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OZET

(Yiksek Lisans Tezi)
KIRMIZI AHUDUDU (Rubus idaeus L.)’ NUN INSAN KROMOZOMLARINDA
KARDES KROMATID DEGISiMI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sevda MANKAN

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Siileyman GUL

Kirmizi ahududu (Rubus idaeus) antikarsinojenik ve antimutajenik etkileri oldugu
bildirilen, Avrupa ve kuzey Asya’da dogal olarak yetisen kirmizi meyveli bir Rubus
tiirtidiir. Bu ¢alismada, kiiltiire edilmis insan lenfosit kromozomlarinda MMC ile
artirtlmis KKD diizeyine R. idaeus &ziitiiniin etkileri incelendi. Oziitler, 0.2, 0.4, 0.8 ve
1.6 pwl/ml son konsantrasyon olarak KKD c¢alismalarinda kullanildi. Kiiltiir isleminin
baslamasinda 48 saat sonra R.idaeus oziitiiniin test dozlar1 kiiltiir ortamina eklendi.
Ikinci mitotik béliinme evresindeki metafazlarm KKD incelenmesi ile MMC ile artan
KKD oranlarimin R. idaeus oziitiiniin tim dozlar1 ile azaldigi belirlendi. R. idaeus
oziitleri, 24 saatlik uygulama sonucu replikasyon indeksini (RI) doza bagli olarak
arttirdi. Sonuglar diyette R. idaeus tiiketiminin, mutajenik ve karsinojenik bilesiklerin

etkilerine kars1 koruyucu olabilecegini de gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Rubus idaeus, kardes kromatid degisimi, replikasyon indeksi.
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ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)
AN INVESTIGATION OF Rubus idaeus EXTRACTS ON CULTURED HUMAN
LYPHOCYTE CHROMOSOMES SCE FREQUENCY
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Kafkas University
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Siilleyman GUL

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 ul/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 BIiLGILER

1.1 Giris

Bilimin ve teknolojinin siirekli olarak artan gelisimi sayesinde, insanlar yasamlarini
saglikli siirdiirmeye ve insan saglig1 agisindan daha yararli besin ve gida tiiketmeye
olduk¢a Onem gostermeye baslamislardir. Bundan dolayi, tiiketilen meyve tiirlerine
gosterilen 6zen de giderek artmistir [1]. Teknolojinin gelismesine paralel olarak tiretimi
yapilan kimyaya ait maddelerin, besinlerdeki ilave maddelerin, tarim alaninda tercih
edilen ilaglarin ve dogaya verilen atik maddelerin kalitim materyalinde hasara neden
olma ihtimali oldukga yiiksektir. Bu sebeple, yapilan arastirmalar arasinda mutajenik,
karsinojenik, antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin canli {izerinde gosterdigi
etkilerinin arastirilmasi daha 6nemli hale gelmistir [2]. Ayrica kullanilan ilaglarin tiimii,
farmakokinetik caligmalardan gegmelerine ragmen bu ilaglarin metabolitlerinin canlilar
ve cevre ilzerindeki uzun siirede olusturduklar etkiler konusunda yeterli sayida
calismaya rastlanmamaktadir [3].

Olusan bu etkilerin aragtirllmasinda kullanilan bir¢ok yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerden en sik kullanilani, genotoksik ajanlarin DNA (deoksiriboniikleik asit)’ da
sebep oldugu hasarin kromozom diizeyinde tespit edilmesine yardimci olan KKD
(kardes kromatid degisimi) analizidir [4]. Bu baglamda, bitkilerin toksikolojik agidan
olusturdugu zararlarin, gerek yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar gerekse de bitki
kullanimlarinin oldukga artig gostermesi degerlendirmeler yapilmasini da zorunlu hale
getirmektedir [5]. Yapilan bu degerlendirmeleri toksisite testleri adi altinda birlestirmek
miimkiin olabilmektedir. Kalittm materyali ile zararli olan maddelerin etkilesime
girmesi sonucunda ortaya ¢ikan ve daha sonra ki olusacak dollere aktarilan bu testler
genetik toksisite olarak adlandirilmaktadir [6]. Genotoksik maddeler olarak adlandirilan
ifade ise genotoksisiteye sebep olan maddelerdir. Biitiin ilaglar, pestisitler, kozmetik
sanayide kullanilan malzemeler ve ayrica sanayi endiistrisinde kullanildiginda kisileri
olumsuz etkileyen bu kimyasallar toksik 6zelliklere sahip oldukga tehlikeli maddelerdir.
Bundan dolayi, kullanilan bu maddeleri kullanima sunmadan 6nce toksik potansiyelleri

bakimindan degendirme altina alinmalar1 gerekmektedir [7].



Bitkisel maddelerin saglik agisindan faydali 6zelliklerinin ¢cogunda muhteviyatlarindaki
antioksidanlarin  6nemli oldugu belirtilmektedir. Fenolik yapida olan sekonder
metabolitlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu o6zellikte ve yapay olmayan
maddelerin  kisilerin sagliklarmna olumlu ve olumsuz etkilerinin  bilinmesi
gerekmektedir. Bu etkilerin bilinmesine oldukg¢a fazla ihtiya¢ duyulmaktadir. Fenolik
bilesiklerin ise sitotoksisite ve genetik toksisite agisindan ne gibi etkileri oldugunun
Ogrenilmesi yapay ve yapay olmayan maddelere gosterilen degeri onemli derecede
etkileyecektir. Ahududu (R. idaeus) bitkisinin igeriginde dogal olarak bulunan fenolik
asitlere ve antosiyaninlere ek olarak, ayni sekilde iceriginde bulunan vitamin ve yogun
mineral konsantrasyonlarindan dolay1r bu bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal
potansiyeli Ozellikleri agisindan yapilan incelemelerin fazla sayida olmasi da dikkat
¢ekmektedir [8-11].

Yapilan literatiir taramalar1 dogrultusunda, Tirkiye’de dogal olarak yetisen ve saglik
acisindan Onemli etken madde igeren ahududu bitkisinin ekstraktlarinin genetik
materyal olan DNA’ dan olusmus kromozomun yapisina olasi etkilerin aragtirildigi
kisith sayida arastirmaya rastlanmaktadir [8, 11].

Yapilmasi planlanan bu calismada, 6zellikle Tiirkiye’ nin kuzey kesimlerinde ve Kars
bolgesinde kendiliginden yetisme imkani bulan ayrica tibbi ve aromatik bitkiler
icerisinde etkili bir fark meydana getirme o6zelliginde olmasi muhakeme edilen R.
idaeus bitki ekstraktlarinin kardes kromatid degisimleri tiizerine olan etkilerinin

incelenmesi hedeflendi.

1.1.1 Uziimsii Meyve

Uziimsii meyveler igerisinde ¢ok fazla tiir bulunmaktadir. Vitis (iiziim), Fragaria
(¢ilek), Rubus (ahududu-bogiirtlen), Ribes (bektasi iiziim), Vaccinium (bataklik yaban
mersini), Rosa (kusburnu), Berberis (kadin tuzlugu) ve daha bir¢ok tiiriin oldugu
bilinmektedir [12]. Ulkemiz igin iiziimsii meyveler konusu cilek bitkisi hari¢ oldukca
yenidir. Ancak son 25-30 sene igerisin de giderek yiikselen bir deger goren tizlimsii

meyveler, farkl tarzlarda uygulamasi olan ve ¢okca tiiketimi yapilan meyve tiirleri



arasinda yer almaktadir [13]. Uziimsii meyvelerde yogun olarak bulunan maddeler
arasinda fenolik asitler ve vitaminler grubundan ise 6zellikle C vitamini olarak bilinen
askorbik asit yer almaktadir. C vitamini, frenk iizimi ve Fragaria gibi meyvelerin
igeriginde yogun miktarda bulunurken, diger iiziimsii meyvelerde ise bitki tiirlerinde

genellikle hakim olan fenolik bilesik maddeler bulunmaktadir [14].

