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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

ALLIUM CEPA L. KOK MERISTEMATIK HUCRELERI UZERINE VACCINIUM
ARCTOSTAPHYLOS L."UN ANTIMUTAIJENIK ETKISININ ARASTIRILMASI

Ebru BAYRAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Sema AYAZ
2012, 41 Sayfa

Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz’de dogal olarak yetisen Vaccinium arctostaphylos L.’un
antosiyanince zengin Oziitiiniin, Allium cepa L. k6k meristem hiicreleri iizerine bakira karsi
antimutajenik etkisi aragtirildi. Allium cepa kokleri once 50 ve 100 mg/L bakir siilfat
¢ozeltisi ile daha sonra Vaccinium arctostaphylos’tan elde edilen antosiyanin ile 12 ve 24
saat siire ile muamele edildi. Sitogenetik incelemeler sonunda mitotik indeks ve
kromozomal anormallikler belirlendi. Uygulanan bakir siilfatin tiim uygulama gruplarinda
mitotik indeksi kontrole gore azalttigi ve ¢esitli kKromozomal anormalliklere sebep oldugu
tespit edildi. Bakir siilfat uygulanan gruplarda daha sonra antosiyanin uygulandiginda ise
50+ASY gruplarinda mitotik indeks degerinin arttif1 ve toplam anormallik oraninin ise
azaldign gozlendi. Ik defa bu calisma ile Vaccinium arctostaphylos’tan elde edilen

antosiyaninin bakira kars1 antimutajenik etkisi ortaya koyuldu.

Anahtar Kelimeler: Vaccinium arctostaphylos, Allium cepa, Bakir, Antosiyanin,
Antimutajen
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Master Thesis
SUMMARY

INVESTIGATION OF ANTIMUTAGENIC EFFECT OF VACCINIUM
ARCTOSTAPHYLOS L. ON MERISTEMATIC CELLS OF ALLIUM CEPA L.

Ebru BAYRAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sema AYAZ
2012, 41 Pages

In this study the antimutagenic effect of anthocyanin-rich extract obtained from Vaccinium
arctostaphylos L. growing naturally in Eastern Black Sea was investigated on meristematic
cells of Allium cepa L. roots exposed to copper. Root tips of Allium cepa were first treated
with 50 and 100 mg/L copper sulphate and then treated with anthocyanin rich extract for
12 and 24 hours. Mitotic index and various chromosomal aberrations were determined at
the end of cytogenetic examinations. It was found that copper sulphate reduced the mitotic
index in all experimental groups when compared with control groups and induced
chromosomal abnormalities. Also, it was observed that anthocyanin treatment after copper
sulphate treatment increased mitotic index in 50+ASY groups and reduced total
abnormality rate. With the present study, the antimutagenic effect of Vaccinium

arctostaphylos’s anthocyanin-rich extract against to copper concentrations was determined.

Key Words: Vaccinium arctostaphylos, Allium cepa, Copper, Anthocyanin, Antimutagen
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Son yillarda teknoloji ve sanayinin hizla gelismesi, ¢evre sorunlarinin artmasina
sebep olmaktadir. Plansiz endiistrilesme ve tarimda kimyasal maddelerin bilingsizce
kullanilmasiyla birlikte insan ve dogal kaynakli olarak agir metaller ¢evreye yayilmakta ve
toprakta birikmektedir. Bitkiler tarafindan alinan agir metaller 6zellikle koklerde toksik
etkiye neden olur. Bitkinin yapisinda biriktirilen bu toksik metaller, besin zinciri yolu ile
insan sagligini tehdit eder hale gelmektedir (Uriu-Adams ve Keen, 2005).

Bakir, kobalt, civa, kursun, kadmiyum, demir, nikel, ¢inko ve aliiminyum gibi agir
metaller fizyolojik agidan tehlikeli 6zellikleri bulunan ve asir1 miktarlari gevre kirliligine
sebep olan element ya da bilesikler olarak tanimlanmaktadir (Ross, 1994; Hill, 1997;
Agrawal ve Agrawal, 1999; Kiran ve Munzuroglu, 2004). Bu agir metallerin en
onemlilerinden biri olan bakir, diisik konsantrasyonda mikroelement iken yiiksek
konsantrasyonda toksik olabilmektedir. Bakir toksisitesi ¢ogu bitkide mitozda hasarlara,
hiicre dongiisiinde bozulmalara ve mitotik indekste azalmalara neden olmaktadir (inceer ve
Beyazoglu, 2000; Inceer vd., 2003). Bitkiler bu toksik etkilerden korunmak, yasamlarini
stirdiirebilmek; (biiylime, gelisme ve diger metabolik olaylarmi diizenleyebilmek) ve
cevresel stres etmenlerinden korunabilmek ic¢in ¢esitli savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir (Mckersie ve Leshem, 1994; Dixon ve Paiva, 1995; Chalker-Scott, 1999;
Mittler, 2002, 2006).

