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Vaccinium myrtillus L. kuzey Avrupa da dogal olarak yetisen Ericaceae familyasina
dahil, kisa boylu c¢alimsi bitkidir. Yiiksek antioxidant igerige sahiptir ve bilinen
polyfenollerin en onemli dogal kaynaklarindan birisidir. Insan periferal hiicre
kiiltirinde Mitomycin-C (MMC) ile artirilmis Kardes Kromatid Degisikligi (KKD)
tizerine V. myrtillus oziitiiniin etkileri ¢alisildi. KKD belirleme islemleri igin, her
kiltirde ikinci mitotik evredeki hiicreler incelendi. Kiiltir ortamlar: 0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6
pl/ml bitki oziitii ile muamele edildi. Dozlar kiiltiir isleminin baglangicindan 48 saat
sonra verildi. KKD azaligi, tiim test edilen derisimlerde gbzlendi. V. myrtillus 6ziitii,
cogalma katsayisin1 (RI) 24 saatlik siirede doza bagimli tarzda artirdi. Sonuglar, V.
myrtillus 6ziitlerinin mutajenik etkisinin olmadigin1 ancak MMC ile olusan mutajenik
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IN-VITRO ANTIMUTAGENIC EFFECT of Vaccinium myrtillus L. on MITOMYCIN-
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Vaccinium myrtillus L. is a low growing shrub belonging to the Ericaceae family and
native to northern Europe. It is one of the most natural sources of the known
polyphenolic compounds and has rich antioxidant content. The effect of addition of
extract of V. myrtillus on Mitomycin-C (MMC) induced sister chromatid exchange
(SCE) in cultured human peripheral blood lymphocytes was studied. Second mitotic
division cells per culture were investigated for SCE. Cultures were treated with 0.2,
0.4, 0.8 and 1.6 pl/ml plant extracts. Treatment was carried out 48h after culture
initiation. Reduction of sister chromatid exchanges was seen at all the concentrations
tested. V. myrtillus extracts increased the replication index for the 24 h treatment time in
a dose-dependent manner. These results showed that the V. myrtillus extracts do not

have mutagenic activity, but can reduce the mutagenic action of MMC in-vitro.
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1. GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Bitkiler insanlik tarihi boyunca ¢esitli amagclarla kullanilmaktadir. Bu dogrultuda
insanlar bitkilerin kokiinden yaprak kismina kabugundan reginesine kadar birgok
noktasindan faydalanmistir. Bitki kullaniminin insanlik i¢in en dikkat ¢ekici noktasi ise
bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasidir. Tedavi i¢in kullanilan bitkilere tibbi bitkiler
denilmektedir. Tibbi bitkiler yada halk arasinda bilinen adiyla sifali bitkiler insanligin
ilk zamanlarindan beri kullanilmakta olup bu bitkilerin kullanim alani oldukga genistir.
Tibbi bitkiler mevcut hastaligi gidermek ve saglikli durumu stabil hale getirmeyi
amaglayarak kullanilmakla birlikte koruyucu yani hastalik onleyici olarakta
kullanilmaktadir (Nizamlioglu ve Sebahattin, 2010). Tirkiye’nin Dogu Anadolu
bolgesinde bulunan Hakkari sehrindeki Sanidar magarasinda Neanderthal kalintilar
bitkilerin ¢ok eski zamanlardan beri kullanildigina dair somut bir delildir. Tiim bu
bilgiler 1s18inda bitkilerin sanilandan daha eski donemlerde kullanildig1 agikca
gosterilmistir (Giirsoy ve Giirsoy, 2004). 20. Asir’dan itibaren teknoloji ve toplumlarin
degisimi ile sentetik kaynakli her tiirlii maddeye ilgi giderek azalmis bu gelisimlerin
dogrultusunda ilaglarda da bitkisel kokenli olanlar tercih edilmistir (Craker ve ark.,
2003). iginde bulundugumuz yiiz yilda giderek artan sanayilesme yanlis ilag kullanimi
gibi temel problemler antibiyotik direnci sorununu ortaya ¢ikarmistir. Sentetik kaynakli
maddelerin alerjik etkileri ile bitkisel kokenli ilaglara ilgiyi giderek artirmistir (Benli ve
Yigit, 2005). 2000’11 yullardan itibaren ise tiim Diinya’da bu gelismelerin 1s18inda
genetik agidan bitkileri korumak icin bitki bilimciler, bitkilerin yiliksek bir kismini
kiiltiire almisg ve sonraki nesillerin bu bitkilerden yararlanmasini amaglamistir (L’amar,
2006). Tiirkiye gerek konumu gerek bitki cesitliligi acisindan sayili {ilkelerden biri
olmakla birlikte iilkede bulunan endemik bitki cesitliligi de oldukga yiiksektir (Ozhatay
ve Koyuncu, 1998). Anadolu toplumlarinin geleneksel yapisi sebebiyle bu endemik
bitkiler halk arasinda birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bilimin giderek
ilerlemesi sonucunda sifali bitkiler bagli basina bir bilim haline gelmis ve bu
gelismelerin 1s181nda yeni ¢alisma alanlar1 ortaya ¢ikmustir. Diinya’da ve Tiirkiye’de bu
gelismeler Fitoterapi bilim dalini ortaya c¢ikarmistir. Fitoterapi bilimdali geleneksel
bitkilerin modern bilimde tedavi amaciyla kullanilmasini esas olarak almaktadir (Celik

ve Celik, 2007). Sifali bitkiler gesitli alt dallarda siniflandirilmakla birlikte cogunlukla



etken maddesine gore siniflandirilmaktadir (Ceylan, 1995). Bitkilerden ¢ikarilan
esansiyel yaglar kok, yaprak ve kabuk gibi bitkilerin farkli bolgelerinden elde edilen
yaglar olarak adlandirilir (Burt, 2004). Ucucu yaglar da esansiyel yaglar sinifinda olan
ve oda sicakliginda ugan agir kokulu yagl karigimlardir (Celik ve Celik, 2007). Ugucu
Yag olarak adlandirilan yaglarin hekimlikte sik¢a kullanilmasinin sebebi bu yaglarin
hiicre zar yapisindan rahatga gecebilmeleridir (Mezzoug ve ark; 2007). Tibbi ve
aromatik bitkilerin tim bu o6zellikleri goz Oniine alindigi taktirde tedavi amach
kullanimasimin kagmilmaz oldugu anlasilmaktadir. Bu bitkilerin ¢ogu genotoksisite
testleri ile c¢alisilmistir. Genotoksisite testleri herhangi bir kimyasalin hiicresel ve
genetik materyal diizeyinde olasi mutajen ya da kanserojen etkilerini ortaya
cikarmaktadir. Canli sistemlerde meydana gelen mutajen etkiler kardes kromatid
degisimi, kromozomal abersayon ve mikronukleus testleri ile belirlenebilmektedir.
Genotoksisite test sistemleri sayesinde bitkiler ¢ok yonlii ele alinabilmekte ve tedavi
amaciyla kullanilabilmesi saptanabilmektedir. V. myrtillus bitkisi biinyesinde
barindirdig: ¢esitli icerikler sebebiyle oldukc¢a dikkat cekmektedir.

V. myrtillus yapisinda bulunan antioksidan, antimutajenik ve antienflamatuar bilesikler
basta olmak {izere vitamin igerigi de dikkate deger orandadir (Wang ve ark., 2008;

Burdulis 2008; He ve Giusti, 2010; Krauze-Baranowska, 2014).