Fenolik bilesiklerin igeriginde olan ve liziimsii meyvelerde de yiiksek diizeyde bulunan
antosiyanin maddesi viriislere ve bakterilere karsi etkili olan 6zellikleri de yiiksek
antioksidan diizeyleri ile ortiismektedir [15, 16]. Onemli hastaliklar (kanser) arasinda
Olim oranin1 6nemli diizeyde etkisi altina alan ve insan sagligi sorunlarina Onlem
almayr saglayan bitkiler arasinda {iziimsii meyveler oldugu belirtilmektedir. Bu
bitkilerin ise bilhassa antosiyanin muhteviyati yoniinden oldukga iist diizeyde olan
ahududu, kus tizimi ve visne bitkilerinin faydali etkilerinin oldugu kaydedilmektedir
[14, 15, 17].

1.1.1.1 Ahududu (R. idaeus)

R. idaeus’ un ismini ida dagindan aldig1 belirtilmektedir [12]. Ahududu bitkisinin bu
dag ile amlmasmin temel sebebi ise, ilk defa Yunanllar tarafindan Ida daginda

bulunmasidir [18].

Ahududu gibi liziimsii meyveler diinyada “bramble fruits” diye bilinmekle birlikte, iki
yildan daha ¢ok siire yasayan ¢ali formundaki bitkilerdir ve bu bitkiler her sene yesil
kalabilen bitkiler arasinda bulunmazlar. Ahududu bitkisinin kokleri ¢ok yillik iken
stirglinleri iki yilliktir. Adventif tomurcuklar ilk olarak Otsu karakterde gelisirler daha
sonra ise odunlagsma siirecine girerler. Bitkinin gelisim siireci ilkbahar déneminden
sonbahara kadar devam etmektedir. Siirgiinler, ikinci vejetasyon periyodunda az
odunlasabilen yan siirgiinler olusturarak dallanma gosterirler. Olusan bu yan dallarin
koltuk bolgelerinde yada dal uglarinda ¢igek salkimlari olusmaktadir. Siirglinler ve

yapraklar tizerinde farkli kalinlikta ve boyutlarda dikensi tiiyler bulunmaktadir [12].



Uziimsii meyveler arasinda yer alan ahududu bitkisi, Rosaceae ailesinin Rubus cinsi
icerisinde bulunmaktadir. Rubus cinsinin iki tane alt cinsi oldugu bilinmektedir. Bunlar;
Idaeobatus ve Eubatus’ dur. Olduk¢a fazla sayida farkli 6zellige sahip tiirler igerir.
Ahududu bitkisi, diinya tizerinde alan olarak genis bir yayilim gostermektedir.
Karadeniz bolgesi, ahududu bitkisi i¢in anavatan olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye’nin
kuzey kesimlerinde, bati-dogu yonlii olarak uzanan, ¢ogunlukla yiiksek bolgelerde,
havanin nem oranmi fazla olan yerlerde dogal olarak yetismektedir. Kirmizi ahududu
bitkisinin Floricane ve Primocane olarak belirtilmis iki tipi bulunmaktadir. Bu iki gesit
arasindaki temel fark ise, Floricane yil igerisinde iki defa {irin verirken, Primocane

yilda sadece bir defa iiriin verebilmektedir [19].

Gida endiistrisinde olduk¢a fazla kullanim alanlarinin yanisira Ahududu bitkisinin
kendisine 0zgii kokusu, tat aromasi, yapist ve dikkat ¢ekici renkleri ile taze tiiketimi
tercih edilmektedir. Bu sebeple, meyve tiirleri igerisinde farkli bir éneme sahiptir.
Ayrica ahududunun muhteviyatinda bulunan fenol, flavonoid, pigment ve vitamin
maddelerin miktar1 yoniinden diger bitkiler ile kiyaslaninca bu oranlarin daha yiiksek
bulundugu bildirilmistir [15]. Ahududu gesitlerinin ¢igeklenmeleri ise bulunduklari
bolgenin ekolojilerine gore farkliliklar gostermektedir. Bu bitkinin ¢igek yapist beslidir.
Cigek formiilii ise S5 P5 AJ GJ seklindedir. Genel olarak Ahududular erselik yani her
iki eseyi de bulunduran ¢igek yapisindadir [12].

Ahududu bitkisinin cesitlerini 3 ana baslik altinda ele almak mimkiindiir. Genellikle
meyvelerin renklerine gore siniflama yapilmistir.

Bu cesitler;

a) R. idaeus-Kirmizi ahududu

b) R. occidentalis-Siyah ahududu

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

Ayrica sarlt meyvesi olan ahududu bitkisi de giderek deger kazanmaya baslamistir. R.
idaeus’ lar igerinde yer alan sar1 meyveli ahududular ise genellikle mutasyonlar sonucu

olusmuslardir [12].



R. idaeus’ un taksonomisi [20]

Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsinif: Rosidae
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae
Cins: Rubus L.

Tur: Rubus idaeus L.

Resim 1.1 Rubus ideaus [21]



1.1.1.2 R.idaeus Bitkisinin Saghk Ac¢isindan Tarihsel Siireci

R. idaeus meyve ile yapraklarindan alinmis olan kayitlar c¢ok eski tarihlere
dayanmaktadir. 1898 yilindan itibaren R. idaeus’ un tibbi amaglar i¢in kullanilmis
birgok kisminin oldugu bildirilmektedir. Bitkinin yapraklari, i¢erdigi bazi bilesenlerini
suya vermekle birlikte ayrica bitkiden elde edilen sivinin ise siyah c¢aya benzer bir
kokuda oldugu kayitlara eklenmistir [22]. R. idaeus’ un eski c¢aglarda ve Yunanlilarda
M.O. 370 yilinda hasadmnin yapildig1 belirtilmistir. Romalilarda ki durumsa M.O. 65
yilinda bitkinin tiiketim ihtiyacinin fazlalastigi ve ahududu bitkisinin yetistirilmesinin
16.ylizy1l dan itibaren Avrupa lilkelerinde yaygin hale geldigi kayit altina alinmigtir
[23].

Fenolik bilesik olan antioksidanlardan 6nemli kaynak olarak R. idaeus bitkisinin
meyvesi tanimlanmistir. Bu bilesiklerin, gili¢lii bir antioksidan nitelikte oldugu, 6zellikle
oksijen radikallerini temizledigi ve yapilan in-vitro ¢alismalarinda oksidasyonun, bazi
kanser hiicrelerinin ve patojenik etkiye sahip bakterilerin ¢ogalmasini inhibe edici
ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir [23]. R. idaeus meyvesinin ¢ok miktardaki
antosiyanin muhteviyatindan dolay1 olduk¢a etkili antioksidan ve antienflamatuvar
Ozelliklere sebebiyet verdigi kaydedilmistir. Ayrica kolon ve akcigerdeki timorli
hiicreleri % 20-54 gibi ciddi oranda azaltma yaptigi da arastirmalar sonucunda
belirtilmistir [24].

Yapilan bir arastirmada, kolesterol yiiksekligi olan rat canlisina verilen R. idaeus
meyvesi, toplam kolesterol ve LDL kolesterolii azalttigi saptanmistir [25]. Yapilan
farkli bir caligmada ise, R. idaeus’ dan alinan yaprak eksraktinin kedinin uterus ve
bagirsagindaki diiz kaslar1 gevseten Ozellikte oldugu, fare canlisinda ise merkez sinirsel
sisteminde uyaran 6zellikte oldugu ayrica kolinesteraz enzim aktivitesini bastirici yonde

etkili oldugu belirtilmistir [26].



1.1.2 Kromozom Yapisi

Cogu canlilarda oldugu gibi insanlar da milyonlarca hiicrelerden meydana gelmistir.
Hiicreler bir stoplazma ve ¢ekirdek olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Cekirdegin
i¢ kisminda kromozom adi verilen 6zel ipliksi pargalar vardir. Kromozom, yapisal
olarak DNA zinciri ve histon olarak nitelendirilen protein zincirinden olusur. DNA
zincirlerinin goérevi hiicreye 6zgiil proteinleri sentezlemektir ve canlilarin biitiin genel

Ozelliklerini ortaya koyan gen olarak ifade edilen birimlerden meydana gelmistir [27].

