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ÖZET 

 

(Yüksek Lisans Tezi) 

KIRMIZI AHUDUDU (Rubus idaeus L.)’ NUN İNSAN KROMOZOMLARINDA 

KARDEŞ KROMATİD DEĞİŞİMİ ÜZERİNE ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Sevda MANKAN 

 

Kafkas Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

 Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Süleyman GÜL 

 

Kırmızı ahududu (Rubus idaeus) antikarsinojenik ve antimutajenik etkileri olduğu 

bildirilen, Avrupa ve kuzey Asya’da doğal olarak yetişen kırmızı meyveli bir Rubus 

türüdür. Bu çalışmada, kültüre edilmiş insan lenfosit kromozomlarında MMC ile 

artırılmış KKD düzeyine R. idaeus özütünün etkileri incelendi. Özütler, 0.2, 0.4, 0.8 ve 

1.6 μl/ml son konsantrasyon olarak KKD çalışmalarında kullanıldı. Kültür işleminin 

başlamasında 48 saat sonra R.idaeus özütünün test dozları kültür ortamına eklendi. 

İkinci mitotik bölünme evresindeki metafazların KKD incelenmesi ile MMC ile artan 

KKD oranlarının R. idaeus özütünün tüm dozları ile azaldığı belirlendi. R. idaeus 

özütleri, 24 saatlik uygulama sonucu replikasyon indeksini (RI) doza bağlı olarak 

arttırdı. Sonuçlar diyette R. idaeus tüketiminin, mutajenik ve karsinojenik bileşiklerin 

etkilerine karşı koruyucu olabileceğini de gösterdi. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Rubus idaeus, kardeş kromatid değişimi, replikasyon indeksi. 

 

2020, 46 Sayfa 
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ABSTRACT 

 

(M. Sc. Thesis) 

AN INVESTIGATION OF Rubus idaeus EXTRACTS ON CULTURED HUMAN 

LYPHOCYTE CHROMOSOMES SCE FREQUENCY 

 

Sevda MANKAN  

 

Kafkas University 

Graduate School of Applied and Natural Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Süleyman GÜL 

 

Rubus idaeus is a red-fruited species of Rubus native to Europe and northern Asia 

which are reported to have anticarcinogenic and antimutagenic effects. In the present 

study, the effect of addition of extract of R. idaeus on mitomycin-C (MMC) induced 

sister chromatid exchange (SCE) in cultured human peripheral blood lymphocytes was 

investigated. The extract was tested at final concentrations of 0,2, 0.4, 0.8 and 1.6  μl/ml 

culture and set for SCE assay. The test concentrations of R. idaeus extract were added to 

the culture following 48 h from the initiation of culture. Enumeration of SCE in second 

division mitotic cells indicated that R.idaeus extract significantly reduced MMC 

induced SCE at all the concentrations tested. R. idaeus extracts increased the RI for the 

24 h treatment time in a dose-dependent manner. The results could also showed that R. 

idaeus could be protective against mutagenic and carcinogenic compounds when 

consumed through the diet. 

 

 

Key Words: Rubus idaeus, sister chromatid exchange, replication index. 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1 Giriş 

 

Bilimin ve teknolojinin sürekli olarak artan gelişimi sayesinde, insanlar yaşamlarını 

sağlıklı sürdürmeye ve insan sağlığı açısından daha yararlı besin ve gıda tüketmeye 

oldukça önem göstermeye başlamışlardır. Bundan dolayı, tüketilen meyve türlerine 

gösterilen özen de giderek artmıştır [1]. Teknolojinin gelişmesine paralel olarak üretimi 

yapılan kimyaya ait maddelerin, besinlerdeki ilave maddelerin, tarım alanında tercih 

edilen ilaçların ve doğaya verilen atık maddelerin kalıtım materyalinde hasara neden 

olma ihtimali oldukça yüksektir. Bu sebeple, yapılan araştırmalar arasında mutajenik, 

karsinojenik, antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin canlı üzerinde gösterdiği 

etkilerinin araştırılması daha önemli hale gelmiştir [2]. Ayrıca kullanılan ilaçların tümü, 

farmakokinetik çalışmalardan geçmelerine rağmen bu ilaçların metabolitlerinin canlılar 

ve çevre üzerindeki uzun sürede oluşturdukları etkiler konusunda yeterli sayıda 

çalışmaya rastlanmamaktadır [3]. 

Oluşan bu etkilerin araştırılmasında kullanılan birçok yöntem bulunmaktadır. Bu 

yöntemlerden en sık kullanılanı, genotoksik ajanların DNA (deoksiribonükleik asit)’ da 

sebep olduğu hasarın kromozom düzeyinde tespit edilmesine yardımcı olan KKD 

(kardeş kromatid değişimi) analizidir [4]. Bu bağlamda, bitkilerin toksikolojik açıdan 

oluşturduğu zararların, gerek yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlar gerekse de bitki 

kullanımlarının oldukça artış göstermesi değerlendirmeler yapılmasını da zorunlu hale 

getirmektedir  [5]. Yapılan bu değerlendirmeleri toksisite testleri adı altında birleştirmek 

mümkün olabilmektedir. Kalıtım materyali ile zararlı olan maddelerin etkileşime 

girmesi sonucunda ortaya çıkan ve daha sonra ki oluşacak döllere aktarılan bu testler 

genetik toksisite olarak adlandırılmaktadır [6]. Genotoksik maddeler olarak adlandırılan 

ifade ise genotoksisiteye sebep olan maddelerdir. Bütün ilaçlar, pestisitler, kozmetik 

sanayide kullanılan malzemeler ve ayrıca sanayi endüstrisinde kullanıldığında kişileri 

olumsuz etkileyen bu kimyasallar toksik özelliklere sahip oldukça tehlikeli maddelerdir. 

Bundan dolayı, kullanılan bu maddeleri kullanıma sunmadan önce toksik potansiyelleri 

bakımından değendirme altına alınmaları gerekmektedir [7]. 
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Bitkisel maddelerin sağlık açısından faydalı özelliklerinin çoğunda muhteviyatlarındaki 

antioksidanların önemli olduğu belirtilmektedir. Fenolik yapıda olan sekonder 

metabolitlerden kaynaklandığı düşünülmektedir. Bu özellikte ve yapay olmayan 

maddelerin kişilerin sağlıklarına olumlu ve olumsuz etkilerinin bilinmesi 

gerekmektedir. Bu etkilerin bilinmesine oldukça fazla ihtiyaç duyulmaktadır. Fenolik 

bileşiklerin ise sitotoksisite ve genetik toksisite açısından ne gibi etkileri olduğunun 

öğrenilmesi yapay ve yapay olmayan maddelere gösterilen değeri önemli derecede 

etkileyecektir. Ahududu (R. idaeus) bitkisinin içeriğinde doğal olarak bulunan fenolik 

asitlere ve antosiyaninlere ek olarak, aynı şekilde içeriğinde bulunan vitamin ve yoğun 

mineral konsantrasyonlarından dolayı bu bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal 

potansiyeli özellikleri açısından yapılan incelemelerin fazla sayıda olması da dikkat 

çekmektedir [8-11]. 

Yapılan literatür taramaları doğrultusunda, Türkiye’de doğal olarak yetişen ve sağlık 

açısından önemli etken madde içeren ahududu bitkisinin ekstraktlarının genetik 

materyal olan DNA’ dan oluşmuş kromozomun yapısına olası etkilerin araştırıldığı 

kısıtlı sayıda araştırmaya rastlanmaktadır [8, 11]. 

Yapılması planlanan bu çalışmada, özellikle Türkiye’ nin kuzey kesimlerinde ve Kars 

bölgesinde kendiliğinden yetişme imkanı bulan ayrıca tıbbi ve aromatik bitkiler 

içerisinde etkili bir fark meydana getirme özelliğinde olması muhakeme edilen R. 

idaeus bitki ekstraktlarının kardeş kromatid değişimleri üzerine olan etkilerinin 

incelenmesi hedeflendi. 