Yapilan kaynak taramalar1 sonucu, V. myrtillus’ un insan lenfosit kiiltiirii kardes
kromatid degisimi lizerine etkilerini belirleyen ¢alismalarin olmadigi saptanmistir. Bu
calisma ile V. myrtillus bitki ekstraktinin, Mitomisin C’> nin insan lenfosit
kromozomlarinda kardes kromatid degisimine yaptig1 artis iizerine diizeltici etkilerinin

arastirilmasi amacglanmustir.



1.1.1 Uziimsii Meyveler

Literatiirde botanik anlamda {iziimsii meyveler ¢ali formunda yumusak, sulu ve
tiikketilebilen kii¢iik meyveler olarak ifade edilmektedir (Agoglu, 1986). Cogu liziimsii
meyvenin renginin kirmizi ya da kirmiziya yakin tonlarda olmasinin temel sebebi bu
rengin olusumuna sebep olan antosiyanin grubu pigmentleri ihtiva etmesidir. Bu
renkteki degisimin temel etkeni ise pH degerindeki degisimdir (Cemeroglu ve Acar,
1986). Uziimsii meyveler bircok madde agisinda zengindir. Bu maddelere
karbonhidratlar, C vitamini ve K vitamini 6rnek verilebilir (Agaoglu, 1986). Tiirkiye
iklimsel agidan biitlin {iziimsii meyveler i¢in uygun olmasina ragmen iiziim diginda

diger iizlimsii meyvelerin iiretimi ¢ok az miktardadir (Ertlirk ve Geger, 2014).

1.1.1.1 Yaban Mersini (V. myrtillus L.)

Uziimsii meyvelerden olan V. myrtillus yani halk arasinda bilinen adiyla yaban mersini
yiiksek antioksidan igerige sahip olan meyvelerin basinda gelmektedir. Bu 6zelligi
sayesinde viicudumuzda bulunan ve cesitli reaksiyonlar sonucunda agiga ¢ikan serbest
radikalleri etkisiz hale getirmektedir. Serbest radikal olusumu gevre sartlar1, beslenme
tarz1 ve stres gibi temel faktorlere bagli olup son derece tehlikeli sonuglara yol agabilir
(Goktas, 2013). V. myritillus bitkisi fenolik maddeler bakimindan zengin olmakla
birlikte antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar gibi bir¢cok hastalik karsit1 etkiye
sahiptir (Moze ve ark., 2011; Latti ve ark., 2007). Bu bitki siniflandirmada Ericaceace
ailesinde yer almakta olup yaprak yapisi ince kenarlar1 ¢ikintili yumurta seklindedir.
Govdesi 30 cm’ e ulasabilen bu bitkinin meyveleri ise yapisindaki pigmentlerden dolay1
koyu mor, mavi renktedir. Bu bitkinin ¢igek agma donemi ilk bahar ve yaz doneminin
ortasia kadar siirmektedir bitkinin kok yapisi diktir (Stevens, 1978; Akkemik, 2018).
V.myritillus asidik olarak zengin topraklarda c¢esitli agaclarin yetistigi ormanlarda
ornegin; ¢am, ladin ve goknar gibi tiirlerin oldugu bolgelerde yetismektedir. Bu bitki
diinyanin kuzey yarim kiire olarak adlandirilan bolgelerinde yetismektedir ayrica rakim
olarak yiiksek bolgelerde bulunmaktadir (Kaya, 2018). Bu bitki bataklik ¢ilegi olarakta
bilinmektedir. Bunun yani sira - 20 °C ile + 40 °C gibi bir sicaklik araliginda
yasayabilme kapasitesine sahiptir (Guay, 2009; Celik, 2006). Yaban mersini bitkisinin
yetistirilmesi kisaca sOyledir. Fide dikildikten 3 yi1l sonra meyve verir ve 5 yillik bir

yaban mersini yetiskin bir bitkidir. Yaban mersinin ¢igek agabilmesi i¢in 160 giinliik bir



stirenin yani sira 0-7 °C bir sicaklikta 27 ile 35 giin arasinda soguga maruz kalmalidir
(Celik, 2006). Bu bitkinin hasat donemi ¢icek agma dénemine gore degismekle birlikte
eyliil ayina kadar uzayabilir. Kis mevsimi geldiginde yapraklar1 kurur (Doganay, 2014).

Vaccinium myrtillus L.” nin Taksonomik Yeri (National Plant Data Center, 1996);
Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta

Boliim: Magnoliophyta

Simif: Magnoliopsida

Altsinif: Dilleniidae

Takim: Ericales

Familya: Ericaceae

Cins: Vaccinium

Tiir: Vaccinium myrtillus L.

Resim 1.1 Vaccinium myrtillus L.



Yaban Mersini Tarihcesi

Yaban mersini bir¢ok toplumda ¢ok eski tarihlerden beri kullanilmaktadir. Bu meyve
geleneksel olarak tedavi amagla kullanilan bitkilerin basinda gelmektedir. 1498 -1554
yillarinda Hieronymus adli bilim insan1 yaban mersinin oksiirige iyi geldigini ve bu
meyvenin tiiketiminin hastalar i¢in iyi olacagini belirtmistir. Mottioli ve Lonitzer isimli
aragtirmacilar ise bu bitkinin ditiretik etkiye sahip oldugunu 6ne stirmiisler. 1922 yilina
gelindiginde ise insulin kesfedilmedigi donemlerde Kanada kokenli bilim insanlar1 bu
bitkiyi diyabet tedavisi i¢in 6nermislerdir. 1922’den 29 yil sonra 1951 yilinda Kroger
isimli aragtirmact gastrovaskiiler hastaliklarina sebep olan mikroorganizmalarin
tedavisinde bu bitkinin etkili bir savas¢it oldugunu ortaya koymustur (Helmstadter ve

Schuster, 2010).

Yaban Mersini’ nin Besin Degeri

Yaban mersini halk arasinda sifali olarak bilinmekte olup ¢esitli bilimsel aragtirmalarla
da bu yonii ortaya konmustur. Yaban mersinin tadi mayhos yani tath ve eksi tatlarini bir
arada barindirmaktadir. Bu meyve kalori bakimindan diisiik bir kaloriye sahiptir. Yaban
mersini kolesterol icermez ve meyve lif bakimindan ¢ok zengindir (Celik, 2006). Bir su
bardaginin yaklasik olarak 170 gram oldugunu disiiniirsek bu miktarda bir yaban
mersinin karbonhidrat miktar1 21 gram, protein miktar1 1 gram ve son olarak yag
miktart ise 0.5 gramdir, yaklasik 85 kalori enerji barindirmaktadir. K vitamin agisindan
olduk¢a zengin bir meyvedir (Balci, 2015). Lif orami oldukga yiiksektir, ayrica
resveratrol adli maddeyi i¢inde barindirmaktadir. iginde bulundugumuz yillarda yapilan
cesitli aragtirmalar sonucu bu maddenin yaslanma karsit1 oldugu, hafizay: gli¢lendirdigi
ortaya konmustur (Balci, 2015). Yaban mersini antikanser 6zelliginden dolayr gesitli
calismalarda kullanilmistir. Yapilan bir arastirmada T-29 kanser hiicre hattina
uygulanan yaban mersini 0zitii hiicrelerin biiyiimesini 6nlemistir (Zhao ve ark., 2004).
Yaban mersinin igerigindeki yliksek potasyum icerigi kalp sagligimi pozitif olarak
etkilemektedir (Celik, 2006). Yaban mersini bitkisi fenolik bilesikler agisindan oldukca
zengindir ve fenolik bilesikler bitkilerin ¢evresel sartlar sonucunda olusan etkilere karsi
savunma sisteminin bir {rlinii olan sekonder metabolitlerdir (Shirley, 1996).
Antioksidan miktar1 bakimindan da zengin bir bitkidir. Antioksidanlar viicutta bulunan

