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OZET

(Doktora Tezi)

Yaban Mersini (Vaccinium myrtillus L.) ve Ahududu (Rubus idaeus L.) Bitkilerinden
Elde Edilen S1v1 Ekstraktlarmn insan Lenfosit Kiiltiiriinde Mitomisin C’ye Karsi
Kromozomlar ve Hiicre Blinme Mekanizmas1 Uzerine Antimutajenik Etkilerinin

Arastirilmasi

Miige MAVIOGLU KAYA

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Siilleyman GUL

Bu ¢alismanin amaci, Vaccinium myrtillus L. ve Rubus idaeus L. sivi ekstraktlarinin in-
vitro olarak, insan periferal lenfositlerinde antimutajenik etkiye sahip olup olmadiklarini
kromozom aberasyonu (KA), mikronukleus (MN) ve mitotik indeks (MI) testleri ile
belirlemektir. Calismada test maddesi olarak V. myrtillus L. ve R. idaeus L.’nin meyve
ve yaprak ekstraktlari, materyal olarak da saglikli 6 bireyden alinan periferik kan
ornekleri ile 10 grup olusturuldu. Negatif kontrol grubu (Grup I) kan &rnekleri hicbir
muamele yapilmayan hiicre kiiltiirii ortaminda, pozitif kontrol grubu (Grup II) kanlar
ise her kromozom mediumu i¢in 0.3 pg/ml dozunda mitomisin-C (MMC) ilave edilen
hiicre kiiltiirii ortaminda etkilesime birakildi. Diger gruplarin kan Ornekleri hiicre
kiiltiriine 0.3 pg MMC/ml ve 0.2 uL /mL, 0.4 pL /mL, 0.8 pL /mL ve 1.6 pL /mL’lik
dozlarda V. myrtillus L. (Grup IlI, IV, V ve VI,) ve R. idaeus L. (VII, VIII, IX ve X)
siv1 ekstraktlart bulunacak sekilde 24 saat siire ile etkilesime birakildilar. Inkiibasyon
siiresi bitiminde kiiltlir hiicreleri kromozom aberasyonlari, mitotik, mikroniikleus ve

niikleer boliinme indeks testleri ile degerlendirildi. Grup II ile karsilastirildiginda
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ekstrakt gruplarinda kromozom aberasyonlar1 ve mikrontikleus indeksinin azaldig:
saptanirken, mitotik, niikleer boliinme ve niikleer sitotoksik boliinme indekslerinin
artmis oldugu belirlendi. Sonug olarak, ¢alismada test maddesi olarak V. myrtillus L.
ve R. idaeus L.’nin meyve ve yaprak ekstraktlarinin ¢alisilan dozlarda insan periferal

lenfosit hiicrelerinde antimutajenik etkilere sahip oldugu belirlendi.
Anahtar Kelimeler: Vaccinium myrtillus L., Rubus idaeus L., kromozom aberasyonu,

mitotik indeks, mikroniikleus indeksi, antimutajenite.

2018, 81 Sayfa
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ABSTRACT

(Ph. D. Thesis)

The Investigation of the Antimutagenic Effects on Chromosomes and Cell Division
Mechanisms Against Mitomycine C in Human Lymphocyte Culture of Liquid Extracts
Obtained from Blueberry (Vaccinium myrtillus L.) and Raspberry (Rubus idaeus L.)

Miige MAVIOGLU KAYA

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Siilleyman GUL

The present study was designed to determine in vitro whether Vaccinium myrtillus L.
and Rubus idaeus L. fluid extracts have antimutagenic effects in human peripheral
lymphocytes by means of chromosome aberration (KA), micronucleus (MN) and
mitotic index (MI) tests. In the study, 10 groups were formed with peripheral blood
samples taken from 6 healty individuals as a material. Fruit and leaf mixture extracts of
V. myrtillus L. and Rubus idaeus L. were used as the test substance. Blood samples of
the negative control group (Group I) were allowed to react in a cell culture medium
without any treatment, while positive control group (Group I1) was allowed to interact
in a cell culture medium supplemented with mitomycin-C (MMC) at a dose of 0.3 pL
/mL for each chromosome medium. Blood samples of the other groups were allowed to
react for 24 hours with 0.3 uLL /mL MMC and Vaccinium. myrtillus L. (Group 111, IV, V
and V1), and Rubus idaeus L. (VII, VIII, IX and X) extracts in 0.2 uL. /mL, 0.4 pL /mL,
0.8 uL /mL and 1.6 pL /mL doses for each of cell cultures. At the end of the incubation
period, culture cells were evaluated by chromosomal aberrations, mitotic, micronucleus

and nuclear division index tests. Compared with Group Il, it was determined that
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mitotic, nuclear division and nuclear cytotoxic cleavage indices were increased when
chromosome aberrations and micronucleus indexes were decreased in extract groups.
As a result, it was concluded that the fruit and leaf extracts of V. myrtillus L. and Rubus
idaeus L. as test substances in the study had antimutagenic effects on the human

peripheral lymphocyte cells at the working doses.

Key Words: Vaccinium myrtillus L., Rubus idaeus L., chromosome aberration, mitotic

index, micronucleus index, antimutagenity.

2018, 81 pages
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Glinimiizde gelismis ilkeler, diinya ¢apinda meydana gelebilecek iklim
degisikliklerinin sosyo-ekonomik etkileri hakkinda varsayimlar liretmekte, ulusal ve
uluslararasi tarim ve saglik politikalarini bu olas1 durumlara gore diizenlemekte ve bu
amagla da daha kaliteli gida ve ilag¢ gelistirme tekniklerini arastirip kullanmaktadirlar.
Genel saglik durumlarinin korunmasi iizerine olumlu etkileri olan dogal {irlinlerin ve
tibbi bitkilerin bilingli veya bilingsiz kullanim1 kolay erisilebilir ve ekonomik olmasi
nedenleriyle giderek daha fazla tercih edilmektedir (Saldamli, 2007; Nizamlioglu ve
Sebahattin 2010).

Dogal olmalar1 nedeniyle tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen droglar veya bitki
ekstraktlar1 mutajenik veya kanserojenik olaylar1 yonlendirme c¢aligmalarinda her gecen
giin daha fazla degerlendirilmektedir. Halk tarafindan yaygin olarak kullanilan bitkilerin
veya bitkisel triinlerin hiicrelerdeki kalitsal materyaller lizerine bir etkiye sahip olup
olmadiginin ve bu etkilerin derecesinin belirlenmesi beslenme, saglik ve siirdiiriilebilir
bitki yetistiriciligi gibi pek cok alanda biiylik 6neme sahiptir. Tibbi ve aromatik
bitkilerdeki ilag hammaddelerinin kalitsal materyal {izerine etkilerinin aciga ¢ikarilmasi
icin bitki ektsraktlar1 hazirlanarak genotoksisite testlerine tabi tutulmaktadir.
Genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal maddenin kalitsal materyale zararli
etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesinde kardes kromatid degisimi (KKD, Sister
Chromatid Exchange), kromozom aberasyonu (Chromosome Aberration=CA),
mikroniikleus (MN) ve mitotik indeks (MI) testi gibi hiicre boliinmesi ve kalitsal
materyalle ilgili metodlar kullanilmaktadir (Tucker ve ark., 1993; Fenech ve ark., 1999;
Fenech, 2000; Hagmar ve ark., 2004). In-vitro kromozom hatas1 testleri igin hiicre
hatlar1, hiicre soylar1 veya primer hiicre kiiltiirleri kullanilabilir. Kullanilacak hiicreler;
kiltiirde biiyttiilebilirligi, karyotip kararliligi, kromozom sayisi, kromozom farkliligi ve

kromozom hatalarinin kendiliginden ortaya ¢ikan frekans: gibi Ozellikler dikkate



alinarak secilmektedir. Insan periferal lenfosit hiicreleri bu testler icin siklikla

kullanilmaktadir (Tucker ve ark., 1993; Hagmar ve ark., 2004; Bonassi ve ark., 2006).

Meyve ve sebzelerde bulunan flavonoidlerden antosiyaninler parlak kirmizi ve mor
rengin olusmasina sebep olurlar. Olgunlasan yaban mersini ve ahududu meyvelerinde
de bu renkler ¢cok yogun goriilmektedir. Bugiine kadar dogal olarak 635’ten fazla, alti
ortak aglikon ve glikozilasyon ve agilasyonun cesitli tiplerini igeren antosiyanin ailesi
tanimlanmistir. Birgok hiicre tipi caligmasina, hayvan modellerine ve insan klinik
deneylerine dayali olarak antosiyaninlerin potansiyel antioksidan o6zellikleriyle iligkili
olarak antienflamatuar, antikarsinojenik, kardiyovaskiiler hastalik koruyucusu, obezite
kontrolii ve diyabetle miicadele edebilme Ozelliklerine sahip oldugu belirtilmistir

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

Bitkisel tiriinlerin sagliga yararlt etkilerinin ¢ogunun igeriklerindeki antioksidan etkili
ve sekonder metabolitler olan fenolik yapidaki bilesiklerden ileri geldigi
belirtilmektedir. Fenolik yapidaki dogal maddelerin insan sagliina olast yararli ve
zararl etkileri hakkinda daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmakla birlikte bu bilesiklerin
sitotoksisite ve genotoksisite lizerine olan etkilerinin bilinmesi sentetik ve dogal
maddelere karst olan tutumu degistirecektir. Yaban mersini (Vaccinium myrtillus) ve
ahududu (Rubus idaeus L.) bitkilerinin igeriginde bulunan yogun mineral ve vitamin
konsantrasyonlarina ilaveten dogal fenolik asit veya antosiyaninler gibi dnemli etken
maddelerinden dolayr bu bitkilerin antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan
potansiyeli gibi Ozellikleri ile ilgili oldukca fazla sayida calisma oldugu da dikkat
¢cekmektedir (Wang ve ark., 2008; Burdulis 2008; He ve Giusti, 2010; Krauze-
Baranowska, 2014a). Yapilan literatiir taramalarinda Tirkiye’de dogal olarak yetisen ve
onemli etken maddeleri bilinyelerinde bulunduran yaban mersini ve ahududu bitki
ekstraktlarinin  kalitsal materyalden olusan kromozomlar tizerine olan etkilerinin

incelendigi bir caligmaya rastlanamamaktadir.

Bu ¢alismada, 6zellikle Tiirkiye’nin kuzey kesimlerinde ve Kars civarinda dogal olarak

yetisen ve tibbi aromatik bitkiler sinifinda bir fark olusturma potansiyeline sahip oldugu



diisiniilen V. myrtillus L. ve R. idaeus L. bitki ekstraktlarinin kromozom, kromatid ve

mitotik bdliinme ilizerine olan etkilerinin incelenmesi amaglandi.

1.1.1. Sekonder Metabolitler

Bitkilerde bulunan kimyasal bilesenler genel olarak primer ve sekonder metabolitler
(niikleik asit ve proteinler bu siniflamaya dahil degildir) olmak {izere ikiye
ayrilmaktadirlar. Karbonhidrat, lipit ve protein gibi primer metabolitler dogada yaygin
olarak bulumaktadir ve yiiksek bitkilerin tohum ile vejetatif dokularinda yogundurlar.
Primer metabolitler, hiicrelerde metabolik reaksiyonlardaki islevleri nedeniyle bitkilerin

fizyolojik durumlarinin devamliligin1 saglamaktadirlar.

Sekonder metabolitler biyosentezle primer metabolitlerden olusturulmaktadir (Sekil 1)
(Morris ve Robbins, 1997). Sekonder metabolitlerin primer metabolit reaksiyonlari
tizerine etkileri tam belirgin degildir. Genelde g¢evresel kosullara uyum, tireme igin
tozlasmada, zararlilara kars1 kimyasal savunma, yasam ortaminda baskinlik kurma gibi
fonksiyonlar1 tasidiklar: ileri siiriilmektedir. Sekonder metabolitler bitkilerde oldukca
diisiik miktarlarda ve degisik biiyiime fazlarinda ozellesmis hiicreler tarafindan
sentezlenirler ve bu nedenle izolasyonlar1 giic olmaktadir. Bitkilerde bulunan sekonder
metabolitlerin fonksiyonlar1 net olmasa da genel olarak rolleri asagida agiklandig

sekilde siralanmaktadir (Vanisree ve ark., 2004; Lila, 2005; Oskay, 2009);

e Bitkiye zararlilara kars1 kimyasal savunma saglamasi ve yasam alaninda rekabet
giiclinilin artirilmasi

e Ureme i¢in tozlasmayr saglayacak bocek ve kus gibi canlilarm cekilmesi,
simbiyotik davranigin desteklenmesi

e Bitkiyi ultravyole 1511, sicaklik ve su stresi gibi abiyotik stres etmenlerine karsi
korunmast

e Hiicresel seviyede genetik mekanizmalarin ilerlemesi
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Sekil 1. Bitkilerde primer ve sekonder metabolizma arasindaki iligkiler (Morris ve
Robbins, 1997)

Sekonder metabolitler bitkilerde ¢ok farkli fonksiyonlara sahip olup, patojenlerle
miicadeledeki etkileri antimikrobiyal madde, herbivorlara karsi norotoksik,
sakinlestirici, kas gevsetici olarak veya anestezik ilaclarin iiretiminde kullanilmakta,
bazilarinin ise ligand, hormon, sinyal transdiiksiyon molekiilleri veya ndrotransmitter
maddelere benzer olmasi nedeniyle sinir sistemi ve endokrin sistemde etkili olan
ilaglarin tiretiminde kullanildiklar1 bildirilmektedir (Osbourn, 1996; Theis ve Lerdau,
2003; Makkar ve ark., 2007).

Sapogenin, glikosid, atropin, hyosiyamin ve skopolamin, kokain, kolsisin, kodein,
morfin, fisostigmin, pilokarpin, quinin, quinidin, reserpin ve d-tubokurarin gibi steroid
ve alkaloidler genellikle ilag¢ endiistrisinde kullanilmaktadir. Diger bitki sekonder

metabolitlerinden az oranlarda ilag calismalarinda ve biyokimyasal mekanizmalarda



yararlanilmaktadir (Vanisree ve ark., 2004; Makkar ve ark., 2007). Hiicre kiiltiirleri
sekonder metabolitlerin daha hizli ve ¢ok miktarda iretilebilmesine olanak
sagladigindan gilinlimiizde bu amagla kullanilaktadir. Bitki veya embriyonun
besiyerinde gelistirilmesi, elverisli dokudan kallus olusmasi, kalluslarin sivi1 besiyerinde
geliserek hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin saglanmasi bi¢ciminde sekonder metabolitlerin

¢ogaltimi yapilmaktadir (Lila, 2005; Oskayve Oskay, 2009).

1.1.1.1. Fenolik Bilesikler

Bitkilerin biinyesinde sekonder metabolitler olarak belirtilen fenolik bilesikler tohum,
govde, cicek, meyve veya yapraklarda en ¢ok bulunan maddeler olup, her gegen giin
yeni fenolik bilesikler tanimlanmaktadir (Nizamlioglu ve Sebahattin 2010; Akerstrom,
2010). Yapisal olarak 8000’den fazla farkli tipte fenolik bilesik tanimlanmis olmakla
birlikte bitkilerde bulunan fenolik bilesikler genel olarak iki gruba ayrilabilir. Bunlar;
fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Fenolik bilesikler biyolojik olarak aktif ve genellikle
toksik bilesiklerdir. Glikozit olusturma prosesi bitkilerde fenolik bilesikleri toksik
olmayan bir sekilde depolama seklidir (Akerstrom, 2010).

Fenolik bilesiklerin bazilar1 meyve ve sebzelerde lezzet algisinin saglanmasinda
ozellikle acilik veya burukluk gibi tat unsurlar1 bakimindan 6nemlidirler. Bazilar1 da
meyve ve sebzelerde degisik tonlarda renklerin kaynagidir. Meyve ve sebzelerin
islenmeleri esnasinda bu bilesiklerin enzimatik esmerlesme gibi degisik sorunlara neden
oldugu ve bunun degisik yeni iirlinler i¢in olduk¢a 6nem gerektirdigi bildirilmektedir
(Nizamlioglu ve Sebahattin 2010). Ozellikle meyvelere biinyelerindeki yogun ve genel
saglik durumu icin yararl fenolik bilesiklerden dolay1 fonksiyonel gida olarak 6nem
verilmektedir. Fenolik bilesikler permeabilite faktorii ya da P vitamini adiyla da
tanimlanmaktadir. Enzim inaktivasyonuna yol agma ve farkli besin kaynaklarinda kalite
kontrol ol¢iitii olarak degerlendirilmeleri de ayrica Onemlidir (Saldamli, 2007;

Nizamlioglu ve Sebahattin 2010).



