmistir. Sentetik boyarmaddenin boya endiistrisi tarafindan

benimsenmesinden sonra Indigo iiretimi de yapilmaz olmustur (4).

Sentetik boya yapimcisinin boyarmaddelerin ve pigmentlerin sentezi i¢in yararlandigi
baslica maddeler, aromatik karbonhidratlar olarak bilinen komiir katrani bilesikleridir.
Boyarmadde yapimcisi agisindan yalnizca birer hammadde olan bu bilesiklerden, dnce
‘ara maddeler’ ad1 verilen maddeler, onlardan sonra da boyarmadde tiiketilir. Aromatik
hidro karbonlarin iiretiminde en Onemli kaynagi komiir katraninin olusturmasina
ragmen bu maddelerin saglanmasinda petrokimya endiistrisi giderek Onem

kazanmaktadir (4, 10).
2.2. BOYA BITKILERI

Sinai bitkiler kapsaminda degerlendirilerek zamaninda Ziraat Fakiiltelerinde ders olarak
okutulan Boya Bitkileri'ni kiiltiire almadan bulmak miimkiin olmussa da bazi bitkilerin

ziraat1 yapilarak yetistiren kisilere gelir getirici imkan yaratmislardir (9).

1930'lu yillarda sadece mavi rengin elde edildigi bitki olan Civit Fidam (indigofera
tinctoria) bitkisi Hindistan'dan ithal edilirken, kirmizi rengin elde edildigi ve halk
arasinda kok boya, boya piircii, boya cili, yapiskan otu denilen latince adi Rubia
tinctorum olan bitki ile sar1 rengin elde edildigi ve halk arasinda akdiken, boyaci dikeni,
Alacehir, Ebicel, Cehri denen latince adi Rhamnus tinctoria olan bitki yurt disina ihrac

ediliyordu (9).

Zamanla bu bitkilerin kullanimmnin azalmasi sonucu ziraatine son verilmistir. Iste
eskiden beri daha ¢ok hali ve kilim iplerinin boyanmasinda kullanilmis olan, fakat bagka
kullanim alanlar1 da olan (gida maddelerinin boyanmasi gibi) bu bitkiler giiniimiizde

tekrar onem kazanmislardir (9).
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Bitkilerin Toplanmasi: Bitkilerin toplama zamanlarinin kalite iizerindeki etkileri ¢cok

onemlidir. Cigek, yaprak, tohum, kabuk ve kokler ayr1 ayr1 zamanlarda toplanir (9).

Diger bir faktor bitkilerin bulundugu yoredir. Bir tiirlin yetismesi i¢in en uygun iklim
sartlar1 nerede varsa bitki oradan toplanmalidir. Ayrica topragin besleme yetenegi,
kullanilan giibreler, o yilin yagis miktar1 gibi etkenlerde gerek boyarmadde miktarini

gerekse elde edilen rengin niteligini etkiler. Bu nedenle;
Cicekler : En olgun ve biiyiik duruma geldikleri zaman,
Tohumlar : Ozel kayitlar yoksa olgunlastiktan sonra,
Yapraklar : Bitki ¢icek agmaya basladig1 zaman,

Kabuklar : Bitki yapraklarmi doktiikten sonra toplanmalidir. Kabuklar agaca bir zarar
vermeyecek sekilde alinmalidir. En iyisi kesilmis agaclarm kabuklarindan
faydalanmaktir. Boyar madde agacin govdesinin dis kabugunda ya da dallarindaki

kabugun hemen i¢inde bulunur (9).

Toprak alt1 siiriingenleri : Bitkilerin dikkatle toplanmasi gereken bir parcasi da toprak
altindaki organlaridir. Yetismesi uzun zaman alan bitki organlarmi (Rizom, stolon,
yumru, sogan, kok, govde, v.b.) toplarken Ozen gosterilmesi gerekir. Bu organlar

ilkbaharda ve sonbaharda toplanir (9).

Bitkilerin Kurutulmasi ve Kullanilmasi: Boya bitkileri taze ve kuru halde kullanilir.
Eger mevsiminde toplanmasi gerekip de hemen kullanilmayacaksa, bu bitkileri bir
miiddet bozulmadan saklamanin yolu kurutmaktir. Hemen kullanilmayacak boya
bitkileri kurutularak saklanabilir. Kurutma iglemi, golgede, havadar bir yerde ve
kurutulacak bitkinin biiylikliigiine gore, demetler halinde acarak yada sererek
yapilabilir. Kurutma asamasinda kiiflenmenin 6niine geg¢ilmelidir. Ciinkii kiiflenme,
cogu kez bitkideki boyarmaddenin kaybina neden olur. Giiniimiizde kurutma islemi ¢ok
sicak olmayan firinlarda veya etiivlerde de yapilabilir. Ancak bitkilerin kavrulmamasina
dikkat edilmelidir. Kurutulduktan sonra bitkideki boyar maddenin degisiklige ugrayip
ugramayacagi bitkiye bagl bir 6zelliktir. Bazilar1 niteliklerinden hi¢bir sey yitirmeden
uzun yillar saklanabilir. Bazi bitkilerin ise bekleme sonucunda renkleri degisebilir.
Kurutulmus boya bitkilerinin uzun siire saklanmasi sonucu renk kaybi veya renk ton
degisimi olup olmadigi bilinmediginden bitkiyi zamaninda kullanmakta yarar vardir.

Kurutulmus bitkiler bez ya da kagit torbalarda korunmalidir (5).
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2.2.1. Boya Bitkilerinin Taninmasi ve Onemi

Bitkileri tanimak, onlarin diinyasina girmek, onlarin yasam kosullarmmi 6grenmek,

onlarla ilgilenmek ve onlarin hayatlarini incelemekle olur. Iste bitkilerin yasamlarini

inceleyen, onlar1 belli bir takim esaslara gore gruplandiran ve bu gruplara isim veren bir

bilim dali vardir. Bu da Botanik’tir. Botanik kendi i¢inde incelendigi konulara gore

asagidaki boliimlere ayrilir.

1.

0.

Bitki Morfolojisi : Bitkilerin sekil ve gelismelerini, organizasyonun herhangi bir
basamaginda onlarin yapilarimi inceler. Morfoloji kendi i¢inde, Bitki Anatomisi,
Hiicre Bilimi (Sitoloji), Doku Bilimi (Histoloji), Organ Bilimi (Organografi) gibi
kollara ayrilir.

Bitki Fizyolojisi : Bitkilerin hayat gosterilerini, fizik ve kimya konularina dayali

olarak inceler.

. Bitki Sistematigi (Taksonomi) : Bu bilim kolunun gérevi ve amaci, bitkileri ayr1 ayri

inceleyerek, aralarindaki ayrilik ve benzerlikleri tespit ederek bu ozelliklere, mense
ve dogal akrabalik iliskilerine, filogenetik gelismelerine gore bitkiler alemini tiir,
cins, familya, takim ve daha biiyiik gruplarda dogal bir sistem altinda toplamaya
caligmaktir.

Farmasotik Botanik (eczacilik Botanigi) : Bu bilim kolu da insan ve hayvan saghgi
yoniinden faydali olan tibbi bitkileri, bunlarin ¢esitli organlarindan elde edilen
droglarin hazirlanigs ve elde edilisleri, kapsadiklar1 etkin maddelerle kullanildigi
yerleri inceler.

Paleobotanik : Eski devirlerde yasamis ve bugiin ortadan kalkarak yalniz
kalintilarina, fosillerine rastlanan bitkileri inceler.

Bitki Cografyasi (Geobotanik) : Bitkilerin yeryiiziinde ne yolda dagildiklarini, bunu
etkileyen faktorlerle, cesitli bitkilerin meydana getirdikleri bitki topluluklarinin
nerelerde bulunduklarini inceler.

Bitki Sosyolojisi : Bitkilerin toplumsal hayatlarini inceler.

Bitki Ekolojisi : Bitkilerin yasadiklar1 ¢evre ile olan (toprak iklim) karsilikli
iliskilerini inceler.

Genetik (Kalitim) : Bitkilerde kalitimla ilgili olan olaylar1 inceler.

10. Evrim (Evoliisyon) : Bitkilerin yeryiiziinde meydana geldikleri ilk giinden bugiine

kadar gecirmis olduklar1 degisiklikleri arastirir (11).
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Asma Yapra@ (Folia Vitis vinifera L.): Rhamnales takimindan Vitacea (Asmagiller)
familyasinin Vitis cinsine mensup olan Vitis vinifera L. nin yapraklarmdan bitkisel
boyacilikta yararlanilir. Tirmanict ve sarilict odunsu bir bitki olan asma, siiliikleri
yardimiyla yakininda bulunan agag¢, agaccik ya da calilara sarilir ve tirmanir.
Cogunlukla yapraklarin1 doker. Kabuklar1 genellikle uzunlamasina seritler halinde
yirtilmig bir yap1 arz eder. V. vinifera tiirli 30m. kadar boylanir. Taze siirgiinler ¢iplak
ya da yumusak tiiyliidiir. Yapraklar 3-5 dilimli, 7-15 cm. uzunlukta olup, dilimler
arasinda yuvarlak goriiniislii araliklar vardir. Ust vyiizii parlak tiiysiiz, alt yiizii az
tiiylidiir. Nadir olarak da tiiysiizdiir. Her yapragin karsisinda siiliik yada cicek salkimi

bulunmaz (9).

Asmalar cinsinin 60 kadar tiirii vardir. Tarimsal ve ekonomik yonden degeri olan
tiirlerin yani sira siis degeri olan tiirleri de vardir. Asma yapragindan boyama amaciyla
sar1, sari-yesil renkler elde edilir. Yapraklar taze yada golgede kurutulmus halde
kullanilmalidir. Kimyasal a¢idan asma yapraklarinda; Quercetin, Quercitrin ve Karoten

gibi boyar maddeler vardir (9).

Yayilma alanlari: Genis 6l¢iide Avrupa’da, Asya’da, Cin ve Japonya’ya kadar uzanan
cevrede, Akdeniz bolgesinde, Kuzey Amerika’da Giiney Amerika’da Sili ve
Arjantin’de, Giiney Afrika’da Kap’da, Avustralya’da Yeni Zelanda’da bulunmaktadir.
Asmanin ana vataninin Kafkaslar oldugu sanilmaktadir. Eski caglardan bu yana
diinyanin bircok yerine yayillmis ve genis Olciide yetistirilmistir. Anadolu’da sicak ve
iliman bolgelerde uygun toprak kosullarinda cok rahat yetismektedir. Kirag ve
yamaglarda, toprak profilinin kalin olmadigi yerlerde, tashk arazilerde, rahatlikla

kiiltiirii yapilabilecek bir bitkidir (9).