serbest radikallerin olusumunu engeller. Boylece kanserin en Onemli sebebi olan



hiicresel stres engellenmektedir (Kaya, 2018). Yaban m ersini iginde barindirdigi C
vitamini miktar1 da serbest radikal olusumunu engeller bu agidanda hiicresel strese karst
etkilidir (Zheng, 2003). Yaban mersini bitkisinin bir baska dikkat ¢ekici 6zelligi de
tansiyon diisiirme 6zelligidir. Damar yapisinda degisikliklere neden olup kan bansincini

ciddi anlamda diistirmektedir (Skrovankova, 2015).

1.1.2 Kromozomlar

Kromozomlar tiir igerisinde belli sayida bulunan genetik materyalin taginmasi ve
aktarilmasinda gorev alan protein yapili ipliklerdir (Bilgin, 2004; Topaktas ve
Renciizogullari, 1995). Kromozomlar 1840 yilinda botanik¢i Hofmeister tarafindan
goriilmiis ve daha sonra ki yillarda Waldeyer adli bilim insani tarafindan kromozom
terimi ortaya atilmistir (Karol ve ark., 2000). Kromozomlar hiicre igerisinde normal
donemlerde ag seklindedir ve belirsiz bir yapiya sahiptirler. Hiicre bdliinmesi basladigi
andan itibaren diizenlenirler. Tiire 6zgii say1 ve boyuta ulasip hiicre boliinmesine hazir
konuma gelirler (Topaktas ve Renciizogullari, 1995; Karol ve ark.,, 2000).
Kromozomlarin iplik yapisindan diizenlenmesini saglayan cesitli proteinler vardir. Bu
proteinler histon ve non histon proteinlerdir. Histon proteinleri lizin ve arjinin amino
asitleri bakimindan zengin bazik yapili proteinlerdir. Bazik 6zelliklerinden dolay1 asidik
yapida olan DNA molekiilii ile kolaylikla etkilesime girerler. Temelde bes histon
proteini paketleme isleminde gorev alirlar. Bunlar; Hi, H,A, H,B, Hs ve Hy histon
proteinleridir (Karol, 2000). H,A, H,B, Hs; ve Hy histon proteinleri ikiser tanesinin
olusturdugu histon oktomerinin etrafint DNA molekiiliinlin sarilmasiyla kor partikiilii
olusur ve bundan sonra devreye H; histonu girer. Baglayici yani linker DNA’ da bu kor
elementine katilinca niikleozom yapisini olusturur. Niikleozom yapisi kromatinin temel

yap1 tasidir ve katlanarak daha karmasik kromzom yapisim1 meydana getirmektedir

(Cooper, 2016).
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Sekil 1.1 Kromozomlarin Histon Proteinleri Araciligiyla Paketlenmesi (Pierce, 2012)

1.1.2.1 Sentromer
Kromozomlar iki kardes kromatidin birlesiminin sonucunda olusur. Bu birlesme noktasi
hiicre boliinmesi sirasinda hareket etme 0Ozelligine sahip olan sentromer olarak

tanimlanirlar ve protein yapili bolgedir (Demirsoy, 1995; Bozcuk, 2005; Bilgin, 2004).

1.1.2.2 Primer Bogum
Kromozomun ilk bogumu kabul edilen bolge sentromerin bulundugu kisimdir

(Demirsoy, 1995; Akman, 1998).

1.1.2.3 Sekonder Bogum

Sekonder bogum bir diger adiyla niikleolar bolge kromozomdaki ikinci bogum
yapisidir. Sekonder bogum yapisinda RNA ve c¢ekirdek¢ik olusumu mevcuttur
(Demirsoy, 1995).



1.1.2.4 Kromatid
Bu yap1 kromatin ipliginin proteinlerle sarilmasi sonucu olugsan kromozom elemanidir

(Demirsoy, 1995).

1.1.2.5 Replikasyon Baslangi¢c Noktas1 (ORI)

Kromozomlarda bulunan diger bolgelerdir. DNA sentezinin basladigi nokta olarak
kabul edilmekle birlikte her kromozomda bulunmak zorundadir (Connor ve Ferguson-
Smith, 1993).

1.1.2.6 Satellit
Satellitler kromozomlarin u¢ bolgelerinde bulunan ve silindir bir forma sahip
kromozom yapisidir. Bu yapiya sahip kromozomlar sat-kromozom ya da satellit

kromozom olarak adlandirilir (Topaktas ve Renciizogullari, 1995; Akman, 1998).

1.1.2.7 Telomer

Telomer, kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan ve guanin, sitozin bazlarinca zengin
olan tekrar dizilerine sahip bolgelerdir. Telomer bolgeleri dogrudan hiicre boliinmesi ile
baglantili olan biyolojik saatlerdir (Topaktas ve Rencilizogullari, 1995; Akman, 1998).
Kromozomlar uzun (q) ve kisa (p) kollar1 olmak {izere kol uzunluklar1 siniflandirilir.
Sentromerin konumu ise kromozomlar1 siniflandirilmasinda temel rol oynar.
Kromozomlar metasentrik, submetasentrik, akrosentrik ve telosentrik kromozomlar
olarak gruplandirilabilir (Temizkan, 1994; Demirsoy, 1995).

Metasentrik kromozomlarda sentromer bolgesi p ve q kollarina esit bir uzunlukta boler.
Submetasentrik kromozomlarin kol uzunluklart tam esit olmamakla birlikte yakin
uzunluktadir. Akrosentrik kromozomlarda sentromerin konumundan dolayi kollarin
uzunluk farki fazladir. Telosentrik kromozomlar sentromerin kromozomun en ug
bolgesinde konumlandig1 kromozomlardir, kromozom yapisi insanda bulunmaz (Gtines,

2006).



1.1.3 Hiicre Dongiisii

Hiicre boliinmesi bir¢ok canli i¢in elzem olmakla birlikte bazi canlilar i¢in {ireme gibi
tiir devamin1 saglayan bir kavramdir. Kompleks organizmalar i¢in hiicre boliinmesi
bliylime, gelisme ve onarim gibi mekanizmalarin temel diregidir (Hardin ve Bertoni,
2019). Hiicre boliinmesi hiicrenin i¢ mekanizmasi ve dis uyaranlar tarafindan
tetiklenebildigi gibi hiicresel iletisimlerdeki durumlardan da kaynaklanabilir. Hiicre
boliinmesi atasal kopyanin meydana getirildigi mitoz ve nesiller boyu kromozom
sayisinin, stabilitesinin korunmasi ve cesitliligin meydana getirilmesi i¢in mayoz

bolinme olarak iki temel gruba ayrilabilir (Hardin ve Bertoni, 2019).
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Sekil 1.2 Hiicre Dongiisii (Cabadak, 2008).