% Cekirdek

__Kromozom

Kromatin
iplik

Sekil 1.1 Temsili kromozom yapisinin gosterimi [28]



Genetik materyal denildigi zaman Oncelikli olarak akla gelen ilk terimin kromozom
oldugu bilinir. Kromozomlar, nesiller boyu aktarilan genetiksel 6zelliklerin ve bireyi
olusturan atasal karakterlerin kalitsal 6zelliklerin aciklanmasinda Onemli bir rola
sahiptir [29, 30]. Kromozomlarin istiinde birbirinden farkli boyanma 6zelliginde olan
Iki kisim bulunmaktadir. Koyu olarak boyanan kisima heterokromatin ismi verilir.
Okromatin olarak ifade edilen diger kisim ise acik olarak boyanan bolgelerdir. Genetik
olarak aktif olmayan bu heterokromatin bolgeler birbiri {izerine sikica katlanmis

kromozom ipliklerinden meydana gelmektedir [31, 32].

Genlerin genellikle organize oldugu birimler kromozomlardir. Canli hiicreler yapisal
olarak 6karyot ve prokaryot olmak iizere iki farkli hiicre yapisina sahiptir. Bu iki hiicre
yapisinda kromozlar da farkl sekilde bulunmaktadir. Okaryotik hiicre yapisina sahip bir
canlida her bir kromozom, DNA molekiilii ¢ift sarmal yapidadir ve iligkili proteinlerin
olusturdugu ipliksi parcalar halindedir. Prokaryot canlilarda ise DNA molekiili genel
olarak halkasal yapida ve stoplazmada daginik halde bulunur. Bu durum okaryot
canlilar i¢in farklilik gosterir ve kromozomlar cekirdekte belli bolgelerde yerlesmis
olarak bulunurlar. Ik defa 1879 yilinda Flemming adli bilim insam tarafindan yapilan
bir calismada, kromozomlar mitoz esnasinda ayrilmis olarak 1sik mikroskobu ile
gozlenebildigi kayit altina alinmigtir. Organizmalar farkli morfolojik goriintiileri ile

belli sayida kromozoma sahiptir. [33].

Gilintimiizde ise kesin olarak insan kromozomlarinin 46 oldugu ve bu kromozomlarin 44
inlin otozomal, diger iki kromozomun ise cinsiyet kromozomu oldugu kanitlanmistir.
Bu cinsiyet kromozomlarin genel olarak kadinlar i¢in XX, erkekler i¢in ise XY oldugu

belirtilmistir [34].



1.1.2.1 Kromozomu Olusturan Ozel Bélgeler

Sentromer
Kromozomu uzun (p) ve kisa (q) olarak isimlendirilen iki kola ayirir. Sitogenetik olarak
belirleyici olan goriintiisii primer bogum seklinde ifade edilmistir. Spesifik bir sekilde

proteinlerin baglandig1 ve bir seri DNA dizilerinden olustugu bilinmektedir.

Kromatid
Genel olarak kromozomu olusturan kollar seklinde goriiniirler. Kromatin ipliklerin
protein iskeletine sarilmasi ile olusurlar. Kromozomun orta kisminda konumlanmis olan

sentromer bolgesine gore kromozom kolu olarak isimlendirilirler [35].

Telomer

Hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda etkili bir role sahip olmakla birlikte, kromozomlarin
diger kromozomlar ile yapigsmasint ve kendi {iizerine katlanmasini engelleyici
ozelliktedirler. Ozel DNA dizilerinden olusan telomerler kromozomlarin ug
kisimlarinda bulunur. Canlinin yaslanma siirecine girmesi ile birlikte boylar1 kisalmaya

baglar fakat bu durum kanser hiicrelerini etkilemez [36].



1.1.3 Hiicresel Dongii

Devamli bir sekilde boliinmesi gereken hiicreler, mitoz bdliinmeden sonra G1/S/G2
(interfaz) ve M (mitoz) olacak sekilde tekrar edilir. Bu dongii esnasinda hiicrelerde
uyarilma ve biiylime olaylar1 meydana gelmektedir. Hiicreler bdliinme uyarisi
almadiklarinda dinlenme safthasi olan GO evresinde durmaya devam edeceklerdir [37,
38]. Hiicre dongiisiiniin % 90’11 G1, S, G2 fazlar1 (interfaz) kapsar ve bu fazlar 16 saat
ile 1 giin igerisinde gergeklesir. Mitoz boliinme 1 yada 2 saat kadar siirede tamamlanur.
Boliinecek olan hiicrelerin biiylime olayt G1 fazi igerisinde bulunan R point olarak
adlandirilan kisitlamay1 yapan nokta kontroliinde diizenlenir. Hiicreler, kisitlayici
noktada durabilir veya dongiiyii tamamlayabilirler [38, 39]. G1 evresinde bulunan
hiicreler, gerekli sinyalleri alir ve biiyiime baslar. Fazda gerceklesen bir diger olay ise,
DNA sentezi (replikasyon) igin gerekli hazirliklar yapmaktir. S faz1 icerisinde
gerceklesen DNA sentezini takiben, G2 fazinda hiicre biiyiimesi devamli olur. Hiicreler
mitoz boliinmeye hazir duruma getirilir. Mitoz 4 farkli evreden olugmaktadir. Bu evreler
profaz, metafaz, anafaz ve son olarak telofazdir. Telofaz evresi ile birlikte sitoplazmik
bolinme de tamamlanmis olur. Bolinmenin ardindan benzer genetik materyalde olan
iki yeni hiicre meydana gelir [38-41]. Hiicre dongiisiinde bir fazda gergeklesen olaylar
tamamlanmadan diger faza gegilirse DNA tam ve diizgiin olarak kopyalanmadigindan
hiicrede hasarlar olusabilir. Hiicre dongiisiinde kontrol noktalar1 mevcuttur. Bu kontrol
noktalart G1/S gegislerinde, G2/M gegislerinde ve metafaz/anafaz gegislerinde bulunur.
Bu noktalar da hiicrelerin dongiiye devam edecegine veya etmeyecegine karar verilir

[38].
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DNA eslenmesi
once hucre
bliyiimesi

DNA eglenmesi

DNA eslenmesi
sonrasi béliinme
hazirhiklari

Sekil 1.2 Hiicresel dongii asamalari [42]

1.1.4 Krossing-over

Cogu canli varliklarin birbirinden farkli 6zellikleri vardir. Bu degisik 6zellikler farkli
canlilar arasinda oldugu gibi ayni tiire ait bireylerin arasinda da olabilir. Ayni tiire ait
canlilarda olan ve genetiksel ¢esitlilik diye adlandirilan bu 6zelliklerin gézlenmesinde
mayoz boliinme 6nemli bir role sahiptir. Mayoz da gergeklesen ii¢ 6nemli olay vardir.
Mayoz siirecinde olusan ve ¢esitliligin artigina sebebiyet veren, krossingover (Profaz |
evresinde gozlenen), bagimsiz dagilim (Metafaz | evresinde gozlenen) ayrica ayrilma
(Anafaz | evresinde gozlenen) bu 6nemli {i¢ olaydir. Mayoz sonucunda ise disi ve erkek

tireme hiicrelerinin tesadiifsel olarak birlesmesi ¢esitlilige sebep olur [43-45].