- Quercetin: Quercetin bir flavonoiddir, 6zellikle de flavonoldiir. C;sH;00; kimyasal
formiile sahiptir. Quercetin’in ¢ok aktif bir flavonoid oldugu bulunmustur. Tedavi
amaclh kullanilan bir cok bitki bu aktivitesini yiiksek quercetin icerigine borcludur.
Quercetin inflamasyon iriinlerini direkt inhibe etme 6zelliginden dolayi, onemli anti-
inflamatuar aktivite gostermektedir. Ayrica vitamin C etkisi ve giiclii anti oksidan

aktivitesi gosterir (12-15).
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Sekil 2.1. Quercetin’in kimyasal yapisi

-Quercitrin: Quercitrin sar1 bir boyadir. C;;Hy00;, kimyasal formiile sahiptir.
Quercitrin, siv1 ¢ozeltiler de, quercetin ile birlikte etkili olan bir glikoziddir. Quercetin,
parlak limon saris1 renginde gii¢lii kristallerdir. Soguk suda kesinlikle ¢6ziinmez ve
sicak suda kismen erir. Fakat alkol de tamamen ¢6ziiniir. Quercitrin ilk kez 1775’de sar1

boya olarak ortaya ¢ikarildi ve ¢ogunlukla flavin olarak kullanildi (12-15).

OH OH

Sekil 2.2. Quercitrin’in kimyasal yapis1
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- Karoten: Karoten, C4Hse formiillii birbiriyle iligkili birkag bilesik icin kullanilan bir
terimdir. Karoten, fotosentez i¢in onemli bir foto sentetik pigmenttir. Sogurdugu 15181
klorofile aktararak fotosenteze katkida bulunur. Havu¢ ve cogu baska sebze ve
meyvelerin turuncu renginden sorumludur. Kimyasal olarak karoten bir terpendir, sekiz
izopren birimden biyokimyasal olarak sentezlenir. Baslica iki tiiri vardir, bunlar Yunan
harfleri ile belirtilir: alfa-karoten (a-karoten) ve beta-karoten (B-karoten). Gama, delta
ve epsilon- (y, 6 ve &) karotenler de vardir. beta-karoten iki retinil gruptan olusur ve
ince bagirsak mukozasinda beta-karoten dioksijenaz tarafindan yikima ugrayip bir tiir A
vitamini olan retinole doniisiir. Karoten karacigerde depolanip gerekli oldugu zaman A

vitaminine doniisebildiginden bir provitamin sayilir.

Sekil 2.3. a-karoten’in kimyasal yapisi

Sekil 2.4. B-karoten kimyasal yapisi

Karotenin baglica iki izomeri, o-karoten ve B-karoten arasindaki fark, uctaki halkali
gruptaki cift bagin konumundadir. B-Karoten daha yaygin olan bi¢imdir ve sari, turuncu
ve yesil yaprakli meyve ve sebzelerde bulunur. Bunlar arasinda havug, 1spanak, marul,
domates, tath patates, brokoli, kavun, portakal ve kabak basta gelir. Genel bir kural
olarak bir meyve veya sebzenin rengi ne kadar parlak olursa i¢indeki [B-karoten
miktarmin da o kadar yiiksek oldugu soylenebilir. Bir antioksidan olan B-Karoten,
zararll serbest radikallerin fazlasii bertaraf etmekte yararli olabilir. Ancak onun bir
gida takviyesi olarak (hap olarak) alinmasinin kanseri onleyici etkisi hala tartigmalidir.

B-Karoten yagda ¢oziiniir (16-18).
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2.2.2. Dogal Boyalarin Simflandirilmasi
Dogal boyalar; yapilarina ve uygulama alanlarina olmak iizere iki yolla siniflandirilirlar.

Yapilarma Gore Smiflandirma: Dogal boyalar yapilarina gore; klorofiller,
karotenoidler, flavonoidler, antosiyaninler, kuinonoidler, indigoidler ve betalainler

seklinde smiflandirilirlar (19, 20).

- Klorofiller:Bitkilerde 151k enerjisini yakalamak i¢in kullanilan ana pigmenttir. Bir
porfirin kafa ile uzun bir hidrokarbon kuyruktan ibaret bir molekiildiir. Kuyruk lipitte

¢Oziiniir. Klorofilin 4 tipi vardir.

Klorofil a: Tiim yiiksek bitkiler, algler ve siyanobakteriler
Klorofil b: Yiiksek bitkiler ve yesil algler

Klorofil c: Diatomlar, flagellatlar ve kahverengi algler
Klorofil d: Kirmiz1 alglerde bulunur.

Dogal kaynaklardan 6ziitleme ile elde edilir. Miirekkep, recine, sabun, bazi yaglar,
kozmetik, losyon, parfiim v.b. renklendirilmesinde kullanilir. Natural green 3 olarak
bilinir.

Kimyasal olarak saf klorofil hazirlamak ¢ok zordur. Ticari iiriin klorofil a ve klorofil b

karisimudir (3:1) ve icinde karotenoidler de vardir. Oziitleme islemi petrol eteri ve

aseton gibi ¢oziiciilerin kullanildig1 birgcok basamaktan olusur (20, 21).

- Karotenoidler: Sar1 ve portakal renkli pigmentler olup cogunlukla fotosentetik
organizmada bulunurlar. 200 den fazla tamimlanmis karotenoid vardir ancak bunlardan
cok azi ticari olarak elde edilmektedir. Karotenoidler 40 karbonlu bir temel yap1 iizerine
kurulmustur. Yagda coziiniirler, suda ¢oziinmezler, temel zincirin bir veya her iki ucuna
da bir karbon halkas1 baghdir. Karotenoidler terpenoid olarak diger bitkisel maddeler
olan latex, esansiyel yaglar v.b. ile akrabadirlar. Kromoplastlarda veya kloroplast
membranlarinda bulunurlar. Kromoplastlarda karotenoid diizeyi ¢ok yiiksek diizeyde

olabilir. Kristal halde bulunabilirler (22-24).

Karotenoidler i¢cinde iki ana grup vardir;
1. Karotenler (kirmizi-portakal ya da portakal renk) : beta- karoten alglerde ve yiiksek
bitkilerde en cok bulunan 6rnektir.

2. Ksantofiller (sar1)
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Karotenoidler belirli dalga boylarinda 151k absorplayabildiklerinden fotosentezde de rol
oynarlar. Bitkilerdeki tani rolleri kesin degildir. Ancak 151k enerjisini absorplayip,
klorofillere geciriyor goriinmektedirler. Aktif anti — oksidan olan karotenoidler
renklendirici 0zelliklerinden baska, memeli kanserlerinin onlenmesi ya da gelisiminin
durdurulmasinda degerli rolleri olabilir. Bitkide; karotenoidler klorofilin serbest oksijen
radikalleriyle reversibl olarak baglanip ksantofillere doniismesini Onleyerek onu
koruyor olabilirler. Bu durum; klorofil isikla uyarilip enerjisini bagka bir pigmente
geciremediginde ortaya ¢ikar ve klorofil oksijenle reaksiyon vererek serbest radikal
veya siiper oksit iiretir. Bitkilerin iirettigi siiperoksitdismataz enzimi siiperoksiti
inaktiflestirmek igindir. Fakat karotenoidler asir1 enerjiyi radikal olusumu
gerceklesmeden yok ederler. Karotenoidler mavi 15181 kuvvetle absorplarlar ve asiri

mavi 15181 absorplamakla klorofilin fotooksidasyonunu da engelliyor olabilirler (25-27).

- Flavonoidler: Heterosiklik pigmenti iceren aromatik oksijenlerdir. Ozellikle bitkilerin
epidermal hiicrelerinde bulunur. Bunlar sadece bitkilerin renklerine katkilariyla degil,
aynt zamanda fizyolojik aktivitelerindeki etkileriyle dogada en genis bulunan dogal

bilesenlerdir (28, 29).

Flavonoidlerin ii¢ ana grubu :
1- Flavonlar
2- Flavonoller

3- Antosiyanidinler’dir

Flavonoidler UV-A 15181 ¢cok kuvvetli absorpladiklarindan, yaprak dokularinin UV
etkisiyle zararlagsmasini Onliiyor olabilirler. Ayrica UV yansitici rolleri ile cicek
yapraklarini bocek v.b. i¢in ¢ekici hale getirip tozlasmaya yardim ederler. Flavonoidler
bitkiler tarafindan savunma ve sinyal maddeleri olarak da kullanilir. Dolayisiyla {ireme,
patojenez ve simbiyoz da rolleri vardir. Bitkilerde nispeten biiyiik miktarlarda iiretilirler
ve bitkiden ayrildiklarinda rizosfer ve toprak kompozisyonuna da anlamli etki yaparlar.
Allelopatide (bitki-bitki etkilesiminde) rol oynayabilirler. Bazilarinin bitki biiyiimesinde
regiilator rolleri olduguna isaret eden calismalar varsa da fizyolojik rolleri kesin
delillerle ortaya konmus degildir. Flavonoller kuvvetli 1sikta solma egilimindedirler.

Flavonlar ise daha kalic1 fakat soluk renk olustururlar (30-32).
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- Antosiyaninler: Antosiyaninler suda coziiniir ve hafif asidik cozeltide kolayca
oOziitlenirler. Bu kolay oziitlenme onlarin boya ve renklendirici olarak eski ve yaygin
kullanimim1 agiklar. Fakat antosiyaninler pH degisikliklerine oldukca duyarl

olduklarindan belirli durumlarda (6rnegin besin boyamada) kullanimlar1 sinirhidir (33).

- Kuinonoidler: Kuinononidler benzenoid halka sistemleridir. Bunlar; Alizarin,
Mungistin, Purpurin, Emadin, Hyperin gibi kok boya ailelerinden bir¢cok pigmentleri

icerir (34, 35).

- Indigoidler: Bu boya 400 yildir diinyada bilinen en eski boyadir. Mezarlara gomiilen
Misir mumyalar1 indigoyla boyanmis kumaslarla mumyalanmustir. Indigolarm mavi

boya 6zellikleri bulunmadan 6nce sadece siyah boya olarak kullanilmistir.
Iki 6nemli indigo boya vardir:

1- Indigo — Bitkisel kaynakli, mavi renk

2- Tyrian purple — Hayvansal kaynakli, (molluska tiirlerinden) (36)

- Betalainler: Bu kirmizi boyalar ve akraba grup olan betaksantinler (sar1) flavonoid
olarak diistiniilmiistiir. Ancak azot icermeleri ve pH degisikliklerine dogrudan cevap
vermeyisleriyle flavonoidlerden ayrilirlar. Antosiyaninler gibi glikolize olurlar.
Betalainler dogal yiyecek boyayicist olarak 6nemli bir yere sahiptir. Suda ¢6ziinen
pigment o©zelligine sahiptir. Betalain {ireten bitkiler antosiyanin iiretmezlerken,

antosiyanin iireten bitkilerde betalain iiretmezler (37-41).