Cevresel stres kosullarina karsi bitkilerin korunumunda rolii olan antosiyaninler
flavonoidler alt grubuna dahil olan fenolik bilesiklerdir (Hradzina, 1982; Iwashina, 2000).
Bunlar dogada yaygmn olarak bulunmakta ve insan sagligi agisindan pozitif etkiler
gostermektedir.

Antosiyaninler (ASY) antimutajenik, antigenotoksik, antihipertansiyon, anti-timor
faktorlere ve antioksidatif potansiyele sahiptir (Moure vd., 2001). Bu 6zellikler ASY’in
antioksidan ozelligiyle alakalidir. Antioksidanlar serbest radikalleri uzaklastirmada
kullanilan dogal bilesiklerdir. ASY’in bakir gibi agir metale maruz kalan organizmalari
korudugu ve bakirin sebep oldugu sitolojik hasarlart 6nlemekle kalmayip ayni zamanda

iyilestirdigi de bilinmektedir (Posmyk vd., 2009).



Dogu Karadeniz’de dogal olarak yayilis gosteren Vaccinium arctostaphylos L.
(yaban mersini) Ericaceae familyasina ait bir bitkidir. Son zamanlarda, yaban mersini,
antosiyanin igeriginin arastirilmaya baslanmasi ve saglik agisindan pek cok yararinin
ortaya koyulmasi ile 6n plana ¢ikan bir meyve olmustur. Karadeniz’de bolge halki
tarafindan bir orman meyvesi olarak tiiketilen bu meyve ayn1 zamanda zengin antosiyanin
kaynagi olarak da bilinmekte ve Son yillarda gida sektdriindeki kullanimi giderek
artmaktadir. Bitkinin taze meyvelerinden; recel, dondurma, meyve suyu, meyveli yogurt ve
konserve, yapraklarindan ve kurutulmus meyvelerinden ise ¢ay yapilmaktadir. Yapilan
caligmalarla fenolik asitleri, antosiyanin igerigi ve antidiabetik etkisi ortaya koyulan yaban
mersininin antimutajenik etkisi hakkinda ¢alismaya rastlanmamustir.

Ik defa yapilan bu c¢alisma ile Dogu Karadeniz bélgesinde yayilis gdsteren
Vaccinium arctostaphylos L. (yaban mersini) bitkisinin, antosiyanince zengin meyve
oOziitiiniin, bakir ile muamele edilen Allium cepa L. kok meristematik hiicreleri izerindeki

antimutajenik etkilerinin arastirilmast amaglanmustir.

1.2. Literatiir Ozeti

Gilinlimiizde ekolojik sistemlerin bozulmasi ve ¢evreye birakilan cesitli kirleticiler
vasitasiyla, canlilar iizerinde olumsuz etkiler meydana gelmektedir (Berkes ve Kislalioglu,
1990). Endiistri bolgelerinin ¢evre kirleticileri arasinda yer alan bakir, ¢inko, civa, kursun
ve kadmiyum gibi agir metallerin yani sira, zirai miicadele de kullanilan ¢esitli kimyasal
maddeler de hem bitki hem de hayvanlarin biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde
etkilemektedir (Grover ve Tyagi, 1980; Njagi ve Gopalan, 1981; El-Khodary vd., 1989).
Bu endiistriyel atiklar, ¢esitli kromozomal anormalliklere sebep, olarak genetik sistemleri
etkilemektedir (inceer vd., 2003). Son yillarda sanayilesme ve hizli niifus artis1 ile olusan
su ve toprak kirliligi ciddi boyutlarda tehlike olusturmaktadir. ABD Cevre Koruma Ajansi
(EPA)’min hazirladigr bir rapora gore agir metaller, c¢evre kirleticilerinin en onemli
gruplardan birini olusturmaktadir. Volkanik faaliyetler, maden eritme ve isleme tesislerinin
kat1 atiklari, fabrika ve termik santrallerin bacasindan ¢ikan ugucu kiiller, atik su aritma
camurlari, otoyollarda araclardan salinan benzin, balata ve lastik kokenli atiklar, tarim
ilaglar1 ve giibreler, pil vb. endiistri iiriinlerinin gelisi giizel atilmas1 agir metal kirliliginin

nedenleri arasinda yer alir (Aksoy, 2009).



Agir metallerin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi; basta bitki, hayvan ve insanlar
olmak tizere hemen her gesit organizma iizerinde boyutlar1 giderek artan bir tehlike arz
etmektedir (Bell ve Treshow, 2002; Skelly, 2003; Hayat vd., 2005; Lerche ve Glaesser,
2006; Ahsan vd., 2007). Giintiimiizde agir metallerin yol a¢tig1 ¢evre kirliligi tiim diinyanin
dikkatini ¢eken bir konu olmustur (Agrawal ve Agrawal, 1999; Prasad, 2004; Lerche ve
Glaesser, 2006). Bu nedenle caligmalart1 bu yone kaydirmis c¢ok sayida arastirma
yapilmistir (Zenk, 1996; Hill, 1997; Agrawal ve Agrawal, 1999; Ware, 2000; Kiran ve
Munzuroglu, 2004). Cevre kirliligine neden olan agir metallerden en ¢ok ¢alisilanlarindan

biri de bakirdir.