Krossing-over ya da parga degisimi olarak ifade edilen bu olay mayoz bdliinmenin
profaz I evresinde gergeklesir. Krossing-over olayr sonrasinda genetik gesitlenme
(rekombinasyon) meydana gelir. Ayri kromozomlar iizerinde yer alan gen alelleri
birbirleriyle konum degisikligi gergeklestirir. Krossing-over, genel olarak sinapsis
olarak nitelendirilen temas noktalarinda gerceklesir. Krossing-over olayinda ilk once

genellikle replike olan kromozomlar eslesmis oldugu kisimlardan kirilir. Daha sonra
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farkli olan baska bir kromozom ile birlesme olur. Bu parga degisikliginin
gerceklestirildigi genler ise kromozomlar arasinda yer degisimi gergeklestirir. Bu olaya
genetik ¢esitlenme (rekombinasyon) ismi verilir. Gergeklesen bu olay esnasinda
aralarinda benzerlik olan iki DNA pargasi ayni noktalardan kirilmalar meydana getirir.
Bu pargalarin kiriklarin1 onarmasi ise karsisindaki zincirin diger pargasiyla birlesmesi

ile olmaktadir [46].

1.1.5 Genetik Toksisite Testleri

Genetik toksisite testleri, genetik materyal icerisinde hasarlara sebep olan etkenleri
saptamak maksadiyla gelistirilen ve gesitli mekanizmalarla direkt yada indirekt olarak
yapilan, in-vitro/ in-vivo testlerden olugsmaktadir. 1970 yilindan itibaren mutajen etkilere
sahip kimyasallarin karsinojenik 6zelliklerini tespit etmek amaciyla ¢ok sayida genetik
toksisite testlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu testler birgok kimyasal ve fiziksel ajanin
genetik materyaldeki yaptigi degisimleri arastirmada tercih edilmektedir [47-51].
Genetik materyalde tamir edilemeyen hasarlar kromozomal aberasyona, DNA sekans
degisikliklerine neden olabilen bir yada daha fazla niikleotid degisikligine bagli olarak
gelisen mutasyon, rekombinasyon, yaslanma, kanser ve doku hasarlar1 olusumuna

neden olabilmektedir [52].
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Sekil 1.3 Genotoksinin DNA {izerine yaptigi etkiler ve sonuglar [53]

Genotoksisite testleri temel olarak toplam genleri etkileyebilen UV isinlart  ve
irradyasyon gibi fiziksel etkenlerin, ilaglar, parazitlerin sebep oldugu enfeksiyonlarin,
pestisit diye adlandirilan bocek oldiiriiciilerin, gida maddelerinde kullanilan katkilarin,
nanomateryaller gibi bir¢cok kimyasal ajanin kanserojenik ve genotoksik kapasitelerinin
tespitinde, farmakolojik alanda ise kullanilacak ilaglarin satisa sunulmadan evvel ve
ilaglart kullanmis olan insanlardaki genetik etkilerini ve bu ilaglarin giivenirlik
derecesini  belirlemede, baz1 hastaliklarda artmis DNA hasarlarinin  ortaya
konulmasinda, hastaliklar ve genetik hasar arasindaki baglantinin teshisinde, kansere
onlem almada, kansere kars1 hassasiyetin gézlemlenmesinde ve rahatsizligin takibinin
yapilmasinda biyoizlem testleri adi altinda yapilmaktadir [54-65]. Canlilarin
DNA’ larinda olusan mutasyonlar in-vitro memelilerdeki hiicrenin genetiksel
mutasyonu yontemi, bakteriler kullanilarak yapilan geriye yonelik mutasyonel testler

yoluyla belirlendigi bilinmektedir [66].

Genetik toksisite testleri igerisinde yaygin olarak kullanilan ve genetik olarak toksik

etkisi 6grenilmeyen maddelerin karsinojen yada mutajen olabilme potansiyellerinin

13



aragtirma yapilmasinda kullanimi tercih edilen in-vitro yada in-vivo mutajenik
ozellikleri belirleme yontemleri; kromozom aberasyonlart testi (KA), kardes kromatid

degisimleri (KKD), mikroniikleus olusumu (MN), ames ve comet analiz testleridir [51].

1.1.5.1 Kardes Kromatid Degisimi (KKD)

KKD, kardes kromatidler arasinda, kromozom morfolojisi degismeksizin, 6zdes olan
segmentlerin simetrik olarak genetik materyal aligverisi sonucu olusan bir degisim
oldugu bilinmektedir. Kardes kromatidler arasinda gerceklesen bu degisimler gen
kuvvetlendirilmesi (amplifikasyonu) ve canli hiicreler {izerindeki toksik etki orani ile
iliskilidir [67-70]. KKD yo6ntemi, anne ve babadan gelen kromozomlarin gen bolgeleri
arasindaki DNA eslenmesi sonucu olusan lriinlerin degisimini test etmektedir. Bu test
sayesinde mikroskobik olarak tanimlanabilen kromozomal hasarlar gosterilebilmektedir
[67, 71, 72].

DNA eslenmesi ile etkilesime girmis mutajenik bilesiklerin tespitini amaglayan bu test;
cesitli ajanlarin karsinojenik ve mutajenik etkilerinin, laboratuvar ortaminda yapilan
caligmalarda belirleyici yontem olarak ozellikle de kromozomlarda olusan
degisimlerinin incelenmesi bakimimdan 6nemli bir yere sahiptir. Bu sebeple kimyasal
maddelerin mutajenik veya karsinojenik etkilerini tespit etmek agisindan olduk¢a uygun
bir metot olarak kabul gérmektedir [50, 51, 67-70, 73]. ilk defa timin varhiginda KKD
analiz yontemi, kromozomlardaki kardes kromatidlerin farkli boyandig1 otoradyografik
yontem kullanilmasi ile ortaya konulmustur [39]. Son yillarda ise otoradyografik
calismalarindan farkli olarak, timin analogu olarak bilinen BrdU kimyasalinin tercih
edilmesi, KKD sikligin1 kolay bir sekilde ve hizli gdsterilmesine imkan saglamistir.
Boylelikle KKD sistemi, BrdU tercih edilmesi ve yeni boyama tekniklerinin

gelistirilmesi ile oldukga fazla deger kazanmistir [74].

KKD, DNA’ya esdeger olacak sekilde baglanilmas1 ya da DNA tamir mekanizmasina
miidahale edilmesiyle meydana gelmektedir. KKD sikliginda ki artislarin sebebi olarak,
DNA sarmalinda ki degisiklikler ile DNA da kirilmalarin olmasi ve yeniden birlesmesi

sirasinda kimyasal veya fiziksel ajanlara maruz kalinmasi oldugu bilinmektedir.
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Gergeklesen tiim bu olaylar hiicre dongiisiiniin S fazinda gergeklestigi belirtilmektedir.
KKD analizinin genotoksisitenin Ol¢iilmesinde kullanilan diger yontemlere nazaran

oldukga hassas oldugu bildirilmektedir [75, 76].

KKD analiz yontemi ilk olarak 1958 yilinda J.H. Taylor tarafindan gelistirilmistir.
Taylor, nonradyoaktif ortamda bir dongii timin birlesmesine ugrayip kromozomlarin
kardes kromatidlerini incelemistir. Yapilan bu KKD incelemeleri ile kromozom
yapisini, DNA’ nin nasil diizenlenme gosterdigini ve kromatidlerin ne sekilde dagilim
gosterdigini anlamaya olanak saglamigtir [76-78]. Fakat gelistirilen bu yontemin zaman
kaybina sebep oldugu disiiniildiigi i¢in, 1972 yilinda A.F. Zakharov ve NA. Egolina
farkl bir teknik gelistirmislerdir. Kimyasal olarak birbirinden farkli iki kardes kromatid
olarak goriintiilenmesini saglayan radyoaktif 5-bromodeoksiuridin (BrdU) boyama
teknigini kullanmiglardir [77]. BrdU’ nun timin analogu oldugu ve kiiltiir ortaminda
¢ogalan hiirelerde timin yerine gectigi bilinmektedir. Hiicreler in-vivo kosullarda bir
replikasyon dongiisii, in-vitro kosullarda ise bir yada iki replikasyon dongiisii BrdU

kimyasalina maruz birakilmaktadir [78].