Bitkilerin yapisinda bulunan dogal boyarmaddeler, bitkilerin kok, govde, kabuk, yaprak,
cicek ve meyvelerinin bir sivi igerisinde (genellikle su) kaynatilarak, yapilarindaki
boyarmaddelerin ¢ikartilmasi esasina dayanir. Bitkinin yapisinda glikozitleri seklinde
bulunan boyarmaddeler, su veya bagka bir eriyik i¢inde ¢Oziiniip anyon ve katyon
gruplarina ayrilarak, aym ¢ozelti i¢inde bulunan anyon ve katyonlarla, yada boyama
ortaminda bulunan metal tuzlarinin metal iyonlar1 ve tuzlari1 ile birlesebilecek hale

gelirler (42).

Uygulama Alanlarina Gore Smmflandirilmasi: Dogal boyalar; uygulama alanlarina

gore direkt boyalar ve mordan boyalar olmak iizere ikiye ayrilirlar.
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- Direkt Boyalar: Bu boyalar kimyasal isleve maruz kalmamais seliiloz lifleri tarafindan
direkt olarak emilirler. Direkt boyalar da kendi icinde asidik boyalar ve bazik boyalar
olarak ikiye ayrilirlar. Asidik boyalar boyama islemini asidik ortamda yaparken, bazik

boyalar bu islemi dogal ortamlarda veya yar1 asidik ortamda yaparlar (43).

- Mordan Boyalar: Dogal boyarmaddelerin biiyilk bir boliimii  mordan
boyarmaddelerden olusur. Bu tiir dogal boyarmaddeler boyanacak madde ile dogrudan
ve kendiliklerinden baglanmazlar ya da baglansalar da iyi sonu¢ vermezler. Bu tiir
boyarmaddelerin baglanmasin1 saglamak veya boya etkisini giiclendirmek icin araci

olarak kullanilan maddelere mordan adi1 verilmektedir (5).

Anadolu’da yapilmis baz1 denemelerde koyliilerin tuz, limon tuzu, sirke, koruk, turung
suyu, camasir sodasi, kiil, kireg, kil gibi maddelerle yiinii mordanladiklar1 belirtilmistir.
Bunlarin her biri bitkisel boyadan elde edilen rengi ya da yiiniin bazi niteliklerini

etkilemek i¢in kullanilabilen fakat mordanlik niteligi bulunmayan maddelerdir (44, 45).

Mordanlar, boyanacak madde ile boyarmadde arasinda bir baglama gorevi
istlenmektedir. Bu nedenle asit o©zellikteki boyarmaddeler icin bazik esaslh
mordanlama, bazik 6zellikteki boyarmaddeler icin de asidik esasli mordanlama gerekir.
Dogal boyarmaddelerin biiyiik cogunlugu organik asitlerden olustugu icin metal tuzlar1
uygun mordan olarak kullanilir. Tiirkiye’de mordan olarak daha ¢ok sap, dikromatlar,

sacikibris, goztasi, krem tartar gibi maddeler kullanilmaktadir (46-49).
Mordan Maddeleri

- Sap : (KAI(SO4)2.12H,0 : En yaygin olarak kullanilan mordandir. Hemen her yerde
kolayca bulunabilir. Yabanci madde icermeyen sap, sodaya benzeyen, renksiz kristaller

halinde satilir.

- Dikromatlar: (K,;Cr,07-Na;Cr;07) : Kimyasal ad1 potasyum ve sodyum bikromat
olan kromatlar yazmacilar tarafindan ve yiinli kumaslarin mordanlanmasinda ¢ok

kullanilir.

- Goztas1 : (CuSO4-5H,0) : Kimyasal adi bakir iki siilfat olan goztasi, tarimda

bitkilerin ilagclanmasinda kullanildigindan her yerde kolayca bulunur.

- Sacikibris : (FeSO4.7H>0) : Sacikibrisin kimyasal adi1 demir iki siilfattir. Biitiin boyar

maddelerden en koyu renklerin ve siyahlarin elde edilmesinde kullanilir.
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- Kullanilan diger yardimc1 maddeler : Krem Tartar (KHC4H4O¢); Sodyum Siilfat
(NaS04.10H,0); Okzalik Asit (C;H204.2H,0); Tartarik Asit (C,H2(OH), (COOH),-
C4H4Og); Asetik Asit (CH3COOH) (46-49).

Mordanlama: Mordanlama, belli miktarda mordan maddesi ile boyanacak maddenin
bir arada su ile kaynatilmasi iglemine denir.

® Boyama isleminden 6nce

¢ Boyama esnasinda

¢ Boyama isleminden sonra

olmak iizere iic sekilde uygulanabilir. En cok kullanilan metot birlikte mordanlama
(boyama esnasinda) seklidir. Birlikte mordanlama ile boyama islemi tek basamakta
gerceklestigi i¢in, islem siras1 yoktur. Mordan — boyanacak madde — boyar madde ayni

zamanda isleme sokulur (46-49).
2.3. RENK

Renk siibjektif bir kavramdir. Bir 151k kaynagindan gelen 1sik, bir cismin iizerine
diisiiriilirse, cismin 6zelligine gore belirli oranda yansitilabilir. Herhangi bir cisim
izerine beyaz 151k diistiigiinde goriinen renk, mum 1s1ginda farkli goriinecektir.
Dolayisiyla cismin rengini belirleyen etken, 1s131n tiiriidiir. Ug ayr1 renk tanimi vardir.
Bunlar ;

e Psikolojik renk

¢ Fizyolojik renk

e Fiziksel renk

Psikolojik Renk: Insan beyninde uyandirilan duygudur. Normal iki insan bir cismin
rengini ayni1 sozciik ile ifade edebilirler ancak tanimladiklar1 duygu ayni1 olmayabilir.
Ornek olarak, yesil renk verilebilir. Yesil insanlarin en sevdigi renklerden biridir.
Yaprak yesili, ¢cimen yesili, insana tatili hatirlattig1 gibi, sar1 renk, ilkbaharda acan

cicekleri yada sar1 papatyalar: hatirlatabilir (50).

Fizyolojik Renk: Giines 15181 yada elektrik lambasi gibi farkli 11k tiirlerinin
gbziimiiziin retina tabakasinda ve gOrme sinirlerinde meydana getirdigi fizyolojik
olaylar toplulugudur. Rengi algilama bakimindan insan gozii miitkemmel bir optik

cihazdir. Ancak goriiniir dalga spektrumunun (400 nm — 750 nm) her bolgesinde ayni
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derecede duyarli degildir. Hassasiyet sarimsi yesile karsilik gelen 556 nm’de maksimum

iken, mor Otesi ve kirmizi 6tesi icin sifirdir. GOriiniis bizi bazen yaniltabilir (50).

Fiziksel Renk: Belirli bir 15181n fiziksel parametrelerinin 6l¢ii ve rakamlarla kesin
olarak tamimlanmasina fiziksel renk denir. Bu islem spektroskopik yoOntemlerle
gerceklestirilir. Hangi renk tanmimindan gidilirse gidilsin, bir cismin rengi, ortamdaki
15181 bir sonucu olarak ortaya cikar. Karanlikta her cisim siyahtir. Kirmizi bir elma
mavi 151k altinda hemen hemen siyah; giin 1s181inda yesil olan yaprak, kirmizi veya
turuncu 151k altinda siyaha yakin renkte goriiniir. Yani renk; cismin kendisini aydinlatan

1518a bagli olan bir 6zelliktir ve 15181 fonksiyonudur (50).

Cisimlerin iizerine diisen beyaz 151g1n (giin 15181) belli bir kismin1 absorplayip, diger
kismimi yansitmasi ile renklilik ortaya cikar. Yansiyan dalga boyu cismin rengini
belirler. Eger bir cisim, iizerine diisen 15181in tamamini yansitiyorsa goziimiize beyaz;
izerine diisen 151¢1In tamamini absorbe ediyorsa (tutuyorsa) siyah goriiniir. Siyah ve
beyaz renk degildir. Spektrumda belli dalga boyuna sahip Oyle renkler vardir ki bu
dalga boyundaki isiklar1 karistirdigimizda beyaz 1sik elde edilir. Bu renklere
tamamlayic1 (=komplementer) renk adi verilir. Buna gore mavi ve sar1 151k birbirinin
komplementeridir. Yani beyaz 1siktan mavi absorplanirsa sar1 renk elde edilir. Cismin
beyaz 1siktan absorpladigi 1s1g¢in dalga boyu ile cismin goriinen rengi Tablo 2.1.’de
verilmistir (50, 51).

Tablo 2.1. Beyaz 1s1iktan absorplanan renk- cismin rengi

Absorpladigi 15181n dalga boyu (nm) | Absorplanan renk | Yansiyan renk (Cismin rengi)
400 — 435 Mor Yesilimsi sar1
435 -480 Mavi Sar1
480 - 490 Yesilimsi mavi Turuncu
490 - 500 Mavimsi yesil Kirmizi
500 - 560 Yesil Magenta
560 - 580 Sarimsi yesil Mor
580 - 595 Sart Mavi
595 - 605 Turuncu Yesilimsi Mavi
605 - 750 Kirmizi Mavimsi yesil ve yesil
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2.3.1. Renk ve Molekiil Yapis1 Arasindaki iliski

Her renkli madde boyarmadde degildir. Renkli maddelerin boyarmadde olabilmesi i¢in
oksokrom (baglayici) gruplar bulundurmas: gerekir. 1858 yilinda Rraebe ve
Liebermann renkliligin bilesiklerdeki doymamislik sonucu ortaya ¢iktigini1 savundular.
Bunu organik bilesiklere hidrojen katildiginda rengin kaybolmasi deneyine
dayandirdilar. 1876’da Witt kromofor grup teorisini ileri siirdii. Yapilarinda NO
(nitroso), NO, (nitro), C=0 (karbonil), N=N- (azo), -NH; (amino), OH (hidroksil) gibi
gruplar varsa (kromofor gruplar) boyle bilesikler renkli olmaktadirlar (50).

Doymamig gruplara renk verici anlamma gelen ‘kromofor’(chroma=renk,
phoron=tasiyici, verici); digerine de renk arttirici ve baglayici anlamina gelen
‘oksokrom’(auxesis=arttirici), bu gruplari bulunduran bilesiklere de ‘kromojen’adi

verilir. Tablo 2.2.”de bazi1 kromofor ve oksokrom gruplar yer almaktadir (50).

Tablo 2.2. Baz1 kromofor ve oksokrom gruplar

Kromofor Grup Adi Oksokrom Grup Adi
-N=N - Azo -NH, Amino

C=0 Karbonil -NHR Substitue Amino
- NO, Nitro -NR, Substitue Amino
C=C Etilen -OH Hidroksil

C=NH Karbamino -SH Tiyoalkol

C=S Tiyokarbonil -OCH; Metoksi

- N=0O Nitroso -SOsH Siilfonik asit

-C¢H;s-O Fenoksi

2.3.2. Renklendiricilerin Tanim ve Simiflandirilmasi

Renklendiriciler, elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesindeki (400-700 nm) 15181
kismen ya da tamamen sogurma yetenegi olan maddelerdir. Renklendiriciler
boyarmaddeler ve pigmentler olarak siniflandirilirlar. Bu terimler arasindaki fark ¢ok
kesin olmayip, pigmentler bazen boyarmaddelerin bir grubu olarak da kabul

edilmektedir (52).
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Pigmentler: Pigmentler 1s18in  belirli dalga boylarin1 absorplaylp yansitan
molekiillerdir. Bu onlar1 renkli yapar. Ciceklere, hayvan derilerine renk veren

pigmentlerdir (53).