1.1.3.1 Mitoz Béliinme

Mitoz boliinme dongiisii bir hiicrenin bir baska hiicreyi olusturmasi siirecidir. Bu
stirecin en onemli noktasi olusan hiicrenin atasal hiicrenin birebir kopyasi olmasidir.
Hiicre dongiisii boliinme 6ncesi hiicrenin yeni bir hiicre meydana getirmesi i¢in gerekli
olan molekiillerin olusturuldugu ve hiicre dinamiklerinin hazirlandig1 hazirlik evresi ve

mitotik evre yani M fazi olarak ikiye ayrilir (Giines, 2006).

Interfaz Evresi



Interfaz evresi diger bir degisle hazirlik evresi kendi icerisinde G1-S-G2 evreleri olarak
ayrilmaktadir. G1 safthasi gen ekspresyonlarinin gergeklestigi evredir. S evresi ise DNA
replikasyonu kavraminin yani sira transkripsiyon ve translosyon gibi mekanizmalarin
gergeklestigi evredir. Son evre olan G2 evresi ise artik hiicrenin mitoza tam olarak hazir
oldugu ve boliinmeye girebilecegini belirten evredir. Bu evrelerin herhangi birinde
meydana gelen bir aksaklik hiicreleri GO olarak adladirilan ve hiicrelerin normal yasam

dongiilerini gerceklestirdikleri ancak boliinmedikleri bir evreye sokar (Giines, 2006;

Berridge, 2014; Cooper, 2016).

Profaz

Kromatin iplikleri bu sathada yogunlasir ve kromozoma doéniismeye basglarlar.
Kromozomlar 2 tane kardes kromatid igerirler. Cekirdekg¢ik bu evrede kaybolur (Hardin
ve Bertoni, 2019).

Metafaz
Bu evre kromozomlarin kisalip kalintigi bir evredir. Kromozomlar hiicre merkezine

yerlesirler ve buna metafaz plagi denir (Hardin ve Bertoni, 2019; Jakopsen ve ark.,

2011).

Anafaz
Kardes kromatidler bu evrede zit kutuplara ig iplikleri tarafindan cekilirler ve bu

evrenin sonunda bir hiicre igerisinde 2 tane kromozom takimi bulunur (Reece ve ark.,

2013).

Telofaz
Profaz evresinde kaybolan c¢ekirdekgik tekrar olusur ve profaz evresinde gerceklesen

olaylarin tersi gergeklesir (Reece ve ark., 2013).

1.1.3.2 Sitokinez
Sitokinez evresi meydana geldigi zaman hiicre bdliinmesinin sona erdigi artik
sitoplazma boliinmesine gecildigine isaret eder. Sitokinez basamagi hiicre tipine gore

farklilik gostermektedir. Hayvan hiicrelerinde bogumlanma seklinde meydana gelirken
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bitki hiicrelerinde ara lamel olusumu ile olusur. Sitokinez asamasi bittigi zaman

birbirinden bagimsiz 2 hiicre hazir durumdadir (Hardin ve Bertoni, 2019; Giines, 2006).

nn

Mitotik iZin Kardes Niiiclear membran
Semtrozomlar  Niklear i pargalan

ohwumn  loomatitler
AT ONEL A

732
AN
=
12 ket #
b. PROFAZ ¢ PROMETAFAZ
Eromozomlar 3
! '/w}\m
4
I\/\P(' (*
,//// “40 |
1/ . Dol QUVV\/R_M' ’
| mikrotibil v
’ \ Kinetokor
Kinetokor mikrotibiihi Kromozom
ohgunu
d. METAFAZ e ANAFAZ f TELOFAZ

Sekil 1.3 Hiicre Boliinme Safhalari (Broker, 2012)
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1.1.4 Genetik Toksisite

Toksikoloji yani zehir bilimi bir¢ok alt disipline ayrilmaktadir ve genetik toksikoloji
bilimi de bu alt dallardan biridir (Choy, 2001; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Genetik
materyal hem i¢ hem dis bir¢ok etken ile karsilabilmektedir. Bu karsilagsmalar genetik
materyal tlizerinde c¢esitli degisikliklere sebep olabilmektedir. Bu etkenler organizmada
negatif yan etkilere sebep olmaktadir. Ancak organizmanin 6zel mekanizmalari
tarafindan bu hasar engellenebilmektedir (Natarajan ve Obe, 1982). Genetik toksisite
kavrami ise genetik materyal {izerinde negatif bir etki birakan ve hiicresel mekanizmada
degisikliklige sebep olan durum olarak tanimlanabilir. Hiicrede ya da organizmanin
mekanizmalarinda negatif etkiye yani hasara sebep olan maddeler ise genotoksin olarak
adlandirilabilir (Khan, 2014).

20. yiizyilin ortalarindan itibaren ¢esitli maddelerin toksik etkileri cesitli test yontemleri
ile in-vivo ve in-vitro olarak gozlemlenmektedir (Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004).
Genetik toksisite testlerinin temel amaci ise genetoksin olarak tanimlanan maddelerin
organizma igerisinde hasar birakma kapasitelerini 6lgmektir (Barlow, 2013). Toksisite
testleri giiniimiizde daha yayginlasmislardir ve bu test sistemlerinde en sik kullanilan
testler kardes kromatid degisim testi, kromozomal aberasyon testi ve mikroniikleus testi
ornek verilebilir. Son zamanlarda bu test sistemlerine teknolojinin gelismesiyle yeni test
sistemleri katilmaktadir. Buna 6rnek ise polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu
(RAPD-PCR) verilebilir (Becerril ve ark., 2001).

Herhangi bir maddenin mutajenik karsinojnik veya genotoksik etksini belirlemek
amaciyla in -vivo ve in-vitro test sistemleri kullanilmaktadir bunlar; comet testi, ames
testi, kromozomal aberasyon testi, mikroniikleus testi ve kardes kromatid degisim

testidir (Cunney ve Hodgson, 2004).

1.1.4.1 Kardes Kromatid Degisimi

21. yiizy1l gerek sanayinin daha ileri bir noktaya gitmesi gerek teknolojideki gelismeler
acisindan insanlik i¢in 6nemli doniim noktalar1 barindirmaktadir. Bu tarz gelismeler bir
takim cevresel sorunlari beraberinde getirmistir ve canlilar bircok mutajenle karsi
karsiya kalmiglardir. Bunun sonucunda canli sistemlerinde ¢esitli degisiklikler meydana

gelmistir. Mutasyon dedigimiz bu degisiklikler canli sistemlerinde pozitif ve negatif
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gelismelere yol agmistir. Negatif degisimler genotoksisite testleri ile agikca
belirlenebilmektedir (Emre, 1989; Aksu, 2012).