BrdU’nun goriiniir hale getirilmesi ¢esitli floresan boyalar ile miimkiin olmaktadir.
Omek olarak; benzimidazole, akridin orange, giemsa ve hoechst kombinasyonu
verilebilir [77]. Kromatidlerin DNA zincirlerinde bulunan BrdU, Hoechst kimyasali ile
soluk bir sekilde boyanacaktir. Bu durum BrdU yonteminin avantajidir ¢linkii floresan
sindirimi BrdU miktarina ve yerine ge¢mis oldugu zincire bagli ¢ok veya daha az
parladigi bildirilmistir. Kolaylik saglamasi agisindan boyamada Floresan + Giemsa
(FPG) boyama teknigi kullanilir. Giemsa boyasi ile Hoechst aydinlik bolgesi koyu,
Hoechst soluk boyanan bolgesi ise acgik boyanir. KKD  sikliginin; BrdU
konsantrasyonundan, kiltir medyumundan, serumdan, 1s1 derecesinden, 1sik

yogunlugundan ve harvest zamanindan etkilendigi belirtilmektedir [76, 78].
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Sekil 1.4 Kardes kromatid degisiminin sematik gosterimi [79]

KKD’nin olus mekanizmasi konusunda farkli birgok model ortaya konulmustur [74].
KKD olus mekanizmasini ve hiicrede DNA parcalar arasindaki farkliliklar1 agiklayan
yaklasimlardan bir tanesi “Holiday Modeli” dir ve bu model KKD’ yi genel olarak ifade
etmektedir. Hiicrelerin BrdU varliginda bir mitoz gegirmeleri bu modele gore yeterli

olmaktadir. Holiday modeli sekil 1.5.’te agiklanmustir [67].

1) Kalin ¢izgi (agir) seklinde ifade edilen, birbirini tamamlayan atasal DNA

zincirleridir.

2) Yapilacak olan yeni DNA sentezi BrdU varliginda ger¢eklesmektedir ve ince gizgiyle
gosterilen BrdU iceren iplikdir.

3) Kirllma olay1 ¢ift zincirli olan DNA’da goriilmektedir. Bu zincirler arasinda

krossing-over olay1 meydana gelmektedir.

4) Dis taraftaki agir ve hafif DNA zincirlerinde kirilmalarin olusmasi, rekombinant

DNA’lar1 olusturur ve bu sayede iki DNA molekiilii birbirinden ayrilmaktadir.

5) Olusan rekombinant DNA molekiilleri; agir\agir\hafif, hafif\hafif\agir, hafif\agir\agir
ve agir\hafif\hafif olacak sekilde heterodubleks yap1 olusturmaktadir.
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DNA molekiilii igerisinde agir_agir olan bolgeler koyu renkli, hafif_hafif olan bolgeler

ise acik renkli boyanmakta ve bu sayede KKD olusumu belirtilmektedir [67].

a < > 13 p—
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Sekil 1.5 Holiday modeline gére KKD olus mekanizmasi [4].
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

Bu calismaya, Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan
01.03.2017/21 sayili izin ile baslanildi. Calismada test maddesi olarak R. idaeus
bitkisinin toprak tistiinde bulunan kisimlarin sivi ekstrakti kullanildi. Materyal olarak ise
saglik sorunu bulunmayan ve sigara igmeyen 6 erkek - 6 kadindan (19-25 yas) alinan

periferik kan 6rnekleri kullanildi.

2.1.1 Kullanilan Maddeler ve Cozeltiler

2.1.1.1 Mitomisin-C

Mitomisin-C (MMC), renk olarak mavi-menekse goriiniime sahip, kristalimsi olarak
bulunan ve su igerisinde eriyen kimyaya ait bir maddedir. Antineoplastik ve hiicrenin
boliinmesini engelleyen ajan olarak kullanilmaktadir. MMC ¢6zeltisinden kiiltiir
ortamimna 0.3 pg MMC/ml besiyeri olacak bicimde ilave edildi. Hazirlanan soliisyon

(pH=6-9), 2-8°C arasi sicaklikta ve 1siktan korunarak kullanildi.

2.1.1.2 Kolsisin

Kolsisin, kromozom preparatlarinin elde edilmesi amaciyla hiicrenin bdliinmesini
engellenerek metafaz sathalarinin stabil kalmasi i¢in kullanildi. Kolsisin ¢ozeltisi saf su
kullanilarak hazirlandi. Kromozom medyumlarinin her ml’sinde 0.06 pL olacak

bigimde 5 ml olan kromozom medyumunlarina ilave edildi.
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2.1.1.3 R.idaeus Ekstrakt

R. idaeus ekstraktlarindan 100 pL alindi ve 400 pL aseton eklenerek karistirilip

homojenik bir ¢ozelti olusturuldu.

2.1.1.4 Kromozom Medyumlari

Bu calismada Biochrom firmasi tarafindan iiretimi yapilan Chromosome Medium B,
hiicre kiiltiirii olarak kullanildi. Bu medyumdan her tiip icin 5 ml olacak sekilde

paylastirildi.

2.1.1.5 Hipotonik Cozelti

Toz halde saf olan KCI’ den % 0, 4’ lik KCI stok ¢ozeltisi hipotonik amaciyla tercih
edildi. Cozelti distile olan su ile hazirlanan tiim kromozom medyumlarina yetebilecek

oranda hazirlanip 37°C” lik etiivde muhafaza edildi.

2.1.1.6 Carnoy Fiksatifi

Glasiyel asetik asit ve absoliit metanol 1/3 oraninda karigtirilarak hazirlandi.

Kullanilmadan 2 saat dnce buzdolabinda bekletildi.

2.1.1.7 Sorensen Tampon Soliisyonu

Bu tampon soliisyonu stok olan tampon A, digeri ise tampon B seklinde hazirlandi. 4°C’
de muhafaza edildi. Tampon A ve B soliisyonlar1 genetik toksisite yontemleri sirasinda

degisik yerlerde ve amaglar dogrultusunda gerekli olan karigimlar seklinde tercih edildi.

Tampon A: 11.34 g KH,PO, 250 ml distile suda ¢6ziildi (pH=4.80)
Tampon B: 14.83 g Na,HPO, 12H20 250 ml distile su i¢inde ¢oziildi (pH=9.30)
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2.1.1.8 Entellan

Preparatlar1 hazir hale getirirken lam ve lameli birbiri {izerine yapigsmasini saglamak

amaciyla gerekli olan soliisyondur.

2.1.1.9 Giemsa

Sorensen Tampon Solusyonu icerisinde Giemsa boyasinin % 5’ lik ¢6zeltileri ¢aligmada

preparatlarin boyanmasini saglamak amaciyla tercih edildi.

2.1.1.10 Heparin

Kan Orneklerinin alinimi yapilirken antikoagiilan olarak 5000 U/ml’lik heparinden

hacime paralel olarak tercih edildi.

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

BrdU’dan 5 mg alinarak 10 ml Chromosome Medium B’ de ¢ozdiiriildi (50 pg/100 pl

medium). Bu soliisyondan KKD ¢aligmasinda besi yerine 10 pg/ml eklendi (100 pl).

2.1.1.12 Standart Saline Citrate (SSC) Cozeltisi

Kardes kromatidler arasinda ki kontrast farkini 1sinlamadan sonra artirmak amasiyla bu
¢ozelti hazirland1. Cozeltide 21.9 gr NaCl ve 11.05 gr trisodyum sitrat (CsHsNasO-.
2H,0) kullanildi. Bu iki madde bir miktar saf su ile ayr1 kaplarda ¢ozdiiriildii. Sonra
ayni kaba alinarak karistirildi. Hazirlanilan karisim 500 ml ye saf su ile tamamlandi.
Sonug¢ olarak hazirlanilan stok ¢o6zelti 5xSSC dir. Buzdolabinda muhafaza edildi.
Calismada stok icerisinden 20 ml alinarak tistii 100 ml olacak sekilde distile su eklendi.
Elde edilen 1xSSC kullanildi.
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2.1.1.13 Aseton

5 ml besiyerine eklenecek olan aseton 2.5 pl/ml olarak hesaplandi ve ayrica bitki

ekstaraktini seyreltmek amaciyla kullanildi (4 e 1 oraninda).