1.1.1.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit veya tiirevleri olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Hidroksibenzoik asitlerin genel kimyasal yapisin1 C6-C1l
fenilmetan olusturmakta olup, bitkisel besin kaynaklarinda genel olarak eser
miktarlardadirlar. Bu asitler gallik asit,  salisilik asit, vanilik asit veya m-
hidroksibenzoik asit gibi bilesiklerdir. Hidroksisinamik asitlerin genel kimyasal yapisini
ise C6-C3 fenilpropan olusturmaktadir. Fenilpropan halkasinin OH baglanma bolgesi bu
asitlerin farkli ozelliklerinden sorumlu tutulmaktadir. Kafeik asit, kumarik asit ve
ferulik asitler yaygin bulunan hidroksisinamik asit grubu bilesiklerdir. Bitkide
glikozillenmis ve organik asitlerle esterlesmis formlarda bulunmaktadirlar (Sekil 2)

(Balasundram ve ark., 2006; Shadidi ve Naczk 1995; Nizamlioglu ve Sebahattin 2010).

R1 R1
R24©—COOH R2‘©~CH—CH —COOH
R3 (a) R3 (b)
Asit Rl1 |R2| R3 Asit R1 R2 R3

p-Hidroksibenzoik H OH| H |p-Kumarik H OH H

Pirokate suik H |OH| OH |Kafeik H |OH | OH
Vamlik CH3O OH H Ferulik CH3O OH H
Siringik CH,0 |OH|CH,O| Sinapik CH,0| OH | CH,0
Gallik OH |OH| OH

Sekil 2. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri

1.1.1.1.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin genel kalib1 difenilpropan veya fenilbenzopiran adi verilen kimyasal
yapt ile karakterize edilir. Genel yapi, bir kroman halkasina (benzopiran parcasi)
birlestirilen bir C15 (C6-C3-C6) karbon iskeletini igermektedir. Flavonoidler; flavonol,

flavonlar, flavan-3-ol, proantosiyanidin, antosiyanin, izoflavon ve flavanonlar diye



adlandirilan yedi alt smifa ayrilirlar (Sekil 3). Bu alt siiflar arasindaki yapisal
farkliliklar C-ring modifikasyonu ile alakalidir (Pereira ve ark., 2009; Akerstrom, 2010;
Halake ve ark., 2016).

Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi
(difenilpropan veya fenilbenzopiran)

Flavonlar Flavono ller Flavononlar
OH
HO Homj‘/
Kuersatin }Ia.tmgemn
Flavan-3-oller Antosiyvanidinler Izoflavonlar
H OH
OH OH
d 5 T
o HO
@ Oy o I
OH =5 = OH OH ©
OH
(+)-Katezin Sivanidin Geniztein
Kumarinler Stilbenler Lignanlar
0.0 on
HO
CIH
3 5 CH D -__ CH OH
3
HO" ¢ 3 4
CH? CH DH
Ezlulatin
HO 7 TOCH,

¥ Fesveratrol

OH  Sekoizolarikresinol diglikoziti

Sekil 3. Flavonoidler



1.1.2. Uziimsii Meyveler

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus), ahududu (Rubus idaeus), mavi yemis (Vaccinium
corymbosum), bogiirtlen (Rubus fruticosus), siyah frenk {iziimii (Ribes nigrum) ve ¢ilek
(Fragaria ananassa) gibi bitkilerin meyveleri liziimsii olarak adlandirilmakta olup,
fenolik bilesikler bakimindan zengindirler. Onemli fonksiyonel gidalar olarak
onerilmekte ve tiiketilmektedirler. Genel saglik durumunun korunmasi i¢in bu
meyvelerde antioksidan maddelerin yogun bir sekilde bulunmasi biyoaktif maddeler
olan fenolik bilesiklerle iliskilendirilmektedir (Pordevi¢ ve ark., 2010).

Uziimsii meyvelerin igeriginde benzoik asit tiirevlerinden p-hidroksibenzoik asit, elagik
asit gallik asit ve salisilik asit, sinamik asit tiirevlerinden p-kumarik asit, kafeik asit ve
ferulik asit onemli oranlardadir. Hidroksisinamik asit grubuna dahil kafeik asit
tiirevlerinden en ¢ok kuinik asit ve kafeik asitlerin esterlesmis formlar1 olan klorojenik
asitin varlig1 saptanmistir. Klorojenik asit, meyve ve iriinlerine eksi lezzet vermekte
olup, polifenol oksidazlarla hizla oksitlenebilir ve kahvemsi renkli molekiillere
cevrilebilir. Uziimsii meyvelerde fenolik bilesikler ve dzellikle vitaminlerden askorbik
asit (C vitamini) yogun oranda bulunmaktadir. Askorbik asit kus iiziimii ve ¢ilek gibi
tizimsii meyvelerde yiiksek oranda iken, diger iiziimsii meyvelerde bitkilerde en yaygin
olan fenolik bilesikler baskin diizeylerdedir. (Caglar ve Demirci 2018). Uziimsii
meyvelerde yogun bulunan fenolik bilesikler tibbi arastirmalarin énemli konusu haline
gelmigstir.  Bu  bilesiklerin  antienflamatuar, Ostrojenik, enzim inhibisyonu,
antimikrobiyal, antialerjik, vaskiiler ve sitotoksik antitiimor aktivitesi gibi pek ¢ok
yararli Ozellige sahip olduklari bildirilmistir (Cushnie ve Lamb 2005). Fenolik
bilesiklerin giiclii antioksidan aktiviteleri, ayn1 zamanda birgok hastaligin patogenezinde
yer alan oksidatif stresin onlenmesinden sorumlu &nemli biyolojik etkinlik olarak
degerlendirilmektedir. Fenolik bilesiklerin antikanser aktivitesi serbest radikalleri
siipiirme yetenekleriyle de iliskili olup kanserin erken asamalarinda onerilmektedirler.
Ayrica, fenolik bilesikler; hiicre biiylimesi ve proliferasyon, onkojenlerin ve tiimdr
olusumunun baskilanmasi, apoptozun uyarilmasi, detoksifikasyon, enzim aktivitesinin

modiilasyonu, immiin sistemin stimiilasyonu, redoks reaksiyonlar1 ve endoksin sistemin



diizenlenmesi gibi sinyal transdiiksiyon yollarmin regiilasyonu araciligiyla antikanser

ajanlar olarak da degerlendirilmektedir (Pereira ve ark., 2009).

Uziimsii meyvelerde fazla miktarlarda bulunan ve fenolik bilesiklerden olan
antosiyanin, kuersetin, ellagik asit, kamferol ve mirisetinin antikanserojenik, antiviral ve
antibakteriyal etkileri de yiiksek antioksidan kapasiteleri ile bagdastirilmaktadir
(Pehluvan ve Giileryiiz, 2004; Nizamlioglu ve Sebahattin 2010). Ozellikle antosiyanin
igerikleri bakimindan zengin olan yaban mersini, ahududu, ¢ilek ve vignenin bazi kanser
tiirleri ve damar hastaliklar1 gibi mortaliteyi 6nemli oranda etkileyen saglik sorunlarini
onlemede yararli etkilerinin oldugu kaydedilmektedir (Pehluvan ve Giileryiiz, 2004;
Akerstrom, 2010; Caglar ve Demirci 2018).

1.1.2.1. Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.)

Ericaceae familyasinin bir iiyesi olan V. myrtillus L., Tiirkiye’de yaban mersini, mavi
yemis, likapa, ay1 iizimii, morsivit, ¢ali ¢ilegi, Trabzon ¢ay1 gibi isimlerle, yurt disinda
ise blueberry olarak taninmaktadir (Resim 1). Avrupa ve Amerika’da meyveleri regel,
marmelat, pasta, pekmez, meyve suyu, meyveli yogurt, dondurma, meyveli ¢orek, sarap
gibi pek cok gida malzemesi yapiminda kullanilmaktadir. Yapraklarindan cay
yapilirken, kokleri, meyveleri, cicekleri ve yine yapraklari ila¢g sanayisinde
degerlendirilebilmektedir. Kurutulan meyveleri oOgiitiilerek seker hastalar1 icin
tatlandirici olarak kullanilabilmektedir. Yaban mersini meyvelerinin antioksidan madde
icerigi bakimindan olduk¢a zengin oldugu ve saglik agisindan pek ¢ok yararli etkisinin
bulundugu bildirilmektedir (Celik, 2005). Bitki meyvesinde bugiine dek alerjik bir
bilesik tespit edilmemis olup, iyi bir fonksiyonel gida olarak da Onerilmektedir. Son
zamanlarda biyoaktif 6zelliklerinden dolayr dikkatleri tizerine ¢eken V. myrtillus’un
meyve ve yapraklar1 fenolik bilesiklerce, 6zellikle flavanoidlerce olduk¢a zengindir.
Antosiyanidinlerden siyanidinin V. myrtillus’ta UV radyasyonuna karsi savunmada
temel bir rol oynadigi One strilmistir. Ayrica V. myrtillus’un meyvelerinde
yapraklarina oranla daha yiiksek konsantrasyonda antosiyanin  bulundugu

belirtilmektedir (Akerstrom, 2010).



Vaccinium myrtillus L. nin taksonomik yeri (National Plant Data Center, 1996);
Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida

Altsinif: Dilleniidae

Takim: Ericales

Familya: Ericaceae

Genus: Vaccinium

Species: Vaccinium myrtillus L.

Resim 1. Vaccinium myrtillus L.

1.1.2.1.1. Vaccinium myrtillus L.’nin Fitokimyasal Bilesimi
Onemli bir antioksidan kaynagi1 olan yaban mersini bitkisinin meyve ve yapraklarinimn

kimyasal bilesiminde meyve asitleri; kinik asit, malik asit, sitrik asit ve diger asitler;

tanenler den baslica katesin tanenleri, gallik asit, protokatesuik asit, krojenik asit,
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sirinjik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, ellajik asit, kuersetin, kaempferol, mirisetin,
oligomerik prositanidinler, antosiyanozitler, delfinidin-3-O-arabinozit, delfinidin-3-O-
galaktozit, delfinidin-3-O-glukozit, siyanidin, petunidin, peonidin, malvidin, peonidin-
3-glukozit,  malvidin-3-galaktozik,  peonidin-3-arabinozit,  malvidin-3-glukozit;
flavonoidler: hiperozit, izkersetin, kesretin, astragalin; iridoitler: asperulozit,
monotropein (sadece olgunlasmamis meyvede bulunur) ile klorojenik asit ve bazi1 kafeik
asit tiirevleri yam sira C vitamini basta olmak lizere gesitli vitaminler bulunmaktadir

(Nakajima ve ark., 2004; Saponjac ve ark., 2015).

Yabanmersini meyveleri nem ve lif oran1 yiiksek olmakla birlikte diisiik kalorilidir.
Neolitik gagdan beri tiiketilmekle birlikte &zellikle Iskandinav ve Giiney Amerika
iilkelerinde tiiketilmektedir. C vitamini, folik asit, flavonoid, fenolik bilesikler ve
Ozellikle antosiyanince zengin diyetsel biyoaktif bilesenleri icermektedir. Suda
¢oziinebilir pigmentlerden olan antosiyaninler meyve ve yapraklar gibi bitki kisimlaria
parlak renk verirler. Genel olarak Vaccinium tiirlerindeki antosiyanin bilesimi oldukc¢a
karmasik ve yiiksek diizeydedir. V. myrtillus 'un meyvelerinde yapraklarina oranla daha
yiiksek konsantrasyonda antosiyanin bulundugundan antosiyaninler meyvede temel
bilesen olmakla birlikte glikozillenmis halde tutulmaktadir. Kalitatif ve kantitatif
analizlere gore yaban mersini yapraklarinda temel olarak bulunan bilesenler ise
hidroksisinnamik asit ve klorojenik asittir (Akerstrom, 2010) . Yaban mersini meyveleri
diger meyvelerde de kesfedilmis alt1 tane dogal ve yaygin olarak bulunan
antosiyaninlerden (siyanidin, delphinidin, malvidin, peonidin ve petunidin) bes tanesini

icemektedir (Babova ve ark., 2016).

1.1.2.1.2. Vaccinium myrtillus L.’nin Saghk ve Tarihsel Siirecteki Onemi

Son zamanlarda yapilan birgok in-vivo ve in-vitro ¢alismaya gére yaban mersininin
apoptozisi arttirarak, DNA hasarin1 ve kanser hiicresi proliferasyonunu azaltarak kalp
hastaliklarini, karsinogenezisi ve anjiyogenezisi onledigi kaydedilmistir (Wang ve ark.,
2017). Onerilen tiim bitkisel gidalar arasinda V. myritillus'un igerdigi yiiksek
miktardaki biyoaktif molekiiller 06zellikle antosiyanin bakimindan biyik ilgi
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uyandirmaktadir. Yaklasik olarak 22 antosiyanin tiiriiniin yaban mersini ekstraktlarinda
bulundugu bildirilmistir (Cesa ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017). Bu fenolik bilesenler
cogunlukla meyvelerin kabuklarinda bulunmakla birlikte meyvelere mavi-mor bir renk
verirler ve saglik i¢in oldukga faydalidirlar. Antosiyaninlerin radikal siipiiriicli ve metal
iyonlarini tutma yetenekleri, hiicre sinyal yolaklarindaki rolleri, gen ifadesi, DNA
onarimi ve hiicre adhezyon siireclerinde kilit rol oynamalar1 genel saglik durumunu
koruyucu bir ajan olmalarmi agiklamaktadir. Klinik ve deneysel c¢alismalar yaban
mersininin genoprotektif, antikanser, kardiyoprotektif, antiinflamatuar, antitrombotik,
antihipertansif, kolesterol diisiiriici, hipoglisemik, antiobezite, gbérme koruyucu,
noroprotektif ve antimikrobik etkilerinin biinyelerinde barindirdiklar1 antosiyaninlere
atfetmektedirler (Cesa ve ark., 2017). Yaban mersinindeki antosiyanidinlerin genellikle
C halkasinin 3. pozisyonunda bulunan glukopiranoz, galaktopironoz ve

arabinopiranozlardan glikozillendigi kaydedilmektedir (Bunea ve ark., 2013).

Yaban mersininin asit karakterli topraklarda ve organik maddece zengin, defne, ¢am,
kizilagag, ladin ve goknar tiirlerinin karigik olarak yetistigi alanlarda yaygin oldugu
bildirilmektedir. Kuzey Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’nin 2800 m yiikselige
kadar olan daglar1 ve ormanlarinda yayilim gosterdigi bildirilen bu bitkinin Tiirkiye’de
kuzeyde Ozellikle Karadeniz ve Kuzey Dogu Anadolu bolgesinde yiiksek ve nemli
kesimlerde dogal olarak yaygin oldugu belirtilmektedir (Sekil 4) (Celik, 2006).

Ty

Sekil 4. Tirkiye’de Vaccinium myrtillus un yayilis alani
Kanadal1 arastirmacilar 1922 yilinda insiilin kesfedilmeden 6nce diyabetes mellitusun

tedavisi i¢in diyet programlarina ek olarak V. myrtillus 'un kullanilmasini 6nermislerdir.

Modern ¢ag oncesi donemlerde (1098-1179) V. myrtillus’ a ait kayitlar bulunmakla
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birlikte meyvelerin kullaniminin yapraklarinin kullanimima oranla daha fazla oldugu
goriilmektedir. 1498-1554 yillar1 arasinda Hieronymus Bock yaban mersininden
hazirlanmis preperatlar1 Oksiiriige karsit onermistir. 1501- 1577 yillarinda Andrea
Mottioli ve 1528-1586 yillarinda da Adam Lonitzer yaban mersini meyve suyunun
diiiretik ve terletici etkisini kesfetmislerdir. 1735 yilinda Zedler’in ansiklopedisinde
gastrointestinal hastaliklara karsi kullanilan meyveler listesinde V. myrtillus’'un da
kaydi bulunmaktadir. 1951 yilinda Kroger tarafindan parazitlerin ve bakteri
enfeksiyonlarinin sebep oldugu cesitli gastrointestinal hastaliklara karsi tedavi olarak
yaban mersininin kullanimi bildirilmistir. 1903 yilinda Bernstein, tifo atesine karsi
yaban mersinin etkisini c¢alismakla birlikte, ilk kez ticari olarak sivi ekstraktini
hazirlamistir. 19. yiizyi1l sonlarinda Avusturya Alpler’inden orijinlendigi diisiiniilen
geleneksel halk tedavisinde, V. myrtillus yaprak ekstraktlarinin antidiyabetik olarak
kullanimi ders kitaplarina girmistir. 20. yiizyilin baslarindan itibaren V. myrtillus, en
cok kullanilan hipoglisemik gidalardan biri oldugu i¢in diyabet tedavisinde gelecek
vadeden tibbi bitkiler arasinda yer almaktadir. Son zamanlarda yaban mersini ile ilgili
yiiksek kalitede ¢aligmalar ¢ok nadir yapilmaktadir ve bu ¢alismalar genotoksik olup
olmadigint gostermedikleri icin antidiyabetik bir ajan olarak kullanilabilecegini
desteklemezler. Yogun fitokimyasal bilesimine bagli olarak toksikolojik risklerden
dolay1 standart ders kitaplarinda yaban mersini ile hazirlanan ticari preperatlarin

kullanimi tavsiye edilmemistir (Helmstédter ve Schuster 2010).