1.2.1. Bakir Metali ve Ozellikleri

Atmosfer kosullarinda kirmizimsi renkte goriinen bakir, M.O. 5000 yilindan beri
taninmaktadir ve adimi ilk bulundugu yer olan Kibris’in Latince’sinden (aes cyprium =
Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra cuprum) almistir. Bakir, periyodik tablonun IB
serisinde yer alan bir gegis (transisyon) elementidir. Dogal ortamda kayalarda, toprakta,
suda ve havada bulunmaktadir. Bakirin canlilar iizerindeki etkileri, elementin kimyasal
formuna ve canlinin biyiikliigiine gére degismektedir (Lamb ve Tollefson, 1973; Beinert,
1991). Bakir kiiciik ve basit yapili canlilar i¢in zehir 6zelligi gosterirken (Lamb ve
Tollefson, 1973), biiyiik ve daha gelismis canlilar i¢in temel yap1 bileseni olarak gorev
yapmaktadir (Beinert, 1991). Bu nedenle bakir ve bilesikleri fungusit, biyosit,
antibakteriyel madde ve bocek zehiri olarak tarim zararlilarina ve yumusakcalara karsi
yaygin olarak kullanilmaktadir (Lee ve Johnston, 2007). Bu yaygin kullanimin sonucunda
da toprakta bakir birikmekte ve canlilar igin tehlikeli boyutlara ulasmaktadir.

Kokler topraktaki bakirla ilk temas eden yapilar olduklarindan genellikle gévdeden
daha fazla metal icermekte (Paivoke, 1983; Nishizono, 1987; Tukendorf, 1987; Lin vd.,
2003) ve bakir iyonlar1 kok dokularinda tutularak goévde boyunca ilerlemeleri ¢esitli
yollarla engellenmeye calisiimaktadir (Nishizono, 1987; Lin vd., 2003; Panou- Filotheou
ve Bosabalidis, 2004). Bundan dolay1 kokler agir metalleri depolama ve inaktive etme
yerleri olarak gorev yapmaktadir (Tukendorf, 1987; Lin vd., 2003; Panou-Filotheou ve
Bosabalidis, 2004; Lou vd., 2004).

Bakir bir gecis elementi olmasi nedeniyle bitkilerde oksidan strese sebep olan
etmenlerin basinda yer almaktadir (Aust vd., 1985, Elstner vd., 1988; Dat vd., 2000;



Azevedo vd., 2007). Oksijen radikallerinin fazla yapiminin sonucu ‘oksidan stres’ olusur
(Akkus, 1995; Foote, 1995; Van Montague ve Inze, 2002; Halliwell, 2006; Mittler, 2006).
Oksidan stres ayrica antioksidan savunma sistemi ile serbest radikal iiretimi arasindaki
dengesizlik olarak da tanimlanabilmektedir (Mittler, 2002; Eryilmaz, 2007).

Viicudumuzdaki hiicreleri hasara ugratan, yasliliga ve bircok hastalifin ortaya
¢ikmasina sebep olan serbest radikaller yiiksek diizeyde tahrip edici etkiye sahiptirler.
Oksidan maddelerin kanser, kalp hastaligi, artrit, katarak, hafiza kayb1 ve yaslanma yapma
etkileri vardir. Asir1 bakir uygulamalar1 toksik oksijen tiirlerinin miktarinda artisa yol
acarak hiicrelerin yap1 ve islevlerinde ciddi zararlar meydana getirebilmekte (Pompella,
1997; Demirevska-Kepova vd., 2004; Sgherri vd., 2007), biiylimenin gerilemesinden
organizmanin 6liimiine kadar varabilen pek ¢ok degisime neden olabilmektedir (Chen vd.,
2000; Gechev vd., 2006; Azevedo vd., 2007).

Bakirin proteinlerdeki silfidril (-SH) gruplarina baglanarak hiicre yapisinda
bozulmalar ve kromozom lezyonlari meydana getirdigi de saptanmistir (Tukendorf, 1987;
Palma vd., 2002; Ahsan vd., 2007; Zhang vd., 2007). Bakir kloriiriin Vicia hirsuta (L.) S.F.
Gray kok ucu hiicreleri tizerine sitogenetik etkileri arastirilmis ve bakir kloriiriin mitoz
boliinmeyi 6nemli derecede baskiladigi, doz ve zaman artisina bagli olarak kromozom
anormalliklerine sebep oldugu ve mitotik indeksi azalttig1 goriilmiistir (Inceer ve
Beyazoglu, 2000).