Dogada cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlerin birikimiyle toksik yapilar
meydana gelir bu toksik yapilar bilim insanlarinin her zaman ilgisini ¢ekmistir. Kardes
kromatid test sistemi bu toksik maddelerin etkisini ortaya ¢ikarmak igin bilim insani
Taylor ve arkadaslar tarafindan gelistirildi. 1957 yilinda ortaya konulan bu test sistemi
kisa siirede gelistirilmis ve en sik kullanilan toksisite testleri arasinda yer almistir
(Taylor ve ark., 1957). Kardes kromatid degisimi 2 tane kardes kromatidin karsilikli
lokuslarinda meydana gelen parga degisimi olarak adlandirilir (Barch, 1991; Hamurcu
ve ark., 2008). Bu toksisite testi kardes kromatidler arasindaki par¢a degisimi ile
belirlendigi igin ¢ok hassas bir testtir. Birgok toksisite testi bu bakimdan KKD’den daha
az basaril1 bir profil ¢izmektedir. KKD miktar olarak ¢ok diisiik olan toksik etkiyi bile
acikca gostermekte basarili bir yontemdir (Aksu, 2012). Diinya saglik orgiitline gore
hiicrelerde kardes kromatid degisimi kendiliginden olmakla birlikte i¢ ve dis
etkenlerinde KKD frekansimi artirdigi bilinmektedir (Emre, 1989). Kardes kromatid
degisimi miktarini artiran dis etmenlere ultraviyole, kimyasallar 6rnek verilirken viral
enfeksiyonlar ve timor varhiginin da artirdigt bilinmektedir. Kardes kromatid
frekansindaki artis mutajenitenin agik bir gostergesi olmakla birlikte kanser riskininde
ayni dogrultuda artidigini ortaya koymaktadir (Hagmar ve ark., 1998). Kardes kromatid
degisimi hiicrelerin boliinmesi sirasinda hiicre dongiistiniin S sathasinda meydana
gelmektedir. DNA duplikasyonu sirasinda ortamda bulunan ve timin analogu olan 5°-
bromo-2’deoxyuridine (BrdU) bazinin timin yerine girmesi ve giemsa ile boyandiktan
sonra 151k mikroskobunda gozlenmesi kardes kromatid degisim testi olarak

aciklanabilmektedir (Ergiin, 2005).
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Sekil 1.4 Thymidine ve BrdU kimyasal yapis1 (Iball ve ark., 1966; Young ve ark., 1969)

KKD gozlemlemek amaciyla ortamda BrdU bulunan hiicre kiiltiirii 2 hiicre boliinmesi
gecirmeli ve daha sonra boyanmalidir. BrdU hiicre DNA miktarini iki katina ¢ikardigi
zaman yani replikasyon sirasinda DNA yapisina girer ve 11k mikroskobunda agik
boyanirken floresan mikroskobunda ise mavi yesil renk vererek ayrilabilir. Isik
mikroskobunun altinda giemsa ile boyanan preparatlardaki KKD rahatlikla
gozlenebilmekte ve KKD sikliginin belirlenmesi i¢in kolaylikla sayilabilmektedir

(Ergiin, 2005).

Holiday KKD Olusum Mekanizmasi
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Sekil 1.5 Holiday Kardes Kromatid Degisim Olusum Mekanizmasi (Emre, 1989).
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Yukari da yer alan sekile gore koyu renkli ¢izgiler atasal zincirlerdir, bu atasal zincirler
BrdU varliginda yeni zincirler sentezler bir sonra ki basamakta zincirlerde kirilma
meydana gelir ve crossing-over gergeklesir. Bunun sonucunda heteroudubleks yapi
olusur. Diger bir basamakta rekombinasyon tekrarlanir ve Rekombinant DNA olusur.

Kisacasi kardes kromatid degisimi 4 temel basamaktan olusmaktadir (Emre, 1989).
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Sekil 1.6 Kardes Kromatid Olusum Mekanizmas1 (Topaktas ve Speit, 1990).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

Yapilan bu galismaya Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan
01.03.2017/21 numarali izni ile baslandi. Calismada test maddesi olarak V. myrtillus
bitkisinin toprak tistii siv1 ekstraktlari, materyal olarak da saglikli 6 erkek ve 6 kadindan

(19-25 yas) alinan periferik lenfosit kan hiicre 6rnekleri kullanildi.

2.1.1 Kullanilan Maddeler ve Cozeltiler

2.1.1.1 Mitomisin-C

Mitomisin-C (MMC) mavi/menekse renkli, kristal bir yapida olup suda erimesi kolay
olan bir kimyasaldir. Bu kimyasal maddenin hiicreler tizerinde hiicre boliinmesini bloke
eden ajan olarak etkisi vardir ve bu ama¢ dogrultusunda kullanilmaktadir. MMC
cozeltisi kiiltiir ortamina pozitif kontrol olarak ve diger deneyler i¢in 0.3 pg MMC/ml
besiyeri olacak sekilde eklendi. Bu solusyon (pH=6.00-9.00) 1siktan uzak bir ortamda

ve 2-8°C arasinda muhafaza edildi.

2.1.1.2 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
BrdU’dan 5 mg alinarak 10 ml Chromosome Medium B’de ¢6zdiiriildii (50 pg/100 pl
medium). Bu soliisyondan SCE c¢aligmasinda besi yerine 10 pg/ml gelecek eklenildi

(100 pl).

2.1.1.3 Kolsisin

Kromozomlarin metafaz plagi seklinde elde edilmesinde hiicre dongiisii sirasinda ig
ipligi olusumu engellenerek metafaz evrelerinde kalmasi ig¢in kolsisin kullanildi.
Kolsisin ¢ozeltisi distile su igerisinde steril kosullarda hazirlanmis ve kromozom
medyumunun her ml’sinde 0.06 pL olacak bigmde 5 ml’lik kromozom medyumuna

kiltiiriin 70. saatinde ilave edildi.
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2.1.1.4 V. myrtillus L. Ekstrakti
V. myrtillus toprak iistii ekstraktlarindan 100 pL alinip 400 puL aseton ile homojen bir
karisim elde edildi.

2.1.1.5 Kromozom Medyumlari

Kromozom medyumlar1 hiicrelerin boliinmesi i¢in gereken ortami ve besinleri
saglamaktadir. Besiyerleri hiicre dongiisiinden 6nce -20 °C’ de muhafaza edildi. Besi
yerinin bir litrede bulundurdugu madde miktar1 yukaridaki gibidir. Bu besiyerleri bir
tiipe Sml olacak sekilde steril sartlarda paylastirildi.

2.1.1.6 Hipotonik Cozelti
Kristal toz halinde saf KCI’den % 0,4’ liikk KCI stok ¢6zeltisi alinarak hipotonik ¢ozelti
olarak hazirlandi. Soliisyon distile su ile ¢aligmlara gore dnceden hazirlanip 37 °C’lik

etiivde (NUVE EN 400) tutuldu.

2.1.1.7 Carnoy Fiksatifi
Glasiyel asetik asit ve absoliit metanoliin 1/3 oraninda birlestirilmesi ile elde edildi ve
deneylerde fiksatif soliisyon olarak kullanildi. Bu fiksatif deneylerden 6nce hazirlandi

ve her seferinde taze olarak kullanildi.

2.1.1.8 Sorensen Tampon Soliisyonu
Bu tampon solusyonu (Sorensen Buffer) tampon A ve tampon B olarak stok solusyon

halinde hazirland1 ve + 4 °C derecede muhafaza edildi.

Tampon A: 11.34 g KH,PO4 250 ml distile suda ¢6ziildii (pH=4.80)
Tampon B: 14.83 g Na;HPO,4.12H,0 250 ml distile suda ¢o6ziildii (pH=9.30)

2.1.1.9 Entellan
Preparatlar hazirlanirken ve kalict hale getirilirken kullanilan lam ve lameli birbirine

yapistirmak amaciyla kullanilan maddedir.
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2.1.1.10 Giemsa
Giemsa boyasi % 5’ lik ¢ozelti Sorensen Tamponu ile hazirlandi ve kromozomlarin

boyanmasi1 amaciyla kullanildi.