Yaban mersininin kanserin ilerlemesini engelledigine dair bir¢cok kanit vardir. Bu olasi
mekanizmalardan birisi de kanser hiicrelerinin apoptozisini indiikleyerek biiyiimelerini
engellemektir. Bu bitki ekstraktlarinin antikanser 6zellikleri de polifenolik biyoaktif
fitokimyasallarla ilgilidir. Ticari olarak satilan, antosiyanince zengin yaban mersini
oziitlerinin kolon kanserine kars1 potansiyel kemopreventif etkileri arastirilmistir. Buna
gore ekstraktlarin HT-29 hiicrelerinin biiylimesini 6nleyerek antitiimorojenik etki
gosterdigi bildirilmistir (Zhao ve ark., 2004). Yaban mersini fitokimyasallarmin giiglii
antioksidan etkiye sahip oldugu, tiimor hiicrelerindeki biiylimeyi durdurdugu ve
apoptozisi indiikledigi gesitli calismalarla gdsterilmistir. Bu bitkideki antosiyaninlerin
farkli aglikonlar1 ve seker kisimlar1 farkli biyolojik etkilere sahiptirler. Delfinidin(30-
40uM), peonidin 3-glukozid (30-100uM) ve siyanidin 3-glukozid (30-100uM) gibi saf
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antosiyanidinler HCT1 16 kolon ve HS578T meme hiicre hatlarinda apoptozisi
indiikleyerek ve G2/M hiicre dongilisiinli durdurarak insan tiimor hiicrelerinin
biiyiimesini baskilarlar. Yaban mersini tiirlerini tiimor hiicrelerindeki antiproliferatif ve
proapoptotik etkileri iizerine ¢ok kisith sayida caligma vardir. Antosiyanince zengin
bataklikta yetisen bir yaban mersini tiiriiniin CaCo-2 ve Hep-G2 6liimciil kanser hiicre
hatlarinda laktat dehidrogenaz aktivitesini (LDH) ve alt-G1 hiicrelerinin toplanmasini
arttirmak i¢in hiicre proliferasyonunu azalttigi bulunmustur (Nowak ve ark., 2017;
Assad ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada yiiksek miktarda antosiyanin i¢eren yaban
mersini ekstraktinin HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda apoptozisi diizenledigi
gosterilmistir (Zhao ve ark., 2004). Meyvelerden liyofilizasyon elde edilmis antosiyanin
parcalarinin antiproliferatif etkiye sahip olduklar1 ve B16-F1 murin melanoma
hiicrelerindeki metastaz sinyal yolaklarini diizenledikleri gosterilmistir (Huang ve ark.,
2008). Son zamanlarda yapilan bir c¢alisma, delfinidin 6n tedavisinin timor
olusturmayan insan 6liimsiiz HaCaT keratinositlerini korudugunu gostermistir (Afaq ve
ark., 2007). Ayrica SKH-1 tiiysiiz fare derisinde UV-B isinlari ile indiiklenmis
apoptoziste, apoptozise bagli oksidatif stresi ve DNA hasarini azalttigi gosterilmistir
(Bunea ve ark., 2013). Losemi ve karsinoma hiicrelerine karsi biiyiime inhibitori
etkisiyle antosiyaninlerin flavanoller ve flavononlar gibi diger fenolik bilesenlerden
daha etkili fitokimyasallar oldugu One siirlilmektedir. Antosiyanin igeren g¢esitli
ekstraktlar arasinda yaban mersini ekstraktinin in-vitro olarak HCT-116 insan kolon
kanseri hiicrelerinde ve HL-60 insan l6semi hiicrelerinin gelisiminin énlenmesinde daha
etkili oldugu gosterilmistir. Bunun sonucu olarak da biiyiiyen kanser hiicrelerine karsi
antosiyaninler dogal ve giiclii inhibitorler olarak onerilmektedir (Nagase ve ark., 1998;

Katsube ve ark., 2003).

1.1.2.2. Ahududu (Rubus idaeus L.)

Rosaceae familyasina dahil olan Rubus idaeus L., dzellikle Ida Dag’inda (Kaz Daglari,
Tiirkiye) c¢ok yaygin oldugu anlasildigindan bu isimle Linnaeus tarafindan
tanimlanmistir (Hummer, 2010). Makroskobik olarak dik siirgiin ve petaller, altta

pennat ve listte ternat yapraklar ve kii¢iik olan drupalarinin kirmizi renkli olmasiyla
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karakterize edilmektedir. 2 m boya kadar biiyliyebilen ve yapraklar1 kis mevsiminde
dokiilen ¢alimsi bitkidir. Cigekleri ugta ve yanda beyaz renkli ve ebat olarak kiigiiktiir
(Resim 2) (Davis, 1972). Avrupa, Uzak Dogu ve Kuzey Amerika iilkelerinde R.
idaeus’un kok, yaprak ve meyvelerinden hazirlanan preparatlar spazm ¢oziicli, tonik,
ates diistiriicii ve terletici, diyare, dizanteri ve soguk alginliginin tedavisinde yardimeci
ve meyveleri igeceklerde aromatizan olarak kullanilmaktadir (Akilligéz ve Ezer 2000).
Tiirkiye’nin kuzey kesimlerinde yaygin olan R. idaeus’un meyveleri ahududu veya
kirmiz1 franbuaz adi ile geleneksel olarak tiiketilmektedir (Celik ve Ercigli 2009).
Uziimsii R. idaeus meyvesindeki aromanin cazip olmasi nedeniyle ilag ve gida
sektoriinde degerlendirilmektedir. Gida alaninda marmelat, igki, regel, meyveli yogurt
ve tathilarm iiretiminde kullanilmaktadir. Islenmemis haldeki tiiketimi iiretidigi alana
yakin yerlerde yaygin olup bu bitkiye Tiirkiye’de duyulan ilgi her gecen giin hizla
artmaktadir (Makaraci ve Celik 2005).

Rubus idaeus L’nin taksonomik yeri (National Plant Data Center, 1996);

Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta

Bolim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsinif: Rosidae
Takim: Rosales

Familya: Rosaceae

Cins: Rubus L.

Tur: Rubus idaeus L.
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Resim 2. Rubus idaeus L.

1.1.2.2.1. Rubus idaeus L.’nin Fitokimyasal Bilesimi

Rubus idaeus meyveleri yiiksek miktarda fenolik bilesikler icermekle birlikte baskin
olarak antosiyanin ve elajitanninleri bulundurmaktadir (Krauze-Baranowska ve ark.,
2014b). R. idaeus meyvesinin yiiksek antioksidan kapasitesinin fenolik bilesenlerle
organik asit ve sekerlere bagli oldugu kaydedilmistir (Ceki¢ ve Ozgen 2010) Bu
bitkinin biinyesinde bulunan fitokimyasallar HPLC ve LC-MS-MS tekniklerle
belirlenmektedir (Mullen ve ark., 2002; Giilgin ve ark., 2011). Mullen ve ark. (2002) bu
bitkide antosiyaninlerden siyanidin-3-(2G-glukozilrutinozit), siyanidin-3-soforozit,
siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glukozit, pelargonidin-3-
soforozit, pelargonidin-3-(2G-glukozilrutinozit) ve elajitanenlerin varligini bildirmistir.
Ayrica bu bilesenlerden en ¢ok sanguin H-6 ve lambertianin C’nin damarlarda
vazodilator etkiye sahip olduklar1 saptanmistir (Mullen ve ark., 2002). Giil¢in ve ark.
(2011)’nin  antioksidan kapasite ile ilgili yapilan bir ¢calismada, bu bitkide sirinjik asit,
ellajik asit, kafeik asit, ferulik asit, pirogallol, kersetin, a-tokoferol, p-hidroksibenzoik
asit, p-kumarik asit, gallik asit, askorbik asit ve vanilin oranlar1 saptanmis ve p-kumarik
asitin antioksidan kapasitede c¢ok etkili oldugu bildirilmistir (Giilgin ve ark., 2011).
Krauze-Baranowska ve ark. (2014b)’nin R. idaeus’ta kimyasal bilesen ve biyolojik
aktivitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise gallik asit, protokatesik asit, kafeik asit,
myricetin, tilirosit, kamferol, kuersetin-3-O-glukronid, kamferol-3-O-galaktozit,

kuersetin3-O-ramnozit, klorojenik asit, katesin, epikatesin, izokuarsetin, elajik asit
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hiperoksit, prosiyanidin B1, prosiyanidin B2 ve sanguiin H-6 fitokimyasallarinin varligi
bildirilmektedir (Krauze-Baranowska ve ark., 2014b).

1.1.2.2.2. Rubus idaeus L.’nin Saghk ve Tarihsel Siirecteki Onemi

R. idaeus yaprak ve meyvelerinin elde edilen kayitlara gore 1898’lerden beri bitkinin
tibbi amaglarla kullanilan kisimlar1 oldugu belirtilmektedir. Yapraklar, baz1 bilesenlerini
suya vermekte olup, inflizyonunun bir ¢esit siyah ¢ay benzeri bir koku ve tat verdigi de
kayitlarda bulunmaktadir (Kress, 2011). R. idaeus’a ait kayitlarda, eski Yunanlilar
tarafindan M.O. yaklasik 370 gibi erken bir tarihte hasat edildigi, Roma'da ise M.O.
yaklasik 65 yilinda tiikketiminin arttigi ve R. idaeus meyve yetistiriciliginin Avrupa
tilkelerinde 16. Yiizyil’dan itibaren yayginlastigi kaydedilmistir (Hummer, 2010).

R. idaeus meyvesi biyoaktif fenolik antioksidanlarin o6nemli kaynagi olarak
tanimlanmistir. Bu bilesiklerin, oksijen radikallerini siipiirmek i¢in giiclii bir antioksidan
kapasiteye sahip oldugu ve in-vitro ¢alismalarda oksidasyonun, patojenik bakterilerin ve
bazi kanser hiicre hatlarinin biiylimesini inhibe edici niteliklere sahip oldugu
bildirilmektedir (Hummer, 2010). R. idaeus meyvelerinin yiiksek orandaki antosiyanin
iceriginden kaynakli giiclii antienflamatuvar ve antioksidan etkilere neden oldugu ve
akciger, kolon, insan mide ve meme timor hiicrelerini % 20 ile 54 arasinda azalttig1 da

bildirilmistir (Bowen-Forbes ve ark., 2010).

Bir ¢aligmada, hiperkolesterolemik ratlara verilen R. idaeus nektarinin, serum trigliserit,
total kolesterol ve LDL kolesteroliinii azaltig1 ve buna bagli olarak kan, beyin ve ince
bagirsakta lipit peroksidasyonunun inhibe oldugu belirtilmistir (Araujo ve ark., 2011).
Beckett ve ark. (1954) tarafindan R. idaeus’un taze yaprak ekstraktinin kedi uterusu ve
bagirsaginda diiz kas gevsetici nitelige sahip oldugu, farelerde ise merkezi sinir sistemi
tizerinde uyaric1 6zelliginin saptandigi ve kolinesteraz aktivitesinde inhibisyona neden

oldugu bildirilmistir (Beckett ve ark., 1954).

Mycobacterium tuberculosis siispansiyonu ile indiiklenmis deneysel artrit modeli

olusturulmus ratlarda 30 giin R. idaeus meyve ekstresi ile beslenen ratlarin kikirdak ve

17



kemik hasarininin 6nemli oranda azalarak antienflamatuvar 6zelligin saptandigi ve R.
idaeus ekstresinin artrit tedavisinde yararli oldugu kaydedilmistir (Jean-Gilles ve ark.,
2012).

R. idaeus ile tiretilen saraplarin fenolik bilesen, antioksidan ve biyolojik potansiyellerini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada bu igeceklerin doza bagli olarak in-vitro
insan gogiis (MCF-7), kolon (CaCo-2) ve servikal (HeLa) kanser hiicre hatlarinda
kuvvetli antiproliferatif etkiler gosterdigi belirtilmistir (Ljevar ve ark., 2016). R.
idaeusun oral kanser hiicrelerinde antimetastatik yetenegini degerlendirildigi bir
calismada bu bitkinin meyve ekstraktinin oral kanser hiicrelerinin go¢iinli ve invazyon
yetenegini Onledigi bildirilmektedir. Bu etkinin, fokal adezyon kinaz (FAK) ve hiicre
dist sinyal diizenleyici kinaz (ERK) enziminin inhibisyonu yoluyla matriks
metalloproteinaz-2'nin (MMP-2) mRNA ekspresyonunun da baskilanarak ortaya ¢iktigi
kaydedilmistir (Huang ve ark., 2017).

1.1.3. Hiicre Dongiisii

Devamli olarak boliinen hiicrelerde hiicre dongiisii G1-S-G, (interfaz) ve M (mitoz)
bigiminde tekrarlanmaktadir. Bu periyotta hiicrelerde hiicre indiiksiyonu ve biiylime
gerceklesmekte ya da boliinme indiiklenmedigi durumda hiicreler dinlenme sathasi olan
Go’da beklemektedirler. G;-S-G; sathalar1 hiicre dongiisiiniin % 90'in1 kapsamaktadir
ve yaklasik olarak 16-24 saat arasinda devam etmektedir. Mitoz boliinme ise yaklasik
olarak 1-2 saat arasinda ger¢eklesmektedir. Hiicre biiyiimesi G1 safhasinda restriksiyon
noktasi tarafindan (R point) diizenlenmektedir. Bu noktada hiicre boliinme prosesi ya
stirecek ya da duracaktir. G; safhasinda hiicreler ¢evrelerinden indiikklenme sinyalleri
alirsa biiyime ve gelisme islemleri devam eder. Bu sathada DNA eslenmesi
(replikasyonu) i¢in On hazirhiklar yapilirken, RNA ve proteinler sentezlenir. S
sathasinda ise DNA eslenmesi sonrasi, G; safhasinda hiicre biliylimeyi stirdiiriir ve RNA
sentezi ile protein sentezi de gergekleserek mitoz boliinmeye hazirlanilmaktadir. Mitoz

boliinme profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden meydana gelmektedir.
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Telofazda tam boliinme (sitokinez) gergeklesir ve ayni genetik materyali bulunduran iki
yeni hiicre olusur (Sekil 5) (Cabadak, 2008).

DNA eslenmesi
once hiicre

DNA eglenmesi

DNA eslenmesi
sonrasi béliinme
hazirlikiari

Sekil 5. Hiicre dongiisii (Cabadak, 2008)

Hiicre dongiisiinde bir satha tamamlanmadan sonraki safhaya atlanirsa genetik materyal
normal sekilde kopyalanmamis olacagindan hiicrenin biiylime ve gelismesinde
bozukluklar olusabilmektedir. Hiicre dongiisiinde G; sathasindan S safhasina gegis, G»
sathasindan M safhasina ge¢is ve mitoz boliinmenin metafaz evresinden anafaz evresine
gecislerin hepsinde kontrol noktalari bulunmaktadir. Bu kontrol noktalar1 sayesinde
hiicrenin dongiiyii siirdiiriip stirdiirmeyecegi belirlenmektedir. Genotoksik ajanlara
maruz kalan hiicrelerin DNA'larinda olusan hasarlarin durumu ve siddetine gore hiicre
dongiisii kontrol noktalar1 G; safhasindan S sathasina ya da G, sathasindan mitoz
sathasina gecisleri diizenlemektedir. DNA ile ilgili bozukluklar normal DNA
replikasyonunu da engelleyebilmektedir (Cabadak, 2008).

Hiicre dongiisiinde iki ¢esit gen grubunun hayati derecede 6nemli islevlerinin oldugu
bildirilmektedir. Bunlardan ilki kanser gelisimini dogrudan veya dolayli yollardan
etkileyebilen gen grubu olan onkogenler, digeri ise kanserlesmeyi baskilayan tlimor

baskilayict genlerdir (Foster, 2008; Cabadak, 2008).
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1.1.4. Genotoksisite Testleri

Genetik toksikoloji, toksikoloji biliminin bir alt dali olarak canlilarin normal yasam
siireclerinin igleyisi esnasinda fiziksel, kimyasal veya biyolojik faktorlerden
etkilenebilecek kalitsal materyallerindeki degisimlerin incelendigi bilimsel bir alandir
(Choy, 2001; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011b). Genetoksisite terimi; kromozom,
niikleus ve DNA 1iizerinde olusan DNA fazlaliklar, DNA kirikliklari, kromozom
anormallikleri, gen bolgesi mutasyonlar1 ve andploidi gibi bozukluklar1 kapsamaktadir.
Niikleik asit (DNA) ya da gen ifadelerinin agiga ¢ikarilmasinda rol alan enzimleri
etkileyen ve mutasyonlara sebep olan toksik ajanlarin DNA iizerinde bozukluklar
olusturarak kalitsal degisikliklere sebep olmasi ise “genotoksik etki” adi ile
tanimlanmaktadir (Choy, 2001) Niikleik asitler iizerinde mutasyonlara neden olan
etkenler veya mutajenler DNA’daki etkilerini, dogrudan veya genlerin ifadesi sonucu
sentezlenen proteinleri etkileyerek dolayli olarak gergeklestirmektedirler. Niikleik
asitlerin fonksiyonlarmin gergeklestirilmesinde gorevli molekiil ve yollardaki
istenmeyen degisiklikler ise kanser, doku hasari, infertilite, yaslanma veya bazi
multifaktoryal kalitsal hastaliklara sebep olabilmektedir (Sekil 6) (Kirsch-Volders ve
ark., 2003; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011b). Genotoksisite, mutajenite ve karsinojenite
ile ilgili arastirmalar insanlar i¢in karsinojen olan bilesiklerin genotoksisiteyi artirdigi
bildirilmistir. Kimyasal bilesiklerin mutajenik 6zellikleriyle karsinojenik etkilerinin
birbirleriyle yakindan iliskili olduklarinin saptanmasi, genotoksisite testlerinin bilimsel
ve sanayi kuruluslarinca kimyasal bilesiklerin karsinojenik veya antikarsinojenik
potansiyellerinin belirlenmesinde ©onemli bir konuma gelmesine neden olmustur

(Mavournin ve ark., 1990; Zeiger, 2004; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011b).
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GENOTOKSINLER
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Sekil 6. Genotoksisitesi olan faktorlerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari

Genotoksisitesi bilinmeyen faktorlerin karsinojenik veya mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan in-vitro ve in-vivo mutajenite belirleme
yontemleri; kromozom aberasyonlar1 (KA) testi, kardes kromatit degisimi (KKD) testi,
mikroniikleus (MN) testi, ames testi ve comet testleridir (Sekeroglu ve Sekeroglu,
2011Db).