Endiistriyel faaliyetler sonucu su ve topraga karisan bakir, besin zinciri yoluyla da
organizmalara gegerek toksik etki yapmaktadir (Tirkiye’nin Cevre Sorunlari, 1991).
Bitkiler bu toksik etkilerden korunmak, yasamlarini siirdiirebilmek; biiytime, gelisme ve
diger metabolik olaylarin1 diizenleyebilmek ayrica ¢evresel stres etmenlerinden
korunabilmek tizere ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Mckersie ve Leshem,
1994; Dixon ve Paiva, 1995; Chalker-Scott, 1999; Mittler, 2002, 2006). Bunun igin
sentezledikleri kimyasal bilesikler ‘sekonder metabolitler’ olarak adlandirilmaktadir.
Polifenoller icerdikleri 8000’den fazla sayida fenolik bilesik ile sekonder bitki
metabolizmasinin en genis dagilim gosteren yapilaridir (Eryilmaz, 2007). Fenolikler;
serbest radikal temizleyici ve antioksidan kapasiteleri (Chimi vd., 1991; Ferreira vd., 2007),
metal iyonu selatlayict 6zellikleri (Lavid vd., 2001; Son ve Lewis, 2002; Esparza vd., 2004,
2005; Maillard vd., 2007), gen ekspresyonunu diizenleyici etkileri (Mol vd., 1998) ile pek
¢ok biyolojik ve tibbi nitelikler tagimaktadir.



1.2.2. Antosiyaninler ve Ozellikleri

Fenolik bilesikler olan antosiyaninler (Yunanca anthos=¢i¢ek, kyanos=mavi) yiiksek
bitkilerin ¢esitli kistmlarinin 6zellikle kirmizi, mor ve mavi renklerinden sorumlu olan
pigmentlerdir. Yapilan aragtirmalara gére dogada 400’den fazla antosiyanin oldugu tahmin
edilmektedir (Kong vd., 2003). Bitkinin kok, goévde, yaprak, cicek ve meyve gibi
organlarinda bulunabilmektedirler. Bitkilerdeki generatif organlar antosiyaninler aracilig
ile sahip olduklar1 goz alic1 renkleriyle bocek ve kus gibi tozlastiricilarin ¢ekimlenmesini
saglamaktadir. Bu nedenle antosiyaninler tozlasma olayr ve tohumlarin yayilmasinda
onemli ekolojik rollere sahiptir (Harborne ve Williams, 2000; Williams vd., 2004).

Antosiyaninler, bitki aleminde suda c¢oOziinebilen en yaygin pigmentlerdir.
Antosiyaninlerin renkleri yapiya ve meyvenin asitligine de baglidir. Cogu antosiyanin
asidik ortamda kirmiz1 olurken, bazik ortamda maviye doner. Bu &zelliklerinden dolayi
antosiyaninler, asit-baz indikatorii olarak da kullanilmaktadir (Ovando vd., 2009).

Antosiyaninler, antioksidan, antikanser, antibakteriyal ve antiinflamator gibi
biyolojik etkilerinin yaninda (Kowalczyk vd., 2003), gida boyasi, sa¢ boyasi ve son
yillarda giines pillerinde hassaslastirict olarak da kullanilmaktadir (Fermando ve Senadeera,
2008). Bu 6zelliklerinden dolay1 giiniimiizde antosiyaninlere karsi olan ilgi artmustir.

Antosiyaninler, neredeyse tiim bitki familyalarinda bulunur. Bunlarin ana kaynagi,
bogiirtlen, tiziim, yaban mersini gibi kiigiik sulu ve taneli meyveler, avokado, portakal ve
patlican, zeytinler, kirmizi sogan, tath patates gibi bazi sebzelerdir (Kantar, 2010).

Antosiyaninler fenolik yapida olduklarindan antioksidan potansiyele sahiptirler.
Antioksidan kapasite bakimindan kiyaslandiginda, antosiyaninlerin, 150 flavonoidin
antioksidan giiciine sahip oldugu rapor edilmistir (Hou vd., 2004; Cooke vd., 2006; Zafra-
Stone vd., 2007; Wang ve Stoner, 2008). Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona
girerek onlarin hiicrelere zarar vermelerini 6nlemektedirler.

Antioksidanlarin yaglanmanin Oniine gectigi gercegi, bu maddelerin en 6nemli
aktivitesidir. Antioksidanlar, DNA molekiillerine zarar veren ve kansere yol agan serbest
oksijen radikallerini notralize ederken (Rauha, 2001), Alzheimer ve diger yasliliktan
kaynaklanan hastaliklar1  engellemektedirler ~(Marianne ve Engelhart, 2002).
Antosiyanidinlerin ve onlarin tiirevlerinin birgok yaygin iiriinde bulundugu ve bunlarin ¢ok
sayida mekanizmada oksidanlara karst koruma goérevi {stlendigi bilinmektedir.