2.1.1.14 Lamlarin Temizligi

Kiiltiir siiresi bitmesinden 2 giin 6ncesinde lamlar etiketlenerek sale igerisine dikkatlice
dizildi. Uzerilerini tamamen kaplayacak sekilde 1N nitrik asit konuldu. Salenin agzi
kapatild1 ve 1 giin bekletildi. Siire bitince lamlar 30 dk ¢esme suyunda yikandi. Lamlar
4-5 defa ise distile olan sudan gegcirildi. Sale igerisi distile su ile doldurularak
buzdolabinda muhafa edildi.

2.1.2 Kullanilan Laboratuar Aletleri

2.1.2.1 Hassas Terazi

Fiziki ¢evresel etkilere karsi kabinli koruma 6zelliginde ve 0, 0001 g hassasiyetinde
olan Precisa XB 220 A (Swiss) marka hassas terazisi kimyasal maddelerin tartilmasi

amaciyla tercih edildi.

2.1.2.2 Santrifiij

Bu c¢alismada deneydeki tiiplerin icinde ayristirma basamaklarini gergeklestirmek
amaciyla 5000 rpm’e kadar devri olan, 8 tiip kapasiteli ayrica zaman ayarli Hettich EBA
20 (Almanya) marka santrifigator kullanildi.
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2.1.2.3 Mikroskop

Immersiyon objektifli ve koordinat cetvelli Olympus CX21 ve Leica DM500 marka
binokiiler 151k mikroskobu preparatlarda goriintiilemeyi gerceklestirmek amaciyla tercih
edildi.

2.1.2.4 Benmari

Benmari (Su banyosu, Termal) preparatlarin boyanmasi yapilirken nem miktarini
istenilen diizeylerde tutmayi saglamak i¢in tercih edildi.

2.1.2.5 Vorteks

Yellowline marka vorteks, deneyde kullanilan tiiplerin igerisindeki karigimlari
homojenize etmek amaciyla tercih edildi.

2.1.2.6 pH Metre

Selecta marka pH metre, sivi karisimlarin pH’sini1 6lgmek igin tercih edildi.

2.1.2.7 Etiiv

Elektro.mag marka (M 420 BP Inkiibatér) 0-100°C’ye ayarlanabilen etiiv, bazi
soliisyonlarin 37°C’ye 1sitilip tutulmasi ve deneyde hiicrelerin kiiltiire edilmesi amaciyla

tercih edildi.
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2.2 Metot

2.2.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in kromozomu olusturan kardes kromatidlerin farkli
boyanmasmi (Sister Chromatid Differentiation=SCD) gostermek maksadiyla
gelistirdikleri metot degisiklige ugratilarak kullanilmistir [80]. Herhangi bir saglik
sorunu bulunmayan ve sigara kullanmayan 19-25 yas araliginda olan 6 erkek ve 6
kadindan elde edilen periferik kan ornekleri heparin iceren enjektorlerin sayesinde
alindi. Kan alimindan 6nce kromozom medyum steril olan kiiltiir tiiplerine 5ml olacak
sekilde paylastirildi. Her kromozom medyumu i¢in kan 6rneklerinden steril kosullarda
12-14 damlanin (yaklasik 0.4 mL) sizdirilmasina dikkat edecek sekilde tiiplere eklendi.
Onceden steril sartlarda hazirlanmis olan BrdU ¢ozeltisinden her tiipe 10 pg/ml olacak
sekilde (hazirlanan BrdU soliisyonundan 100 pl) yine steril sartlarda ve ilave edilerek
tyice karistirildr (50 pg BrdU/100 pl besi yeri). Ekimi yapilan kromozom medyumlari
etiive 37£1°C’de 72 saat siireyle hiicrelerin ¢ogalmasini saglamak amaciyla konuldu.
Kiiltiir siiresinin bitimine 24 saat kala (48.saatte) R. idaeus bitki ekstraktinin farkli
dozlarinin insan kromozomlari tizerine etkisini incelemek i¢in kiiltiir tiiplerine eklendi.

(Test maddesi olarak kullanilan R. idaeus bitkisinin dozlari; 0.2 uL /mL R. idaeus
ekstrakti, 0.4 uL /mL R. idaeus ekstrakti, 0.8 uL /mL R. idaeus ekstrakti, 1.6 uL /mL R.
idaeus ekstrakti). Pozitif kontrol olarak kullanilan MMC (Mitomisin-C) distile suda
¢ozdiirildi. MMC’nin kromozomlara olan etkisini gézlemlemek amaciyla kiiltiir
stiresinin bitmesine 24 saat kaldig1 zaman 0.3 pg/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine eklendi.
Aseton (C3HeO) test kontrolii olarak, saf su (%]1) ise negatif kontrol olarak kullanildi
[81]. 70. saate ulasan kiiltiire, hazirlanan kolsisin ¢ozeltisinden tiiplere ilave edildi (0.06
ug/ml) ve iyice karistirmak amaci ile tiipler yavas bir sekilde sallandi. 37+1°C’de 2 saat
sliresince hiicreler kolsisin ile muamele edildi. Kiiltiir siiresinin bitiminde tiipler 10 dk
2000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij edilen kiiltiir tiiplerinin {izerindeki siipernatanti
atildi. Tiipiin dibinde kalan 0.6-0.8 ml’lik sivi iyice karigtirildi. Etlivde 37+1°C’de
bekletilen hipotonik ¢ozelti tiiplere eklendi. Hiicrelerde kiimelesme olmasini 6nlemek
icin ¢oOzelti tiiplere karistirilarak ve damla damla her tiipe 5 ml ilave edilerek agizlar

kapali sekilde etiive konuldu. Hipotonik ¢6zelti eklenilen tiipler 37+1°C’de 30 dk
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etiivde bekletildi. Siirenin bitiminde 10 dk 2000 rpm’de santrifiij edilerek siipernetant
kism1 atildi. Her tiipe 5 ml olarak soguk fiksatif yavas bir sekilde karigtirilarak ilave
edildi. 2000 rpm’de 10 dk boyunca hiicreler santrifiij edildi. Ustteki siipernatant kisim
atildi. Bu islemin 3 kez tekrarlanmasi ile tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi
goriildli. Santrifiij isleminin bitiminde tiiplin altinda 0.6-0.8 ml siv1 kalacak sekilde
stipernatant kismi atilarak kalan sivi ile preparatlar hazirlandi. Pasteur pipeti ile tiipiin
alt kisminda biriken hiicreler karistirilarak daha homojenize bir hale getirildi. Pasteur
pipetine 3-4 damla homojen olan bu sividan ¢ekildi. Onceden temizligi yapilmis olan
lamlarin iizerine pasteur pipetinden 1’er damla 50 cm yiikseklikten farkli alanlara
damlatildi (her lama 3-4 damla). Hiicrelerin iginde bulundugu sivinin lam {izerine
damlatilmasi aninda damlalarin {ist iiste gelmemesine itina gosterildi. Hiicrelerin ve
dolayisiyla kromozomlarin lamlar iizerinde yayilmalari saglandi. Kurumak iizere

preparatlar oda 1sisinda 24 saat siireyle bekletildi.