Absorplama islemi soyle gerceklesir: Molekiiliin i¢indeki elektronlar belirli enerji
seviyesinde olabilir. Normalde elektronlar olabilecek en diisiik enerji seviyesinde
olurlar. Bununla beraber, eger bir sonraki seviye icin yeterli enerji saglanirsa elektronlar
daha yiiksek seviyedeki bir enerjiyi absorplayabilirler. Bu pigmentlerin yaptigi islemdir.
Emdikleri enerji onlar1 bir iist seviyeye gecirmesi i¢cin gerekli olan miktardadir.
Yeterinden fazla veya yeterinden az miktarda enerji iceren 1siklar emilemez ve
yansitilamaz. Yiiksek enerji seviyesindeki elektronlar sabit kalamazlar, olmas1 gereken
enerji seviyesine donmek isterler. Bunun icin de iist seviyeye gecerken kullandiklar1

enerjiyi bosaltmalar1 gerekir. Bu bir¢ok yolla gerceklesebilir (53).

1. Fazla enerji 1s1 olarak atilir.
2. Fazla enerjinin bir kismi 1s1 enerjisi olarak atilirken kalan kismi 151k olarak atilabilir.
Bu 151k floresan olarak adlandirilir.

3. Enerji degil de elektronlar baska bir molekiile doniistiiriilebilir.
4. Enerji ve elektronlar baska bir molekiile transfer edilebilir (53).

Kloroplastlar i¢in, biitiin 15181 emen ve siyah goriiniimde olan pigment toplulugu
mantikli bir secimdir. Fakat biliyoruz ki bu dogru degildir. Ciinkii eger bitkiler UV ve
X-Ray absorplayan pigmentlere sahipse bu emebileceginden ¢ok daha fazla enerjinin
almabilecegi dolayisiyla elektronlarin orbitallerinin ve molekiillerin zarar gorebilecegi
anlamina gelir. Eger bitkiler IR ve radyo dalgalar1 absorpluyorsa, bu da elektron
transferi i¢in yeterli enerji olmaz, sadece molekiilii 1sindirip hazirlayacak kadar olur.
Goriiniir bolgede emis yapan pigmentler elektronu bir iist seviyeye ¢ikaracak enerji

sahibi olurlar. Fakat bu bolgedeki goriinen biitiin dalga boylar1 emilmez (53).

Bitkilerde ii¢ temel pigment bulunmaktadir.
- Klorofiller
- Karotenoidler

- Fikobilinler
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- Klorofiller: Klorofiller yesil renktedirler. Bitkilerde 151k enerjisini yakalamak i¢in
kullanilan ana pigmenttir. Genellikle bitkilerin yapraklarinda ve kok hiicrelerinde
bulunurlar. Yesil rengi absorplamadiklar: i¢in klorofil bitki yapraklarma yesil goriiniim
verir. Bu pigmentler bitkinin kloroplastinda bulunur. Fotosentez sirasinda klorofil

pigmentleri besin iiretmek i¢in giines 15181 enerjisini tutar (54-56).

- Karotenoidler: Sar1 ve portakal rengi pigmentler olup cogunlukla fotosentetik
organizmada bulunurlar. Yagda ¢oziiniirler, suda ¢oziinmezler. Kromoplastlarda veya
kloroplast membranlarinda bulunurlar. Kromoplastlarda karotenoid diizeyi ¢ok yiiksek
olabilir. Kristal halde de bulunabilen karotenoidler belirli dalga boylarinda 1s1k
absorplayabildiklerinden fotosentezde de rol oynarlar. Bitkilerdeki tam rolleri kesin

degildir. Ancak 151k enerjisini absorplayip, klorofillere geciriyor goriinmektedirler (57).

- Fikobilinler: Bunlar yedek pigmentler olup 151k enerjisinin kirmizi algler ve
siyanobakteriler tarafindan yakalanmasini saglarlar. Fotosentezde 4 fikobilinden 3’ii rol

oynar:

1. Fikoeritrobilin (Fikoeritrin)

2. Fikosiyanobilin (Fikosiyanin)

3. Allofikosiyanobilin (allofikosiyanin)
4

. Fitokrom

Yapi1 olarak klorofillere benzerler ancak bir proteine baghdirlar. Fikobilino proteinler
kirmizi veya mavi renklidir. Besin ve kozmetik boyasi olarak arastirilmaktadirlar.
Dordiincii fikobilino protein olan fitokrom ise yiiksek bitkilerde 151k reseptorii olarak,

ozellikle bitki gelisiminde cok 6nemli rol oynarlar (57).

Fikobilinler suda coziiniirler. Fikobilinlerin iizerine giiclii 151k diistiigiinde, bu 15181
emerler ve bu enerjiyi daha kisa dalga boylarinda yayarak floresan etki olustururlar. Bu

ozelliklerinden dolay1 bu pigmentler arastirma araci olarak kullanilmistir (54-56).
2.4. FONKSIYONEL HUCRE GORUNTULEME TEKNIKLERI

Temel tip bilimleri ve biyolojide sistem, organ ve doku fonksiyonu hakkinda bugiin
eristigimiz bilgi diizeyinin temeli, fonksiyonel birim olan hiicre ve yapilar1 hakkindaki
bilgilerimiz nedeniyledir. Bu nedenle bilim insanlari tarih boyunca, gozle goremedikleri
bu mikro evrendeki yapilar1 goriiniir hale getirip, deneysel bilgiler toplayabilmek ic¢in
farkli biiyiitme araclari, mikroskoplar iiretme ¢cabasinda olmuslardir (58-60).



22

Beyaz 151k, elektromanyetik dalga spektrumun goziimiiziin gorebildigi 400-800 nm
arasindaki kismina karsilik gelmektedir. Goriinebilir spektrumdan daha kiiciik dalga
boyundaki 11k 1s1n1 iiltraviyole, daha biiyiik dalga boyundaki ise infrared spektrumunda
yer alir. Farkli maksatlarla tiim bu dalga spektrumlarinin se¢ilmis bir band1 veya tek

dalga boyuna sahip 151k 1smlar1 kullanilmaktadir (61, 62).

Biiyiitmenin en bilinen araci biiyiitectir. Burada objeden yansiyan paralel 151k 1smnlart
lensten gecerek odak noktasina kirilir ve retinada goriintii olusur. Goriintiiniin boyu
lensin arkasinda olusan biiyiitiilmiis sanal goriintiiye ait oldugundan biiyiitme
gerceklesmis olur. Mikroskoptaki fizik prensipler Oziinde biiyiitectekine benzemekle
birlikte bazi farklar arz eder. Klasik 1s1k mikroskobu ile siddet kontrasti, faz kontrasti,
modiilasyon kontrasti, interferans kontrasti1 yontemleri ile 6rnegin farkli 6zelliklerini 6n
plana c¢ikartan goriintiiler elde etmek miimkiindiir. Bilinen parlak alan mikroskopisi ile,
numunenin gérme alanina giren kisminin 15181 ge¢irme 6zelliklerinden yararlanilir. Bu
yontemle 0rnegin bir kismina ait spesifik goriintiilleme elde etmek miimkiin degildir (58-

62).

Ornekten spesifik goriintii veya sinyal almak icin floresan mikroskop yontemi
gelistirilmistir. Floresan prensip temel seviyedeki bir elektronun eksternal enerji ile
uyarilarak bir iist diizeye yiikseltilmesi ve bu {ist seviyeden elektronun tekrar temel
seviyeye donerken spesifik bir dalga boyunda isima yapmasi seklinde o6zetlenebilir
(Sekil 2.5.) (63). Eger uyar1 enerjisi bir 151k kaynagiysa buna uyar1 15181, geri doniiste
yayilan 1s18a da emisyon denir. Bazi molekiillerin floresan 6zellikleri daha etkindir,
belli bir dalga boyunda uyarildiginda stabil olarak bagka bir dalga boyunda orantili bir
1istma  yaparlar, bunlara da floresan madde ya da florofor denir. Floresan
mikroskopisinde, 151k kaynagindan optik filtreler yardimiyla uyari 15181 siiziilerek
Ornege yonlendirilir, Ornekten c¢ikan emisyon bariyer filtreden gecirilerek uyar1
1s1gindan armdirilir ve goze (veya fotograf makinesine) diisiiriilerek goriintiilenir (Sekil
2.6.) (64). Bu sayede Ornegin kendi yaydigi spesifik floresan emisyon
goriintiilenmektedir. Eger numunenin belli bir kisminin floresan olarak isaretlendigini
diistiniirsek sadece bu kisimlar spesifik olarak isaretlenecektir. Yani floresan
mikroskopi en temel olarak spesifik yapilarin morfolojisinin arastirilmasinda
kullanilmaktadir. Ancak baz1 floresan boyalarm yaydigi emisyon, ortamdaki

degisikliklerden etkilenmektedir. Kalsiyum, sodyum, potasyum ve pH degisiklikleri
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spesifik floroforun yaydigi emisyonu etkiler. Ancak fotograflama islemi ile bu sinyalleri
takip etmek miimkiin degildir. Bu sikintiya ¢oziim bulmak icin CCD kameralar
kullanilarak imaging teknigi gelistirilmistir (58-62).

00E

Sekil 2.5. Floresans’in Prensibi

Objektif

Eksitasyon
Filtresi

Dikroik
Ayna

Emisyon
Filtresi !

Sekil 2.6. Floresans Mikroskopisi
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2.4.1. Liiminesans Spektroskopisi

Bir atom veya molekiiliin en kararli elektron konfigiirasyonu elektronlarin en diisiik
enerjili orbitallere Hund kuralina gore yerlesimi ile ortaya ¢ikar ve bu durum atomun
veya molekiiliin temel enerji diizeyini veya temel halini olusturur. Elektronlarin daha
iist enerji diizeylerine yerlesmesi ile atom veya molekiiliin uyarilmis hali olusur (Sekil

2.7.)