1.1.1 Üzümsü Meyve  

Üzümsü meyveler içerisinde çok fazla tür bulunmaktadır. Vitis (üzüm), Fragaria 

(çilek), Rubus (ahududu-böğürtlen), Ribes (bektaşi üzüm), Vaccinium (bataklık yaban 

mersini), Rosa (kuşburnu), Berberis (kadın tuzluğu) ve daha birçok türün olduğu 

bilinmektedir [12]. Ülkemiz için üzümsü meyveler konusu çilek bitkisi hariç oldukça 

yenidir. Ancak son 25-30 sene içerisin de giderek yükselen bir değer gören üzümsü 

meyveler, farklı tarzlarda uygulaması olan ve çokca tüketimi yapılan meyve türleri 



 

 

3 

 

arasında yer almaktadır [13]. Üzümsü meyvelerde yoğun olarak bulunan maddeler 

arasında fenolik asitler ve vitaminler grubundan ise özellikle C vitamini olarak bilinen 

askorbik asit yer almaktadır. C vitamini, frenk üzümü ve Fragaria gibi meyvelerin 

içeriğinde yoğun miktarda bulunurken, diğer üzümsü meyvelerde ise bitki türlerinde 

genellikle hakim olan fenolik bileşik maddeler bulunmaktadır [14]. 

Fenolik bileşiklerin içeriğinde olan ve üzümsü meyvelerde de yüksek düzeyde bulunan 

antosiyanin maddesi virüslere ve bakterilere karşı etkili olan özellikleri de yüksek 

antioksidan düzeyleri ile örtüşmektedir [15, 16]. Önemli hastalıklar (kanser) arasında 

ölüm oranını önemli düzeyde etkisi altına alan ve insan sağlığı sorunlarına önlem 

almayı sağlayan bitkiler arasında üzümsü meyveler olduğu belirtilmektedir. Bu 

bitkilerin ise bilhassa antosiyanin muhteviyatı yönünden oldukça üst düzeyde olan 

ahududu, kuş üzümü ve vişne bitkilerinin faydalı etkilerinin olduğu kaydedilmektedir 

[14, 15, 17]. 

1.1.1.1 Ahududu (R. idaeus) 

R. idaeus’ un ismini İda dağından aldığı belirtilmektedir [12]. Ahududu bitkisinin bu 

dağ ile anılmasının temel sebebi ise, ilk defa Yunanlılar tarafından İda dağında 

bulunmasıdır [18]. 

Ahududu gibi üzümsü meyveler dünyada “bramble fruits” diye bilinmekle birlikte, iki 

yıldan daha çok süre yaşayan çalı formundaki bitkilerdir ve bu bitkiler her sene yeşil 

kalabilen bitkiler arasında bulunmazlar. Ahududu bitkisinin kökleri çok yıllık iken 

sürgünleri iki yıllıktır. Adventif tomurcuklar ilk olarak Otsu karakterde gelişirler daha 

sonra ise odunlaşma sürecine girerler. Bitkinin gelişim süreci ilkbahar döneminden 

sonbahara kadar devam etmektedir. Sürgünler, ikinci vejetasyon periyodunda az 

odunlaşabilen yan sürgünler oluşturarak dallanma gösterirler. Oluşan bu yan dalların 

koltuk bölgelerinde yada dal uçlarında çiçek salkımları oluşmaktadır. Sürgünler ve 

yapraklar üzerinde farklı kalınlıkta ve boyutlarda dikensi tüyler bulunmaktadır [12]. 
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Üzümsü meyveler arasında yer alan ahududu bitkisi, Rosaceae ailesinin Rubus cinsi 

içerisinde bulunmaktadır. Rubus cinsinin iki tane alt cinsi olduğu bilinmektedir. Bunlar; 

Idaeobatus ve Eubatus’ dur. Oldukça fazla sayıda farklı özelliğe sahip türler içerir. 

Ahududu bitkisi, dünya üzerinde alan olarak geniş bir yayılım göstermektedir. 

Karadeniz bölgesi, ahududu bitkisi için anavatan olarak kabul edilmektedir. Türkiye’nin 

kuzey kesimlerinde, batı-doğu yönlü olarak uzanan, çoğunlukla yüksek bölgelerde, 

havanın nem oranı fazla olan yerlerde doğal olarak yetişmektedir. Kırmızı ahududu 

bitkisinin Floricane ve Primocane olarak belirtilmiş iki tipi bulunmaktadır. Bu iki çeşit 

arasındaki temel fark ise, Floricane yıl içerisinde iki defa ürün verirken, Primocane 

yılda sadece bir defa ürün verebilmektedir [19].   

 

Gıda endüstrisinde oldukça fazla kullanım alanlarının yanısıra Ahududu bitkisinin 

kendisine özgü kokusu, tat aroması, yapısı ve dikkat çekici renkleri ile taze tüketimi 

tercih edilmektedir. Bu sebeple, meyve türleri içerisinde farklı bir öneme sahiptir. 

Ayrıca ahududunun muhteviyatında bulunan fenol, flavonoid, pigment ve vitamin 

maddelerin miktarı yönünden diğer bitkiler ile kıyaslanınca bu oranların daha yüksek 

bulunduğu bildirilmiştir [15]. Ahududu çeşitlerinin çiçeklenmeleri ise bulundukları 

bölgenin ekolojilerine göre farklılıklar göstermektedir. Bu bitkinin çiçek yapısı beşlidir. 

Çiçek formülü ise S5 P5 AJ GJ seklindedir. Genel olarak Ahududular erselik yani her 

iki eşeyi de bulunduran çiçek yapısındadır [12]. 

 

Ahududu bitkisinin çesitlerini 3 ana başlık altında ele almak mümkündür. Genellikle 

meyvelerin renklerine göre sınıflama yapılmıştır. 

Bu çeşitler; 

a) R. idaeus-Kırmızı ahududu 

b) R. occidentalis-Siyah ahududu 

c) R. neglectus: R. idaeus/R. occidentalis-Mor ahudududur. 

 

Ayrıca sarı meyvesi olan ahududu bitkisi de giderek değer kazanmaya başlamıştır. R. 

idaeus’ lar içerinde yer alan sarı meyveli ahududular ise genellikle mutasyonlar sonucu 

oluşmuşlardır [12]. 
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R. idaeus’ un taksonomisi [20] 

 

Alem: Plantae  

 

Altalem: Tracheobionta  

 

Bölüm: Magnoliophyta  

 

Sınıf: Magnoliopsida  

 

Altsınıf: Rosidae  

 

Takım: Rosales  

 

Familya: Rosaceae  

 

Cins: Rubus L.  

 

Tür: Rubus idaeus L. 

 

 

 

Resim 1.1 Rubus ideaus [21] 
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1.1.1.2 R. idaeus Bitkisinin Sağlık Açısından Tarihsel Süreci 

R. idaeus meyve ile yapraklarından alınmış olan kayıtlar çok eski tarihlere 

dayanmaktadır. 1898 yılından itibaren R. idaeus’ un tıbbi amaçlar için kullanılmış 

birçok kısmının olduğu bildirilmektedir. Bitkinin yaprakları, içerdiği bazı bileşenlerini 

suya vermekle birlikte ayrıca bitkiden elde edilen sıvının ise siyah çaya benzer bir 

kokuda olduğu kayıtlara eklenmiştir [22]. R. idaeus’ un eski çağlarda ve Yunanlılarda 

M.Ö. 370 yılında hasadının yapıldığı belirtilmiştir. Romalılarda ki durumsa M.Ö. 65 

yılında bitkinin tüketim ihtiyacının fazlalaştığı ve ahududu bitkisinin yetiştirilmesinin 

16.yüzyıl dan itibaren Avrupa ülkelerinde yaygın hale geldiği kayıt altına alınmıştır 

[23]. 

Fenolik bileşik olan antioksidanlardan önemli kaynak olarak R. idaeus bitkisinin 

meyvesi tanımlanmıştır. Bu bileşiklerin, güçlü bir antioksidan nitelikte olduğu, özellikle 

oksijen radikallerini temizlediği ve yapılan in-vitro çalışmalarında oksidasyonun, bazı 

kanser hücrelerinin ve patojenik etkiye sahip bakterilerin çoğalmasını inhibe edici 

özelliklere sahip olduğu belirtilmektedir [23]. R. idaeus meyvesinin çok miktardaki 

antosiyanin muhteviyatından dolayı oldukça etkili antioksidan ve antienflamatuvar 

özelliklere sebebiyet verdiği kaydedilmiştir. Ayrıca kolon ve akciğerdeki tümörlü 

hücreleri % 20-54 gibi ciddi oranda azaltma yaptığı da araştırmalar sonucunda 

belirtilmiştir [24]. 