1.1.4.1. Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus (MN) ilk olarak eritrositlerde Howell ve arkadaslari tarafindan tespit
edilmis olup, Jolly tarafindan tanimlandigindan Howell-Jolly cisimcigi adi ile de
bilinmektedir (Sears ve Udden, 2011). MN, hiicre siklusu devam ederken bdliinme

esnasinda ayr1 kalan kromozom fragmenti veya kromozomlarin bir niikleoplazma ile
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paketlenerek sitoplazmada ana niikleusa yakin olarak yer almasiyla olusurlar. MN’lar
DNA hasarlar1 nedeniyle meydana gelirler. Canlinin degisik mutajenik, klastojenik veya
karsinojenik faktorlerle karsilasmast nedeniyle DNA’sinin  yapisinda hasarlar
olusabilmektedir. DNA’larda olusan hasarlarin oranlar1 in-vivo ve in-vitro olarak en
kullanish ve DNA konusunda giivenilir testlerden biri olan MN testi ile belirlenmektedir

(Fenech, 2010; Ustiiner, 2011).

MN yontemi, insan periferik kan lenfositlerinde, kemik iliginde ve yanak mukoza
hiicrelerinde  kimyasal  bilesenlerin  genotoksik  aktivitelerinin  analizlerinde
degerlendirilmektedir. Kanser tiirleri ile spesifik kromozom bozukluklar1 arasinda
anlamli iliskiler bulundugundan kanser vakalarinin degerlendirilmesinde MN testi
onemli bir yere sahiptir. Ayrica MN testi, hem kanser hem de kanserin tedavisi ve
koruyucu faktorleri igin yararli bir yontem olmaktadir. Sitokalazin-B (Cyt-B), Helmin
dematiodeum’dan elde edilen bir ekstrakt olup, aktin filamentlerinin terminal
kisimlarindan polimerize olmalarini 6nleyerek hiicre boliinmesini sitokinez evresinde

tutmaktadir (Sekil 7) (Seoane ve Dulout 2001; Toksi ve ark.,2001).

Standart lenfosit kiiltiirlerine Cyt-B’nin belirli miktarlarinin uygulanmasiyla niikleolar
boliinme gerceklesmis fakat sitokinezin olmadig: ¢ift niikleuslu (biniikleat) hiicrelerde,
MN’lu hiicrelerin yiizdesi saptanabilmektedir (Sekil 8) (Fenech, 2010; Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011a).
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Sekil 7. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’ler (Sekeroglu
ve Sekeroglu, 2011a)

. . Sitokalasin B ile
Kimyasal veya fiziksel sitokinezin bloklanmas:
mutagen

interfaz

Anafaz

Mikroniikleus tasiyan
Telofaz biniikleat hiicre

Sekil 8. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN igeren biniikleat hiicrenin olusumu
(Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011a)
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Sitokinezi bloklanmis hiicrelerde biniiklear hiicreler ve  MN sayiminda asagidaki

oOlgiitler uygulanmaktadir (Fenech, 2010; Sekeroglu, 2011a);

e Hiicreler ¢ift ¢ekirdek bulundurmali ve belirgin sitoplazmalariyla oval veya

yuvarlak goriinlimli olmali,

e (Cekirdekler belirgin niikleoplazma ile ¢evrili yuvarlak veya oval olmali,

e MN cap1 ana ¢ekirdegin en fazla 1/3’1 kadar olmals,

e  MN’ler yuvarlak ve oval bicimlerde olmali,

e MN’ler ana ¢ekirdekten ayr1 olmali,

¢ Boya tutma yetenegi ana ¢ekirdekle benzer olmali ve

e Sadece sitokinezi bloklanmis ¢ift niikleuslu hiicrelerdeki MN’lerin miktar1 esas

alinmalidir.

Bu testle hiicrelerin MN durumu analiz edilemekte ve bu test kromozom
anormallikleriyle tespiti gii¢ olan andploidiyi uyaran bilesenlerin saptanmasinda da daha
hizli sonu¢ vermektedir. Kimyasal ajan verilen hiicrelerden kaynaklanan yavru
hiicrelerdeki MN’lerin arastirilmasi, en az bir hiicre boliinmesiyle yavru hiicrelere
aktarilan genetik bozuklugu belirtmektedir. Yani iki niikleuslu hiicrelerin igerisindeki
MN’lerin belirlenmesiyle hiicrenin boliinme asamasina gectigi de ortaya cikarilmis
olmaktadir. Sitokinezi durdurulan hiicrelerde MN testi ile kromozom kaybi, disentrik
kromozom olusumu ve kromozom kiriklar1 ve benzeri durumlar, gen amplifikasyonu ve
apoptosis gibi olaylarin siklig1 da analiz edilebilir. MN’lerdeki kromozomal pargaciklar,
dogrudan DNA kiriklar1 ya da DNA sentezi sorunlarindan orjinlenebilir. Tamir edilmis
kromozom kiriklari, bir disentrik kromozom ve bir asentrik pargacik olusumuyla farkl
olusumlara sebep olabilir. Genel olarak disentrik kromozomlarin sentromerleri anafaz

evresinde cekirdekler arasinda niikleoplazmik koprii meydana getirir ve asentrik
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fragment MN olusumuna sebep olur. Asentrik fragmentlerin ve kromozom ya da
kromatid kiriklarinin ya da tiim kromozomun anafazda geri kalmasi nedeniyle meydana
gelen MN’ler, telofaz evresindeki cekirdeklerin disinda kalan kiigiik cekirdekler
seklinde tespit edilmektedir (Sekil 9) (Aardema ve Kirsch-Volders 2001; Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011a).

Genotoksik maddeler ——=

©°

e
V- N
14

Apoptosis

_Cj_e“ Kromozom kiriklar: Disentrik
amplifikasyonu ve kaybt kromozom

Sekil 9. Sitokinezi bloklanmig MN yontemi ile baz1 sitogenetik bozukluklarin analizi
(Aardema ve Kirsch-Volders 2001; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011a)

1.1.4.1.1. Mikroniikleus Frekansinin Hesaplanmasi

Insan lenfositlerinin bloklanan sitokinezinde MN igin detayli hesaplama metodlart
Washington’da Genotoxicity International Work Shop’la tiim diinyaya belirtilmistir.
Buna gore, sitokinezi bloklanmis MN (CBMN) analizlerinde oncelikle hiicre tipleri
belirlenmelidir. Hiicreler, mononiikleus, biniikleus, multiniikleus, hiicre tipinde ya da
apoptotik ya da nekrotik tipe sahip olabilirler. Bir ¢ekirdek bulunduran hiicreler kiigiik
sitoplazma, bilyiik niikleus seklindedir. Iki ¢ekirdekli hiicreler ise aynadaki goriintii gibi
es biiyiikliikteki iki hiicre seklindedir. Bu sekildeki hiicreler niikleoplazmik kopriiyle
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birlikte bulunabilirler. Niikleuslar temas halinde ya da birbiri tistiinde bulunabilir. Cok
cekirdekli hiicreler ii¢ ya da dortlii halde, degisik ebatlardadirlar ve ¢ok sayida MN
bulundurabilirler. Apoptotik hiicrelerde ise sitoplazma bozulmamistir. Kromatinler
yogunlasmis, niikleer hatlar erken ya da ge¢ apoptotik durumdadir. Nekrotik hiicrelerde,
sitoplazmik hatlar daha az belirgin ve sitoplazmada vakuoller bulunur. Erken nekrotik
hiicre fazinda plazma membraninin bozulup ¢ekirdegin ¢ok az hasara ugramistir, gec
nekrotik hiicre fazinda ise sitoplazma bulunmamaktadir. Sitokinezi bloklanmis hiicreler
CBMN siklig1 i¢in hesaplanirken asagidaki 6zellikleriyle karakterizedir (Fenech, 2000;
Ustiiner, 2011):

- MN sayimlar1t BN’( Biniikleus) da yapilmali.

- MN’larin ¢ap1 ana ¢ekirdegin yari ¢apinin 1/16 ile 1/3 arasindaki degerlerde olmali.

- MN’1n alani ana ¢ekirdegin alaninin 1/256 ile 1/9’u arasinda olmal..

- MN’lar ana ¢ekirdege bagli olmamali.

- MN’larin ¢ogu cekirdeklerin arasindadir ancak ayn1 zamanda hiicrelerin kutuplarinda

da olabilir.

- MN’larin yapilan kiigiik ¢ekirdeklere benzer. Fakat kabarciklar, noktalar MN olarak
kabul edilmemektedir (Fenech, 2000).

Sensitif niiklear boliinme frekansin1 hesaplamak i¢in nekroza ve apoptoza ugramis
hiicreler de sayilmalidir. Bu nedenle daha hassas olan formiillere gerek duyulmustur.
Hiicrelerin ¢ogunlugu yiiksek toksik dozlardaki kimyasal ajanlarla 6lmektedir. Hiicre
boliinme kinetigi kullanilarak modifiye edilen esitlikte asagida belirtilen NDI (Niiklear
Béliinme Indeksi) ve NSBI (Niikleer Boliinme Sitotoksite indeksi) hesaplamalari ile

lenfositlerin mitojenik yanitlar1 saptanmaktadir (Fenech, 2000; Ustiiner, 2011).
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NBI: [MI + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N

NSBI: [Ap+Nec+M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)] / N*

Ap: Apoptotik hiicre

Nec: Nekrotik hiicre

M1: Bir ¢ekirdekli hiicre

M2: iki ¢ekirdekli hiicre

M3: Ug cekirdekli hiicre

M4: Dort gekirdekli hiicre

N: Toplam yasayan hiicre

N*: Toplam hiicre (Yasayan hiicre + Apoptotik hiicre + Nekrotik hiicre)
NBI: Niikleer Béliinme Indeksi

NSBI: Niikleer Boliinme Sitotoksite indeksi

1.1.4.2. Mitotik indeks Testi

Bir hiicre populasyonundaki mitoz bdliinme yapan hiicrelerin sayisinin saptanmasi ve
bu saymin tiim hiicrelere oraninin hesaplanmasi ile mitotik indeks (MI) elde
edilmektedir. Bu test, hiicrelerin boliinme sikligin1 yansitmaktadir. MI’deki azalmayla
dogru orantili olarak biiyiime ve gelisme olaylar1 da gerilediginden bu test biiyiime
gelisme oranin1 saptamada 6nemli bir ara¢ olarak yarar saglamaktadir (Celik ve Ates
2006). MI testi tiim canli organizmalarda sitotoksisitenin degerlendirilmesi icin kabul
goren metotdur. Sitotoksisitenin derecesi MI oranindaki diisiisle analiz edilmektedir.
Yani uygulanan ajanin toksisitesi arttikca MI degeri azalmaktadir. MI oraninin %
50°den daha asagilarda olmasi rutin olarak subletal 6zelligi temsil etmektedir. MI
oranindaki diisiis % 50’nin {lizerinde tespit edilirse arastirilan bilesigin test organizmasi
tizerinde letal 6zellige sahip oldugu belirtilebilir. Sitotoksisitesi s6z konusu olan ajanlar
cogunlukla mitoz béliinme iizerine mikrotiibiillerin sentezini engelleyerek islev yaparlar

(Findikl1 ve Tiirkoglu 2010).
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1.1.4.3. Kromozom Aberasyonlar: Testi

Kiiltiir hiicrelerinde yapilan kromozom aberasyon testi, dis faktorlerin mutajenite veya
karsinojenite Ozelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilan hassas genotoksisite
yontemlerinden biridir. Kromozom aberasyonlari, kromatidlerin kirilmast veya kirilan
kromatidlerin yeniden diizenlenerek birlesmesini ifade etmektedir. Bu tip degisiklikler
genlerin sayr ve konumlarimi degistirerek yeni genotipik yapilarin olusmasina sebep
olmaktadir. Genotoksik etkilerin derecesinin tespitinde kromozomal aberasyonlarinin
frekansi belirlenmekte ve bu analiz mitoz bdliinmenin bes agsamasindan biri olan, biitiin
kromozomlarin kolaylikla gozlemlenebildigi metafaz sathasinda uygulanmaktadir.
Genotoksik etkisi incelenmek istenen bilesigin verildigi kiiltiir ortamindaki hiicreler
mitoz boliinmenin metafaz sathasinda kolsemid veya kolsisin gibi ajanlara maruz
birakilir ve ig ipliklerinin inhibisyonu araciligiyla kromozomlar metafaz agamasinda
sabitlenmektedir. Boylece kromozomal bozukluklarin analizi kolaylastirilmis olunur.
Kromozomal anormalliklerin mekanizmasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin
hasara ugratilmasi1 bulunmaktadir. Kromozom aberasyonlarinin canli bir organizmanin
cesitli doku ve hiicre tiplerinde benzer niteliklere sahip oldugu kabul edildiginden,
periferal lenfosit kiiltiir hiicrelerindeki kromozomal aberasyon oranmin viicutta genel
kanserlesme riskini yansitacagi umulmaktadir. Kromozomal aberasyonlar genellikle
kromozomal kiriklar1 ve diisiik oranda kararsiz disentrik kromozomlarin olusumu gibi

kromozomal yeniden diizenlenmeleri igermektedir (Norppa ve ark., 2006).

Kromozom ve kromatid kiriklari, ring kromozom, fragment, kardes kromatid
birlesmesi, disentrik kromozom, inversiyon, izokromozom ve translokasyonlar yapisal
kromozom aberasyonlar1 olarak bilinmektedir. Kromozomlardaki yapisal anormallikler,
anormalliklerin kromozomun bir ya da iki kromatidinde de tespit edilmesine gore iki
tiptedir. Anormallik sadece bir kromatid ile ilgiliyse kromatid tip, her iki kromatidde
saptanirsa kromozomal tip anormallikten s6z edilir. Kromozom veya kromatid tipi
aberasyonlar, mutajenik ajanlarin ¢esitine ve uygulandiklar1 hiicre dongiisii fazina gore
sekillenmektedir. Iyonize 1sinlar, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda etki gdsterirse
kromozomal tip anormallikler, G2 fazinda etki gosterirse kromatid tip anormallikler ve

hiicre dongiisiiniin S (sentez) fazinda etki gosterirse hem kromozom hem de kromatidle
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ilgili anormallikler olusabilmektedir (Natarajan ve Obe 1982). Kirilmalarin ve yeniden
birlesme yerlerinin oldugu kromozom tipi aberasyonlar her zaman her iki lokalde de
kardes kromatitleri etkiler (Sekil 10). Kirilmalarin ve yeniden birlesme yerlerinin

oldugu kromatid tipi aberasyonlar kardes kromatitlerden sadece birini etkilemektedir

(Sekil 11) (Huret ve ark., 2003).

Kromozomlar Kromozom kollan [Kromozom kollan| .0 n070m king
arasmda degisim |icinde degisim arasinda degisim

=% 40 | =°

Disentrik Sentrik-halka Interstitial delesyon

=S | e
i 3

Reesiplolnl tranzlolcasyon Perizentrik inversivon

Parazentrilz inversivon

Sekil 10. Kromozomal aberasyonlar (Huret ve ark., 2003)
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Sekil 11. Kromatid tipi aberasyonlar (Huret ve ark., 2003)
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Iyonlastiric1 radyasyon gibi bazi aberasyon indiikleyici ajanlar i¢in metafazda geri
kazanilan aberasyon tipi tedavi edilen hiicrede kromozomlarin ¢ogalma durumunu
yansitmaktadir. Ancak, anormallikleri uyarabilen kimyasal ajanlarin biiylik bir
cogunlugu ve ultraviyole 15181 sebep olduklar1 primer kromatid tipleri spontan veya
yeniden sentezlenme yoluyla geri kazamlabilmektedir. interfazda bu kromatidler
cogaldiklarinda sonraki jenerasyonlara aktarilabilmektedir. Boylece, herhangi bir
klastojen ile "akut" bir uygulamayi takiben, sonraki nesillerdeki hayatta kalan hiicrelerin
sadece kromozom tipi degisiklikler tasiyabilecegi bildirilmektedir (Savage, 1976, Huret
ve ark., 2003).