\J
™ T
TEMEL HAL UYARILMIS HAL

Sekil 2.7. Atom veya molekiilleri temel ve uyarilmis halleri

Uyarilmis bir atom veya molekiil kararsizdir ve fazla enerjisini atarak temel hale
donmek ister. Atom veya molekiil temel enerji diizeyine donerken fazla enerjisinin
tiimiinii veya bir kismini 151k seklinde atabilir ve boylece sistemden bir 151k yayilmasi
(emisyonu) gozlenir. Bu 151k yayilmasi olayna genel olarak liiminesans denir. Fazla
enerjinin tiimii 151k seklinde atiliyorsa, yayilan 15181n enerjisi uyarilmis ve temel enerji
diizeyleri arasindaki enerji farkina esittir. Atom veya molekiil, gerekli uyarilma
enerjisini ¢esitli yollarla saglayabilir. Uyarilma enerjisi bir kimyasal tepkimeden
saglaniyorsa, bunun sonucu gozlenen liiminesans olayina kemiliiminesans adi verilir.
Uyarilma i¢in gerekli enerji bir elektrot tepkimesinden saglaniyorsa bu olaya
elektroliiminesans veya elektrokemiliiminesans denir. Biyolojik sistemlerde gozlenen
liiminesans ise biyoliiminesans olarak olarak adlandirilir. Sistem i1sitilarak liiminesans
gozleniyorsa bu olay termoliiminesans adini alir. Uyarilma olayi, atom veya molekiiliin
fotonlar1 absorplamasi sonucu  gerceklesiyorsa, gbzlenen 151k emisyonuna

fotoliiminesans denir (65).
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Atom veya molekiiliin elektronlari, orbitallere spinleri ters olarak yerlesmis ise bu hale
singlet hal, orbitallerin birinde tek bir elektron varsa dublet hal, iki ayri1 orbitalde
spinleri birbirine paralel birer elektron varsa triplet hal ortaya ¢ikar. Singlet, dublet veya
triplet haldeki bir sistem temel enerji diizeyinde bulunabilecegi gibi, uyarilmis enerji

diizeyinde de bulunabilir (Sekil 2.8.)

™ T T T T

TEMEL SINGLET UYARILMIS SINGLET TEMEL TRiIPLET UYARILMIS TRiPLET
HAL HAL HAL HAL

Sekil 2.8. Singlet ve triplet hallerin temel ve uyarilmis halleri

2.4.2. Floresans

Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gecis sirasinda yayilan
1518a floresans denir. Floresans olayinda yayilan 1s181n frekansi ile sistemi uyaran 1s181in
frekans1 birbirine esit ise buna rezonans floresans denir. Rezonans floresans olay1
atomlarda ve kat1 haldeki molekiillerde gozlenir. Cozeltide olusan uyarilmis molekiiller
ise, fazla enerjilerinin bir kismindan isimasiz yoldan kurtulduklari i¢in bunlarda
gozlenen floresansin dalga boyu, molekiilii uyaran fotonlarin dalga boylarindan daha

uzundur (65-70).

Liiminesansin analizde kullanilabilmesi i¢in analizi yapilacak maddenin liiminesans
ozelligine sahip olmas1 gerekir. Ilac analizi, bircok organik aktif ilag maddesinin
floresans1 yardimi ile yapilir. Floresans yontemi ¢ok duyarli bir yontem oldugundan,
hava kirliligine neden olan bazi bilesiklerin tayininde de kullanilir. Uyarilmis bir
molekiil 151masiz yollardan da fazla enerjisinden kurtulabilecegi icin her absorplanan
foton 151k seklinde yayillamaz. Uyarilmis bir molekiil temel haline birkac mekanik
basamagm bir birlesimi yoluyla donebilir. Fotoliminesans, yapisal ve cevresel
ozelliklerle iligkili olan bagil olarak az sayidaki sistemle sinirlidir. Bu yapisal ve

cevresel Ozellikler, 1s1masiz durulma veya sonim islemlerinin hizini, emisyon
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reaksiyonunun kinetik olarak tamamlanabildigi noktaya kadar yavaslatmaya sebep olur.
Diger soniim olaylar1 heniiz tam olarak anlagilmamistir. Bu olay i¢in, hizlar ve
mekanizmalar hakkinda sadece kalitatif ifadeler veya spekiilasyonlar ileri siiriilebilir.
Yine de fotoliiminesansin aciklanmasi i¢in bu diger yollarin da goz Oniine alinmasi

gerekir (70).
2.4.3. Floresans Soniim islemleri

- Titresimsel Durulma: Elektronik uyarilma sirasinda bir molekiil bir¢ok titresim
seviyesinden herhangi birine uyarilabilir. Bununla beraber c¢ozeltide, asir1 titresim
enerjisi, uyarilmis tiirlerin molekiilleri ile ¢oziicii molekiilleri arasindaki carpismalar
sonucu hemen kaybedilir; sonug, bir enerji aktarimi ve ¢oziicii sicakligindaki cok az bir
artistir. Sonug olarak, ¢ozeltiden floresans oldugu zaman, bu floresans daima uyarilmis
bir elektronik halin en diisiik titresim seviyesinden bir gecis ile ilgilidir. Bununla
beraber, elektron, temel halin titresim seviyelerinden herhangi birine donebilecegi i¢in,
birbirine yakin bircok pik olusur. Daha sonra, daha fazla titresimsel durulma ile

elektron, hizla temel elektronik halin en diisiik titresim seviyesine donecektir (70).

- ¢ Doniisiim: I¢ doniisiim terimi, bir molekiiliin, 151n yaymadan daha diisiik bir
elektronik enerji seviyesine ge¢mesi ile ilgili molekiil ici olaylar1 ifade eder. Bu olaylar
ne tam olarak tanimlanmis ne de tam olarak anlasilmistir. Fakat bagil olarak ¢ok az
bilesigin floresans gostermesi bunlarin genellikle cok etkili olduklarinin agik
gostergesidir. Iki elektronik enerji seviyesi, titresim enerji seviyelerinde bir 6rtiisme

goriilecek kadar birbirlerine yakinsa, i¢ doniisiim 6zellikle etkilidir (70).

- Dis Doniisiim: Uyarilmig bir elektronik halin soniimlenmesi, uyarilmis molekiil ve
¢oOziicii veya diger coziinenler arasindaki etkilesimi ve enerji aktarilmasini icerebilir. Bu
olaya topluca dis doniisiim veya carpigsma ile soniim denir. Dis doniisiim olaylarinin
ayrintilar1 heniiz ¢ok iyi anlagilamamistir. En diisiik uyarilmis singlet ve triplet halden
temel hale 1s1masiz gegis, i¢ doniisiimle oldugu kadar dis doniisiimle de ilgili olabilir

(70).

- Sistemler Arasi Gegis: Sistemler arasi gecis, uyarilmis bir elektronun spininin ters
dondiigii bir olaydir ve molekiiliin multiplisitesinde bir degisme olur. Sistemler arasi
gecis, iyot veya brom gibi agir atomlar1 iceren molekiillerde ¢ok etkindir (agir atom

etkisi). Boyle atomlarin varliginda, spin-orbital etkilesmesi artar ve boylece spinde bir
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degisme daha tercih edilir. Cozeltide molekiiler oksijen gibi paramanyetik tiirlerin

varlig1 da sistemler aras1 gecisi artirir ve floresansta bir azalma meydana gelir (70).
2.4.4. Floresansi Etkileyen Degiskenler

Bir maddenin liiminesans yapip yapmayacagina, hem molekiiler yap:1 hem de kimyasal
cevre etki eder. Liiminesans olurken, bu faktorler emisyon siddetini de belirler. Bu

degiskenler:

- Floresansta Gegcis Tipleri: 250 nm’den daha kiiciik dalga boylarindaki ultraviyole
1sinlarin  absorpsiyonunun sonucu floresansin nadiren oldugunu bilmek ©Onemlidir.
Ciinkii, bu tiir 1s1malar, on ayrisma ve ayrisma ile uyarilmis halin soniimiine sebep
olmaya yetecek kadar enerjilidir. Elektronik olarak uyarilmig bir molekiil en diisiik
uyarilmig hale, normal olarak emisyon isimasi olusturmayan bir seri hizli titresim

durulmasi ve i¢ doniisiimlerle geri doner (70).

- Floresans ve Yapi: En siddetli ve en faydali floresans, aromatik fonksiyonel gruplar1
iceren bilesiklerde goriiliir. Alifatik ve alisiklik karbonil gruplarini veya fazla sayida
konjiige ¢ift bagh yapilar iceren bilesikler de floresans gosterebilir. Ancak bunlarin
sayis1 aromatik sistemlerin sayisi ile karsilastirildiginda daha azdir. Halka sayis1 arttikga
floresansin kuvantum verimi de artar. Piridin, furan, tiyofen ve pirol gibi basit
heterosiklik maddeler floresans gostermezler. Diger yandan halkali bilesikler normal

olarak floresans gosterir (70).

- Sicaklik ve Coziicii Etkileri: Bircok molekiilde floresansin kuvantum verimi sicaklik
arttikca azalir. Ciinkii yiiksek sicakliklarda ¢arpisma frekansinin artmasi dig doniisiim

ile soniim olasiligini artirir ve ayni sonuca gotiiriir.

Bir molekiiliin floresansi, agir atomlar1 veya yapilarinda bu atomlarin oldugu diger
coziinenleri iceren ¢oziiciiler varliginda azalir; karbon tetra bromiir ve etil iyodiir buna
ornektir. Bu etki, agwr atomlarin floresans yapan bilesiklerde siibstitiient olarak
bulundugu durumdakine benzer. Orbital spin etkilesimleri triplet olusum hizinda bir

artisa dolayisiyla floresansta bir azalisa sebep olur (70).
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- pH’min Etkisi: Asidik veya bazik siibstitiientleri igeren bir aromatik bilesigin
floresans1 genellikle pH’ya baghdir. Bilesigin iyonlagmis ve iyonlagsmamuis halleri i¢in,
dalga boyu ve emisyon siddetinin her ikisi de farklidir. Emisyon siddetindeki
degismeler, molekiillerin asidik ve bazik formlar: ile ilgili rezonans tiirlerinin sayisinin

farkliligindan kaynaklanir (70).

- Coziinmiis Oksijenin Etkisi: Bir cozeltide, ¢oziinmiis oksijenin varligi, genellikle
floresans siddetini azaltir. Bu etki, floresans yapan tiirlerin fotokimyasal olarak
yiikseltgenmesinin bir sonucu olabilir. Bununla beraber, daha yaygin olarak molekiiler
oksijenin paramanyetik Ozelliklerinin sonucu olarak soniim meydana gelir. Sistemler

arasi gec¢is ve uyarilmis molekiillerin triplet hale gecisi artar (70).

- Derisimin Etkisi: Yiiksek derisimler de, dogrusalliktan negatif sapmadan sorumlu
olan iki faktor; kendi kendine soniim ve kendi kendine absorpsiyon goriiliir. Kendi
kendine soniim, uyarilmis molekiiller arasindaki ¢arpigsmalarin sonucudur. Belki, bir dis
doniisiimde meydana gelen ¢oOziicii molekiillerine enerji aktarimina benzer sekilde
1s1masiz enerji aktarimi da olur. Daha biiyiikk carpisma olasiligindan dolayi, kendi

kendine soniimiin derisim ile artmasi beklenebilir (70).
2.5. BOYAMA

Boyanmamus preparatlarda ¢ogu doku elemanlar1 renksizdirler. Degisik kirma indeksine
sahip olmalar1 nedeniyle 151k mikroskobu ile hiicresel detayr gormek giictiir. Farkli
morfolojik kisimlarin, farkli boyalarla boyanmasi gereklidir. Bu durumda cekirdek
sitoplazmadan, kas bag dokusundan farkli boyanarak, morfolojik inceleme kolaylasir.