Yapılan bir araştırmada, kolesterol yüksekliği olan rat canlısına verilen R. idaeus 

meyvesi, toplam kolesterol ve LDL kolesterolü azalttığı saptanmıştır [25]. Yapılan 

farklı bir çalışmada ise, R. idaeus’ dan alınan yaprak eksraktının kedinin uterus ve 

bağırsağındaki düz kasları gevşeten özellikte olduğu, fare canlısında ise merkez sinirsel 

sisteminde uyaran özellikte olduğu ayrıca kolinesteraz enzim aktivitesini bastırıcı yönde 

etkili olduğu belirtilmiştir [26]. 
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1.1.2 Kromozom Yapısı 

Çoğu canlılarda olduğu gibi insanlar da milyonlarca hücrelerden meydana gelmiştir. 

Hücreler bir stoplazma ve çekirdek olmak üzere iki kısımdan oluşmaktadır. Çekirdeğin 

iç kısmında kromozom adı verilen özel ipliksi parçalar vardır. Kromozom, yapısal 

olarak DNA zinciri ve histon olarak nitelendirilen protein zincirinden oluşur. DNA 

zincirlerinin görevi hücreye özgül proteinleri sentezlemektir ve canlıların bütün genel 

özelliklerini ortaya koyan gen olarak ifade edilen birimlerden meydana gelmiştir [27]. 

 

 

Şekil 1.1 Temsili kromozom yapısının gösterimi [28] 
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Genetik materyal denildiği zaman öncelikli olarak akla gelen ilk terimin kromozom 

olduğu bilinir. Kromozomlar, nesiller boyu aktarılan genetiksel özelliklerin ve bireyi 

oluşturan atasal karakterlerin kalıtsal özelliklerin açıklanmasında önemli bir rola 

sahiptir [29, 30]. Kromozomların üstünde birbirinden farklı boyanma özelliğinde olan 

iki kısım bulunmaktadır. Koyu olarak boyanan kısıma heterokromatin ismi verilir. 

Ökromatin olarak ifade edilen diğer kısım ise açık olarak boyanan bölgelerdir. Genetik 

olarak aktif olmayan bu heterokromatin bölgeler birbiri üzerine sıkıca katlanmış 

kromozom ipliklerinden meydana gelmektedir [31, 32]. 

Genlerin genellikle organize olduğu birimler kromozomlardır. Canlı hücreler yapısal 

olarak ökaryot ve prokaryot olmak üzere iki farklı hücre yapısına sahiptir. Bu iki hücre 

yapısında kromozlar da farklı şekilde bulunmaktadır. Ökaryotik hücre yapısına sahip bir 

canlıda her bir kromozom, DNA molekülü çift sarmal yapıdadır ve ilişkili proteinlerin 

oluşturduğu ipliksi parçalar halindedir. Prokaryot canlılarda ise DNA molekülü genel 

olarak halkasal yapıda ve stoplazmada dağınık halde bulunur. Bu durum ökaryot 

canlılar için farklılık gösterir ve kromozomlar çekirdekte belli bölgelerde yerleşmiş 

olarak bulunurlar. İlk defa 1879 yılında Flemming adlı bilim insanı tarafından yapılan 

bir çalışmada, kromozomlar mitoz esnasında ayrılmış olarak ışık mikroskobu ile 

gözlenebildiği kayıt altına alınmıştır. Organizmalar farklı morfolojik görüntüleri ile 

belli sayıda kromozoma sahiptir. [33]. 

Günümüzde ise kesin olarak insan kromozomlarının 46 olduğu ve bu kromozomların 44 

ünün otozomal, diğer iki kromozomun ise cinsiyet kromozomu olduğu kanıtlanmıştır. 

Bu cinsiyet kromozomların genel olarak kadınlar için XX, erkekler için ise XY olduğu 

belirtilmiştir [34]. 
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1.1.2.1 Kromozomu Oluşturan Özel Bölgeler 

Sentromer 

Kromozomu uzun (p) ve kısa (q) olarak isimlendirilen iki kola ayırır. Sitogenetik olarak 

belirleyici olan görüntüsü primer boğum şeklinde ifade edilmiştir. Spesifik bir şekilde 

proteinlerin bağlandığı ve bir seri DNA dizilerinden oluştuğu bilinmektedir.  

 

Kromatid 

Genel olarak kromozomu oluşturan kollar şeklinde görünürler. Kromatin ipliklerin 

protein iskeletine sarılması ile oluşurlar. Kromozomun orta kısmında konumlanmış olan 

sentromer bölgesine göre kromozom kolu olarak isimlendirilirler [35]. 

 

Telomer 

Hücre bütünlüğünün korunmasında etkili bir role sahip olmakla birlikte, kromozomların 

diğer kromozomlar ile yapışmasını ve kendi üzerine katlanmasını engelleyici 

özelliktedirler. Özel DNA dizilerinden oluşan telomerler kromozomların uç 

kısımlarında bulunur. Canlının yaşlanma sürecine girmesi ile birlikte boyları kısalmaya 

başlar fakat bu durum kanser hücrelerini etkilemez [36]. 
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1.1.3 Hücresel Döngü  

Devamlı bir şekilde bölünmesi gereken hücreler, mitoz bölünmeden sonra G1/S/G2 

(interfaz) ve M (mitoz) olacak şekilde tekrar edilir. Bu döngü esnasında hücrelerde 

uyarılma ve büyüme olayları meydana gelmektedir. Hücreler bölünme uyarısı 

almadıklarında dinlenme safhası olan G0 evresinde durmaya devam edeceklerdir [37, 

38]. Hücre döngüsünün % 90’ını G1, S, G2 fazları (İnterfaz) kapsar ve bu fazlar 16 saat 

ile 1 gün içerisinde gerçekleşir. Mitoz bölünme 1 yada 2 saat kadar sürede tamamlanır. 

Bölünecek olan hücrelerin büyüme olayı G1 fazı içerisinde bulunan R point olarak 

adlandırılan kısıtlamayı yapan nokta kontrolünde düzenlenir. Hücreler, kısıtlayıcı 

noktada durabilir veya döngüyü tamamlayabilirler [38, 39]. G1 evresinde bulunan 

hücreler, gerekli sinyalleri alır ve büyüme başlar. Fazda gerçekleşen bir diğer olay ise, 

DNA sentezi (replikasyon) için gerekli hazırlıklar yapmaktır. S fazı içerisinde 

gerçekleşen  DNA sentezini takiben, G2 fazında hücre büyümesi devamlı olur. Hücreler 

mitoz bölünmeye hazır duruma getirilir. Mitoz 4 farklı evreden oluşmaktadır. Bu evreler 

profaz, metafaz, anafaz ve son olarak telofazdır. Telofaz evresi ile birlikte sitoplazmik 

bölünme de tamamlanmış olur. Bölünmenin ardından benzer genetik materyalde olan 

iki yeni hücre meydana gelir [38-41]. Hücre döngüsünde bir fazda gerçekleşen olaylar 

tamamlanmadan diğer faza geçilirse DNA tam ve düzgün olarak kopyalanmadığından 

hücrede hasarlar oluşabilir. Hücre döngüsünde kontrol noktaları mevcuttur. Bu kontrol 

noktaları G1/S geçişlerinde, G2/M geçişlerinde ve metafaz/anafaz geçişlerinde bulunur. 

Bu noktalar da hücrelerin döngüye devam edeceğine veya etmeyeceğine karar verilir 

[38]. 
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Şekil 1.2 Hücresel döngü aşamaları [42] 

1.1.4 Krossing-over  

Çoğu canlı varlıkların birbirinden farklı özellikleri vardır. Bu değişik özellikler farklı 

canlılar arasında olduğu gibi aynı türe ait bireylerin arasında da olabilir. Aynı türe ait 

canlılarda olan ve genetiksel çeşitlilik diye adlandırılan bu özelliklerin gözlenmesinde 

mayoz bölünme önemli bir role sahiptir. Mayoz da gerçekleşen üç önemli olay vardır. 

Mayoz sürecinde oluşan ve çeşitliliğin artışına sebebiyet veren, krossingover (Profaz I 

evresinde gözlenen), bağımsız dağılım (Metafaz I evresinde gözlenen) ayrıca ayrılma 

(Anafaz I evresinde gözlenen) bu önemli üç olaydır. Mayoz sonucunda ise dişi ve erkek 

üreme hücrelerinin tesadüfsel olarak birleşmesi çeşitliliğe sebep olur [43-45]. 