Antosiyaninler biiylik ve kiiciik kan damarlarini oksidatif hasardan korurken, ayni zamanda



diyabetik hastalarda komplikasyonlara neden olan yiiksek kan sekeri seviyesinin yol actigi
kilcal damarlardaki hasar1 azaltir (Latti vd., 2009). Bansal vd. (2005) delfinidinin beyin
dokularindaki lipid oksidasyonunu engelledigini ve kalp damar hastaliklarini azalttigini
kanitlamislardir (Andriambeloson, 1998). Yapilan laboratuar c¢alismalarinda timor
hiicrelerinin antosiyaninlerle inhibe edilebilecegi bulunmustur. Meiers (2001) siyanidinin
ve delfinidinin kanser hiicrelerinde epidermal biiylime faktor reseptorlerini inhibe ettigini,
malvidinin ise daha az etkili oldugunu belirtmistir.

Antosiyaninlerin diger bir 6nemli antioksidan 6zelligi demir ve bakir gibi gecis metal
iyonlart ile gesitli baglar kurup kompleks yapilar olusturarak, bu metal iyonlariin serbest
radikal tretimini engellemektir (Rice-Evans, 1995). Bu durum flavonoidlerin selatlayici
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Uzerinde calisildikga yeni &zellikleri kesfedilen
antosiyaninlerin bilinen antioksidanlardan birisi olan askorbattan (C vitamini) bir¢ok kez
daha aktif oldugu da belirtilmektedir (Eryilmaz, 2007).

Antosiyaninlerin normal ve kanserli hiicreler iizerine antiproliferatif etkileri
karsilastirilmis, antosiyaninin secici olarak kanserli hiicrelerin biiylimesini engellerken
normal hiicrelerin biiylimesine ise ¢ok az ya da hi¢ etki etmedigi sonucu ortaya
konulmustur (Hakimuddin vd., 2004; Galvano, 2004 ). Antosiyaninlerin, kanserli
hiicrelerle normal hiicrelerin biliylimesi iizerindeki bu segici etkisinin mekanizmasi
bilinmemektedir (Wang ve Stoner, 2008).

Antosiyaninlerin agir metale maruz kalmis organizmalari korudugu bilinmektedir.
Fareler iizerinde yapilan bir deneyde antosiyaninin kadmiyumun (Cd) zararli etkisini
azalttigr goriilmektedir (Kowalczyk vd., 2003). Yine kirmizi lahanadan elde edilen
antosiyaninin A. cepa kok meristem hiicrelerinde kursun (Pb) depolamis olan hiicre
sayisini azalttigi tespit edilmistir (Glinska vd., 2007). Antosiyaninin de i¢inde bulundugu
fenolik bilesikler farmakolojik islevlere, antimutajenik ve antitiimor faktorlere sahiptir
(Gasiorowski vd., 1997). Antimutajen terimi mutasyona sebep olan zararli ajanlarin
frekansin1 ya da oranini degisik mekanizmalarla kendiliginden azaltan yararli ajanlar
olarak tanimlanmaktadir (Water vd., 1996). Mutajenik ve karsinojenik (kanserojen) ajanlar
insanin bulundugu hemen her yerde her zaman mevcuttur ve biitiin bu zararli ajanlar
tamamen ortadan kaldirmak pek miimkiin degildir (Gasiorowski vd., 1997). Bu sebeple
mutajenik ve karsinojenik faktorlerin genotoksik etkisini azaltmak i¢in diizenli olarak
antimutajenik ajanlar alma ihtiyaci ortaya c¢ikmaktadir (Gasirowski vd., 1997). Bu

antimutajenik ajanlara verilebilecek en iyi 6rnek ise dogal gidalardir (Gasiorowski vd.,



1997). Hem koruma hem de tedavi amagh olarak 6zellikle de antioksidan bakimindan
zengin bir ¢ok meyve ve sebze bu agidan arastirma konusu olmustur.

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda bir ¢ok gida maddesinin antimutajenik ve
antikarsinojenik 6zellige sahip bilesiklerden olustugu ortaya koyulmustur (Block vd., 1992;
Wattenberg vd., 1985; Stavric, 1994; Water vd., 1996). Kirmiz1 lahanadan elde edilen
antosiyanince zengin Oziitiin A. cepa meristem hiicrelerinde agir metallere karsi etkisinin
arastirtlmas1 sonucunda bu Oziitiin agir metallere kars1 koruyucu etkisi oldugu kanaatine
vartlmistir (Glinska vd., 2007). Posmyk vd., (2008) kirmizi lahanadan elde edilen 6ziitteki
antosiyaninin, bakirin sebep oldugu hasarlarin sayisini azalttigi sonucuna varmistir. Kirmizi
lahana ile yapilan bir bagka ¢aligmada elde edilen antosiyanince zengin 6ziitiin bakirin sebep
oldugu sitolojik hasarlar1 onlemekle kalmayip ayn1 zamanda iyilestirdigi de ortaya
koyulmustur (Posmyk vd. 2009). Capparis spinosa L. bitkisinin tomurcuklarindan alinan
Oziitiin A. cepa meristem hiicreleri {izerine genotoksik ve antimutajeik etkileri arastirilmis ve
fenolikler bakimindan zengin olan bu bitki 6ziitiiniin genotoksik olmadig1 ve antimutajenik
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Aslantiirk ve Celik, 2009).