Boyalar histokimyasal islemlerle, dokularin kimyasal reaksiyonlarini ortaya koyar (71).
2.5.1. Histolojik Boyama Yontemlerinin Hedefi

Doku bilesenlerinin ayirt edilmesi i¢in kullanilan basarili histolojik teknikler, dokularda

genel olarak iki degisiklige yol acar. Bunlar:
a) Ya kontrastta degisiklik

b) Ya da renkte bir degisikliktir.
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Doku kontrastindaki degisiklikler faz — kontrast veya polarize 151k kullanimi gibi
mikroskobik yontemlerle de olusturulabilir doku pargalar1 gri veya siyah olur.

Histolojik boyama yontemleri siklikla boya — boyanmasi ile dokularda renk
olusturmaya dayanmaktadir. Bu, boyanmis doku igcinden gecen 15181in dalga boyunu
degistirir. Boya soliisyonlarinda kullanilan boyalarla dokularin renklendirilmesi, boya
yolu ile 15181n absorpsiyonudur. Basarili boya yontemleri hem spesifiktir hem de
hassastir. Spesifiklik veya segicilik, tek tek doku komponentleri arasindaki farki ayirt
etmeyi ve bu yapilardan birini veya birkagini renklendirerek, boyanmamis diger
yapilardan ayirt etmeyi saglar. Eger kisi sadece 0zel bir yapiy1 gostermek isterse, boya
sadece bu yapiy1 se¢meli, digerlerine yerlesmemelidir. Hassasiyet ise boyanin diisiik
konsantrasyonda bir doku elemanini gosterebilme kapasitesidir. Tiim boyama
yontemlerinde bilesenlerin bu degerin altinda gosterebilmesinin miimkiin olmadigi bir
esik degerine sahiptir. Eger bir boyama tekniginin esik degeri yiiksekse, bu hassasiyetin
diisiik oldugunu ve doku komponentlerinin bir boliimiiniin var olmalarma karsin bu
teknikle gosterilemeyecegini ortaya koymaktadir. Tatmin edici bir boyama yontemi

yiiksek hassasiyeti, yiiksek secicilikle bir araya getiren bir yontemdir (71).
2.5.2. Boya ile Boyanmanin Hareket Tarz

Kimyasal ve fiziksel reaksiyonlar dokularin boyanmasmi saglarlar. Her iki olayda

cogunlukla ayn1 zamanda ortaya ¢ikar.

Boyamadaki Kimyasal Reaksiyonlar: Bir boya renkli bilesikler olusturmak iizere
proteinlerle ve diger doku elemanlar1 ile birlesme yeteneginde olan renkli katyonlar ve
anyonlar olusturmak {izere soliisyonlarda iyonize olmahldir. Tipik bir bazik boya
histolojide kullanilan pH oranlarinda pozitif yiikliidiir (katyonik), asidik boya ise negatif
yiikliidiir (anyonik). Amfoterik bir boya ise pH yelpazesinde yiiksiiz noktaya
(izoelektrik nokta) sahiptir ve bu pH’ nin altinda bazik, iistiinde ise asidiktir (71).

Aym sekilde elektrik yiiklii gruplar proteinlerde ve dokularin diger komponentlerinde
bulunur. Boyalara benzer olarak asidik, bazik veya amfoteriktir. DNA, RNA ve
fosfolipid, fosforil gruplarindan dolay: asidik; mast hiicreleri, kikirdak ve bezlerin bazi
mukoz salgilari ise asidik siilfiiril ve karboksil gruplari igerirler. Kollajen, eritrositler ve
eozinofillerin graniilleri amino gruplarnin baskin olmasindan dolayr baziktirler.

Sitoplazma ve kaslar ise amfoteriktir. pH’daki kiiciik degisiklikler dokulardaki
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amfoterik maddeleri asidik veya bazik yapar, daha biiyiik degisiklikler ise bazik veya
asidik doku komponentlerinin elektrik yiiklerini degistirir (71).

Boyamadaki Fiziksel Reaksiyonlar: Boyalar dokularla, kati maddelerin bir 6zelligi
olan absorpsiyon ile birlesebilir ve ozellikle ince kesi durumlarinda onlar1 ¢ekerek
serbest yiizeylerinde diger maddeleri tutarlar. BoOyle boyalar suda ve alkolde
differansiye olurlar. Onemli olan fiziksel faktorler dokularn densitesi ve
permiabilitesidir. Cok gec¢irgen dokular hizli boyanacak ve hizli differansiye olacaktir.
Daha az gecirgen maddeler ise boyayr almak i¢in daha uzun siireye gereksinim
duyacaktir. Ayrica differansiasyona da daha direngli olacaktir. Boya boyanmasi bazen
coziinebilirlik nedeniyledir. Boyamada genellikle boya ve doku yapilar1 arasindaki

fiziksel ve kimyasal affinitelerinin bir karigimi saglanir (71).
2.5.3. Boyama Yontemlerinin Bilimsel Kontrolii

Histolojik boyamanin kesin kimyasal reaksiyonlarla basarilabildigi gosterilmistir. Fakat
daha az kesinlik kazanmis kimyasal ve fiziksel proseslerle basarilmaktadir. Bu, boyama
yontemlerinin ¢ok sayidaki farkli yontemlere gore oldukca degisecegi anlamina
gelmektedir. Bu ayn1 zamanda gelistirilen boyama tekniklerinin ¢coklugunun nedenini

ortaya koymaktadir. Bunun nedenleri sunlar olabilir:

Dokularin reaktif olmamasi

Uygun olmayan fiksasyon,

Boyalarin kompozisyonundaki ve ¢oziiniirliigiindeki farkliliklar,
Yetersiz olgunlagsma veya bozulma (boya soliisyonunun),

Boyanin ve ¢esme suyunun pH’sindaki veya 1sisindaki degismeler,

Bir¢ok diger faktor olabilir (71).

SN L o e



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

A S S R R e T e

pH Metre (Labart)

Isiticilt Manyetik Karistirict (Labart)

Floresan Mikroskop (Nikon Eclipse E 1000 Model)
UV Isik Kabini (Veri Vide CAC 60)

Santrifiij (ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas Terazi (Kern S 2000)

Etiiv (Heto / Cell House 200)

Buzdolab1

Otomatik Pipet

Sarf Malzemeler

1.

Metil Alkol (Merck)

2. Etil Alkol %96 (Merck)
3.
4. Sodyum Hidroksit

Asetik Asit (Merck)



A S A

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18

Distile Su

Iron-II-Siilfat.7H,O (Merck)
Aliiminyum Potasyum Siilfat (Merck)
L-Cysteine Hydrocloride (Merck)
Glycine (Merck)

Potasyum bikromat

Lam (Isolab)

Lamel (Isolab, 24*32)

Beher (Isotherm)

Santrifiij Tiipii (LP, 15 ml.)
Penset (Atelsan)

Pastor Pipeti

Tiipliik

. Cesitli Cam Malzemeler

3.2. YONTEM

Calisma Grubu

Dogal boya kaynagi olarak Asma Yapragi (Vitis vinifera) oziitii kullanilmistir. Sivi fazi,
pH degeri, mordan maddesi, boyama siiresi, boya miktari, giinese tutma siiresi, 151k
kaynagi v.b. parametreler denenerek bitkiden izole edilecek boyalarla hazirlanacak boya
banyolarinda SKH ve rutin kromozom analizlerinden artan materyal kullanilarak

hazirlanan KYP boyanarak floresan mikroskopta incelenmistir.
Boyarmadde Elde Etmek icin Kullanilan Yontem

IIk adim olarak Kayseri ve civarindan, 2006 Haziran ve Temmuz aylar1 arasinda asma
yapraklar1 toplandi. Toplanilan asma yapragi bitkileri ayr1 ayr1 6giitiildiikten sonra, su
ile ekstraksiyon islemine tabi tutularak boyarmadde igceren renkli ¢cozeltileri elde edildi.
Her bir c¢ozelti doner buharlastiricida, suyun kaynama sicakliginda kaynatilarak suyu

buharlastirildi ve 1slak boyarmadde elde edildi. Islak boyarmadde de etiivde kurutularak

toz haline getirildi.

32
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Sogan Koklerini Elde Etmek I¢in Kullamlan Yontem

Sogan kokleri (SK), 1sitma, kaynatma, asitle etkilestirme ve benzeri yipratict etkilere
kars1 olduk¢a dayanikli bir materyal olup, kuru soganin cillendirilip koklerinin etil alkol
icerisinde biriktirilmesiyle kolay ve bol miktarda elde edildiginden boyama
caligmalarinda kullanilmas: olduk¢ca uygun bir materyaldir. Bunun igin plastik
bardaklara su doldurulup i¢ine kuru soganlar yerlestirildi ve cillenmeye birakildi
Kokleri 0,5 — 1 cm. uzadikca kesilerek, i¢inde etil alkol bulunan agzi1 kapali karanlik

siselere konularak buzdolabinda saklandi.
Lenfosit Preparatlarim1 Elde Etmek Icin Kullanilan Yontem

Lenfosit preparatlar1 hem interfazdaki hem de boliinme anindaki hiicre yapisini
gozlemleyebilecegimiz objeler saglar. Ancak bu preparatlar en az bir haftalik eskitme
islemine tutulduktan sonra kullanilabilir. Eskitmeden sonra bile boyama islemlerine
dayanikliligt SK’den daha azdir. Tibbi Genetik Anabilim Dali’nin rutin kromozom
analizlerinden artan materyaller kullanilarak, KYP hazirlandi. Bunun i¢in lamlar
temizlenerek icinde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip soguyuncaya kadar
buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan lamlar iyice kurulandi.
Hiicre siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden (1-2 cm.
yukaridan) 5-6 damla damlatildi. Hiicrelerin lam iizerine iyice yayilmasi saglandi ve
kurumaya birakildi. Hazirlanan lenfosit preparatlar1 etiivde 65°C’de 1,5 saat eskitmeye

birakildi.
Boyama Islemi

AYO ile SK ve KYP boyanarak hiicre boyamas1 gerceklestirildi. Mordan olarak demir-
II-siilfat, sap, L- sistein, glisin ve potasyum bikromat kullanildi. S1v1 faz1 olarak da, DS
+ metil alkol, DS + etil alkol, DS + asetik asit, DS + sodyum hidroksit gibi ¢oziiciiler
kullanildi. Biitiin boya-mordan-¢oziicii kombinasyonlari, pH degeri, boyama siiresi,
boya miktar1 ve giinese tutma siiresi gibi parametreler ¢alisilarak hiicre boyamasi

yapildi ve floresan mikroskopda incelendi.