Krossing-over ya da parça değişimi olarak ifade edilen bu olay mayoz bölünmenin 

profaz I evresinde gerçekleşir. Krossing-over olayı sonrasında genetik çeşitlenme 

(rekombinasyon) meydana gelir. Ayrı kromozomlar üzerinde yer alan gen alelleri 

birbirleriyle konum değişikliği gerçekleştirir. Krossing-over, genel olarak sinapsis 

olarak nitelendirilen temas noktalarında gerçekleşir. Krossing-over olayında ilk önce 

genellikle replike olan kromozomlar eşleşmiş olduğu kısımlardan kırılır. Daha sonra 
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farklı olan başka bir kromozom ile birleşme olur. Bu parça değişikliğinin 

gerçekleştirildiği genler ise kromozomlar arasında yer değişimi gerçekleştirir. Bu olaya 

genetik çeşitlenme (rekombinasyon) ismi verilir. Gerçekleşen bu olay esnasında 

aralarında benzerlik olan iki DNA parçası aynı noktalardan kırılmalar meydana getirir. 

Bu parçaların kırıklarını onarması ise karşısındaki zincirin diğer parçasıyla birleşmesi 

ile olmaktadır [46].  

1.1.5 Genetik Toksisite Testleri 

Genetik toksisite testleri, genetik materyal içerisinde hasarlara sebep olan etkenleri 

saptamak maksadıyla geliştirilen ve çeşitli mekanizmalarla direkt yada indirekt olarak 

yapılan, in-vitro/ in-vivo testlerden oluşmaktadır. 1970 yılından itibaren mutajen etkilere 

sahip kimyasalların karsinojenik özelliklerini tespit etmek amacıyla çok sayıda genetik 

toksisite testlerine ihtiyaç duyulmuştur. Bu testler birçok kimyasal ve fiziksel ajanın 

genetik materyaldeki yaptığı değişimleri araştırmada tercih edilmektedir [47-51]. 

Genetik materyalde tamir edilemeyen hasarlar kromozomal aberasyona, DNA sekans 

değişikliklerine neden olabilen bir yada daha fazla nükleotid değişikliğine bağlı olarak 

gelişen mutasyon, rekombinasyon, yaşlanma, kanser ve doku hasarları oluşumuna 

neden olabilmektedir [52]. 
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Şekil 1.3 Genotoksinin DNA üzerine yaptığı etkiler ve sonuçlar [53] 

Genotoksisite testleri temel olarak toplam genleri etkileyebilen UV ışınları  ve 

irradyasyon gibi fiziksel etkenlerin, ilaçlar, parazitlerin sebep olduğu enfeksiyonların, 

pestisit diye adlandırılan böcek öldürücülerin, gıda maddelerinde kullanılan katkıların, 

nanomateryaller gibi birçok kimyasal ajanın kanserojenik ve genotoksik kapasitelerinin 

tespitinde, farmakolojik alanda ise kullanılacak ilaçların satışa sunulmadan evvel ve 

ilaçları kullanmış olan insanlardaki genetik etkilerini ve bu ilaçların güvenirlik 

derecesini belirlemede, bazı hastalıklarda artmış DNA hasarlarının ortaya 

konulmasında, hastalıklar ve genetik hasar arasındaki bağlantının teşhisinde, kansere 

önlem almada, kansere karşı hassasiyetin gözlemlenmesinde ve rahatsızlığın takibinin 

yapılmasında biyoizlem testleri adı altında yapılmaktadır [54-65]. Canlıların          

DNA’ larında oluşan mutasyonlar in-vitro memelilerdeki hücrenin genetiksel 

mutasyonu yöntemi, bakteriler kullanılarak yapılan geriye yönelik mutasyonel testler 

yoluyla belirlendiği bilinmektedir [66].  

Genetik toksisite testleri içerisinde yaygın olarak kullanılan ve genetik olarak toksik 

etkisi öğrenilmeyen maddelerin karsinojen yada mutajen olabilme potansiyellerinin 
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araştırma yapılmasında kullanımı tercih edilen in-vitro yada in-vivo mutajenik 

özellikleri belirleme yöntemleri; kromozom aberasyonları testi (KA), kardeş kromatid 

değişimleri (KKD), mikronükleus oluşumu (MN), ames ve comet analiz testleridir [51].   

1.1.5.1 Kardeş Kromatid Değişimi (KKD) 

KKD, kardeş kromatidler arasında, kromozom morfolojisi değişmeksizin, özdeş olan 

segmentlerin simetrik olarak genetik materyal alışverişi sonucu oluşan bir değişim 

olduğu bilinmektedir. Kardeş kromatidler arasında gerçekleşen bu değişimler gen 

kuvvetlendirilmesi (amplifikasyonu) ve canlı hücreler üzerindeki toksik etki oranı ile 

ilişkilidir [67-70]. KKD yöntemi, anne ve babadan gelen kromozomların gen bölgeleri 

arasındaki DNA eşlenmesi sonucu oluşan ürünlerin değişimini test etmektedir. Bu test 

sayesinde mikroskobik olarak tanımlanabilen kromozomal hasarlar gösterilebilmektedir 

[67, 71, 72].  

DNA eşlenmesi ile etkileşime girmiş mutajenik bileşiklerin tespitini amaçlayan bu test; 

çeşitli ajanların karsinojenik ve mutajenik etkilerinin, laboratuvar ortamında yapılan 

çalışmalarda belirleyici yöntem olarak özellikle de kromozomlarda oluşan 

değişimlerinin incelenmesi bakımından önemli bir yere sahiptir. Bu sebeple kimyasal 

maddelerin mutajenik veya karsinojenik etkilerini tespit etmek açısından oldukça uygun 

bir metot olarak kabul görmektedir [50, 51, 67-70, 73]. İlk defa timin varlığında KKD 

analiz yöntemi, kromozomlardaki kardeş kromatidlerin farklı boyandığı otoradyografik 

yöntem kullanılması ile ortaya konulmuştur [39]. Son yıllarda ise otoradyografik 

çalışmalarından farklı olarak, timin analoğu olarak bilinen BrdU kimyasalının tercih 

edilmesi, KKD sıklığını kolay bir şekilde ve hızlı gösterilmesine imkan sağlamıştır. 

Böylelikle KKD sistemi, BrdU tercih edilmesi ve yeni boyama tekniklerinin 

geliştirilmesi ile oldukça fazla değer kazanmıştır [74].  

KKD, DNA’ya eşdeğer olacak şekilde bağlanılması ya da DNA tamir mekanizmasına 

müdahale edilmesiyle meydana gelmektedir. KKD sıklığında ki artışların sebebi olarak, 

DNA sarmalında ki değişiklikler ile DNA da kırılmaların olması ve yeniden birleşmesi 

sırasında kimyasal veya fiziksel ajanlara maruz kalınması olduğu bilinmektedir. 
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Gerçekleşen tüm bu olaylar hücre döngüsünün S fazında gerçekleştiği belirtilmektedir. 

KKD analizinin genotoksisitenin ölçülmesinde kullanılan diğer yöntemlere nazaran 

oldukça hassas olduğu bildirilmektedir [75, 76].  

KKD analiz yöntemi ilk olarak 1958 yılında J.H. Taylor tarafından geliştirilmiştir. 

Taylor, nonradyoaktif ortamda bir döngü timin birleşmesine uğrayıp kromozomların 

kardeş kromatidlerini incelemiştir. Yapılan bu KKD incelemeleri ile kromozom 

yapısını, DNA’ nın nasıl düzenlenme gösterdiğini ve kromatidlerin ne şekilde dağılım 

gösterdiğini anlamaya olanak sağlamıştır [76-78]. Fakat geliştirilen bu yöntemin zaman 

kaybına sebep olduğu düşünüldüğü için, 1972 yılında A.F. Zakharov ve NA. Egolina 

farklı bir teknik geliştirmişlerdir. Kimyasal olarak birbirinden farklı iki kardeş kromatid 

olarak görüntülenmesini sağlayan radyoaktif 5-bromodeoksiuridin (BrdU) boyama 

tekniğini kullanmışlardır [77]. BrdU’ nun timin analoğu olduğu ve kültür ortamında 

çoğalan hürelerde timin yerine geçtiği bilinmektedir. Hücreler in-vivo koşullarda bir 

replikasyon döngüsü, in-vitro koşullarda ise bir yada iki replikasyon döngüsü BrdU 

kimyasalına maruz bırakılmaktadır [78].  