Choi vd. (2007) Vaccinium myrtillus L.’tan elde edilen antosiyanince zengin 0ziitiin
farelerde oral yoldan alinimimin, kemik iligi baskilanmasina sebep olan 5-florourasile karsi
koruyucu oldugunu ve 5-FU’in kemoterapatik etkisini artirdigini rapor etmislerdir. Fenolik
bilesikler bakimindan zengin olan Hibiscus rosa-sinensis L. bitkisinden elde edilen 6ziitiin A.
cepa lizerinde hiicre boliinmesini durduran antimitotik bilesenler igerdigi tespit edilmistir

(Ozmen, 2010).

1.2.3. Vaccinium arctostaphylos L.’nin Genel Ozellikleri

Cogunlukla kuzey yarimkiirede yayilis gosteren Vaccinium (Ericaceae) cinsi
(Morazzoni ve Bombardelli, 1996) Tiirkiye Florasi’nda 4 tiirle temsil edilmektedir. Bunlar
V. arctostaphylos L., V. vitis-idea L., V. uliginosum L. ve V. myrtillus L.’dir. Vaccinium
arctostaphylos (yaban mersini) bu cinsin iilkemizde 6zellikle Dogu Karadeniz’de yayilis
gosteren bir tiridir. V. arctostaphylos Dogu Karadeniz’de orman meyvesi olarak
tilketilmekte ve bu tiire bolge halki tarafindan cay iiziimii, likapa, ligarba, ay1 iiziimii,
kaskanaka, motsvi, dal likapasi, lifos, ¢ali ¢ilegi, ¢ela v.s. gibi yoresel isimler verilmektedir.
Cok yillik ¢ali formunda bir bitkidir, ¢igeklenme zamani 5-7 aylardir. Seyrek kaym ve

koknar ormanlari arasinda, ¢ogunlukla Rhododendron L. ¢aliliklar ile birlikte orman alti



bitkisi olarak yasamaktadir. Bitkinin boyu 1-6 m arasindadir ve 0-1830 m yiikseklikte
yayilig gosterir. Mor-siyah ya da maviye calan etli meyveleri yenmektedir (Stevens, 1978).

Yaban mersini meyveleri taze olarak tiiketildigi gibi gida sekt6riinde meyve suyu,
recel, meyveli yogurt ve dondurma olarak da islenmektedir. Yapraklarindan ve kurutulmus
meyvelerinden cay yapilmakta ve gesitli yiyeceklerde kullanilmaktadir (Seyis, 2011).
Bitkinin gesitli kisimlarindan ilag sektoriinde faydalanilmaktadir. Yaban mersini bir orman
meyvesi olmasmmin  yani sira  peyzaj uygulamalarinda siis  bitkisi  olarak
degerlendirilmektedir (Seyis, 2011). Yaban mersini meyvesinin ¢ok ¢esitli kullanim
alanlart olmasina ragmen {retimi {ilkemizde pek yaygin olmadigindan tam olarak
bilinmemektedir. Diinya lizerinde iiretim ve tiikketimi gittikge artan yaban mersini iilkemiz
genelinde yeni taninmaktadir ve halen tiiketilen miktarin biiyiik bir kismi yurt disindan
ithal edilmektedir. Karadeniz Bolgesi’ndeki dogal asitli topraklarda mitkemmel performans
gosteren ve kaliteli iirlin veren yaban mersini (maviyemis-likapa) 6zellikle ¢ay ve findik
gibi monokiiltiir tarimin hakim oldugu Dogu Karadeniz Bdlgesi’'nde {iriin desenine
cesitlilik katmaya baglamistir (Celik, 2006).