Birgok calismada kimyasal maddelerin hiicrede kromozom aberasyonlarini indiikleme
yoluyla sitotoksik oOzellikler gosterebilecegi anlasilmistir. Madle ve ark. (1993),
tarafindan kromozom anormallikleri bulunan hiicrelerde kromozom aberasyonlarinin
mitotik secilimle siklustan uzaklastirilacagi ve bu nedenle MI degerinin azaltilacagi
bildirilmektedir.  Mitotik  secilim, boliinme bakimindan faal olan hiicre
populasyonlarinda kromozom anormallikleri tagiyan hiicrelerin yok edilmesi biciminde
belirtilebilir. Bir anlamda mitotik se¢ilim veya seleksiyon onarilamayacak diizeyde
anormallikler bulunduran hiicrelerin hiicre siklusundan ¢ikarilmasi ve yasamina son

verilmesidir (Madle ve ark., 1993).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

Bu calismaya Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan
01.03.2017/21 sayilt izni ile baslandi. Calismada test maddesi olarak Vaccinium.
myrtillus L. ve Rubus idaeus L.’nin toprakiistii kisimlarinin sivi ekstraktlari, materyal
olarak da saglikli 6 erkek ve 6 kadindan (20-25 yas) alinan periferik kan ornekleri
kullanildi.

2.1.1. Kullamilan Maddeler ve Cozeltiler

2.1.1.1. Mitomisin-C

Mitomisin-C (MMC) (Katalog no: MO0440-5mg, from Sreptomyces caespitousus,
Sigma) mavi/menekse renkli, kristal halinde suda eriyebilen kimyasal bir maddedir.
Hiicreler tizerindeki caligmalarda antineoplastik ve genis spekturuma sahip sitostatik
(hiicre boliinmesini bloke eden) ajan olarak kullanilmaktadir. MMC c¢ozeltisi kiiltiir
ortamina (Chromosome Synchro P Complete Medium, EuroClone, Italya) pozitif
kontrol olarak ve diger deneyler i¢in 0.3 pg MMC/ml besiyeri olacak sekilde eklendi.
Bu solusyon (pH=6-9), 1siktan korunarak ve 2-8°C arasinda tutularak kullanilir.

2.1.1.2. Sitokalasin B
Sitokalasin B (Katalog no: C6762-1MG, Sigma)’den toz halinde iken 3 mg alinarak 3

ml distile su igerisinde ¢oziildii. Sonra 6 pg/mL besiyeri olacak sekilde kromozom

mediumlarina ilave edildi.
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2.1.1.3. Kolsisin

Kromozom preparatlarinin elde edilmesinde hiicre boliinmelerinin bloklanarak metafaz
evrelerinin stabilizasyonu igin kolsisin (Katalog no: C9754, Sigma) kullanildi. Kolsisin
¢ozeltisi distile su icerisinde hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06

pL olacak bigmde 5 mI’lik kromozom medyumuna eklendi.

2.1.1.4. Vaccinium myrtillus L. ve Rubus idaeus L. Ekstraktlari

V. myrtillus L. veya R. idaeus L. (yaban mersini ve ahududu meyve ve yaprak
kompleks siv1 ekstraktlari, Katalog no: NM3010KEF.1, Talya Bitkisel Uriinler, Kepez-
Antalya, Tiirkiye) ekstraktlarindan 100 puL alinip 400 pL aseton ile karigtirilarak

homojen bir ¢ozelti elde edildi.

2.1.1.5. Kromozom Medyumlari

Kromozom medyumu olarak steril tiipler igerisinde 5 mL besiyeri ve solusyonlari
(solusyon A ve B) olan hazir ticari kitler (Chromosome Synchro P Complete Medium,
Katalog no: EKAMTSY 50M, Italya) kullanildi. Medium senkronizasyon solusyonlari
periferik kan lenfosit kiiltiir calismalar i¢in 6zel olarak tasarlanmis ve optimize edilmis
ticari Uriinlerdir. Hiicre boliinme evrelerinden metafaz sayis1 ve kromozom kalitesinin
saglanmasinda olduke¢a etkindir. Solusyon A kromozom medyumuna ekimden 48 saat
sonra 100 pL ilave edilerek hiicre boliinmesinin S fazinda bloklanmasi saglanir.
Inkiibasyondan yaklasik 65 saat sonra ise solusyon B’den 100 uL eklenerek S fazinda
bloklanan hiicrelerden 5 saat boyunca metafaz asamasindaki hiicrelerin ¢ogalmasi
saglanmis olunur. Calismada, EuroClone sirketinden satin alinan Senkronizasyon

soliisyonlar1 kullanildi.
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2.1.1.6. Hipotonik Cozelti
Kiristal toz halinde saf KCI’den % 0,4’liik KCI (Merck) stok ¢ozeltisi hipotonik eriyik

olarak kullanildi. Soliisyon bidistile su ile biitiin kromozom medyumlarina yetecek

miktarda hazirlanarak 37°C’lik etiivde (NUVE EN 400) tutuldu.

2.1.1.7. Carnoy Fiksatifi
Glasiyel asetik asit (Merck) ve absoliit metanoliin (Sigma) 1/3 oraninda karistirilmasi ile

edlde edildi ve kromozom aberasyon, mitotik indeks ve mikroniikleus testleri icin

kullanildi.

2.1.1.8. Sorensen Tampon Soliisyonu

Bu tampon solusyonu (Sorensen Buffer) tampon 1 ve tampon 2 olarak iki stok solusyon
seklinde hazirlandi. Sonra tampon 1 ve 2 solusyonlar1 genotoksisite testleri esnasinda
farkli noktalarda amaca uygun olarak gerekli karisimlar halinde kullanildi.

Tampon 1: 11.34 g KH,PO, 250 ml distile suda ¢ziildii (pH=4.8)

Tampon 2: 14.83 g Na;HPO,4.12H,0 250 ml distile suda ¢ozildi (pH=9.3)

2.1.1.9. Entellan

Preparatlar1 hazirlarken lam ve lameli birbirine yapistirmak i¢in kullanilan soliisyonudur

(Merck, Katalog no: 7961).
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2.1.1.10. Giemsa

Sorensen Tampon Solusyonu igerisinde Giemsa boyasinin (Merck, Katalog no: 45380)

% 10’luk ¢ozeltileri calismada preparatlari boyamak i¢in kullanildi.

2.1.1.11. Heparin

Kan ornekleri alinirken antikoagiilan olarak 5000 U/ml’lik heparinden (Biochrom,

Almanya) hacime gore kullanildi.

2.1.2. Kullanilan Laboratuar Aletleri

2.1.2.1. Hassas Terazi

D1s fiziksel etkilere kars1 kabinli koruma saglayan ve 0,0001 g hassasiyetine sahip olan

Precisa XB 220 A (Swiss) marka hassas terazisi kimyasallarin tartilmasinda kullanildi.

2.1.2.2. Santrifiij
Calismada deney tiipii icerisinde ayristirma islemleri i¢in 5000 rpm’e kadar devri olan,

zaman ayarli ve 8 tip kapasiteli Hettich EBA 20 (Almanya) marka santrifigator
kullanildi.

2.1.2.3. Mikroskop
Immersiyon objektifli ve koordinat cetvelli Olympus CX21 ve Leica DM500 marka
binokiiler 151k mikroskobu preparatta goriintiileme islemleri i¢in kullanildi. Fotograflar

da Olympus marka mikroskopta kaydedildi.
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2.1.2.4. Benmari

Benmari (Su banyosu, Termal) preparatlar boyanirken nem oraninin uygun kosullarda

tutulmasi i¢in kullanildi.

2.1.2.5. Vorteks

Deney tiipleri igerisinde homojen karigimlar elde etmek i¢in Yellowline marka vorteks

kullanildi.

2.1.2.6. pH Metre

S1v1 karigimlarin pH’sin1 6lgmek i¢in Selecta marka pH metre kullanildi.

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

hiicrelerin kiiltiire edilmesinde ve bazi soliisyonlarin 37°C’ye 1sitilip tutulmasinda

kullanildi.
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2.2. Metot

2.2.1. Kromozom Aberasyonlarinin (KA, Chromosomal Aberration, CA) Tespiti

2.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Herhangi bir tedavi gérmeyen ve sigara igmeyen yaslar1 20-25 arasinda olan saglikli 6
erkek ve 6 kadindan elde edilen periferik kan 6rnekleri heparinli enjektorler vasitasiyla
alindi. Kan orneklerinden her kromozom medyumu igin steril kosullarda 11 damla
(yaklasik 0.4 mL) sizdirilarak ilave edildi. Bu ekilen kromozom medyumlar: etiivde
37£1°C’de 72 saat siireyle hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in birakildi. Deneysel gruplar

asagidaki sekilde olusturuldu.

Grup | (Negatif kontrol grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu igeren tiiplere steril
sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak ekildi. Ekimden 48 saat
sonra 100 uLL soliisyon A, 65 saat sonra 100 uL soliisyon B eklendi.

Grup Il (Pozitif kontrol grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu igeren tiiplere steril
sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak ekildikten 48 saat sonra 0.3
pg MMC/mL medyum ve 100 pL soliisyon A, 65 saat sonra 100uL soliisyon B

eklendi.

Grup 11 (Vaccinium myrtillus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu
iceren tiiplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak
ekildikten 48 saat sonra 0.2 uL /mL V. myrtillus ekstrakti, 0.3 pg MMC/mL medyum ve
100 pLL soliisyon A, 65 saat sonra 100 uLL soliisyon B eklendi.

Grup IV (Vaccinium myrtillus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu

iceren tliplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak
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ekildikten 48 saat sonra 0.4 uL /mL V. myrtillus ekstrakti, 0.3 pg MMC/mL medyum ve
100 uL soliisyon A, 65 saat sonra 100 pL. soliisyon B eklendi.

Grup V (Vaccinium myrtillus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu
iceren tiiplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak
ekildikten 48 saat sonra 0.8 uL/mL V. myrtillus ekstrakti, 0.3 pg MMC/mLmedyum ve
100 uLL soliisyon A, 65 saat sonra 100uL soliisyon B eklendi.

Grup VI (Vaccinium myrtillus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu
iceren tliplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak
ekildikten 48 saat sonra 1.6 uL /mL V. myrtillus ekstrakti, 0.3 pg MMC/mL medyum ve
100 L soliisyon A, 65 saat sonra 100 pL. soliisyon B eklendi.

Grup VII (Rubus idaeus L. ekstraktr grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu igeren
tiiplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak ekildikten 48
saat sonra 0.2 puL /mL R. idaeus ekstrakti, 0.3 pg MMC/mL medyum ve 100 pL
soliisyon A, 65 saat sonra 100 pLL soliisyon B eklendi.

Grup VIII (Rubus idaeus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu igeren
tiiplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak ekildikten 48
saat sonra 0.4 puL /mL R. idaeus ekstrakti, 0.3 pg MMC/mL medyum ve 100 pL
soliisyon A, 65 saat sonra 100 pL soliisyon B eklendi.

Grup IX (Rubus idaeus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu igeren
tiiplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak ekildikten 48
saat sonra 0.8 puL /mL R. idaeus ekstrakti, 0.3 ug MMC/mL medyum ve 100 uL
sollisyon A, 65 saat sonra 100 pL soliisyon B eklendi.
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Grup X (Rubus idaeus L. ekstrakti grubu): Steril 5 mL kromozom medyumu igeren
tiiplere steril sartlarda yaklasik olarak 0.4 mL heparinize kan sizdirilarak ekildikten 48
saat sonra 1.6 puL /mL R. idaeus ekstrakti, 0.3 ug MMC/mL medyum ve 100 uL
sollisyon A, 65 saat sonra 100 uL. soliisyon B eklendi.

Kromozom medyumlarinin inkiibasyon siiresinin (72 saat) bitiminden 2 saat dncesinde
her bir tiip i¢in 40 uL  kolsisin ¢ozeltisinden (0.06 uL  kolsisin/mL medyum) ilave
edildi ve karistirildi. Kromozomlari bulunduran medyum hiicreleri 2 saat siire ile
kolsisine maruz birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler 2000 rpm’de 10 dk siire ile
santrifiijlendi ve santrifligasyon sonrasi iistteki slipernatant kismi uzaklastirildi. Dip
kisimda hiicreleri barindiran 0.5-0.7 mL’lik kisim pipetajla karistirililarak her bir tiip
icerisine inkiibatdorde 37°C’de tutulan hipotonik ¢ozeltiden 5 mL belli bir mesafeden
damlatildi. Olusan siispansoid karisim pipetaj ile homojen duruma getirildikten sonra
tiiplerin agz1 kapatilarak 37°C’de 30 dk siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
siiresinin bitiminde tiipler 2000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek siipenatant kisimlari
uzaklagtirildi. Her bir tiip igerisine yavasca ve karistirarak toplam hacim 5 mL olacak
sekilde soguk fiksatif ilave edildi. Tiiplerin her biri yaklasik 25°C’de 2000 rpm’de 10
dk santrifiijlendi ve silipernatantlar uzaklastirildi. Ardindan tiiplerin igerisine yeniden
fiksatif ilave edildi ve bu proses 3 kere tekrarlandi. En son santrifiigasyon isleminden
sonra tiiplerin dip kisminda 0.5-0.7 mL arasinda s1v1 bulunacak bi¢imde son siipernatant
kisimlar1 da uzaklastirildi. Her bir tiipiin dip kisminda kalan hiicrelerin dagilim1 pipetaj
ile homojen hale getirildi. Daha sonra pastdr pipeti igerisine 4-5 damla bu
stispansiyonun ¢ekilerek yaklagik 50 cm yiikseklikten her bir lam {izerine 3 damla
diisecek bicimde damlatilarak birakildi. Bu esnada damlalarin lam {izerinde degisik
kisimlara diismesine 6zen gosterilerek hiicrelerin birbiri tlizerine gelmemesi saglandi.
Hazirlanmis olan tiim preparatlar kurumalari i¢in yaklasik 25°C sicaklikta 24 saat siire

bekletildi (Giil ve ark., 2009; Giil ve ark., 2012).
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2.2.1.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Olarak Hazirlanmasi

Kurumus olan preparatlarin boyanmas i¢in yaklasik 15 dk énce hazirlanmis % 10’luk
giemsa boya solusyonu kullanildi. Giemsa solusyonunun hazirlanmasi isleminde
Tampon 1’den 5 mL ve Tampon 2’den 5 mL alinarak 10 mL giemsanin eklenmesi
sonrast distile su ile hacim 100 mL’ye tamamland1 (pH: 6.72). Elde edilen solusyon sale
icine dik olarak yerlestirilip siizge¢ kagidi ile filtrelendi. Kurumasi saglanmis
preparatlar dogrudan bu boya solusyonu i¢ine birakildi ve yaklasik 10 dk siire boyunca
tutuldu. Preparatlarin iizerinde kalan fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in 3 ayr1 kapta
bulunan distile sudan sirayla gecirme islemi uygulandi. Daha sonra islak olan
preparatlar dikey pozisyonda yaklasik 24 saat siire ile kurumaya birakildi. Preparatlar
kuruduktan sonra daimi hale getirilmeleri i¢in entellan ile kaplandi. Entellanin

kurumasini takiben preparatlarin mikroskobik inceleme siireci baslatildi.

2.2.1.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanan daimi preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda immersiyon objektifi altinda
gozlemlendi (X1000). Kromozomlarin uygun sekilde dagilim gosterdigi preparatlarda
metafaz evresinde olan hiicrelerden 100 tanesi belirlenerek kromozomal veya kromatid
tipi degisiklikler tespit edilmeye calisildi. Tespit edilen anormal degisiklikler kayit
altina alinarak 100 hiicre igerisindeki oranlar1 hesap edildi. Gozlemlenen kromozom
anormallikleri Uluslararas1 Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN=
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) gore analiz edildi (Paz-y-

mino ve ark., 2002).

2.2.2. Mitotik Indeksin (MI) Belirlenmesi
Vaccinium myrtillus L. ve Rubus idaeus L. bitkilerinin ekstraktlarinin hiicre siklusu

evrelerinden mitoz bdliinme iizerine etkilerini tespit etmek icin mitotik indeks

hesaplandi. Her bir grubun hazirlanan daimi preparatlarindan toplam 2000 hiicre
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gbozlemlendi ve bu hiicrelerden metafaz asamasinda olanlar kayit altina alindi.

Metafazlarin ylizde orani hesaplanarak mitotik indeks belirlendi.