BrdU’nun görünür hale getirilmesi çeşitli floresan boyalar ile mümkün olmaktadır. 

Örnek olarak; benzimidazole, akridin orange, giemsa ve hoechst kombinasyonu 

verilebilir [77]. Kromatidlerin DNA zincirlerinde bulunan BrdU, Hoechst kimyasalı ile 

soluk bir şekilde boyanacaktır. Bu durum BrdU yönteminin avantajıdır çünkü floresan 

sindirimi BrdU miktarına ve yerine geçmiş olduğu zincire bağlı çok veya daha az 

parladığı bildirilmiştir. Kolaylık sağlaması açısından boyamada Floresan + Giemsa 

(FPG) boyama tekniği kullanılır. Giemsa boyası ile Hoechst aydınlık bölgesi koyu, 

Hoechst soluk boyanan bölgesi ise açık boyanır. KKD sıklığının; BrdU 

konsantrasyonundan, kültür medyumundan, serumdan, ısı derecesinden, ışık 

yoğunluğundan ve harvest zamanından etkilendiği belirtilmektedir [76, 78]. 
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Şekil 1.4 Kardeş kromatid değişiminin şematik gösterimi [79] 

KKD’nin oluş mekanizması konusunda farklı birçok model ortaya konulmuştur [74]. 

KKD oluş mekanizmasını ve hücrede DNA parçaları arasındaki farklılıkları açıklayan 

yaklaşımlardan bir tanesi “Holiday Modeli” dir ve bu model KKD’ yi genel olarak ifade 

etmektedir. Hücrelerin BrdU varlığında bir mitoz geçirmeleri bu modele göre yeterli 

olmaktadır. Holiday modeli şekil 1.5.’te açıklanmıştır [67]. 

1) Kalın çizgi (ağır) şeklinde ifade edilen, birbirini tamamlayan atasal DNA 

zincirleridir. 

2) Yapılacak olan yeni DNA sentezi BrdU varlığında gerçekleşmektedir ve ince çizgiyle 

gösterilen BrdU içeren iplikdir. 

3) Kırılma olayı çift zincirli olan DNA’da görülmektedir. Bu zincirler arasında 

krossing-over olayı meydana gelmektedir.  

4) Dış taraftaki ağır ve hafif DNA zincirlerinde kırılmaların oluşması, rekombinant 

DNA’ları oluşturur ve bu sayede iki DNA molekülü birbirinden ayrılmaktadır. 

5) Oluşan rekombinant DNA molekülleri; ağır\ağır\hafif, hafif\hafif\ağır, hafif\ağır\ağır 

ve ağır\hafif\hafif olacak şekilde heterodubleks yapı oluşturmaktadır.  
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DNA molekülü içerisinde ağır_ağır olan bölgeler koyu renkli, hafif_hafif olan bölgeler 

ise açık renkli boyanmakta ve bu sayede KKD oluşumu belirtilmektedir [67]. 

 

 

Şekil 1.5 Holiday modeline göre KKD oluş mekanizması [4].  
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2. MATERYAL ve METOT 

2.1 Materyal  

Bu çalışmaya, Kafkas Üniversitesi Tıp Fakültesi Yerel Etik Kurulu tarafından 

01.03.2017/21 sayılı izin ile başlanıldı. Çalışmada test maddesi olarak R. idaeus 

bitkisinin toprak üstünde bulunan kısımların sıvı ekstraktı kullanıldı. Materyal olarak ise 

sağlık sorunu bulunmayan ve sigara içmeyen 6 erkek - 6 kadından (19-25 yaş) alınan 

periferik kan örnekleri kullanıldı. 

2.1.1 Kullanılan Maddeler ve Çözeltiler 

2.1.1.1 Mitomisin-C 

Mitomisin-C (MMC), renk olarak mavi-menekşe görünüme sahip, kristalimsi olarak 

bulunan ve su içerisinde eriyen kimyaya ait bir maddedir. Antineoplastik ve hücrenin 

bölünmesini engelleyen ajan olarak kullanılmaktadır. MMC çözeltisinden kültür 

ortamına 0.3 μg MMC/ml besiyeri olacak biçimde ilave edildi. Hazırlanan solüsyon 

(pH=6-9), 2-8°C arası sıcaklıkta ve ışıktan korunarak kullanıldı. 

2.1.1.2 Kolşisin 

Kolşisin, kromozom preparatlarının elde edilmesi amacıyla hücrenin bölünmesini 

engellenerek metafaz safhalarının stabil kalması için kullanıldı. Kolşisin çözeltisi saf su 

kullanılarak hazırlandı. Kromozom medyumlarının her ml’sinde 0.06 μL olacak 

biçimde 5 ml olan kromozom medyumunlarına ilave edildi. 
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2.1.1.3 R. idaeus Ekstraktı 

R. idaeus ekstraktlarından 100 μL alındı ve 400 μL aseton eklenerek karıştırılıp 

homojenik bir çözelti oluşturuldu. 

2.1.1.4 Kromozom Medyumları 

Bu çalışmada Biochrom firması tarafından üretimi yapılan Chromosome Medium B, 

hücre kültürü olarak kullanıldı. Bu medyumdan her tüp için 5 ml olacak şekilde 

paylaştırıldı. 

2.1.1.5 Hipotonik Çözelti 

Toz halde saf olan KCI’ den % 0, 4’ lük KCl stok çözeltisi hipotonik amacıyla tercih 

edildi. Çözelti distile olan su ile hazırlanan tüm kromozom medyumlarına yetebilecek 

oranda hazırlanıp 37ºC’ lik etüvde muhafaza edildi. 

2.1.1.6 Carnoy Fiksatifi 

Glasiyel asetik asit ve absolüt metanol 1/3 oranında karıştırılarak hazırlandı. 

Kullanılmadan 2 saat önce buzdolabında bekletildi. 

2.1.1.7 Sorensen Tampon Solüsyonu 

Bu tampon solüsyonu stok olan tampon A, diğeri ise tampon B şeklinde hazırlandı. 4ºC’ 

de muhafaza edildi.  Tampon A ve B solüsyonları genetik toksisite yöntemleri sırasında 

değişik yerlerde ve amaçlar doğrultusunda gerekli olan karışımlar şeklinde tercih edildi. 

 

Tampon A: 11.34 g KH₂PO₄ 250 ml distile suda çözüldü (pH=4.80) 

Tampon B: 14.83 g Na₂HPO₄ 12H2O 250 ml distile su içinde çözüldü (pH=9.30) 
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2.1.1.8 Entellan 

Preparatları hazır hale getirirken lam ve lameli birbiri üzerine yapışmasını sağlamak 

amacıyla gerekli olan solüsyondur. 

2.1.1.9 Giemsa 

Sorensen Tampon Solusyonu içerisinde Giemsa boyasının % 5’ lik çözeltileri çalışmada 

preparatların boyanmasını sağlamak amacıyla tercih edildi.  

2.1.1.10 Heparin 

Kan örneklerinin alınımı yapılırken antikoagülan olarak 5000 U/ml’lik heparinden 

hacime paralel olarak tercih edildi. 

2.1.1.11 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) 

BrdU’dan 5 mg alınarak 10 ml Chromosome Medium B’ de çözdürüldü (50 µg/100 µl 

medium). Bu solüsyondan KKD çalışmasında besi yerine 10 µg/ml eklendi (100 µl). 

2.1.1.12  Standart Saline Citrate (SSC) Çözeltisi 

Kardeş kromatidler arasında ki kontrast farkını ışınlamadan sonra artırmak amasıyla bu 

çözelti hazırlandı. Çözeltide 21.9 gr NaCl ve 11.05 gr trisodyum sitrat (C₆H₅Na₃O₇. 

2H₂O) kullanıldı.  Bu iki madde bir miktar saf su ile ayrı kaplarda çözdürüldü. Sonra 

aynı kaba alınarak karıştırıldı. Hazırlanılan karışım 500 ml ye saf su ile tamamlandı. 

Sonuç olarak hazırlanılan stok çözelti 5xSSC dir. Buzdolabında muhafaza edildi. 