Vaccinium arctostaphylos’un meyveleri antosiyaninler bakimindan zengin ve diger
mavi yemis “blue-black berries” lerden %41 diizeyindeki delfinidin bakimindan farklidir
ve buna ilaveten ozellikle sambubiozit varligi V. arctostaphylos’u diger Vaccinium
tiirlerinden Kkesin olarak ayirmaktadir (Latti vd., 2009). V. arctostaphylos bitkisinde baskin
olan antosiyanidinler; delfinidin (%41), petunidin (%19) ve malvidin (%19) dir (Latti vd.,
2009). Delfinidin Kafkas yaban mersinlerinde en fazla bulunan antosiyanidin olarak
aydmnlatildi (Latti vd., 2009). Delfinidinin viicutta 6nemli bir oksidan kaynagi olan
hidroksil radikallerini engelledigi bilinmektedir (Noda, 2000). V. arctostaphylos
meyvesinin fenolik asit yoniinden iyi bir besin kaynagi oldugu ortaya koyulmustur (Ayaz
vd., 2005) ve yaban mersininin antioksidan etkisinin vitamin C ve BHT (butil hidroksi
toluen)’den fazla oldugu tespit edilmistir (Wang ve Jiao, 2000).

Vaccinium arctostaphylos’un yapilan ¢alismalarda birgok 6zelligi aydinlatilmasina

ragmen agir metallere kars1 etkisi hakkinda herhangi bir ¢aligsma yoktur.

1.2.4. Allium Testi

Allium Testi ilk defa Levan tarafindan 1938 yilinda kolsisinin etkisini belirlemek

amaciyla yapilmistir. Daha sonraki yillarda bu temel test sistemine belirli modifikasyonlar



yapilarak kullanim alani gelistirilmistir (Fiskesjo, 1985). Allium testiyle mitozdaki
anormallikler ve kromozom hasarlar1 belirlenmektedir. A. cepa kromozom hasar testi i¢in
kullanilir, sitotoksisite ve genotoksisite i¢in standart bir testtir ve toksik materyallerin
etkisini g¢alismak i¢in rutin olarak kullanilmaktadir (Fiskesjo, 1985). Allium Testi’nin
uygulamasi kolay ve maliyeti dusiiktiir. A. cepa’nin kromozomlar1 sayica az fakat yapi
bakimindan biiyiiktir. Bu test memeli test sistemleriyle iyi korelasyon gosterir ve
kimyasallarin g¢evre iizerindeki genotoksik potansiyelini belirlemede etkili bir sistemdir
(Chauhan, 1986). Elde edilen sonuglarla mitotik indeks (MI) ve kromozom anormallikleri
incelenebilmektedir. MI hiicre dongiisiindeki toplam boéliinen hiicre sayisini verir. MI’deki
hem artts hem de azalis ¢evresel kirlenmeyi goriintiillemede Ozellikle de toksik ve
sitotoksik Kirleticilerin degerlendirilmesinde 6nemli bir indikatordiir (Hoshina, 2002).

Fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz kalindiginda olusan kromozom hasarlari
kromozomun yapisinda veya toplam sayisinda olabilmektedir (Russel, 2002). DNA
kirilmalar, DNA sentezinin inhibisyonu, tahrip edilmis DNA’nin replikasyonu gibi
faktorler yapisal kromozom degisimlerine sebep olurlar. Poliploidi ve andploidi gibi
sayisal kromozom anormallikleri kendiliginden ya da andgenik ajanlarin etkisiyle olusan
kromozomlarin anormal segregasyonunun bir sonucudur (Ferguson, 2001).

Son yillarda artan agir metal kirliligi ve bunun canlilar iizerindeki zararli etkisi
calismalart bu yone kaydirmistir. Bilim adamlari agir metallerin canlilar tizerinde
olusturdugu mutasyonlar ve bu mutasyonlarin sonucunda olusan kanser gibi pek ¢ok
zararll etkiye karsi bitkilerden ve onlarin antioksidan savunma sistemlerinden cevap
iiretmeye ¢alismaktadir. Bu ¢alismada ise bakirin toksik etkisine kars1 antosiyanin kaynagi
olarak Dogu Karadeniz’de dogal olarak yetisen V. arctostaphylos bitkisinin 6ziitii
kullanilmistir. Yapilan c¢aligmalarda giiclii bir antosiyanin kaynagi olarak gosterilen V.
arctostaphylos’un antimutajenik etkisi hakkinda heniiz bilgi yoktur. Ik defa bu ¢alisma ile
V. arctostaphylos’un bakir metaline karsi antimutajenik etkisi arastirilarak literatiirdeki bu

eksikligin giderilmesi amag¢lanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal Temini

Calismada kullanilacak olan V. arctostaphylos bitkisi dogal olarak yetistigi Dogu
Karadeniz bolgesinden vejetasyon doneminde toplandi. Toplanan bitki 6rnekleri
preslenerek kurutuldu ve herbaryum materyali haline getirildi. Bitkinin meyveleri derin

dondurucuda saklandu.