2.2.3. Mikroniikleus Testi

Mikronukleus testi Rothfuss ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen yontemin modifiye
edilmesiyle yapildi (Rothfuss ve ark., 2000). Mikroniikleuslarin varligini tespit etmek
icin almman kan Ornekleri kromozom aberasyonlarin tespiti kisminda agiklandigi
sekilde gruplara ayrildi. Hiicre kiiltiirii ortamina kan 6rnekleri damlatild1 ve 37°C’de 72
saat siire ile inkiibasyonda tutuldu. Hiicre kiiltiirii ortaminda iki g¢ekirdekli hiicreleri
indiiklemek amaciyla inkiibasyon periyodunun sonuna 24 saat kala her bir tiip igerisine
6 pg/ml (besiyeri) oraminda sitokalazin B ajani eklendi. Inkiibasyon periyodunun
sonunda (72. saat) kiiltiir tiipleri 1200 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlendi ve
siipernatantlar1 uzaklastirildi. Tiiplerin dibinde hiicreleri bulunduran yaklasik olarak 0.5-
0.7 ml’lik karisim iyice pipetajla karistirildiktan sonra iizerine 37°C’de bekletilmis
hipotonik soliisyon eklendi. Hipotonik soliisyon 5 mL miktarinda damla damla ve
karistirilarak ilave edildi. Tiipler kapatilarak etiivde 37°C’de 20 dk siire tutuldu. Daha
sonra tiplerin 1200 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmesi saglandi ve siipernatantlar
uzaklastirildi. Her bir tiip igerisine hipotonik soliisyonun uygulanmasindaki gibi
yavasca ve karistirilarak toplam hacim 5 ml olacak bigimde soguk fiksatif eklendi.
Fiksatif 1/3 oraninda asetik asit ve metanol ile elde edildi. Fiksatif uygulanan hiicreler
10 dk siire ile 1200 rpm’de santrifiijlendi ve karisimlarin siipernatantlar1 uzaklagtirildi.
Fiksatif ekleme ve santrifigasyon prosesi 3 kez yinelendi. Berraklagmanin saglandig1 en
son santrifigasyon isleminden sonra dipte yaklasik olarak 0.5-0.7 mL sivi olacak
bicimde siipernatant uzaklastirildi. Pipetajla homojen karisim olusturuldu ve pastor
pipetine yaklagik olarak 4-5 damla bu hiicre silispansiyonundan vakumlandi. Lam
tizerinde degisik bolgelere isabet edecek sekilde yaklasik 20-30 cm gibi belli bir
mesafeden bu siispansiyondan damlatildi ve lam iizerinde yayilmis hiicreler elde edildi.

Elde edilen preparatlar kurumalari i¢in 24 saat siire ile 25°C’de tutuldu.
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2.2.3.1. Preparatlarin Boyanmasi

Preparatlar % 10’luk giemsa boyasi1 soliisyonu ile boyandi. Kurumus olan preparatlar
dogrudan boya igerisine yerlestirildi ve soliisyon icinde yaklasik olarak 10 dk siire
bekletildi. Daha sonra preparatlar boya soliisyonundan ¢ikarildi, ayri ayr1 3 kapta
bulunan distile sudan gecirilerek fazla boyalardan arindirildi ve kurumalar i¢in dikey
pozisyonda tutuldu. Kurumus olan preparatlar entellan ile kaplanarak daimi preparat

olusturuldu. Entellanin da kurumasini takiben bu preparatlar mikroskopta gézlemlendi.

2.2.3.2. Mikroskobik inceleme

Hazirlanan daimi preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda 40°lik objektif altinda
gbzlemlendi. Her preparatdan 2000 adet iki cekirdekli hiicre sayildi ve bunlardan

mikroniikleus igeren hiicreler belirlenerek yiizdeleri hesaplandi.

2.2.3.3. Niikleus Béliinme indeksinin Hesaplanmasi

Niikleus Boliinme Indeksi (NBI)’nin hesaplama islemi Fenech (2000) tarafindan
kaydedilen formiile gore yapildu.

NBi= (1xN1+ 2xN2 + 3xN3+ 4xN4) / Toplam Hiicre Sayisi

N1: bir ¢ekirdekli,

N2: iki ¢ekirdekli (Resim 18),

N3: ii¢ cekirdekli (Resim 16) ve

N4: dort gekirdekli (Resim 17) hiicre sayilarini simgelemektedir. NBI'nin belirlenmesi

icin her preparatta total 2000 hiicre incelendi.
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2.2.3.4. Niikleer Boliinme Sitotoksite indeksinin Hesaplanmasi

Niikleer Boliinme Sitotoksite Indeksi (NSBI)’nin hesaplamasi da Fenech (2000)

tarafindan kaydedilen formiile gore yapildi.

NSBI= [Ap+Nec+M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)] / N

Nec: Nekrotik hiicre (Resim 10)

Ap: Apoptotik hiicre (Resim 11)

2.2.4. Mikroskopta Fotograf Cekme

Calismada amaglara uygun olarak hiicre, kromozom ve niikleuslarla ilgili tiim

fotograflar Olympus marka mikroskop kullanilarak 10x100°liik biiyiitmede elde edildi.

2.3. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel hesaplamalar1 bilgisayar ortaminda paket program
(SPSS 20.0 for Windows, IBM) kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda farkliliklarin
tespiti i¢in ¢oklu karsilagtirma testlerinden olan Dunnett ve Tukey testleri kullanildi.
Doza bagh olarak olusan etkiler arasindaki iligkileri belirlemek igin tiim verilerin

regresyon ve Spierman korelasyon analizleri yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Vaccinium myrtillus L. ve Rubus idaeus L. ekstraktlarnmn farklh dozlarinin

MMC’ye kars1 insan periferal lenfosit kiiltiiriinde antimutajenik etkileri

3.1.1. Vaccinium myrtillus L. ve Rubus idaeus L. ekstraktlarnmmn MMC’ye Kkarsi

kromozom aberasyon oranlari iizerine antimutajenik etkileri

V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarmin farkli dozlarmin insan periferal lenfosit
kiiltirii kromozomlarinda aberasyon oranlari tizerine etkileri kromozom kirigi, kromatid
kirig, fragment, poliploidi, disentrik kromozom ve kardes kromatid birlesmesi
durumlart degerlendirilerek saptandi. Ekstrakt gruplarinda saptanan kromozomal
aberasyon oranlar1 pozitif kontrolle karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak onemli
(P< 0.001) bulundu ve V. myrtillus un en diisiik dozu olan 0.2 pL /mL’lik grubunda
pozitif kontrol grubu olan MMC grubuna gdre aberasyon oranlarin1 azaltmadigi ancak
her iki ekstrakt tipinin diger doz gruplarinda aberasyonlarin 6nemli oranda azaldigi

tespit edildi (Tablo 1, Sekil 12 ve 13).
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Tablo 1. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1

insan periferal lenfosit kiiltiirii kromozomlarinda aberasyon oranlari iizerine etkileri

2 | 8
Gruplar 5‘:/ ™ v w a é g é %
8 e | %
Negatif Kontrol - 0 1 1 0 0 0 2 0,07
MMC (ng/mL) 03 | 73 86 12 2 5 28 | 206 | 0,79
02 | 70 83 5 1 3 17 | 179 |1,06*
V. myrtillus (L /mL)+ | 04 | 67 71 3 0 0 11 | 152 | 0,63*
MMC (pg/mL) 08 62 48 0 0 1 6 117 | 0,44*
16 | 49 11 0 0 0 4 64 | 0,41*
02 | 67 76 1 0 1 9 154 | 0,45*
R. idaeus (uL /mL) )+ | 04 | 63 64 0 1 0 10 | 138 |0,50*
MMC (pg/mL) 08 50 45 0 0 0 3 98 | 0,33*
16 | 36 11 0 0 0 4 51 | 041*

KK: Kromozom kirigi, Kk: Kromatid kirigi, F: Fragment, P: poliploidi, DSK: Disentrik kromozom
KKB: Kardes kromatid birlesmesi MMC: Mitomisin-C, +SEM: Ortalamanin standart hatasi.. *:
Kontrolle karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak 6nemli (P< 0.001).
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Sekil 12. V. myrtillus L. ekstraktlarinin farkli dozlar ile birlikte 0.3 ug/mL MMC

uygulanmis insan periferal lenfosit kiiltiiri kromozom aberasyon oranlari arasindaki

regresyon
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Sekil 13. R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlar1 ile birlikte 0.3 ug/mL MMC

uygulanmis insan periferal lenfosit kiiltiirii kromozom aberasyon oranlari arasindaki

regresyon
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3.1.2. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin MMC’ye kars1 mitotik indeks

uizerine etkileri

V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlarinin insan periferal lenfosit
kiiltiirinde 24 saat uygulama sonrasinda mitotik indeks degerlerinin pozitif kontrol
grubuna gére onemli oranda artmis odugu belirlendi. V. myrtillus L. ekstraktlarinin Mi
tizerine R. idaeus L. ekstraktlarindan daha etkili oldugu da saptand: (P< 0.001) (Tablo
2). MI degerleri ile kromozom kirig1, kromatid kirigi, fragment, poliploidi, disentrik
kromozom ve kardes kromatid birlesmesi durumlarini igeren kromozom aberasyon
oranlar1 arasinda giiglii negatif korelasyon iligkileri de tespit edildi (P< 0.01) (Tablo 5).
Doz belirleme asamasinda V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlar
ile birlikte 1 pg/mL MMC uygulanmis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde mitotik indeks
diizeyleri degerlendirildiginde MI {izerine artiric1 etkilerin yogun goriildiigii
konsantrasyonlardaki dozlar (0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6 uL/5 mL besiyeri i¢cin) uygulamalara
dahil edildi (Sekil 14 ve 15).

Tablo 2. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1

insan periferal lenfosit kiiltiiriinde mitotik indeks {izerine etkileri

Gruplar Doz (24 h) Mi (% X) + SEM (%)
Negatif Kontrol - 7,37 0,07
MMC (ug/mL) 0.3 2,98 0,21
_ 0,2 6,23** 0,95
V.  myrtillus  (pL 0a 5 14w 014
/mL) + MMC
0,8 5,56** 0,38
(hg/mL) 1,6 6,71** 0,38
0,2 3,95 0,10
R. idaeus (pL /mL) 0,4 4,68* 0,19
)+ MMC (pg/mL) 0,8 4,34* 0,14
1,6 4,69* 0,15

MMC: Mitomycine-C (pozitif kontrol), MI: Mitotik indeks, X: 2000 hiicrede yiizde MI, +SEM:
Ortalamanin standart hatasi, X* ve X**: Pozitif kontrolle karsilastirildiginda fark Tukey testine gore
istatistiksel olarak 6nemli (P< 0.05 ve P<0.001).
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Sekil 14. Doz belirleme asamasinda V. myrtillus L. ekstraktlarinin farkli dozlari ile

birlikte 0.3 pg/mL MMC uygulanmis insan periferal lenfosit kiiltiirinde mitotik indeks

degerleri
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Sekil 15. Doz belirleme asamasinda R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlari ile birlikte

0.3 pg/mL MMC uygulanmis insan periferal lenfosit kiiltiiriinde mitotik indeks

degerleri
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3.1.3. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin MMC’ye kars1 mikroniikleus

indeksi iizerine etKileri

V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin mikroniikleus indeksi iizerine etkileri
hiicrelerde niikleus ve bintikleer hiicrelerde mikroniikleus sayilar1 24 saat uygulama
sonras1 2000 hiicre igerisinde belirlenip yilizdeleri alinarak hesaplandi. Bun gore MN
sayisinin pozitif kontrol olan MMC grubuna gore her iki bitki ekstraktinin tiim
dozlariyla istatistiksel olarak 6nemli oranda azaldigi saptandi (P< 0.001) (Tablo 3).
Ancak bu azalmalarin 0.2 ve 0.4 pL /mL’lik dozlara gore 0.8 ve 1.6 uL /mL’lik dozlarla
daha etkili oldugu anlasildi. 2, 3 ve 4 niikleuslu hiicre sayilar1 ile MI degerleri arasinda
pozitif korelasyon, 1 ve 2 MN’lu hiicre sayilar1 ile MI degerleri arasinda negatif
korelasyon iliskisi oldugu belirlendi (P< 0.001). 2 niikleuslu hiicre sayisi1 ile kromozom
kirig, kromatid kirigi, fragment, poliploidi, disentrik kromozom ve kardes kromatid
birlesmesi durumlarini iceren kromozom aberasyon oranlari arasinda giiclii negatif
korelasyon 1iliskileri saptanirken (P< 0.001), 1 ve 2 MN’lu hiicre sayilar1 ile ayni
parametreleri igeren kromozom aberasyon oranlar1 arasinda giiglii pozitif korelasyon

iliskileri de tespit edildi (P< 0.001) (Tablo 5).
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Tablo 3. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1

insan periferal lenfosit kiiltiiriinde mikrontikleus indeksi iizerine etkileri

Hiicrelerde Niikleus BN Hiicrelerde
Doz MN/hiicre
Gruplar Sayilari MN Sayilari
(24 h) (%) £ SEM
1 2 3 4 1 2 1314
Negatif
- 725 | 1022 | 71 | 182 1 O [0 0| 0,06+0,01
Kontrol
MMC
0.3 1315 | 617 | 34 | 41 155 | 27 (2| 0| 9,20+0,11
(ng/mL)
V. myrtillus 0,2 1121 | 719 | 69 | 93 19 6 1|0 ]| 1,30+0,05*
(nL /mL) 0,4 1143 | 730 | 61 66 20 4 | 0|0 1,20+0,06*
)+ MMC 0,8 1157 | 734 | 51 | 56 6 1 10| 0] 0,35+0,03*
(ng/mL) 1,6 1179 | 724 | 48 | 52 4 1 10| 0] 0,25+0,02%
R. idaeus 0,2 2602 | 752 | 63 | 88 24 7 |0 0| 155+0,05*
(uL /mL) 0,4 1134 | 754 | 46 12 15 5 100 1,00+0,05*
)+ MMC 0,8 1175 | 724 | 46 | 55 3 O [0 0] 015+0,01%*
(ng/mL) 1,6 1188 | 741 | 39 | 53 2 O [0 0] 010+0,01%

MMC. Mitomisin-C (Pozitif kontrol), BN: Biniikleer, SEM: Ortalamanin standart sapmasi, X*: Pozitif
kontrolle kargilastirildiginda fark Dunnett testine gore istatistiksel olarak énemli (P< 0.001).
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3.1.4. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarnin MMC’ye Kkarsi niikleer

boliinme ve niikleer sitotoksik boliinme indeksi iizerine etkileri

V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin NBI iizerine etkileri 1, 2, 3 ve 4 ¢ekirdekli
hiicre sayilar1 sirasiyla 1, 2, 3 ve 4 ile carpilarak toplam sayilan hiicre ile oranlanarak
degerlendirildi. NSBI iizerine etkileri ise apoptotik ve nekrotik hiicre sayilarinin
eklenmesiyle degerlendirildi. Hem NBI hem de NSBI’nin V. myrtillus L. ve R. idaeus L.
ekstraktlarinin tiim doz gruplarinda negatif kontrol grubuna goére diisiik, pozitif kontrol
grubuna gore ise yiiksek diizeylerde oldugu tespit edildi. Pozitif kontrol grubu olan
MMC grubunda ise bu diizeylerin negatif kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu
saptand1 (P< 0.001) (Tablo 4). Hem NBi hem de NSBI ile Mi arasinda gii¢lii pozitif
korelasyon iliskisi saptanirken (P< 0.001), NBI ile kromozom kirig1, kromatid kirig: ve
kardes kromatid birlesmesi durumlarini igeren kromozom aberasyon oranlari arasinda
giiclii negatif korelasyon, NSBI ile kromozom kirig1 ve kardes kromatid birlesmesi
durumlarin1 iceren kromozom aberasyon oranlari arasinda giiclii negatif korelasyon

iliskileri tespit edildi (P<0.001) (Tablo 5).
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Tablo 4. V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1
insan periferal lenfosit kiiltlirlinde niikleer boliinme ve niikleer sitotoksik bdliinme

indeksi uzerine etkileri

Doz . .
Gruplar NBI AHS NHS NSBI
(24 h)
Negatif Kontrol - 1,87+0,04 0 0 1,87+0,04
1,45:0,03*
MMC (ug/mL) 0.3 | 141+0,04** | 36 48 )
_ 02 | 155t005% | 8 13 1.5640,05*
V. myrtillus (WL —G 2 e 03 | 5 3 1.5720.03*
/mL) )+ MMC
08 | 158:004* | 4 3 1,59+0,04*
(ng/mL)
16 | 154:004* | 1 2 1.54+0,05%
02 | 152:005* | 8 12 1.5310,04*
R. idaeus 04 | 155:004* | 3 3 1.56+0,02
L /mL MMC
(i ) 08 | 153t0,03* | 2 1 1.5310,02*
(ng/mL)
16 | 1561002 | 1 0 1.5620,02*

MMC: Mitomisin-C (Pozitif kontrol), NBi: Niikleer bolinme indeksi, AHS: Apoptotik hiicre sayst,
NHS: Nekrotik hiicre say1s;, NSBI: Niikleer sitotoksik boliinme indeksi, SEM: Ortalamanin standart
sapmasi, X* ve X**: Negatif kontrolle karsilastirildiginda fark Dunnett testine gore istatistiksel olarak

onemli (sirasiyla; P<0.01 ve P< 0.001).
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Tablo 5. insan periferal lenfosit kiiltiirinde V. myrtillus L. ve R. idaeus L.
ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1 degerlendirilen parametreleri arasindaki

korelasyon iliskileri

£ = g | _ o
o = X O c =) A
= 2 s _|8 _[E g g S g
S2ls¥s?gs| 2 | & |« £
> .E** ¥ ¥ I¥ ¥ 0 X L a Y M
r|-512
Kromozom Kirigi
Pl ,000
r|-384" | 778"
Kromatid Kirig:
Pl ,002 | ,000
Disentrik r|-3717| 4817 6927
Kromozom P| ,003 ,000 ,000
r|-3747| 4507 | 6907 | ,890°
Fragment
Pl ,003 | ,000 | ,000 | ,000
> r| -3137| ,4037| 4327| 6937 | ,680
Poliploidi
Pl ,015 | ,000 | ,001 | ,000 | ,000
r|-437"7| 695 | ;797 | 8527 | 8997 | 741
KK Birlesmesi
Pl ,000 | ,000 | ,000 | ,000 | ,000 | ,000
R. idaeus r| 140 | -182 |-595 | -758"|-852" | -,493" | -,688"
Dozlari Pl 313 | ,287 | ,000 | ,000 | ,000 | ,000 | ,000
V. myrtillus r| ,140 | -214 |-603"|-811 | -889 | -564 |-751
Dozlar Pl 311 | ,220 | ,000 | ,000 | ,000 | ,000 | ,000
Bir Niikleuslu r| -153 | ,186 | ,198 | ,051 | ,008 | -,023 | ,066
Hiicre Sayisi P| 244 ,154 ,130 ,697 ,952 ,864 ,615
iki Niikleuslu r| 489 |-740" | -461" | -426 | -409" | -258"|-548"
Hiicre Sayisi Pl 000 | ,000 | ,000 | ,001 | ,001 | ,047 | ,000
Ug Niikleuslu r| ,389°| -209 | ,095 | -125 | -167 | -277 | -,231
Hiicre Sayisi Pl 002 | ,208 | 471 | 339 | ,203 | ,032 | ,076

MN: Mikroniikleus, KK: Kardes kromatid, r: Korelasyon katsayisi, * ve **:
Korelasyon iliskisinin istatistiksel 6énemi (P< 0.05 ve P< 0.01), -: Negatif korelasyon

iliskisi.
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Tablo 5 (Devam). Insan periferal lenfosit kiiltiirinde V. myrtillus L. ve R. idaeus L.

ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1 degerlendirilen parametreleri arasindaki

korelasyon iliskileri

= £ o _ -
o i) X O c S &
x , | o T S 3 2 'S =
= g 5 £ & c £ o) o
23|sf st gs| @ |2 k=
> £ ¥ ¥ IX¥ ¥ 6 X | & o ¥ B
Dért Niikleuslu |r | ,483** | -,675 -232 | -195 | -,180 | -,169 | -,343"
Hiicre Sayisi P ,000 ,000 ,075 ,135 , 168 | ,196 | ,007
Bir MN’li Hiicre |r | -,518 | 445 | 5927 | 851 | ,896 |,676 |,843
Sayisi P| ,000 .000 .000 000 | ,000 | ,000 | ,000
iki MN’li Hiicre |r | -517 | 4917 | 645 | ,8327 | 889" |,6787|,865
Sayist P| ,000 ,000 .000 000 | ,000 | ,000 | ,000
U¢ MN’li Hiicre -,229 250 3587 | 4827 | 570 |,391| 502"
Sayisi P| ,078 054 .005 000 | ,000 | ,002 | ,000
Dért MN’li r| -003 -,148 013 177 | 215 | 139 | 112
Hiicre Sayisi P| ,979 258 1920 176 | ,098 | ,289 | ,393
r| -4797 | 4817 | 647 | 847 | 883" |,598" | 870

Apoptoz
P| ,000 .000 .000 000 | ,000 | ,000 | ,000
r| -496 | 480 | 660 | ,9027 | 914" |,654 | 868"

Nekroz
P| ,000 .000 .000 000 | ,000 | ,000 | ,000
r| -5217 | 455 | 606 | ,855 | ,004  |,682 | ,854

MN/(%)
P| ,000 .000 .000 000 | ,000 | ,000 | ,000
, r| 557 | -7087 | -440" |-4127 [-3827 | -250 |-514"

NBi

P| ,000 .000 .000 001 | ,003 | ,054 | ,000
] 535 | -693" | -396  |[-,346 | -,313" | -,201 | - 453"

NSBIi
P| ,000 .000 002 007 | ,015 | ,123 | ,000
MN: Mikroniikleus, KK: Kardes kromatid, r: Korelasyon katsayisi, * ve **:

Korelasyon iligkisinin istatistiksel 6nemi (P< 0.05 ve P< 0.01), -: Negatif korelasyon

iliskisi.
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Tablo 5 (Devam). Insan periferal lenfosit kiiltiirinde V. myrtillus L. ve R. idaeus L.

ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1 degerlendirilen parametreleri arasindaki

korelasyon iliskileri

= =
E | = z |2 z E) = %
3 2 22 2|8 282 %= 2
% - = - Z »n |2 wn Z N 7 |y @n
s 5 |2 S 12 g2 gl g|F g
2 N E N |o 2 o g |[E o S
. = . = BT E‘ = o B e = = =
¥ a8 |> 28 @B z|Z2 X o X8 = |8 T
V. myrtillus ,961
Dozlar ,000
Bir Niikleuslu ,086 ,094
Hiicre Sayisi ,536 ,498
iki Niikleuslu 162 193 | -,165
Hiicre Sayisi ,243 ,162 ,207
U¢ Niikleuslu 016 082 | ,111 | 504~
Hiicre Sayisi ,906 ,556 ,400 ,000
Déort Niikleuslu -,004 016 | -122 | ,7637 | 510"
Hiicre Sayisi 976 909 | ,353 | ,000 ,000
Bir MN’li -697 | 7507 | ,047 | -,4437 | -309° |-,289
Hiicre Sayisi 000 000 | ,722 | ,000 016 | ,025
iki MNli -650° | -,7087 | 231 | -4417 | -295 |[-2707| ,934"
Hiicre Sayisi ,000 ,000 ,075 ,000 ,022 ,037 ,000
U¢ MNli -4227 | 4717 | 026 | 3327 | -137 |-094 | 581
Hiicre Sayisi 001 000 | ,845 | ,009 295 | 476 | ,000
Dért MN’li -,223 -231 | -042 | 241 128 | 145 | 221
Hiicre Sayisi 1106 093 | ,750 | ,063 328 | 268 | ,090
MN: Mikroniikleus, KK: Kardes kromatid, r: Korelasyon katsayisi, * ve **:

Korelasyon iligkisinin istatistiksel 6énemi (P< 0.05 ve P< 0.01), -: Negatif korelasyon

iliskisi.
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Tablo 5 (Devam). Insan periferal lenfosit kiiltiirinde V. myrtillus L. ve R. idaeus L.
ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1 degerlendirilen parametreleri arasindaki

korelasyon iliskileri

= =
% ¥ =z »w Z w Z =z % z
" = 2 2|8 7 |2 7z |E 3|5 &7
% :; s :; O | =B o = o ) 2 o
5 = = = |z = z = - =
S N E N ) ) [3) S 9 3)
. © . 9 |E B |z = o B |2 B = =
m Q** > Q** m m .H m'k"k :D m'k"k Q m'k m :*'k
r| -701 -, 759 025 | -479 -,347 -277 | 941
Apoptoz
P| ,000 000 847 .000 007 032 .000
r| -689" | -758" | 078 | -4797 | -243 | -254" | 964"
Nekroz

P| ,000 ,000 ,952 ,000 ,061 ,050 ,000

ES3 EZ3

r| -696 -,751 075 | -4477 | -308 | -,288" | ,999
MN/(%)

P| ,000 000 571 000 017 026 .000
r| ,104 162 | -136 | ,895 | 514~ | 687 | -445
P| 455 243 300 000 .000 1000 .000

r| 044 098 | -136 | ,887 509 601 -3747
P| 755 480 299 1000 1000 1000 003

*x

NBIi

NSBIi

MN: Mikroniikleus, KK: Kardes kromatid, r: Korelasyon katsayisi, * ve **:
Korelasyon iligkisinin istatistiksel onemi (P< 0.05 ve P< 0.01), -: Negatif korelasyon

iliskisi.
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Tablo 5 (Devam). Insan periferal lenfosit kiiltiirinde V. myrtillus L. ve R. idaeus L.
ekstraktlarinin farkli dozlarinin MMC’ye kars1 degerlendirilen parametreleri arasindaki

korelasyon iliskileri

= Z = Z ; 3 = 5 | =
z L 1lz% 8% |g 2|8 5|8

_ £z oz |lag |z |22 |5 |z
UeMN’Li |r| ,447
Hiicre Sayws1|P| ,000
Dort MN’li |r | ,205 114
Hiicre Sayis1 ([ P| 117 ,384

r| 9277 | 485 201
Apoptoz

P| ,000 ,000 123

r| 9227 | 644" ,198 9227
Nekroz

P| ,000 ,000 129 ,000

r| 950 | 578 223 946~ | ,968"
MN/(%)

P| ,000 ,000 ,087 ,000 ,000

] r|-4337 | -3597 | 211 | -466 | -489" |-449"

NBi

P| ,001 ,005 106 ,000 000 | ,000

] r|-364" | -319" | 238 | -396 | -419° |-377 [,997"

NSBI

P| ,004 013 067 ,002 001 | ,003 | ,000

MN: Mikroniikleus, KK: Kardes kromatid, r: Korelasyon katsayisi, * ve **:
Korelasyon iligkisinin istatistiksel 6nemi (P< 0.05 ve P< 0.01), -: Negatif korelasyon

iliskisi.
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Resim 3. MMC (0.3 pg/mL; pozitif kontrol) grubunda yogun asentrik kromozomlar ve
kromatid ayrilmasi (a), resiplokal translokasyon (b), kromatid kirig1 (c¢) ve ring
kromozom (d) (X1000).
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Resim 4. V. myrtillus ekstrakti (0,2 pL /mL) + MMC (0.3 pg/mL) uygulanan insan
periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde resiplokal translokasyon (a), kromozom kirig1 (b),
kromatid kirigi (c) ve fragment (d) (X1000).
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Resim 5. V. myrtillus ekstrakti (0,4 pL /mL) + MMC (0.3 pg/mL) uygulanan insan
periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde kromatid birlesmesi (a) ve kromatid kirigi (b)
(X1000).
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Resim 6. V. myrtillus ekstrakti (0,8 uL /mL) + MMC (0.3 pg/mL) uygulanan insan
periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde kromozom kirig1 (a), resiplokal translokasyon (b) ve
kromatid kirig1 (c) (X1000).
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Resim 7. R. idaeus ekstraktt (0,2 uL /mL) + MMC (0.3 pg/mL) uygulanan insan
periferal lenfosit hiicre kiiltiirinde asentrik ve disentrik kromozomlar (a ve b),
kromozom kirig (¢) ve kromatid ayrilmasi (d) (X1000).
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Resim 8. R. idaeus ekstrakti (0,4 uL /mL) + MMC (0.3 pg/mL) uygulanan insan
periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde disentrik kromozom (a) ve fragment (b) (X1000).
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Resim 9. R. idaeus ekstrakti (0,4 uL /mL) + MMC (0.3 pg/mL) uygulanan insan
periferal lenfosit hiicre kiiltiirlinde resiplokal translokasyon (a) ve kromatid kirigi (b)
(X1000).

Resim 10. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde nekrotik hiicreler (X1000)
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Resim 11. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde apoptoza giden bir hiicre (X1000)

Resim 12. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde niikleoplazmik koprii (X1000)
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Resim 13. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde mikroniikleus (X1000)
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Resim 14. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiirinde iki ¢ekirdekli hiicrede ii¢
mikrontikleus (X1000).
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Resim 15. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde niikleuslar arasi niikleoplazmik
kopriiler (X1000).

Resim 16. insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde 3 niikleus iceren bir hiicre (X1000).
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Resim 17. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde 4 niikleus iceren bir hiicre (X1000).

Resim 18. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinde ¢ift ¢ekirdekli hiicrede iki
mikroniikleus (X1000).
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4. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler genellikle biyotik ve abiyotik strese karsi kimyasal savunma, rekabet ve lireme
potansiyelinin artirilmasi gibi hayati oneme sahip olan faaliyetleri i¢in sekonder
metabolitler tiretmektedirler. Geleneksel ilaglarda kullanilan bazi bitkilerin hastaliklari
iyilestirme potansiyelleri {izerinde bu metabolitlerin 6nemli olabilecegi kanaati
yaygindir (Vanisree ve ark., 2004; Lila, 2005; Oskay ve Oskay, 2009). Bu nedenle,
hastaliklarin iyilestirilmesi igin bitki tiirlerinin etkinligi ve mekanizmalar1 hakkinda
yapilacak aragtirmalar sunabilecekleri potansiyel faydalar bakimindan hayati 6nem
tagimaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerdeki saglik iizerine etkili bilesiklerin kalitsal
materyal tiizerine etkilerinin agiga c¢ikarilmast icin bitki ektsraktlar1 hazirlanarak
genotoksisite testlerine tabi tutulmaktadir. Genotoksisite testleri, bilesiklerin veya
ekstraktlarin karsinojenite ve mutajenitesinin belirlenerek saglikli yasam igin piyasaya
sunulmasinda basvurulan gilivenlik testlerinin en 6nemli metodlar1 icerisinde yer
almaktadir. Bu testler hem dogal hem de dogal olmayan degisik maruziyetler sonucu
olarak genetik materyaldeki degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in etkili, giivenilir ve iyi
bilinen yontemlerdir. Kromozom aberasyonlari, mikroniikleus ve mitotik indeks testleri
genotoksisitesi  bilinmeyen faktorlerin  karsinojenik ve mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan in-vitro ve in-vivo metodlar arasindadir
(Tucker ve ark., 1993; Hagmar ve ark., 2004; Fenech, 2000). /n-vitro kromozom
anormalliklerinin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiirleri kullanilabilmektedir. Bu amag
i¢in hiicrelerin kiiltiir ortaminda gelisme ve biiylimeleri, karyotip kararliligi, kromozom
yap1 ve durumlaria énem verilmektedir. Insan periferal lenfosit hiicreleri genotoksisite
testlerinde ozellikle kromozomlarla iligili farkliliklarin ortaya konulmasinda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir (Tucker ve ark., 1993; Hagmar ve ark., 2004; Bonassi ve ark.,
2006). Dogal bitki ekstraktlariin biinyelerinde yogun bir sekilde bulunan fenolik
bilesiklerin karsinojenez ve tiimor biiyiimesi {izerindeki inhibitdr etkisi iki temel
mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlardan ilki redoks durumunun degistirilmesi, digeri
ise temel hiicresel fonksiyonlara (hiicre dongiisii, apoptoz, inflamasyon, anjiyogenez,

invazyon ve metastaz) miidahale etmektir (Dai ve Mumper, 2010).

65



Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda mitotik indeks (MI), sitotoksisitenin degerlendirilmesi
bakimindan iyi bir gosterge olarak kabul edilirken, hiicrelerdeki kimyasallarin
mutajenitesini  test etmek icin daha ¢ok kromozomal aberasyon analizleri
onerilmektedir. Ayrica, Mi'nin toksisite testlerinde hiicresel boliinmenin sikligini
degerlendirmek i¢in oldukga yararli bir parametre oldugu kanitlanmistir (Marcano ve
ark., 2004; Rathnasamy ve ark., 2013). Maddelerin potansiyel sitotoksisitesinin tahmin
edilmesi genellikle mitotik aktivitelerin inhibisyonu ile iligkilendirilmektedir (Smaka-
Kincl ve ark., 1996). Bu ¢alismada, kullanilan V. myrtillus L. ve R. idaeus L. bitki
ekstraktlarinin  pozitif kontrol olarak degerlendirilen MMC grubuna kiyasla Mi'ni
anlamli oranda artirdig1 ve korudugu tespit edildi (Tablo 2). Deneysel uygulamalar
esnasinda 0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6 uL /mL konsantrasyonlarinda V. myrtillus ve R. idaeus
bitki ekstraktlarmnin hepsinin MMC grubu ile karsilagtirildiginda MI*ni artirdigi ve
ozellikle 1.6 pL /mL konsantrasyonu ile uygulanan her iki ekstraktin MI’i daha fazla
artirdig1 saptandi. Hem V. myrtillus L. hem de R. idaeus L. ekstraktlarinin dozlar
belirlemek amagli yapilan 6n ¢aligmalarda 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 ve 4,8 uL /mL
konsantrasyonundaki meyve ve yaprak ekstrakt dozlari denenmis, 1.6 pL /mL’ye kadar
olan doz denemelerinde mitotik indekste (metafaz sayilarinda) bir artig goriilmiis, ancak
1.6 puL /mL’den sonra doz artisiyla mitotik indeks arasinda negatif bir korelasyon ve
buna paralel olarakta kromozomal abeasyonlarda bir artis saptanmistir. 4.8 plL /mL
ekstrakt ilave edilen dozlarda kromozom medyumunun kisa bir siire sonra koyu
kahverengi bir renk alip tortulagarak bozuldugu goriilmiistiir. Daha 6nce V. myrtillus ve
R. idaeus ile ayn1 familyadan olan Rubus fruticosus’un sulu yaprak ekstraktinin 400,
800 ve 1200 pg/mL (5 mL besiyeri i¢in ele alinirsa 0.4, 0.8 ve 1.2 pg/mL)
konsantrasyonuyla yapilan bir Allium cepa bitkisi hiicre boliinmesi analizinde mitoz
boliinmenin profaz evresinde bir birikmenin olustugu ve Mi’nin azaldig: bildirilmistir
(Madic ve ark., 2017). R. idaeus ile yine aynm1 familyadan olan Rubus coriifolius
ekstraktinin 1.5 ve 3.0 mg/mL’lik dozunun karsilastirildigr bir c¢alismada, hiicre
kiiltiriinde 3.0 mg/mL dozunda Rubus coriifolius ekstraktinin giiglii sitotoksik etkiler
gosterdigi de bildirilmistir (Gonzalez-Hernandez ve ark.,, 2016). Bu nedenlerle
calisgmada, 0.2, 0.4, 0.8 ve 1.6 pL /mL’lik doz uygulamalarmin genotoksisite ve
sitotoksisite testlerine tabi tutulmasi uygun bulunmustur (Sekil 14 ve 15).