Çalışmada stok içerisinden 20 ml alınarak üstü 100 ml olacak şekilde distile su eklendi. 

Elde edilen 1xSSC kullanıldı. 
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2.1.1.13 Aseton 

5 ml besiyerine eklenecek olan aseton 2.5 μl/ml olarak hesaplandı ve ayrıca bitki 

ekstaraktını seyreltmek amacıyla kullanıldı (4 e 1 oranında). 

2.1.1.14 Lamların Temizliği 

Kültür süresi bitmesinden 2 gün öncesinde lamlar etiketlenerek şale içerisine dikkatlice 

dizildi. Üzerilerini tamamen kaplayacak şekilde 1N nitrik asit konuldu. Şalenin ağzı 

kapatıldı ve 1 gün bekletildi. Süre bitince lamlar 30 dk çeşme suyunda yıkandı. Lamlar 

4-5 defa ise distile olan sudan geçirildi. Şale içerisi distile su ile doldurularak 

buzdolabında muhafa edildi. 

2.1.2 Kullanılan Laboratuar Aletleri 

2.1.2.1 Hassas Terazi 

Fiziki çevresel etkilere karşı kabinli koruma özelliğinde ve 0, 0001 g hassasiyetinde 

olan Precisa XB 220 A (Swiss) marka hassas terazisi kimyasal maddelerin tartılması 

amacıyla tercih edildi. 

2.1.2.2 Santrifüj 

Bu çalışmada deneydeki tüplerin içinde ayrıştırma basamaklarını gerçekleştirmek 

amacıyla 5000 rpm’e kadar devri olan, 8 tüp kapasiteli ayrıca zaman ayarlı Hettich EBA 

20 (Almanya) marka santrifigatör kullanıldı. 
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2.1.2.3 Mikroskop 

İmmersiyon objektifli ve koordinat cetvelli Olympus CX21 ve Leica DM500 marka 

binoküler ışık mikroskobu preparatlarda görüntülemeyi gerçekleştirmek amacıyla tercih 

edildi.  

2.1.2.4 Benmari 

Benmari (Su banyosu, Termal) preparatların boyanması yapılırken nem miktarını 

istenilen düzeylerde tutmayı sağlamak için tercih edildi. 

2.1.2.5 Vorteks 

Yellowline marka vorteks, deneyde kullanılan tüplerin içerisindeki karışımları 

homojenize etmek amacıyla tercih edildi. 

2.1.2.6 pH Metre 

Selecta marka pH metre, sıvı karışımların pH’sını ölçmek için tercih edildi. 

2.1.2.7 Etüv 

Elektro.mag marka (M 420 BP İnkübatör) 0-100ºC’ye ayarlanabilen etüv, bazı 

solüsyonların 37ºC’ye ısıtılıp tutulması ve deneyde hücrelerin kültüre edilmesi amacıyla 

tercih edildi. 
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2.2 Metot  

2.2.1 Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 

Speit ve Haupter (1985)’in kromozomu oluşturan kardeş kromatidlerin farklı 

boyanmasını (Sister Chromatid Differentiation=SCD) göstermek maksadıyla 

geliştirdikleri metot değişikliğe uğratılarak kullanılmıştır [80]. Herhangi bir sağlık 

sorunu bulunmayan ve sigara kullanmayan 19-25 yaş aralığında olan 6 erkek ve 6 

kadından elde edilen periferik kan örnekleri heparin içeren enjektörlerin sayesinde 

alındı. Kan alımından önce kromozom medyum steril olan kültür tüplerine 5ml olacak 

şekilde paylaştırıldı. Her kromozom medyumu için kan örneklerinden steril koşullarda 

12-14 damlanın (yaklaşık 0.4 mL) sızdırılmasına dikkat edecek şekilde tüplere eklendi. 

Önceden steril şartlarda hazırlanmış olan BrdU çözeltisinden her tüpe 10 μg/ml olacak 

şekilde (hazırlanan BrdU solüsyonundan 100 μl) yine steril şartlarda ve ilave edilerek 

iyice karıştırıldı (50 μg BrdU/100 μl besi yeri). Ekimi yapılan kromozom medyumları 

etüve 37±1°C’de 72 saat süreyle hücrelerin çoğalmasını sağlamak amacıyla konuldu. 

Kültür süresinin bitimine 24 saat kala (48.saatte) R. idaeus bitki ekstraktının farklı 

dozlarının insan kromozomları üzerine etkisini incelemek için kültür tüplerine eklendi. 

(Test maddesi olarak kullanılan R. idaeus bitkisinin dozları; 0.2 μL /mL R. idaeus 

ekstraktı, 0.4 μL /mL R. idaeus ekstraktı, 0.8 μL /mL R. idaeus ekstraktı, 1.6 μL /mL R. 

idaeus ekstraktı). Pozitif kontrol olarak kullanılan MMC (Mitomisin-C) distile suda 

çözdürüldü. MMC’nin kromozomlara olan etkisini gözlemlemek amacıyla kültür 

süresinin bitmesine 24 saat kaldığı zaman 0.3 μg/ml MMC kültür tüplerine eklendi. 

Aseton (C₃H₆O) test kontrolü olarak, saf su (%1) ise negatif kontrol olarak kullanıldı 

[81]. 70. saate ulaşan kültüre, hazırlanan kolşisin çözeltisinden tüplere ilave edildi (0.06 

μg/ml) ve iyice karıştırmak amacı ile tüpler yavaş bir şekilde sallandı. 37±1°C’de 2 saat 

süresince hücreler kolşisin ile muamele edildi. Kültür süresinin bitiminde tüpler 10 dk 

2000 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj edilen kültür tüplerinin üzerindeki süpernatantı 

atıldı. Tüpün dibinde kalan 0.6-0.8 ml’lik sıvı iyice karıştırıldı. Etüvde 37±1°C’de 

bekletilen  hipotonik çözelti tüplere eklendi. Hücrelerde kümeleşme olmasını önlemek 

için çözelti tüplere karıştırılarak ve damla damla her tüpe 5 ml ilave edilerek ağızları 

kapalı şekilde etüve konuldu. Hipotonik çözelti eklenilen tüpler 37±1°C’de 30 dk 
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etüvde bekletildi. Sürenin bitiminde 10 dk 2000 rpm’de santrifüj edilerek süpernetant 

kısmı atıldı. Her tüpe 5 ml olarak soğuk fiksatif yavaş bir şekilde karıştırılarak ilave 

edildi. 2000 rpm’de 10 dk boyunca hücreler santrifüj edildi. Üstteki süpernatant kısım 

atıldı. Bu işlemin 3 kez tekrarlanması ile tüpte kalan sıvının tamamen berraklaştığı 

görüldü. Santrifüj işleminin bitiminde tüpün altında 0.6-0.8 ml sıvı kalacak şekilde 

süpernatant kısmı atılarak kalan sıvı ile preparatlar hazırlandı. Pasteur pipeti ile tüpün 

alt kısmında biriken  hücreler karıştırılarak daha homojenize bir hale getirildi. Pasteur 

pipetine 3-4 damla homojen olan bu sıvıdan çekildi. Önceden temizliği yapılmış olan 

lamların üzerine pasteur pipetinden 1’er damla 50 cm yükseklikten farklı alanlara 

damlatıldı (her lama 3-4 damla). Hücrelerin içinde bulunduğu sıvının lam üzerine 

damlatılması anında damlaların üst üste gelmemesine itina gösterildi. Hücrelerin ve 

dolayısıyla kromozomların lamlar üzerinde yayılmaları sağlandı. Kurumak üzere 

preparatlar oda ısısında 24 saat süreyle bekletildi. 