2.2.2 Preparatlarin Boyanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in kromozomu olusturan kardes kromatidlerin farkli
boyanmasini  (Sister Chromatid Differentiation=SCD) gostermek maksadiyla
gelistirdikleri metot degisiklige ugratilarak kullanilmistir [80]. Kurutulan preparatlar
1sinlama kabina yerlestirilerek {istii ince bir ortli gibi kapatilacak bigimde Sorenson
tamponu ile kapatildi. 5 ml tampon A ve 5 ml tampon B’den alinarak karisim saf su ile
100 ml’ye tamamlandi. Isinlama ¢ozeltisi hazir hale geldi (pH=6.80). Kardes
kromatidler arasindaki kontrast farkini isinlama ¢ozeltisinin azligir veya fazlaliginin
etkili bir oranda etkiledigi goriildii. Bu yiizden ince bir ortii halinde preparatlarin tizeri
1sinlama ¢ozeltisi ile kaplandi. Hazirlanan preparatlar, 30 W’luk 254 nm dalga boyunda
olan ve 151k yayabilen karanlikta 15 cm yiikseklikten tek ultraviyole lamba ile 30 dk
1sinlandi. Isinlanma sonunda preparatlar 1xSSC eriyi igerisinde 58-60°C arasinda olan
sicakliklarda 60 dk etiivde inkiibasyon yapildi. % 5’lik Giemsa boya ¢ozeltisi
inkiibasyon siiresi tamamlanmadan 15 dk once, 5 ml Giemsa, 5 ml tampon A ve 5 ml
tampon B’nin karigtirilarak iizeri 85 ml saf su ile tamamlandi (pH=6.80). Hazirlanan
boya filtre kagidindan sale icerisine dogru olacak sekilde siiziildii. Inkiibasyon siiresi

tamamlandiginda 1xSSC soliisyonundaki preparatlar alindi. Giemsa boya c¢ozeltisi
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icerisine konuldu ve 20 dk bekletildi. Siire bitiminde boya igerisinden ¢ikarilan
preparatlar li¢c ayr1 kaba konulan saf sudan gecirilerek preparatlar iizerindeki fazla
boyanin akmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlarin kalic1 hale
gelmesi amaciyla entellan ile kapatildi. Entellanin kurumasi ile birlikte preparatlar

mikroskop altinda incelendi.

2.2.3 Mikroskobik inceleme

Kalict olarak hazirlanan preparatlar immersiyon objektifi ile Olympus marka binokiiler

151k mikroskobunda incelendi ve resimler ¢ekildi (10x100=1000 biiyiitmede).

2.2.4 KKD Sayisinin Saptanmasi

Kan kiiltiiriine ait iyi dagilmis preparatlardan, bir kromozomdaki acik olarak boyanan
kromatidindeki koyu olarak boyanan pargalarin yada koyu sekilde boyanan
kromatidindeki agik olarak boyanan pargalarin sayilmasi ile ikinci mitozu geciren 100
metafazda KKD sayisi belirlendi [82]. Kromozom kollarinin u¢ kisminda degisim
olmus ise bir KKD olarak ve eger kromozom kollarinin orta kisminda degisim olmus ise

iki KKD olarak sayildi.

2.2.5 Replikasyon Indeksinin (RI) Saptanmasi

R. idaeus bitkisinin ekstraktinin DNA replikasyonundaki olasi etkilerini gostermek
amactyla RI hesaplandi. Bu hesaplamalar icin rastgele secilen 100 tane hiicre incelendi.
Yapilan bu incelemelerde goriilen 1. 2. ve 3. metafaz evresindeki hiicreler sayilarak RI
asagidaki formiille hesaplandi.

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

M;: 1. Mitozdaki hiicre sayis1

M,: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

Ms: 3. Mitozdaki hiicre sayis1
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BrdU’lu ortamda bulunan hiicrelerin kromozomlarini olusturan kromatidlerin her ikisi,
birinci mitoz sonucu olusan yavru hiicrelerde koyu renkte boyanir. Ikinci mitoz sonucu
olusan yavru hiicrelerde kromatidlerin biri koyu digeri agik boyanir. Ugiincii mitoz
sonucu olusan hiicrelerde ise hiicrelerin bir kisminda kromatidlerin biri agik, digeri
koyu renkte boyanirken, diger bir kisminda ise kromatidlerin ikisi de agik
boyanmaktadir. Bu boyanma sekliyle hiicrelerin kaginct mitozda oldugu
anlasilabilmektedir. Metafaz esnasinda bulunan 100 hiicre incelenerek kaginci mitoz
evresinde olduklar1 belirlenmistir. Bu sonuca gore replikasyon indeksi (RI) formiille

hesaplandi.

2.2.6 istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda ulagilan verilerin istatistiksel olarak hesaplanmalar1 bilgisayar
ortami igerisinde yer alan paket program (GraphPad InStat VV 3.05) vasitasiyla yapildi.
Gruplar arasinda farkliliklarin tespit edilmesi amaciyla goklu karsilagtirma testlerinden
olan Dunnett ve Tukey testler tercih edildi. Doza bagli olusmus etkilerin arasinda ki

iliskilerin belirlenmesi amaciyla verilerin regresyon ve korelasyon analizleri yapildi.
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3. BULGULAR

3.1 R. idaeus Ekstraktimn Farkh 4 Dozunun MMC’ye Karsi Insan Periferal

Lenfosit Kiiltiiriinde Antimutajenik Etkileri

R. idaeus ekstraktlarinin 0.2 pl/ml, 0.4 ul/ml, 0.8 ul/ml ve 1.6 ul/ml dozlar1 ile 1 giin
(24 saat) boyunca muamelesi yapilan insan periferal lenfositlerinde belirlenen ortalama
kardes kromatid sayilari (KKD) tablo 3.1. de goriilmektedir. Her iki kontrolle
karsilastirildigt  zaman, sayilan 100 hiicrede, R. idaeus ekstraktlarinin insan
lenfositlerinde KKD sayisint MMC’nin yaptig1 artist belirli kademelerde azalttig
goriildi. R. idaeus ekstraktlarinin dozu ve KKD arasinda (r=- 0.02) negatif korelasyon

bulundu.

Tablo 3.1 R. idaeus ekstraktinin farkli 4 dozunun MMC’ye kars1 insan periferal lenfosit

kiiltiiriinde antimutajenik etkileri

Konsantrasyon Muamele Toplam KKD o
Gruplar (pl/ml) siiresi (saat) Hiicre sayisi +SEM (%)

Pozitif

Kontrol 0.3 ng/ml 24 100 66 +0.88
(MMC)

0.2 ul/ml 24 100 40* +1.52

R.idaeus 0.4 pl/ml 24 100 38* +1.45

Ekstrakti+

MMC 0.8 ul/ml 24 100 30* +1.47

1.6 ul/ml 24 100 25* +1.44

Negatif : 24 100 0.3 1£0.33
Kontrol

Aseton 2.5 ul/ml 24 100 1 +0.21

KKD: Kardes Kromatid Degisimi. MMC: Mitomisin-C, £SEM: Ortalamanin stndart hatasi
Dunnett T testi ile karsilastirildi.

Negatif kontrolle ¢oziicii kontrol arasinda fark yok (p> 0.05).

*Kontrol ve solvent kontrole gére dnemli (p<0.01).
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Rubus
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Sekil 3.1 R.idaeus ekstraktinin farkli 4 dozu ile 1 giin boyunca muamelesi yapilan insan
periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid degisimi (KKD) sayis1 (A: Pozitif
Kontrol, B: MMC+R.idaeus (0.2 ul/ml), C: MMC+R.idaeus (0.4 pl/ml), D:
MMC+R.idaeus (0.8 ul/ml), E: MMC+R.idaeus (1.6 pl/ml), F: Aseton (2.5 ul/ml), G:
Negatif Kontrol).
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3.2 R. idaeus Ekstrakti Gruplarimin insan Lenfosit Hiicrelerinde Replikasyon
Indeksi (%)

Tablo 3.2 R.idaeus ekstrakt1 gruplarinin insan lenfosit hiicrelerinde replikasyon indeksi
(%)

Gruplar Konsantrasyo Muamele Toplam | M1 | M2 | M3 RI +SEM
n (ul/ml) Siiresi (saat) Hiicre (%)

Pozitif
0.3 pg/ml 24 100 45 | 28 | 27 | 1.82 +0.06

Kontrol

Negatif
- 24 100 20 | 32 | 48 | 2.28 +0.02

Kontrol
Aseton 2.5 pl/ml 24 100 18 | 30 | 52 | 2.34 +0.07
0.2 ul/ml 24 100 36 | 34 | 30 | 1.94% +0.03
R.idaeus 0.4 pl/ml 24 100 37 | 30 | 33 | 1.96* | +0.02

Ekstrakti+

MMC 0.8 pl/ml 24 100 28 | 35 | 37 | 2.09* +1.12
1.6 ul/ml 24 100 27 | 33 | 40 | 2,13* +0.97

RI: Replikasyon indeksi, M1: Mitoz 1, M2: Mitoz 2, M3: Mitoz 3, MMC: Mitomisin-C,
+SEM: Ortalamanin standart hatasi

Dunnett T testi ile karsilagtirildi.
Negatif kontrolle ¢oziicii kontrol arasinda fark yok (p> 0.05).