2.1.1.11 Heparin
Kan numuneleri alinirken antikoagiilan olarak 5000 U/ml’lik heparinden hacime gore

hazirlandi ve bu amag dogrultusunda kullanildi.

2.1.1.12 Lamlarin Temizlenmesi

Lamlar ¢alismalar baglamadan once temiz bir saleye dizilerek tizerlerine 1 N nitrik asit
tamamen kapliyacak sekilde ortiildii. Lamlar bu durumda yaklasik 24 saat agz1 kapal
salede bekletildi. Bu siire sonunda akan suda 30 dakika boyunca durulandi. Son olarak

distile sudan gegirilen lamlar kullanima hazir hale getirildi.

2.1.1.13 Aseton
V. myrtillus bitkisinin seyreltilmesi amaciyla aseton kullanildi. Merck marka 5 ml
besiyerine eklenecek aseton 4 oraninda meyve ekstrakti ise 1 oraninda seyreltilip

uygulanir.

2.1.1.14 Standart Saline Sitrat (SSC) Cozeltisi

Bu ¢ozelti stok olarak hazirlandi.11.05 gr trisodyum sitrat bir kapta belirli oranda
¢ozdiiriildii daha sonra 21.9 gr NaCl ayr bir kapta ¢ozdiiriildii. Karigimlar ayri ayri
cOzdiirtildiikten sonra ayni kaba alinarak ¢ozelti 500 ml distile su ile tamamlandi. Hazir
olan 5xSSC ¢ozeltiden 20 ml alinarak distile su ile 100 ml’ ye tamamland1 ve boylece
1xSSC ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin hazirlanma amaci kardes kromatidler arasinda

kontrast farkini ortaya koymaktir.
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2.1.2 Kullanilan Laboratuvar Aletleri

2.1.2.1 Hassas Terazi
Dis etmenlere karsi kabinli korumaya sahip ve 0,0001 g hassasiyeti olan Precisa XB

220 A (Swiss) marka hassas terazi maddelerin tartilmasinda kullanildi.

2.1.2.2 Santrifiij
Deney tiipli icerisinde faz ayirma islemleri i¢in 5000 rpm’e kadar devri olan, 8 tiip
kapasiteli ve zaman ayarli Hettich EBA 20 (Almanya) marka santrifiij makinesi

kullanildi.

2.1.2.3 Mikroskop
Olympus CX21 ve Leica DM500 marka 1s1k mikroskoplar1 preparatlar1 goriintiileme

amaciyla kullanildi.

2.1.2.4 Benmari
Benmari (su banyosu, termal) preparatlar hazirlanirken ortamin nem diizeyini standart

sartlarda tutulmasi i¢in kullanildi.

2.1.2.5 Vorteks
Deney tiiplerinde bulunan karisimlarin homojen hale getirilmesi i¢in Yellowline marka

vorteks kullanildi.

2.1.2.6 pH Metre
Sivi olarak hazirlanan karigimlarin pH’sin1 6lgmek amaciyla Selecta marka pH metre

kullanildi.

2.1.2.7 Etiiv
Elektro.mag marka (M 420 BP Inkiibator) 0 - 100 °C’ ye kadar ayarlanabilen etiiv,

deneyde hiicrelerin inkiibe edilmesinde 37 °C ve kardes kromatid degisimi deneylerinin
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1sinlanmasi sirasinda preparatlarin salin sitrat eriginde etiivde 58-60 °C 1 saat inkiibe

edilmesinde kullanildi.

2.2 Metot

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu yontem Speit ve Haupter’in 1985 yilinda gelistirdikleri yontemin modifiye edilmis
halidir. Steril sartlarda tiiplere paylastirilmis Sml besiyerine 19-25 yaslar1 arasinda
saglikli sigara igmeyen bireylerden heparinize (1/10) edilmis tiiplere alinan kan 12-14
damla olacak sekilde paylastirildi. Kan hiicreleri besiyerine ekildikten sonra steril
sartlarda hazirlanmis BrdU erigi mikropipet yardimiyla 10 mg/ml olacak sekilde
besiyerlerine verildi. Bu tiipler ¢ok sarsilmadan hafifce ¢alkalandiktan sorna etiive
konuldu ve 37 + 1°C 72 saat inkiibe edilmesi igin birakildi. Inkiibasyon siiresinin 48.
saatinde once Mitomisin C (0.3 ul/ml) erigi eklenipve daha sonra aseton ile 4/1 oranda
seyreltilmis V. myrtillus 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 pl/ml olacak sekilde 4 farkli doz meyve
ekstraktlar: 4 farkli besiyerine verildi. Pozitif kontrol olarak ise MMC kullanildi.
Hiicreler inkiibasyonun 70. saatinde yani dongiiniin bitmesine 2 saat kala kolsisin erigi
(0.06 pg/ml) ile mumamele edildi. Aseton ¢oziicii ve negatif kontrol olarak kullanildi.
Hiicre inkiibasyon siiresi bittikten sonra yani 72. Sate 2000 rpm de 10 dakika boyunca
santrifiij islemi yapildi. Santrifiij isleminden sonra supernatant atildi ve tiipiin altinda
kalan 0.2 - 0.5 ml kalan hiicreler daha 6nce etiivde 1sitilmis KCI hipotonik soliisyon ile
damla damla muamele edilidikten sonra hiicrelerin patlamasi ve kromozomlarin daha iyi
goriintlilenmesi i¢gn 37°C 30 dk etiivde bekletildi. Etiivde bekletilme siiresinden sonra
santrifiij edildi ve supernatant atilarak cornay fiksatifinden yaklasik 4.5 ml damla damla
eklenildi tekrar santriifiij gerceklestirildi. Bu islem ard arda ii¢ kez tekrarlandi. Son
santrifiijden sonra supernatant atildi1 ve altta kalan yaklasik 0.5 ml hiicreler preparatlara

yayildi ve 24 saat kurumasi i¢in birakildi (Speit ve Haupter, 1985).

2.2.2 Preparatlarin Boyanmasi
Bu yontem Speit ve Haupter’ in 1985 yilinda gelistirdikleri metotdan modifiye
edilmistir. Kardes kromatid degisimini saptmak igin yapilan bu 06zel boyama

yonteminde daha Once hazirlanan ve kurutulan preparatlar Sorensen tampon ile {lizeri
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cok ince bir tabaka halinde kapatildi. Sorensen tamponu, tampon A ve tampon B
tamponlarindan 5'er ml alinarak steril distle su ile toplamda 100 ml olacak sekilde
hazirland1 (pH=6.80). Hazirlanan preparatlar 15 cm yiiksekligindeki mesafeden 30
W'lik 254 nm dalga boylu ultraviyole lambasi ile yaklasik 30 dakika boyunca isinlandi.
Isinlanma sonrast stok olarak hazirlanan 5xXSSC ¢ozeltisinden 20 ml alinarak steril saf
distile su ile 100 ml tamamlandi ve 1xSSC soliisyonu hazirlandi. Isinlanan preparatlar
bu soliisyonda 58-60 ° C sicaklik araliginda 60 dakika boyunca etiivde bekletildi. Saline
sitrat soliisyonunda ¢ikarilan preparatlar %5’ lik giemsa (5 ml A tamponu, 5ml B
tampon, 5 ml giemsa boyasi ve 85 ml steril distile su) boyasinda 20 dk bekletildi ve bu
stire sonunda ti¢ farkli kapta bulunan distile sudan gecirilerek kurumaya birakildi. 24

saat sonra kuruyan preparatlar entellan yardimi ile daimi hale getirildi (Speit ve

Haupter, 1985).