Bir beher icerisine, 50’ser ml., DS+metil alkol (1:1 v/v ), DS+etil alkol (1:1 v/v ),
DS+asetik asit (1:1 v/v ) ayr1 ayr1 beherlere alinarak, icerisine mordan maddesi (0.4 g),
AYO (1.6 g), 5-6 adet SK ve KYP koyup 1siticili manyetik karistiricida, agzimi saat
camiyla kapatarak, 2 saat kaynattik (Resim 3.1.). SK’ni dikkatle pens kullanarak temiz
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bir lam iizerine aldik. Uzerine birka¢c damla kaynamis mordanh boyanin s1vi kismindan
damlatarak, bisturi veya jiletle kiiciik kiiciik dograyip, lamel ile kapatarak ezme
teknigini uygulayarak preparatlarimizi  hazirladik. Her bir materyal icin
preparatlarimizdan ikiser tane hazirlayip birini UV 1s181inda digerini giines 15181 (GI)’nda
yarimsar saat bekletip, floresan mikroskopta inceledik. Hem sap hem de FeSOy i¢in bu
islemleri tekrar ettik.

Resim 3.1. Deney Diizenegi

Boya-mordan bilesiminden olusan partikiiller (chelat), sogan koklerinden preparat
hazirlarken ezme asamasinda, kromozom preparatlarinda da inceleme asamasinda
engelleyici rol oynamaktadir. Bu problemi ¢6zmek icin, 1.6 g AYO ve 0.4 g sap iceren
cay posetleri hazirladik ve her 50 ml’lik ¢oziicii i¢in bir poset kullanarak ¢ozdiik. Her
bir boyama deneyi i¢in 150 ml. ¢oziici fazina 3 poset boya-mordan kullandik,

10-15 SK pargas1 veya 3 kromozom preparat1 boyandi (Resim 3.2.)
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Resim 3.2. Hazirlanan boya - mordan karisimi posetler

pH' nin boyanmay1 nasil etkiledigini incelemek i¢in; beherlerin icerisine 50 ml. DS
koyup asetik asit ve sodyum hidroksit ile pH degerlerini sirasiyla 1, 2, 3,4, 5, 8 ve 11°e
ayarladik. I¢ine birer poset boya, 3-4 adet SK ve KYP koyup ayni sekilde boyayarak

giines 15181na tuttuktan sonra floresan mikroskopta inceledik.

1.5; 2.0; 2.5 saatlik kaynama siiresi, 15; 30; 45; 60’ar dk giineste bekletme siirelerini
denedik. Boya banyosundaki boya miktarin1 iki katina ¢ikararak, yani 50 ml ¢oziicii icin

bir yerine iki poset boya kullanarak denemeyi tekrarladik.

Cift mordan kullanildigindaki etkileri denemek icin; boya ile birlikte mordan olarak
Sap+FeSO., Sap+Glisin, Sap+L-Sistein ve Sap+K,Cr,O; kullanarak yeniden boyama
yaptik.

Mikroskopta gozlenen floresan emisyonun boyadan mi yoksa baska nedenlerden mi
kaynaklandigmi belirlemek icin SK ve KYP’mi1 sadece AYO, sadece ¢oziicii (hem
DS’da hem de DS+asetik asitte) ve sadece mordan (sap) ile kaynatip inceledik.
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Her bir boyama isleminden sonra i1s18a tuttugumuz preparatlarimizi Nikon marka
Eclipse E 1000 model floresan mikroskobunda, 1-MacProbe v 4.2.3. programinda
analiz ettik. Tritc (kirmuzi), Fitc (yesil), Dapi (mavi) ve her ii¢ filtrenin birlesimi olan
Triple (beyaz) filtrede inceleyip fotograflarin1 cektik. Floresan mikroskobundaki
emisyon filtreleri, eksitasyon 151ginin ge¢mesini engelleyerek, sadece ornekten gelen,
Tritc’de ; 545-565 nm, Fitc’de ; 475-490 nm ve Dapi’de ; 385-400 nm dalga boylarinda

emisyon 151g1nin gecmesine izin vermektedir.



4. BULGULAR

Asma Yapragi (Vitis vinifera) oziitii ile sogan kok hiicreleri ve insan T-lenfosit
kromozomlar1 materyal metotta belirtilen yontemlere gore boyanmustir. Her bir preparat

ayr1 ayri floresan mikroskopta incelenerek floresan 1s1k yayip yaymadigina bakilmustir.

Sivi fazi, pH degeri, mordan maddesi v.b. degiskenler g6z Oniine alinarak yapilan
boyama denemeleri sonunda elde edilen sonuglar Tablo 4.1.’de verilmistir. Boya
banyosunda, s1vi fazi olarak DS+asetik asit, mordan maddesi olarak sap ve 151k kaynagi
olarak da giines 1518 kullanildig1 preparatlarda (Tablo 4.1., Deney no:9) boyanma
gerceklesmistir.

Yalniz deney 9’da uygulanan yontemle (Tablo 4.1.) pozitif sonug elde edilmistir. Bu
nedenle, pH, boyama siiresi, giines 1s1g1na tutma siiresi ve boya miktarinin boyamaya
etkisi deney 9’daki yonteme gore yapilmistir. Bu denemelerin sonuglar1 da Tablo

4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2.’den de anlasilacagi iizere en iyi boyanma deney 4’e gore yapildiginda, yani
pH=4’de elde edilmistir. pH= 4’den daha asidik boyama kosullarda goriintii
kaybolurken, ortama eklenen NaOH miktar1 ne olursa olsun AYO’niin floresan
ozelligini kaybettirmektedir. Yine deney 4’deki yontemden farkli olarak yapilan; boya
miktarinin artirilmasi, boyama siiresinin artirilmasi, giinese tutma siiresinin artirilmasi

boyanmanin etkisini degistirmemektedir.



Tablo 4.1. Dogal boya kaynagi, mordanlar ve diger degisken parametrelere gore boyamadan elde edilen sonuglar

D;I?:y D%%?ngga g Coziicii Mordan g Boy;lf;;llgrosu Isik Kaynagi | Boyanan Materyal Sonug
1 AYO 1.6 DS+M.Alc FeSO, 0.4 50 ml GI SK+KYP n
2 AYO 1.6 DS+E.Alc FeSO, 0.4 50 ml GI SK+KYP n
3 AYO 1.6 DS+A.Asit FeSO, 0.4 50 ml GI SK+KYP n
4 AYO 1.6 DS+M.Alc FeSO, 0.4 50 ml uv SK+KYP n
5 AYO 1.6 DS+E.Alc FeSO, 0.4 50 ml uv SK+KYP n
6 AYO 1.6 DS+A.Asit FeSO, 0.4 50 ml uv SK+KYP n
7 AYO 1.6 DS+M.Alc Sap 0.4 50 ml GI SK+KYP n
8 AYO 1.6 DS+E.Alc Sap 0.4 50 ml GI SK+KYP n
9 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap 0.4 50 ml GI SK+KYP p
10 AYO 1.6 DS+M.Alc Sap 0.4 50 ml uv SK+KYP n
11 AYO 1.6 DS+E.Alc Sap 0.4 50 ml uv SK+KYP n
12 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap 0.4 50 ml uv SK+KYP n
13 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+FeSO, 0.8 50 ml GI SK+KYP n
14 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+Glisin 0.8 50 ml GI SK+KYP n
15 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+L-Sis. 0.8 50 ml GI SK+KYP n
16 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+K,Cr,0; 0.8 50 ml GI SK+KYP n
17 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+FeSO, 0.8 50 ml uv SK+KYP n
18 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+Glisin 0.8 50 ml uv SK+KYP n
19 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+L-Sis. 0.8 50 ml uv SK+KYP n
20 AYO 1.6 DS+A.Asit Sap+K,Cr,O, 0.8 50 ml uv SK+KYP n

AYO,asma yaprag oziitii; DS, distile su; M.Alc, methanol; E.Alc, ethanol; A.Asit, asetik asit; L-Sis, L- sistein; GI, giines 15181; UV, ultraviyole 151k; SK, sogan
kokii; KYP, T-lenfosit kromozom yayma preparatlari; n, negatif; p, pozitif.




Tablo 4.2. pH, boyama siiresi, boya miktar1 ve giinese tutma siiresinin boyamaya etkisi

Boya

Boya Banyosu

Boyama Siiresi

Giinese

Deney No | Boya Kaynag + Mordan Miktar: () Coziicii Hacmi pH (saat) Tutma Siiresi Materyal Sonug
1 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 1 2.0 30 dk SK+KYP n
2 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 2 2.0 30 dk SK+KYP n
3 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 3 2.0 30 dk SK+KYP p
4 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP p
5 AYO+Sap 2.0 DS+NaOH 50 ml 5 2.0 30 dk SK+KYP n
6 AYO+Sap 2.0 DS+NaOH 50 ml 8 2.0 30 dk SK+KYP n
7 AYO+Sap 2.0 DS+NaOH 50 ml 11 2.0 30 dk SK+KYP n
8 AYO+Sap 4.0 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP p
9 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 4 1.5 30 dk SK+KYP p
10 AYO+Sap 2.0 DS+A.Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP p
11 AYO+Sap 2.0 DS+A.Asit 50 ml 4 2.5 30 dk SK+KYP p
12 AYO+Sap 2.0 DS+A.Asit 50 ml 4 2.0 15 dk SK+KYP n
13 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP p
14 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 45 dk SK+KYP p
15 AYO+Sap 2.0 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 60 dk SK+KYP p
16 - - DS 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP n
17 - - DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP n
18 Sap 04 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP n
19 AYO 1.6 DS+A. Asit 50 ml 4 2.0 30 dk SK+KYP n

AYO, asma yaprag oziitii; DS, distile su; A.Asit, asetik asit; SK, sogan kokii; KYP, T-lenfosit kromozom yayma preparatlari; n, negatif; p, pozitif; p*, goriintii soluk
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Floresan 6zelligin ¢oziiciiye (DS+asetik asit), sap molekiillerine ya da hiicresel yapilara
ait olup olmadigimi agiga cikarmak icin yapilan deneylerle hiicrelerde herhangi bir

emisyon belirlenemedi (Tablo 4.2. ; deney 16, 17, 18, 19).

Tablo 4.2.°den deney 4’e gore boyanan SKH’nin goriintiisii Resim 4.1 ve 4.2.°de,

kromozomlarin goriintiisii de Resim 4.3. ve 4.4.’de verilmektedir.