2.2.2 Preparatların Boyanması 

Speit ve Haupter (1985)’in kromozomu oluşturan kardeş kromatidlerin farklı 

boyanmasını (Sister Chromatid Differentiation=SCD) göstermek maksadıyla 

geliştirdikleri metot değişikliğe uğratılarak kullanılmıştır [80]. Kurutulan preparatlar 

ışınlama kabına yerleştirilerek üstü ince bir örtü gibi kapatılacak biçimde Sorenson 

tamponu ile kapatıldı. 5 ml tampon A ve 5 ml tampon B’den alınarak karışım saf su ile 

100 ml’ye tamamlandı. Işınlama çözeltisi hazır hale geldi (pH=6.80). Kardeş 

kromatidler arasındaki kontrast farkını ışınlama çözeltisinin azlığı veya fazlalığının 

etkili bir oranda etkilediği görüldü. Bu yüzden ince bir örtü halinde preparatların üzeri 

ışınlama çözeltisi ile kaplandı. Hazırlanan preparatlar, 30 W’luk 254 nm dalga boyunda 

olan ve ışık yayabilen karanlıkta 15 cm yükseklikten tek ultraviyole lamba ile 30 dk 

ışınlandı. Işınlanma sonunda preparatlar 1xSSC eriyi içerisinde 58-60°C arasında olan 

sıcaklıklarda 60 dk etüvde inkübasyon yapıldı. % 5’lik Giemsa boya çözeltisi 

inkübasyon süresi tamamlanmadan 15 dk önce, 5 ml Giemsa, 5 ml tampon A ve 5 ml 

tampon B’nin karıştırılarak üzeri 85 ml saf su ile tamamlandı (pH=6.80). Hazırlanan 

boya filtre kağıdından şale içerisine doğru olacak şekilde süzüldü. İnkübasyon süresi 

tamamlandığında 1xSSC solüsyonundaki preparatlar alındı. Giemsa boya çözeltisi 
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içerisine konuldu ve 20 dk bekletildi. Süre bitiminde boya içerisinden çıkarılan 

preparatlar üç ayrı kaba konulan saf sudan geçirilerek preparatlar üzerindeki fazla 

boyanın akması sağlandı ve kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatların kalıcı hale 

gelmesi amacıyla entellan ile kapatıldı. Entellanın kuruması ile birlikte preparatlar 

mikroskop altında incelendi. 

2.2.3 Mikroskobik İnceleme 

Kalıcı olarak hazırlanan preparatlar immersiyon objektifi ile Olympus marka binoküler 

ışık mikroskobunda incelendi ve resimler çekildi (10x100=1000 büyütmede).  

2.2.4 KKD Sayısının Saptanması  

Kan kültürüne ait iyi dağılmış preparatlardan, bir kromozomdaki açık olarak boyanan 

kromatidindeki koyu olarak boyanan parçaların yada koyu şekilde boyanan 

kromatidindeki açık olarak boyanan parçaların sayılması ile ikinci mitozu geçiren 100 

metafazda KKD sayısı belirlendi [82]. Kromozom kollarının uç kısmında değişim 

olmuş ise bir KKD olarak ve eğer kromozom kollarının orta kısmında değişim olmuş ise 

iki KKD olarak sayıldı. 

2.2.5 Replikasyon İndeksinin (RI) Saptanması 

R. idaeus bitkisinin ekstraktının DNA replikasyonundaki olası etkilerini göstermek 

amacıyla RI hesaplandı. Bu hesaplamalar için rastgele seçilen 100 tane hücre incelendi. 

Yapılan bu incelemelerde görülen 1. 2. ve 3. metafaz evresindeki hücreler sayılarak RI 

aşağıdaki formülle hesaplandı. 

RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100  

M₁: 1. Mitozdaki hücre sayısı 

M₂: 2. Mitozdaki hücre sayısı  

M₃: 3. Mitozdaki hücre sayısı 
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BrdU’lu ortamda bulunan hücrelerin kromozomlarını oluşturan kromatidlerin her ikisi, 

birinci mitoz sonucu oluşan yavru hücrelerde koyu renkte boyanır. İkinci mitoz sonucu 

oluşan yavru hücrelerde kromatidlerin biri koyu diğeri açık boyanır. Üçüncü mitoz 

sonucu oluşan hücrelerde ise hücrelerin bir kısmında kromatidlerin biri açık, diğeri 

koyu renkte boyanırken, diğer bir kısmında ise kromatidlerin ikisi de açık 

boyanmaktadır. Bu boyanma şekliyle hücrelerin kaçıncı mitozda olduğu 

anlaşılabilmektedir. Metafaz esnasında bulunan 100 hücre incelenerek kaçıncı mitoz 

evresinde oldukları belirlenmiştir. Bu sonuca göre replikasyon indeksi (RI) formülle 

hesaplandı. 

2.2.6 İstatistiksel Analizler 

Çalışma sonucunda ulaşılan verilerin istatistiksel olarak hesaplanmaları bilgisayar 

ortamı içerisinde yer alan paket program (GraphPad InStat V 3.05) vasıtasıyla yapıldı. 

Gruplar arasında farklılıkların tespit edilmesi amacıyla çoklu karşılaştırma testlerinden 

olan Dunnett ve Tukey testler tercih edildi. Doza bağlı oluşmuş etkilerin arasında ki 

ilişkilerin belirlenmesi amacıyla verilerin regresyon ve korelasyon analizleri yapıldı.  
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3. BULGULAR 

3.1 R. idaeus Ekstraktının Farklı 4 Dozunun MMC’ye Karşı İnsan Periferal 

Lenfosit Kültüründe Antimutajenik Etkileri  

R. idaeus ekstraktlarının 0.2 μl/ml, 0.4 μl/ml, 0.8 μl/ml ve 1.6  μl/ml dozları ile 1 gün 

(24 saat) boyunca muamelesi yapılan insan periferal lenfositlerinde belirlenen ortalama 

kardeş kromatid sayıları (KKD) tablo 3.1. de görülmektedir. Her iki kontrolle 

karşılaştırıldığı zaman, sayılan 100 hücrede, R. idaeus ekstraktlarının insan 

lenfositlerinde KKD sayısını MMC’nin yaptığı artışı belirli kademelerde azalttığı 

görüldü. R. idaeus ekstraktlarının dozu ve KKD arasında (r=- 0.02) negatif korelasyon 

bulundu. 

 

Tablo 3.1 R. idaeus ekstraktının farklı 4 dozunun MMC’ye karşı insan periferal lenfosit 

kültüründe antimutajenik etkileri 

Gruplar 
Konsantrasyon 

(μl/ml) 

Muamele 

süresi (saat) 

Toplam 

Hücre 

KKD 

sayısı 
±SEM (%) 

Pozitif 

Kontrol 

(MMC) 

0.3 μg/ml 24 100 66 ±0.88 

R.idaeus 

Ekstraktı+ 

MMC 

0.2 μl/ml 24 100 40* ±1.52 

0.4 μl/ml 24 100 38* ±1.45 

0.8 μl/ml 24 100 30* ±1.47 

1.6 μl/ml 24 100 25* ±1.44 

Negatif 

Kontrol 
- 24 100 0.3 ±0.33 

Aseton 2.5 μl/ml 24 100 1 ±0.21 

KKD: Kardeş Kromatid Değişimi. MMC: Mitomisin-C, ±SEM: Ortalamanın stndart hatası 

Dunnett T testi ile karşılaştırıldı.  

Negatif kontrolle çözücü kontrol arasında fark yok (p> 0.05).  

*Kontrol ve solvent kontrole göre önemli (p<0.01).  



 

 

28 

 

 

Şekil 3.1 R.idaeus ekstraktının farklı 4 dozu ile 1 gün boyunca muamelesi yapılan insan 

periferal lenfositlerinde ortalama kardeş kromatid değişimi (KKD) sayısı (A: Pozitif 

Kontrol, B: MMC+R.idaeus (0.2 μl/ml), C: MMC+R.idaeus (0.4 μl/ml), D: 

MMC+R.idaeus (0.8 μl/ml), E: MMC+R.idaeus (1.6 μl/ml), F: Aseton (2.5 μl/ml), G: 

Negatif Kontrol).  
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3.2 R. idaeus Ekstraktı Gruplarının İnsan Lenfosit Hücrelerinde Replikasyon 

İndeksi (%) 

 

Tablo 3.2 R.idaeus ekstraktı gruplarının insan lenfosit hücrelerinde replikasyon indeksi 

(%) 

RI: Replikasyon İndeksi, M1: Mitoz 1, M2: Mitoz 2, M3: Mitoz 3, MMC: Mitomisin-C,  

±SEM: Ortalamanın standart hatası 

 

Dunnett T testi ile karşılaştırıldı.  

Negatif kontrolle çözücü kontrol arasında fark yok (p> 0.05).  

*Kontrol ve solvent kontrole göre önemli (p<0.01).  