2.2.3 Mikroskobik Inceleme
Entellan yardimi ile daimi hale getirelen preparatlar Olympus marka mikroskopta

incelendi.

2.2.4 KKD ve Replikasyon indeksinin (RI) Saptanmasi

Bu yontem Speit ve Haupter’in 1985 yilinda gelistirdikleri metotdan modifiye
edilmistir. Kardes kromatit degisim sayist her 6rnekten 100’er adet ikinci mitozu igeren
hiicre sayimiyla tespit edildi. Replikasyon indeksinin hesaplanmasi da asagidaki

formiile gore yapildi.

Replikasyon Indeksinin Hesaplanmasi
Rl = 1x (M1) + 2x (M2) + 3x (M3) / 100
M1 = Birinci mitozu gegiren hiicreler

M2 = ikinci mitozu gegiren hiicreler

M3 = Ugiincii mitozu gegiren hiicreler
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2.2.5 Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanan ve daimi hale getirilen preparatlar Olympus marka binokiiler mikroskopta

fotograflandi.

2.2.6 istatiksel Analizler

KKD sayimlar1 sonucunda elde edilen verilerin istatiksel hesaplamalari paket program
(GraphPad InStat V 3.05) yardimiyla bilgisayar ortaminda yapildi. Gruplar arasinda
farkliliklarin belirlenmesi i¢cin Dunnett ve Tukey coklu karsilastirma testleri kullanildi.
Doza bagl etkiler arasindaki baglantilar i¢in tiim verilerin regresyon ve korelasyon

analizleri yapildu.
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3. BULGULAR

3.1 Vaccinium myrtillus L. Ekstraktlar1 Farkli Dozlarmin MMC’ye Kars1 Insan
Periferal Lenfosit Kiiltiiriinde Antimutajenik Etkileri

V. myrtillus ekstraktlarinin 0. 2 pl/ml, 0. 4 pl/ml, 0. 8 ul/ml ve 1. 6 pul/ml dozlan ile 24
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde belirlenen ortalama kardes kromatid
sayilar1 tablo 3.1 de goriilmektedir. Her iki kontrolle karsilastirildigi zaman, sayilan
100 hiicrede, V. myrtillus ekstraktlarinin insan lenfositlerinde KKD sayisint MMC’nin
yaptig1 artis1 belirli kademelerde azaltigi goriildi V. myrtillus ekstraktlarinin dozu ve
SCE arasinda (r=- 0.02) negatif korelasyon bulundu.

Tablo 3. 1 Farkli dozlarda V. myrtillus ekstrakti ile 24 saat muamele edilen insan

periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid degisimi (KKD) sayist.

Muamele
Konsantrasyon Toplam KKD +SEM
Gruplar siiresi
(nl/ml) Hiicre sayisl (%)
(saat)
Pozitif
Kontrol 0.3 pg/ml 24 100 66 +0.88
(MMC)
0.2 ul/ml 24 100 45* +0.57
V. myrtillus
0.4 pl/ml 24 100 42* +0.57
Ekstrakti+
0.8 ul/ml 24 100 35* +0.88
MMC
1.6 pl/ml 24 100 28* +0.55
Negatif
- 24 100 0.3 +0.33
Kontrol
Aseton 2.5 ul/ml 24 100 1 +0.21

KKD:Kardes Kromatid Degisimi, 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 gére énemli (p<0.01)
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Vacc KKD
Mean and Standard Error
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Sekil 3. 1 Farkli dozlarda V. myrtillus ekstrakti ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde ortalama kardes kromatid degisimi sayisi. (A: Pozitif Kontrol,
B: MMC+ V. mytillus (0.2 pl/ml), C: MMC+ V. mytillus (0.4ul/ml), D: MMC+ V.
mytillus (0.8 pl/ml), E: MMC+ V. mytillus (1.6 ul/ml), F: Aseton (2.5 ul/ml), G: Negatif
Kontrol).
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3.2 V. myrtillus L. ekstrakt1 gruplarinin insan Lenfsoit Hiicrelerinde Replikasyon
indeksi (RI)

Tablo 3. 2 V. myrtillus ekstrakti Gruplarinin Insan Lenfosit Hiicrelerinde Replikasyon
Indeksi (%).

Muamele
Konsantrasyon Toplam +SEM
Gruplar Siiresi M1l | M2 | M3 | RI
(ul/ml) Hiicre (%)
(saat)
Pozitif
0.3 ug/ml 24 100 45 128 |27 |1.82 |=+0.06
Kontrol
Negatif
24 100 20 |32 |48 |228 |+0.02
Kontrol
Aseton 2.5 pl/ml 24 100 18 |30 |52 |234 |+0.07
0.2 ul/ml 24 100 41 |30 |29 |1.88*|+0.01
v 100 42 135 |23 |1.81*|=+0.02
o 0.4 pl/ml 24 100 39 (29 [32 |1.93*[+0.03
myrtillus
Ekstrakti+
0.8 ul/ml 24
MMC 100 38 (32 |30 |1.92*|=+0.02
1.6 ul/ml 24

RI: Replikasyon Indeksi, M1: Mitoz 1, M2: Mitoz 2, M3: Mitoz, MMC: Mitomisin C, SEM: Ortalamanin

standart 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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RIVaccinium
Mean and Standard Deviation
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Column

N
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Sekil 3. 2 Farkli dozlarda V. myrtillus ekstrakti ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde ortalama replikasyon indeksi. (A: Pozitif Kontrol, B: MMC+ V.
mytillus (0. 2 pl/ml) C: MMC+ V. mytillus (0 .4 pl/ml), D: MMC+ V. mytillus (0.8
ul/ml), E: MMC+V. mytillus (1.6 pl/ml), F: Aseton (2.5 pl/ml), G: Negatif Kontrol).
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Sekil 3.3 V. myrtillus i¢in doz ve replikasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur (r= 0.05).

Replikasyon indeksi pozitif kontrolde 1.82 idi, negatif kontolde ise 2.28 diizeyindeydi.
V. myrtillus’'un farkli dozlarinin doza bagh sekilde MMC’nin hiicre boéliinmesini
baskilayici etkisini diizelltigi belirlendi. V. myrtillus i¢in doz ve replikasyon indeksi

arasinda pozitif korelasyon bulundu (r= 0.05).
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Resim 3. 1 M1 evresindeki metafaz plagi (x1000)

Resim 3. 2 M2 evresindeki metefaz plagi (x1000)



Resim 3. 3 M3 evresinde metafaz plagi (x1000)
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Insanoglu bilinen tarihten beri bitkisel ve cesitli hayvansal kaynaklar1 kullanmaktadir.
Ancak bitkisel kaynaklara erisimin kolay olmasi ve evrilen toplum yapilar1 dolayisiyla
bitkiler her agidan insanlar i¢in daha uygun hale gelmistir. Bitkilerin biitiin kisimlar
insanlar tarafindan gesitli amaglarla kullanilmaktadir. Ancak tohum, yaprak ve meyve
kisimlar1 ¢ogunlukla ila¢ yapiminda tercih edilmektedir. Yer kiirede bulunan bitkilerin
yiiksek bir oran1 hala biyolojik ve kimyasal etkileri bakimindan arastirtlmamistir. Diinya
tizerinde sayisiz bitki bulunmakla birlikte yaklagik 20000’ tibbi amagla
kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Tiirkiye gerek Akdeniz ikliminin etkisi gerek
Dogusunda sahip oldugu yiikseltiler sayesinde genis bitki cesitliligine sahip ender
ilkelerden biridir. Tirkiye’de 9000 {iizerinde kayithi bitki tiirli bulunmaktadir. Bu
bitkilerden yaklasik 1000 tanesi ilag hammaddesi olarak kullaniminin yani sira baharat
olarakta kullanilmaktadir (Cellat, 2011).