*Kontrol ve solvent kontrole gore dnemli (p<0.01).
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Sekil 3.2 R.idaeus ekstraktinin farkli 4 doz ile 1 giin boyunca muamelesi yapilan insan

periferal lenfositlerinde ortalama replikasyon indeksi (A: Pozitif Kontrol, B:
MMC+R.idaeus (0.2 pl/ml), C: MMC+R.idaeus (0.4 pl/ml), D: MMC+R.idaeus (0.8
ul/ml), E: MMC+R.idaeus (1.6 ul/ml), F: Aseton (2.5 ul/ml), G: Negatif Kontrol).
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Rubus RI
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Pozitif kontrol

Sekil 3.3 R.idaeus i¢in doz ve replikasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur (r= 0.14).

Replikasyon indeksi pozitif kontrolde 1.82 idi, negatif kontolde ise 2.28 diizeyineydi. R.
idaeus ‘un farkli dozlarinin doza bagl sekilde MMC’nin hiicre bdliinmesini baskilayici
etkisini diizelttigi belirlendi. R.idaeus i¢in doz ve replikasyon indeksi arasinda pozitif

korelasyon bulundu (r= 0.14).
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Resim 3.1 M1 evresindeki metafaz goriintiisti (X1000)

Resim 3.2 M2 evresindeki metafaz goriintiisii (X1000)
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-

Resim 3.3 M3 evresindeki metafaz goriintiisii (X1000)
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Rubus cinsine ait bitkilerin genotoksik yada mutajenik potansiyelini incelemek i¢in
yapilan ¢aligmalar ile alakali literatiir taramalarinda kisith sayida bilgiye ulagilmaktadir.
R. idaeus bitkisinin kisi saghgina olan etkileri ilerleyen yillarda olduk¢a Gnem
kazanmaya baglamistir.

Nowak ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, R. idaeus bitkisinden elde
edilmis olan elajik asitler, doz aralig1 2.5 ve 160 pg/mL’ de degisiklik gosteren Caco-2
adenokarsinom yapisindaki bagirsak kanserinin hiicrelerindeki hatlarinda dozlarina
bagimli olarak baskilayici nitelikte olmaktadir. Yine ayni ¢aligmasimin sonucunda,
pozitif olan kontrollerin gruplarina karsilik hiicre bdoliinmelerini engelleyici  ve
programli hiicre 6liimiinii uyarict o6zellikleride belirtilmektedir. R. idaeus bitkisinin
elajik asit igermesinden dolayr gida maddesi olarak kullanilan besinlerin insan sagligina
olan yararl 6zelliklerini artirmak amaciyla dogal bir gida maddesi olarak kullanilmasi
tavsiye edilmektedir [83].

Yapilan bir caligmada, genetik toksisite yontemleri igerisinde yer alan; KKD,
kromozom aberasyonu ve mikrogekirdek yontemleri ile Miyelodisplastik sendrom
(MDS) olgularinda genomik instabilitenin neden oldugu olaylar1 belirlemek ve bu test
yontemlerinin arasinda ki iligkiyi incelemek amaciyla yapilan bu ¢aligmada; MDS’ lu
olgulardaki KKD ve MN sikliginda ki anlamli artisin olmasi, genomik instabilite i¢in
kullanilan yontemlerin informatif bir biyolojik gosterge gorevi gordiigii belirtilmektedir
[84].

Bagka bir ¢alismada ise, R. coriifolius etanol 6ziitii tarafindan baslatilan genotoksik ve
sitotoksik etkiler bir farenin kemik iligi hiicrelerinde yapilan mikrogekirdek (MN) testi
vasitasiyla in-vivo; insan akyuvar kiiltiirinde MN ve kardes kromatid degisimi testleri
araciligiyla ise in-vitro olarak degerlendirilmistir. In-vivo genotoksite analizleri biitiin
dozlarda mikrogekirdekli polikromatik alyuvarlarin ortalama sayisi ve polikromatik
alyuvar hiicrelerinin oranmin negatif kontroldakilerden onemli bir olgiide farkli
olmadigimi agiga ¢ikarmistir. In-vitro genotoksisite analizleri, bir insan lenfosit hiicre
kiiltiirtindeki MN, KKD ve proliferatif indeks frekanslarinin negatif kontroldakilerden
onemli bir diizeyde farkli olmadigini gostermistir. Bu sonuglar, R. coriifolius aerial

parcalarinin etanol oziitiiniin toksik veya mutajenik olmadigimni (in-vivo ve in-vitro) ve
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analiz edilen konsantrasyonlarda hiicre profilerasyonunu etkilemedigini gostermistir
[85].

Kaya’ nin yapmis oldugu ¢alismada, R. idaeus ekstraktinin insan periferal lenfosit
hiicrelerinde, mutajen oldugu bilinen MMC kimyasalinin verilen gruba gore
kromozomal aberasyon oranlarin, mikroniikleus indeksin, apoptoptik ve nekrotik
hiicrelerin sayilarini azalttigi sonucuna ulasilmistir [53].

R. idaeus bitkisinin ekstraktlart programli hiicre Oliimiinii baskilayarak, tiimorli
hiicrelerin hacminin veya tiimorli hiicre ¢ogalmasinin azaltilmasinda 6nemli bir role
sahip oldugu belirtilmistir. R. idaeus bitkisinin faydali bu etkisini, muhteviyatindaki
biyoaktif bilesenin hiicresel olarak antioksidan 6zellikleri igermesinden kaynaklanmasi
muhtemeldir. R. idaeus bitki meyve ekstrakti, insan laringeal karsinom hiicreleri ve
L20B kanser hiicre dizilerinde toksik etkiler gosterdiginden dolayr kansere karsi
kullanilan ilag potansiyelinde dikkatleri ¢eken 6zellikte olmaktadir [86].

Ipek ve arkadaslarinin, Mitomisin-C’nin varliginda ve insan lenfosit hiicrelerinde
yaptig1 bir calismada ise, karvakrolun biitiin dozlarinda KKD’ nin olusumunu
artirmadigin1 ayrica. MMC’ nin sebep oldugu KKD oranlarini inhibe ettigi ifade
edilmektedir [87].

Yapilan in-vitro ¢alismamiz dogrultusunda R. idaeus (kirmizi ahududu) genotoksik ve
antimutajenik etkilerini KKD testi ile gosterdik. Caligma sonucunda, Kirmizi ahududu
bitki ekstraktlarinin insan lenfosit kiiltiiriinde, 4 farkli dozunun (0.2 pl/ml, 0.4 pl/ml,
0.8 pl/ml, 1.6 pl/ml) 24 saat uygulanmas: ile asagidaki verilere ulagilmistir;

1) R. idaeus ekstraktlarinin insan lenfositlerinde KKD sayisint MMC’nin yaptig1 artisi
belirli kademelerde azalttig1 goriildii.

2) R.idaeus ekstraktlarinin dozu ve KKD arasinda (r=- 0.02) negatif korelasyon
bulundu.

3) R.idaeus i¢in doz ve replikasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon bulundu
(r=0.14).

Yukaridaki agiklanan bulgularin, R. idaeus bitkisinin kardes kromatid degisimi
acisindan antimutajenik etkilerinin saptandigi ulasilan sonuclar ile uyumlu oldugu
goriilmektedir [83]. In-vitro olarak yaptigimiz bu ¢alisma R. idaeus ekstraktlarinin tam
anlamiyla etkilerini agiklayamayabilir bu sebeple in-vivo ¢alismalarin yapilmasmin da

faydali olacag: onerilmektedir.
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