Gruplar Konsantrasyo

n (μl/ml) 

Muamele 

Süresi (saat) 

Toplam 

Hücre 

M1 M2 M3 RI ±SEM 

(%) 

Pozitif 

Kontrol 
0.3 μg/ml 24 100 45 28 27 1.82 ±0.06 

Negatif 

Kontrol 
- 24 100 20 32 48 2.28 ±0.02 

Aseton 2.5 μl/ml 24 100 18 30 52 2.34 ±0.07 

R.idaeus 

Ekstraktı+ 

MMC 

0.2 μl/ml 24 100 36 34 30 1.94* ±0.03 

0.4 μl/ml 24 100 37 30 33 1.96* ±0.02 

0.8 μl/ml 24 100 28 35 37 2.09* ±1.12 

1.6 μl/ml 24 100 27 33 40 2,13* ±0.97 
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Şekil 3.2 R.idaeus ekstraktının farklı 4 doz ile 1 gün boyunca muamelesi yapılan insan 

periferal lenfositlerinde ortalama replikasyon indeksi (A: Pozitif Kontrol, B: 

MMC+R.idaeus (0.2 μl/ml), C: MMC+R.idaeus (0.4 μl/ml), D: MMC+R.idaeus (0.8 

μl/ml), E: MMC+R.idaeus (1.6 μl/ml), F: Aseton (2.5 μl/ml), G: Negatif Kontrol). 
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Şekil 3.3 R.idaeus için doz ve replikasyon indeksi arasında pozitif korelasyon 

bulunmuştur (r= 0.14). 

 

Replikasyon indeksi pozitif kontrolde 1.82 idi, negatif kontolde ise 2.28 düzeyineydi. R. 

idaeus ‘un farklı dozlarının doza bağlı şekilde MMC’nin hücre bölünmesini baskılayıcı 

etkisini düzelttiği belirlendi. R.idaeus için doz ve replikasyon indeksi arasında pozitif 

korelasyon bulundu (r= 0.14).  
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Resim 3.1 M1 evresindeki metafaz görüntüsü (Х1000) 

 

 

Resim 3.2 M2 evresindeki metafaz görüntüsü (Х1000) 
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Resim 3.3 M3 evresindeki metafaz görüntüsü (Х1000) 
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4. SONUÇLAR ve TARTIŞMA 

 

Rubus cinsine ait bitkilerin genotoksik yada mutajenik potansiyelini incelemek için 

yapılan çalışmalar ile alakalı literatür taramalarında kısıtlı sayıda bilgiye ulaşılmaktadır. 

R. idaeus bitkisinin kişi sağlığına olan etkileri ilerleyen yıllarda oldukça önem 

kazanmaya başlamıştır.  

Nowak ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, R. idaeus bitkisinden elde 

edilmiş olan elajik asitler, doz aralığı 2.5 ve 160 μg/mL’ de değişiklik gösteren Caco-2 

adenokarsinom yapısındaki bağırsak kanserinin hücrelerindeki hatlarında dozlarına 

bağımlı olarak baskılayıcı nitelikte olmaktadır. Yine aynı çalışmasının sonucunda, 

pozitif olan kontrollerin gruplarına karşılık hücre bölünmelerini engelleyici ve 

programlı hücre ölümünü uyarıcı özellikleride belirtilmektedir. R. idaeus bitkisinin 

elajik asit içermesinden dolayı gıda maddesi olarak kullanılan besinlerin insan sağlığına 

olan yararlı özelliklerini artırmak amacıyla doğal bir gıda maddesi olarak kullanılması 

tavsiye edilmektedir [83].  

Yapılan bir çalışmada, genetik toksisite yöntemleri içerisinde yer alan; KKD, 

kromozom aberasyonu ve mikroçekirdek yöntemleri ile Miyelodisplastik sendrom 

(MDS) olgularında genomik instabilitenin neden olduğu olayları belirlemek ve bu test 

yöntemlerinin arasında ki ilişkiyi incelemek amacıyla yapılan bu çalışmada; MDS’ lu 

olgulardaki KKD ve MN sıklığında ki anlamlı artışın olması, genomik instabilite için 

kullanılan yöntemlerin informatif bir biyolojik gösterge görevi gördüğü belirtilmektedir 

[84].  

Başka bir çalışmada ise, R. coriifolius etanol özütü tarafından başlatılan genotoksik ve 

sitotoksik etkiler bir farenin kemik iliği hücrelerinde yapılan mikroçekirdek (MN) testi 

vasıtasıyla in-vivo; insan akyuvar kültüründe MN ve kardeş kromatid değişimi testleri 

aracılığıyla ise in-vitro olarak değerlendirilmiştir. In-vivo genotoksite analizleri bütün 

dozlarda mikroçekirdekli polikromatik alyuvarların ortalama sayısı ve polikromatik 

alyuvar hücrelerinin oranının negatif kontroldakilerden önemli bir ölçüde farklı 

olmadığını açığa çıkarmıştır. In-vitro genotoksisite analizleri, bir insan lenfosit hücre 

kültüründeki MN, KKD ve proliferatif indeks frekanslarının negatif kontroldakilerden 

önemli bir düzeyde farklı olmadığını göstermiştir. Bu sonuçlar, R. coriifolius aerial 

parçalarının etanol özütünün toksik veya mutajenik olmadığını (in-vivo ve in-vitro) ve 
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analiz edilen konsantrasyonlarda hücre profilerasyonunu etkilemediğini göstermiştir 

[85].  

Kaya’ nın yapmış olduğu çalışmada, R. idaeus ekstraktının insan periferal lenfosit 

hücrelerinde, mutajen olduğu bilinen MMC kimyasalının verilen gruba göre 

kromozomal aberasyon oranların, mikronükleus indeksin, apoptoptik ve nekrotik 

hücrelerin sayılarını azalttığı sonucuna ulaşılmıştır [53].  

R. idaeus bitkisinin ekstraktları programlı hücre ölümünü baskılayarak, tümörlü 

hücrelerin hacminin veya tümörlü hücre çoğalmasının azaltılmasında önemli bir role 

sahip olduğu belirtilmiştir. R. idaeus bitkisinin faydalı bu etkisini, muhteviyatındaki 

biyoaktif bileşenin hücresel olarak antioksidan özellikleri içermesinden kaynaklanması 

muhtemeldir. R. idaeus bitki meyve ekstraktı, insan laringeal karsinom hücreleri ve 

L20B kanser hücre dizilerinde toksik etkiler gösterdiğinden dolayı kansere karşı 

kullanılan ilaç potansiyelinde dikkatleri çeken özellikte olmaktadır [86].  

İpek ve arkadaşlarının, Mitomisin-C’nin varlığında ve insan lenfosit hücrelerinde 

yaptığı bir çalışmada ise, karvakrolun bütün dozlarında KKD’ nin oluşumunu 

artırmadığını ayrıca MMC’ nin sebep olduğu KKD oranlarını inhibe ettiği ifade 

edilmektedir [87].   

Yapılan in-vitro çalışmamız doğrultusunda R. idaeus (kırmızı ahududu) genotoksik ve 

antimutajenik etkilerini KKD testi ile gösterdik. Çalışma sonucunda, Kırmızı ahududu 

bitki ekstraktlarının  insan lenfosit kültüründe, 4 farklı dozunun (0.2 μl/ml, 0.4 μl/ml, 

0.8 μl/ml, 1.6 μl/ml) 24 saat uygulanması ile aşağıdaki verilere ulaşılmıştır;  

1) R. idaeus ekstraktlarının insan lenfositlerinde KKD sayısını MMC’nin yaptığı artışı 

belirli kademelerde azalttığı görüldü. 

2) R.idaeus ekstraktlarının dozu ve KKD arasında (r=- 0.02) negatif korelasyon 

bulundu. 

3) R.idaeus için doz ve replikasyon indeksi arasında pozitif korelasyon bulundu 

 (r= 0.14). 

Yukarıdaki açıklanan bulguların, R. idaeus bitkisinin kardeş kromatid değişimi 

açısından antimutajenik etkilerinin saptandığı ulaşılan sonuçlar ile uyumlu olduğu 

görülmektedir [83]. In-vitro olarak yaptığımız bu çalışma R. idaeus ekstraktlarının tam 

anlamıyla etkilerini açıklayamayabilir bu sebeple in-vivo çalışmaların yapılmasının da 

faydalı olacağı önerilmektedir.  
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