Deng ve arkadaslarinin miyop Gine domuzlarinda yaptiklar: bir ¢alisma sirasinda 30
tane 3 haftalik domuz kullanilmistir. Bu domuzlar gruplara ayrilip belirli dozlarda
yaban mersini ekstraktlar1 verilmistir. Gruplarda yapilan incelemeler sonucu
domuzlardaki miyop oranin azaldigi ortaya konulmustur. Bu ¢aligmanin sonucunda V.
myrtillus esktraktlarinin g6z hastaliklari igin tedavi edici olarak kullanilabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Deng ve ark., 2016).

Bir bagka calismada ise Stefanescu ve arkadaslari tarafindan Ericacea ailesine ait
Vaccinioidoe yari ailesine iiye bitkilerin yapraklarinin sahip oldugu yiiksek fenolik
bilesikler sayesinde kardio vaskiiler hastaliklar basta olmak iizere obezite, kanser gibi
bir ¢ok hastaliga iyi geldigi derlenmistir (Stefanescu ve ark., 2019).

Chan ve Tomlison yaban mersini ile yaptiklart calismada yaban mersinin anti -
inflamuatar ve anti-obezite 6zelliklerinden baska tip 2 diyabet ve kardio vaskiiler
rahatsizliklar gibi bircok metabolik hastaliga igerigindeki yiiksek antisiyonin oranindan
dolayi iyi geldigi rapor edilmistir (Chan ve Tomlison, 2020).

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada ise fareler lizerinde yapilan deneyler sonucunda
yaban mersini ekstraklarinin basta anksiyete olmak iizere hafiza, mekansal 6grenme gibi

bircok duruma etki ettigi ortaya konulmustur (Shipelin ve ark., 2019).
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Dabbou ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise Oziitiinden arindirilmig yaban
mersini tavsanlarin diyetine uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ise tavsanlarda
yiiksek oranda yag metabolizmasina etki ettigi bunun yani sira safra asitleri tizerine de
etkisi oldugunu ac¢iklanmistir (Dabbou ve ark., 2017).

Kaya tarafindan yapilan bir ¢alismada V. myrtillus ekstraktalar1 MMC’nin mutajenik
etkisine karst insan lenfosit hiicre kiiltiiriine uygulanmistir. Belirli dozlarda verilen V.
myrtillus ekstraklar1 basta mitotik indeks olmak tizere kromozomal aberasyonlar gibi
mutajenite ve karsinojenite gostergesi olan durumlara pozitif etkisi gosterilmistir.
Mikronukleus testinde de ayni iyilestirici sonu¢ gozlenmistir. V. myrtillus bitki
ekstraklarimin iyilestirici 6zelligi rapor edilmistir (Kaya, 2018).

Azab ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise akciger kanseri, beyin
kanseri gibi bircok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan sisplatin ve karboplatin
ilaglarinin kromozomal aberasyon ve kardes kromatid degisim testleri ile toksik etkisi
incelenmistir. Calismada saglikli sigara igmeyen 22-24 yaslar1 arasindaki donorlerden
alan kan lenfosit hiicre kiiltiiriine alinmis ve daha sonra bu ilaglar hiicre kiiltiiriine
ilave edilmistir. Sisplatin ve karboplatin antineoplastik ilaglar grubunda yer almaktadir.
DNA’y1 alkilliyen bir grupta bulunmalarindan dolayt DNA’da c¢apraz baglar
olusturmaktadir. Calismanin sonucunda kromozomal aberasyon sayisinin artigr ve
bununla birlikte kardes kromatid degisiminin de anlamli oranda arttig1 rapor edilmistir
(Azab ve ark., 2019).

Yapilan bir calismada benzanol peroksitin insan lenfsosit hiicrelerinde genotoksik etkisi
incelenmistir. Benzanol peroksit gida endiistirisinde kullanilan ve unda beyazlatma
gorevi yapan bir maddedir. Yapilan ¢alisma sonucunda doza ve silireye bagli olarak
KKD oraninda artiga neden oldugu rapor edilmistir (Seving, 2006).

Giizel ve Ayaz tarafindan yapilan bir ¢aligmada giinlimiizde oldukg¢a popiiler olan
paraben maddesinin kromozomal aberasyon, mikronukleus ve kardes kromatid degisim
testleri yardimiyla toksik etkisi incelenmistir. Paraben antimikrobiyal olarak gida ve
temizlik endiistirisinde olduk¢a yaygm bir kullamim alanmna sahiptir. Insan periferal
lenfositlerinde 24 ve 48 saat olmak tizere iki farkli inkiibasyon siiresi boyunca farkli
dozlarda parabenin etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucu artan inkiibasyon siiresi
ile paralel olarak paraben maddesinin yapilan biitiin test sistemlerinde oldukg¢a toksik bir

etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur (Giizel ve Ayaz, 2019).

31



Bir bagska KKD c¢alismasinda ise Madhuri ve arkadaslari tarafindan mide kanseri
hastalarinda kemoterapi ilaglarinin etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu hastalara ve
kontrol grubunda bulunan hastalara kardes kromatid degisim testi yapilmistir. Yapilan
test sonucunda mide kanseri hastlarinin kemoterapi ilaglar1 sebebiyle kardes kromatid

degisim oran1 ve kromozomal aberasyon orani artigi ortaya konulmustur (Madhuri ve
ark., 2012).

Yapilan tiim literatiir taramalari ve c¢alismamizin 1s1@inda V. myrtillus bitki
ekstraklarinin MMC’ nin yaptigi KKD artisin1 diizeltici etkisi kardes kromatid degisim
testi ile belirlendi. V. myrtillus bitkisinin insan periferal lenfosit kan hiicresi kiiltiiriinde
0.2 ul/ml, 0.4 pl/ml, 0.8 pul/ml ve 1.6 pul/ml dozlarinda MMC’ nin mutajenik etkilerine
24 saatlik inkiibasyon sonugclar1 asagidaki gibidir;

1)V. myrtillus ekstraklarinin insan lenfosit kiiltiiriinde KKD sayisint MMC’ nin yaptigi
artist belirli oranda azaltig goriildii.

2)V. myrtillus eksraktlarinin dozu ve KKD azalis1 arasinda pozitif korelasyon (r=0.02)
tespit edildi.

3)V. myrtillus i¢cin doz ve replikasyon indeksi arasinda pozitif korelasyon bulundu
(r=0.05).

Yukar1 da agiklanan sonuglar dogrultusunda;

V. myrtillus’un antimutajenik etkilerinin bulundugu, calismamizda elde edilen
sonuglarla da saptandi. In-vitro bu ¢alisma V. myrtillus bitkisinin yararli etkilerinin
aciklanmasmda yetersiz kalabilir. Konunun in-vitro ve in-vivo olarak daha ayrintili

calisilmasi gerektigini diigiiniiyoruz.
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