Resim 4.1. Deney 4’e gore boyanan sogan kok hiicrelerinin floresan mikroskopta

a) Beyaz b) Yesil ¢) Kirmizi d) Mavi filtrelerdeki goriintiiler
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Resim 4.2. Deney 4’e gore boyanan sogan kok hiicrelerinin floresan mikroskopta

a) Beyaz b) Yesil, ¢) Kirmiz1 d) Mavi filtrelerdeki goriintiileri
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Resim 4.3. Deney 4’e gore boyanan T-lenfosit kromozomlarinin floresan mikroskopta

a) Beyaz b) Yesil ¢) Kirmizi d) Mavi filtrelerdeki goriintiileri
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Resim 4.4. Deney 4’e gore boyanan T-lenfosit kromozomlarinin floresan mikroskopta

a) Beyaz b) Yesil ¢) Kirmizi d) Mavi filtrelerdeki goriintiileri



5. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye florasi boya bitkileri ¢esitliligi bakimindan oldukca zengindir. Asma yapragi en
fazla bilinen boya kaynaklarindan biridir ve bitkisel boyacilikta yararlanilmaktadir.
Kimyasal agidan asma yapraklarinda; Quercetin, Quercitrin ve Karoten gibi boyar
maddeler vardir. Bir¢ok bitkisel kaynakta oldugu gibi, asma yapragmin da flavonoid

grubu boyar maddelerce zengin olduklar1 bilinmektedir (9).

Modern ¢alismalarda floresan maddelerin kullanimi artarak bircok alana yayilmaktadir.
Bitkisel boyar maddelerden bir kismi (flavonoidler, antosiyaninler v.d.) floresans
ozellige sahip olduklarindan, daha sonraki arastirmalarda bu 6zelliklerden yararlanma
cabalarmin yolu agilacaktir. Asma yapragiin flavonoid grubu boyar maddelerce zengin

olmasi, AY ile calisilmasina tercih nedeni olusturmustur.

Bu calismada, sivi fazi, pH degeri, mordan maddesi, 1s1, boyama siiresi v.b.
parametreler denenmek {izere asma yapragindan izole edilen boyalarla hazirlanacak
boya banyolarinda SKH ve KYP boyanmistir. Bu degiskenlerle, SKH ve KYP {iizerinde
AYO’niin kullanilabilirligi denenerek, boyanma icin uygun metot olusturulmaya

calistlmastir.
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Floresan boya yontemleri doku bilesenlerinin, bakterilerin, funguslari, agir metallerin
gosteriminde, eksfolyatif sitolojide malign hiicrelerin taninmasinda rutin olarak
kullanilmaktadir (71). Floresan boyama yontemlerinde, floresan boya olarak genellikle
yapay boyalar (Hoechst boyasi, propidium iyodiir, rhodamin, auramin v.d.)
kullanilmaktadir (73,74). Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin
kromatini dolayisiyla cekirdegi goriiniir hale gelebilir. Yapay floresan boya olan
Hoecht boyasi ve propidium iyodiir ile hiicre zar1 boyanarak goriiniir hale
getirilmektedir (73). Bizim calismamizda da benzer olarak boya kaynagi olarak AYO
kullanilarak SKH zar1 ve cekirdegi ile stimule edilmis insan t-lenfosit ¢ekirdek ve

kromozomlar1 boyanarak goriiniir hale getirilmistir.

Literatiir aragtirmasina gore dogal bitkisel boyalarla hiicre boyamasi yapip floresan
ozelligine bakilmasiyla ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Son yiizyilin ikinci
yarisinda iki botanik¢i ilk kez Carmin boyama metodunu tanitmislardir ancak bu
yontemle sadece dokularin hafif¢e renklenmesini saglayabilmislerdir. Secici cekirdek
boyamasinin ilk kullaniminin, sinir hiicrelerini boyamaya calisan Gerlach (1858)
tarafindan yapildig1 kabul edilmektedir. Carmin, histolojide az kullanilmakla beraber,
glinlimiizde biitiin haldeki cestodlar, medusalar v.b. hayvanlarin boyanmasinda
kullanilmaktadir (71). Bizim c¢alismamiza benzer bir c¢alisma olarak Ciicer ve
arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda, kok boyasi ve FeSO, ile beraber insan lenfosit
hiicreleri ve sogan kok hiicreleri boyanmistir. Hiicredeki molekiillerin (DNA, histonlar
ve non-histon proteinler), kok boyadaki farkli hidroksi antrokinonlar tarafindan
etkilendigini ve hiicrenin farkli boliimlerinin farkli renklerle boyanabilecegini ortaya
cikarmiglardir (72). Ancak floresan oOzellie bakilmamistir. Bizim calismamizda da
hiicredeki molekiiller (proteinler, DNA, histon ve non-histon proteinler), AY’ daki
flavonoid grubu boyarmaddelerle baglanarak, SKH zar1 ve cekirdegi ile stimule edilmis

insan t-lenfosit ¢ekirdek ve kromozomlar1 goriiniir hale getirilmistir.

Hematoksilen; Haematoxylen campechianum tiirii kiiciik bir agacin tahtalarindan elde
edilen ve histolojide en ¢ok kullanilan boyalardandir. Hematoksilenin dogal formunun
boyama yetenegi ¢cok azdir veya yoktur. Bu nedenle ya hava ile temas ederek dogal
yoldan yada sodyum iodat veya mercuric oksit gibi oksitleyici ajan kullanarak
hemateine okside olmasi gerekmektedir (71). Benzer olarak asma yapraginin da dogal

formunun boyama oOzelligi yoktur (Tablo 4.2.). DS + asetik asitli ortamda sap ile
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beraber iki saat kaynatildiktan sonra, 30 dk giines 1s1gmna tutuldugunda boyanma

gerceklesmektedir.

Asidik veya bazik bilesenleri iceren bir aromatik bilesigin floresans: genellikle pH
degerine bagimhdir. Bilesigin iyonlasmis ve iyonlagsmamis halleri icin, dalga boyu ve
emisyon siddetinin her ikisi de farklidir. Emisyon siddetindeki degismeler, molekiillerin
asidik ve bazik formlar1 ile ilgili rezonans tiirlerinin sayismin farkliligindan
kaynaklanmaktadir (70). Bu calismada da pH=4’den asidik ve bazik yone dogru
kayildikca goriintii kaybolmaktadir. Yani ortama fazladan eklenen asetik asit ve sodyum

hidroksit boyanmay1 engellemektedir (Tablo 4.2.).

Ultraviyole 1sinlarin absorpsiyonunun sonucu floresansin nadiren oldugu bilinmektedir.
Ciinkii, bu tiir 1s1malar, on ayrisma ve ayrisma ile uyarilmis halin soniimiine sebep
olmaya yetecek kadar enerjilidir. Elektronik olarak uyarilmig bir molekiil en diisiik
uyarilmig hale, normal olarak emisyon isimasi olusturmayan bir seri hizli titresim
durulmasi ve i¢ doniisiimlerle geri donmektedir (70). U.V.A 320-400 nm ve U.V.B 280-
320 nm dalga boylar1 arasindadir. U.V.B yogun etkisinde bitki davranisi, biiyiimenin
durdurulmas1 (1spanak, salatalik, bezelye), bliylimenin tetiklenmesi (domates v.b.), hic
etkilenmeme (pamuk v.b.) seklinde olmaktadir. U.V.A ise kimi bitkilerde yaprak
biiylimesini, kok uzamasin biiyiik 6l¢iide engellemektedir. Bu caligmada 280 nm dalga
boyunda UV i1sik kullanilmistir. Tablolardan anlasilacag iizere UV 1s181in kullanildigi

preparatlardan herhangi bir goriintii elde edilmemistir.

Floresan o6zelligin AYO’ne, coziiciiye (DS+asetik asit), sap molekiillerine ya da
hiicresel yapilara ait olup olmadigin1 agiga ¢ikarmak i¢in yapilan deneylerle hiicrelerde
herhangi bir floresan emisyon gozlenmemesi (Tablo 4.2. ; deney 16, 17, 18, 19),
floresan emisyon yapma Ozelliginin hiicrelere 4 nolu boyama denemesi (Tablo 4.2.)

sonucunda kazandirildigina karar verilmistir.

Asma yaprag oziitiindeki boyarmaddeler (AOBM) hiicrenin degisik proteinleri ile sap
molekiiller1 yardimyla fiziksel ve kimyasal yontemlerle baglanarak, SKH zar1 ve
cekirdegi ile stimule edilmis insan t-lenfosit ¢ekirdek ve kromozomlarmin boyanmasi
basarilmistir. Boyama isleminden sonra giines 1s1gma tutulan preparatlar, goriiniir
bolgedeki (400-700 nm) 15131 absorblayarak eksite olmaktadir. Ornegimizin, floresan
mikroskobunda her ii¢ filtrede (Tritc, Fitc ve Dapi) ve Triple’ de goriintii vermesi,

goriiniir bolgede birden fazla dalga boyundaki 15181 absorblayarak eksite olmasindan
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kaynaklanmaktadir. AY’ nin onemli bir 6zelligi olarak, diger floresan boyalarda oldugu
gibi boyama isleminin karanlikta yapilmasina gerek olmadigi gibi, boyamadan sonra
Ornegin uyarilmasi i¢in giines 1s181na tutulmasi gerekmektedir. Ayrica yapay boyalarda
Ornegin uyarilmast icin floresan mikroskobundan gonderilen eksitasyon 1siklari
kullanilirken, bizim Ornegimiz giines 15181yla eksite olmaktadir. Yine diger floresan
boyalarda solma islemi saniyeler kadar kisa bir siirede olurken, bizim caligmamizda
preparatlar karanlikta saklandiginda solma olay: iki giin sonra gerceklesmektedir. Bu
AOBM’ in hiicrede bulunan ¢ok sayidaki proteinle baglanarak, daha fazla bir alanda

boyanma isleminin gerceklesmesinden kaynaklanmaktadir.

Boyama karisik bir olgudur ve boya — biyomolekiil etkilesiminin kesin 6zelligi hala bir
tartisma konusudur. Boya molekiilleri, boyanan materyalin molekiilleri ve mordan
maddesi igerisindeki metal iyonlar arasinda cok cesitli kimyasal ve fiziksel etkilesimler
goriilebilir, bu nedenle hiicreler igerisinde cok sayida farkli sonuglar elde edilebilir. Bu
caligmada boyama isleminin molekiiler mekanizmasi halen belirsizligini korusa da,

SKH ve kromozomlarin AYO ve sap ile floresan boyanmasi teknik olarak basarilmistir.

Mordan maddesi olarak sap kullamldiginda AYO igerisinde bulunan boyarmaddelerin,
SKH zar1 ve cekirdegi ile insan lenfosit ¢ekirdek ve kromozomlarim floresan olarak
boyayabilir bulunmustur. Sonu¢ olarak AYO’deki boyarmaddelerin saflastiriimasi,
bunlarin floresan 6zelliklerinin incelenmesi, bu boyalarla, teknik modifikasyonlarla
ozel, ayirt edici ve duyarli boyama yontemleri gelistirilmesi {izerine ileri ¢alismalarin

yararli olabilecegine karar verilmistir.
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