66



Rubus cinsinden bitkilerin genotoksik veya mutajenik potansiyelini ele alan ¢aligmalar
literatiirde ¢ok az bulunmakta olup bu bitkinin insan sagligi iizerine etkilerine son
zamanlarda daha fazla dikkat ¢ekilmeye baslanmistir. R. idaeus’tan elde edilen elajik
asitler 2.5-160 pg/mL arasinda degisen dozlarda CaCo-2 insan adenokarsinoma kolon
kanseri hiicre hatlarinda doza bagl olarak ve pozitif kontrol gruplarina karsi hiicre
boliinmesini inhibe edici ve apoptozu indiikleyici ozellikler gostermektedir. Bu
elajitaninleri icermesinden dolayr R. idaeus gida maddelerinin saghga faydali
Ozelliklerini arttirmak igin dogal bir gida katki maddesi olarak onerilmektedir (Nowak
ve ark., 2017). Yapilan bir ¢calismada R. idaeus ekstraktlarmin apoptozu indiikleyerek
lokal tiimoérlerin hacmini veya tiimdr hiicresi proliferasyonunu azaltmada ¢ok etkili
oldugunu gosterilmistir. R. idaeus ekstraktlarinin bu yararh etkilerinin igerdikleri
biyoaktif bilesenlerin hiicresel diizeyde antioksidan etkilere sahip olmalarindan
kaynaklandigi diisiinilmektedir. R. idaeus bitki meyve ekstrakti HepG2 and LB
kanser hiicre hatlarinda sitotoksik bir etki gosterdigi i¢in potansiyel bir antikanser ilaci
olarak dikkat ¢ekmektedir (Assad ve ark., 2015). Daha 6nce bir ¢alismada R. idaeus
yaprak ekstraktinin polifenolik profili ve antioksidatif ozellikleri belirlenmis ve
potansiyel biyolojik aktivite agisinda incelenmistir. Insan laringeal karsinomu (HEp2)
ve kolon adenokarsinom  (SW480) hiicre hatlarinda  sitotoksik  etki,
antioksidatif/proksidatif etki ve total glutatyon konsantrasyonuna etkisi incelenmistir.
SW480 hiicreleri HEp2 hiicreleri ile karsilastirildiginda R. idaeus yaprak ekstraktina
daha duyarhdirlar. R. idaeus yaprak ekstraktinin antioksidatif yapisina bagli olarak
SW480 hiicrelerinin aksine hidrojen peroksit ile muamele edilmis HEp2 hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiikledigi gozlemlenmistir. R. idaeus yaprak
ekstraktt HEp2 hiicrelerinde total glutatyon seviyesini arttirmigtir. Bu etki 24 saatlik bir
lyilestirmeden sonra tespit edilmistir ve bunun sebebi olarak ekstraktta mevcut olan
bilesiklerin hiicresel metabolizmas1 sirasinda olusan fdrlinlerin neden oldugu
disiiniilmektedir. Her iki hiicre hattindan elde edilen sonuglara gore Rubus idaeus
yapragi polifenollerinin biyolojik aktivitesini dogrulamaktadir ve bu geleneksel bitkinin
faydalt saglik etkileri gosteren degerli dogal antioksidanlarin gilinlik alimini
destekleyebilecegini gostermektedir (Durgo ve ark., 2012). Bir ¢alismada R. idaeus ve
cilek ekstraklari in-vitro kolorektal kanser modellerini kullanarak baslama, ilerleme ve

istilanin temel asamalarinda antikanser aktiviteleri i¢in degerlendirilmistir. Fizyolojik
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olarak ilgili doz aralifinda (ug/mL gallik asit esdegeri 0-50 pg) kolonideki kanser
hiicreleri tizerinde O©nemli antigenotoksik, antimutajenik ve antiinvasif aktivite
gostermistir. Bu ¢alisma ayrica, R. idaeus ekstraktindan elde edilen fenolik bilesiklerin
gastrointestinal yoldan gegisleri sirasinda onemli yapisal modifikasyonlara maruz
kaldiklarini, ancak bunlarmn yikim iiriinlerinin ve metabolitlerinin biyolojik aktivitelerini
muhafaza ettiklerini ve kolon kanseri ile baglantili hiicresel siiregleri modiile
edebildiklerini gostermektedir. Yine, R. idaeus meyve ekstrakti fermentasyondan sonra
aktivitesini korumus ve HT115 hiicrelerinin invazyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir
(Brown ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada Rubus idaeus aseton ekstresinin mutajenik
potansiyeli, ames testi kullanilarak in-vitro olarak arastirilmis ve elde edilen sonuglara
gore R. idaeus aseton ekstresi CaCo-2 hiicrelerine karsi herhangi bir mutajenik etki veya
sitotoksisite gostermemistir (Kreander ve ark., 2006). Coziicii olarak asetonun, bir in-
vitro antimutajenite c¢alismasinda belli dozda lenfositlerden olusan negatif kontrol
grubunda toksisiteye sahip olmadigi da bildirilmektedir (Ozkan ve ark., 2013).
Tolentino ve ark. (2015), bir comet analizi yontemi kullanarak Rubus niveus ekstresinde
(500, 1000 ve 2000 mg/kg) genotoksik ve mutajenik etkilerin olmadigin1 gostermistir.
Yukarida agiklanan sonuglar, R. idaeus igin genotoksik, mutajenik ve sitotoksik
etkilerin yoklugunun da dogrulandigi ¢alismamizda elde edilen sonuglarla uyumludur.
Bununla birlikte, Alves ve ark. (2014), Rubus imperialis ekstreleri (250 ve 500 mg/kQ)
ile tedavi sonrast MN sikliginda bir artis oldugunu da bildirmislerdir. Rubus sancatus
sulu alkolik ekstresinin 1, 5 ve 10 mg/mL dozlarinda 3, 6 ve 12 h siire ile Allium cepa
kok meristem dokusunda sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve 10 mg/mL dozunda 12
h’lik siirede kok meristem hiicrelerinde mitotik indeksin azaldig1 ve siddetli sitotoksik
etkilerin saptandigi bildirilmektedir (Selmi ve ark., 2014). Bizim g¢aligmamizda R.
idaeus ektresinin insan periferal lenfosit hiicrelerinde, mutajen oldugu bilinen MMC
verilen grupta azalan mitotik indeks, niikleer bolinme ve niikleer sitotoksik boliinme
indeksini artirdigi saptandi. R. idaeus ektresinin insan periferal lenfosit hiicrelerinde,
mutajen oldugu bilinen MMC verilen gruba gore kromozomal aberasyon oranlari,
mikroniikleus indeksi, apoptoptik hiicre ve nekrotik hiicre sayilarini azalttig1 belirlendi.
Kromozomal aberasyon oranlarinin R. idaeus ektresinin dozuna bagli bir sekilde
azaldigi da regresyon analizi ile tespit edildi (R*= 0.984) (Sekil 13). Mikroskop

incelemelerinde MMC grubunda goriilen yogun asentrik kromozom, kromatid
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ayrilmasi, resiplokal translokasyon, kromatid kirig1 ve ring kromozom durumlarinin R.
idaeus ektresi dozlar ile azaldig1 da goriintiilenerek kaydedildi. Tiim parametreler ele
alindiginda R. idaeus ektresinin uygulanan dozlarda 6nemli antimutajenik bir etkiye

sahip oldugu diisiincesi ileri siiriilebilir.

Meyveler insan sagligi agisindan elzem olmakla birlikte mikrobesinler ve lif kaynagi
olarak cok onemli besin kaynaklarindandir. Ayrica, memeli hiicrelerindeki potansiyel
faydalar1 kesinlesmis bir¢ok fitokimyasali da barindirmaktadirlar. Antioksidan olmakla
birlikte, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antimutajenik O6zelliklere de sahiptirler.
Antioksidan  Ozellikleri  icerdikleri  yiiksek miktardaki fenolik  bisesiklerle
bagdastirilmaktadir. Antioksidanlar, ROS (reaktif oksijen tiirleri) ile girdikleri
etkilesimlerle ve dolayisiyla serbest radikal siipiiriicii olarak kronik komplikasyonlardan
koruma &zelliklerine sahiptirler. /n-Vitro olarak yapilmis bir ¢aligmaya gore insan tiimor
hiicre hatlart normal hiicre hatlarina gore ¢ok yiiksek miktarda ROS iiretmektedir
(Saponjac ve ark., 2015). Cesitli endiistriyel tiretimlerden sonra arta kalan V. myrtillus
kiispesiyle beslenen tavsanlarda abdominal yag ve plazma kolesterollerinin diisiik
seviyede olduklarmin belirlenmesi V. myrtillus kiispesinin kolesterol disiiriicti etki
saglamasi, lipitler iizerinde oksidan etki gdstermemesi ve safra asitlerinin hepatik
diizenlenmeleriyle iliskilendirilmistir (Dabbou ve ark., 2017). V. myrtillus ekstraktinin
ratlarda cisplatin ile indiikklenen oksidatif stres ve DNA hasari iizerinde etkisinin
arastirlldigi  bir ¢alismada, cisplatin ile V. myrtillus ekstrakti tedavisinin lipit
peroksidasyonu seviyesini azalttig1, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimleri igeren
antioksidan enzim sistemini destekledigi ve periferik kan hiicrelerinde cisplatin
tarafindan neden olunan genotoksik ve sitotoksik hasarin onlenebildigi kaydedilmistir

(Pandir ve Kara, 2014).

V. myrtillus’un kanser de dahil birgok hastaligin patogenezinde rol alan ROS’lerin
azaltilmasindaki etkilerine ilaveten 6zellikle kanserin ilerlemesini engelledigine dair
bir¢cok kanit bulunmaktadir. Bu olasi mekanizmalardan birisi de kanser hiicrelerinin
apoptozisini indiikleyerek biliylimelerini engellemektir. Antikanser 6zellikleri 6zellikle
polifenoller olmak iizere biyoaktif fitokimyasallarla iligkilendirilmektedir. V. myrtillus

bilesenlerinden ozellikle antosiyaninlerin yiiksek miktarda antiproliferatif etkiye sahip
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oldugu gosterilmistir. V. myrtillus ta bol miktarda bulunan antosiyaninlere ek olarak
diger fenolik bilesenlerden flavonoller, antosiyaninlerin dnciileri olan flavan-3-ol’ler ve
hidroksisinnamik asitlerde bulunmaktadir (Aaby ve ark., 2013). Kanser hiicrelerinde
apoptozisin indiiklenmesinin amaglandig1 bir ¢alismada, V. myrtillus ekstraktinin in-
vitro HCT116 insan kolon kanser hiicreleri ve HL60 insan Iosemi hiicrelerinin
biiyiimelerinin inhibisyonu tizerinde etkili oldugu bulunmustur. V. myrtillus ekstraktinin
HL60 hiicrelerinde niikleozomal DNA parcalanmasini ve apoptotik hiicreleri
indiikledigi, HCT116 hiicrelerinde V. myrtillus ekstrakti ile indiiklenmis apoptotik hiicre
oraninin HL60 hiicrelerine gore ¢ok daha diisiik oldugu saptanmistir. Ayrica, V.
myrtillus ekstraktinin HL60 ve HTC116 hiicrelerinin biiytimesi tizerindeki baskilayict
etkisinin sebebi esas olarak iceriginde yogun olarak bulunan ve antosiyanidinlerden
olan delfinidin fenolik bilesigi ve glikozitlere baglanmistir (Katsube ve ark., 2003). V.
myrtillus "un, hastaliklara kars1 genetik sinyalleri baslatmanin yani sira kardiyovaskiiler
bozukluklar, artan yas ile indiiklenen oksidatif stres, inflamatuvar yanit ve dejeneratif
hastaliklarda c¢esitli biyomedikal etkileri nedeniyle insanlarda saglikli yasamin
stirdliriilmesinde bircok koruyucu rolllere sahip oldugu gosterilmistir. Antosiyanin
acisindan zengin bir meyve olan V. myrtillus, hem oftalmik hastaliklarin hem de kan
damar1 bozukluklarinin tedavisi i¢in farmasotik bir preparat olarak piyasada mevcuttur.
Antosiyanin bilesenleri yiiksek in-vitro ve in-vivo antioksidatif kapasite gosterirler ve
ayrica diisiikk yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu da inhibe ederler (Pandir ve Kara,
2014). V. myrtillus yaprak ve meyve kisimlarinda yogun olan antosiyaninlerin igecekler
icerisinde tliketimleri ile kan antioksidan kapasitesinde belirgin bir artis gozlendigi
bildirilmektedir (Zafra-Stone ve ark. 2007). V. myrtillus ekstresinin in-vitro olarak
cesitli modellerde sitoprotektif etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Bao ve ark. 2008). V.
myrtillus’un intraperitoneal yolla 200 mg/kg dozunda ratlara 10 giin boyunca
verildikten sonra periferal kan hiicrelerinde comet analizi kullanilarak antigenotoksik
etkilerin saptandigi bildirilmistir (Pandir ve Kara, 2014). Bu ¢alismada V. myrtillus
ektresinin insan periferal lenfosit hiicrelerinde, mutajen oldugu bilinen MMC verilen
gruba gore metafaz sayisi, mitotik indeks, niikleer boliinme ve niikleer sitotoksik
bolinme indeksini artirdigi saptandi. V. myrtillus ektresinin insan periferal lenfosit
hiicrelerinde, mutajen oldugu bilinen MMC verilen gruba gore kromozomal aberasyon

oranlari, mikronikleus indeksi, apoptoptik hiicre ve nekrotik hiicre sayilarii azalttig
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belirlendi. Kromozomal aberasyon oranlarinin V. myrtillus ektresinin dozuna bagl bir
sekilde azaldig1 da regresyon analizi ile belirlendi (R*= 0.993) (Sekil 12). Mikroskop
incelemelerinde  MMC grubunda goriillen yogun asentrik kromozom, kromatid
ayrilmasi, resiplokal translokasyon, kromatid kirig1 ve ring kromozom durumlarinin V.
myrtillus ektresi dozlari ile azaldig1 da goriintiilenerek kaydedildi. Tiim parametreler ve
daha oOnce yapilmig genotoksisite ve sitotoksisite c¢alismalari géz Oniinde
bulunduruldugunda V. myrtillus ektresinin uygulanan dozlarda 6nemli bir antimutajenik

etkiye sahip oldugu kanisina varildi.

Insan periferal lenfosit kiiltiirinde V. myrtillus L. ve R. idaeus L. ekstraktlarinin farkli
dozlarinin mutajen oldugu bilinen MMC ile birlikte uygulandigi bu ¢alismanin

sonucunda, bitki ekstraktlari verilen gruplarda MMC grubuna karst;
1. Kromozomal aberasyon oraninin ve mikroniikleus olusumunun azaldigi,
2. Mitotik, niikleer boliinme ve niikleer sitotoksik boliinme indekslerinin arttigi ve

3. Kromozomal aberasyon oranlart ve mikroniikleus sayisi ile mitotik, niikleer
boliinme ve niikleer sitotoksik boliinme indeksleri arasinda énemli korelasyon
iliskilerinin saptanmasiyla uygulanan ekstrakt dozlarinin antimutajenik ve

antigenotoksik etkilerinin anlamli oldugu ortaya konulmustur.

Ayrica, V. myrtillus L. ve R. idaeus L. bitki kisimlariin 6zellikle fitokimyasallar olarak
bilinen fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu bir¢cok aragtirma ile ortaya
konuldugundan bu c¢alismamizda uygulanan ekstrakt dozlarmin antimutajenik ve
antigenotoksik etkilerinin fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi kanaati taginmakta
olup, kanser, damar hastaliklar1 ve diyabet gibi hastaliklarin tedavisine yardimci
olabilecek bu bitkilerin ¢aligilan dozlardan daha yogun olarak tiiketilmemesi gerektigi

kanisina da varildi.
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