2.2. Antosiyanin (ASY) Oziitiiniin Elde Edilmesi

30 gr yaban mersininden antosiyaninler %80 metanol kullanilarak 3 kez 6ziit elde
edildi. Tim oziitler biriktirildi ve evaporatorde kuruyuncaya kadar uguruldu. Daha sonra
kuru 6ziit suda ¢oziildii ve faz-faz, kati-faz ekstraksiyonuyla fraksiyonlandi. Organik fazlar
ucurulduktan sonra geri kalan antosiyanin fraksiyonu tekrar evaporatdrde kuruyuncaya
kadar uguruldu ve toz haline getirildi. Uygun konsantrasyonu bulabilmek i¢in yapilan
denemeler sonucunda 25uM’lik antosiyanin ¢dzeltileri hazirlandi. Antosiyanin 6ziitiiniin

elde edilmesi Litti vd.’e (2009) gore yapildi.

2.3. Calismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calismada 12 ve 24 saatlik deney setleri olusturuldu. 50 ve 100 mg/L’lik bakir siilfat

cozeltileri saf su ile hazirlandi. Kontrol grubunda ise saf su kullanildi.

2.4. Sogan Koklerinin Biiyiitiilmesi

Arastirmada test materyali olarak ticari amagli satilan A. cepa kullanildi. Test
denemelerinden hemen Once soganlar akan su altinda bir siire yikandi, tabana yakin dis
kabuklar soyuldu ve kurumus kok kalintilar1 uzaklastirildi. Saglikli ve esit biiyiikliikte 10

adet sogan secildi ve saf suyla dolu esit hacimli kaplarda oda sicakliginda karanlikta
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¢imlenmeye birakildi. Daha sonra homojen kdk biiyiimesi gosteren soganlar secildi (Inceer

ve Beyazoglu, 2000).

2.5. Bakir Siilfat ve Antosiyanin Muamelesi

Saf suyla ¢cimlendirilen soganlardan homojen kdk uzamasi gosterenler, 12 ve 24 saat
stireyle sirasiyla 50 ve 100 mg/L’lik bakir siilfat ¢ozeltisine maruz birakildi. Uygulama
stiresinin sonunda aktif kok uglar1 alinarak ayni soganlar 25 uM’lik antosiyanin ile 12 ve
24 saat siire ile muamele edildi ve tekrar soganlardan kok uglar1 alindi. Antosiyanin

muamelesi Glinska vd. (2007)’e gore yapilmistir.

2.6. Fiksasyon ve Saklama

Soganlardan alinan aktif kok uglar1 3:1 oraninda alkol-asetik asit ¢ozeltisinde bir
gece 4°C’de bekletildi. Fiksasyondan sonra materyalin daha uzun siire saklanmasi amaciyla
kokler %70’lik alkole alindi. Daha sonra materyaller stok halde 4°C’de buzdolabinda
muhafaza edildi (Jones ve Rickards, 1990).

2.7. Hidroliz

Mitoz preparatlarinin hazirlanmasi i¢in %70’lik etil alkolden alinan kok uglart saf su
ile yikandiktan sonra hiicre ¢eperinin yumusamasi ve hiicrelerin serbest duruma ge¢mesi

icin 1 N HCI’de, 60°C’de, 8-10 dk hidroliz edildi (Jones ve Rickards, 1990).

2.8. Boyama ve Preparat Hazirlama

Hidroliz asamasini takiben kokler saf suyla yikandi ve Shiff-Reagent’a alindi. 1-2
saatlik muamelenin ardindan kok uglarmin boyanmasi saglandi. Boyama sonunda daha
belirgin hale gelen kok uglarinin meristematik kisimlart kesilerek lam iizerine alindi ve bir
damla % 45°lik asetik asit ile ezme preparatlar1 yapildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar
saf etil alkol konulan salede 4°C’de bir gece bekletildi. Bu islemin sonunda preparatlar
Entellan ile daimi hale getirildi (Elgi, 1994).



12

2.9. Sitogenetik Incelemeler

Her bir uygulama grubunda hazirlanan 3 preparatin her birinden tesadiifi olarak
secilen 5 bolgedeki hiicreler sayildi. Mitoz boliinmenin degisik safhalarindaki hiicreler
incelenerek, kromozomal anormallik cesitleri belirlendi (Inceer ve Beyazoglu, 2000). Daha
sonra her bir grup i¢in béliinen hiicrelerin toplam hiicrelere orani olarak tanimlanan mitotik

indeks hesaplandi. Mitotik indeks yiizde (%) olarak su formiil ile hesaplanmaktadir;

Mitotik indeks (%)= Boliinen Hiicre Sayist x 100 / Toplam Hiicre Sayisi

Her bir uygulama grubu i¢in mitozun her bir safhasindaki hiicrelerin oran1 belirlendi.
Her safhadaki anormal hiicrelerin orani ve bu anormalliklerin neler oldugu saptandi. En sik
goriilen anormalliklerin fotograflar ¢ekildi. Normal ve anormal hiicrelerin orani asagidaki
formiile gore hesaplandi (Kara vd., 1994).

Normal hiicreler i¢in:

% = Profazdaki Hiicre Sayis1 x 100 / Toplam Mitotik Hiicre Sayis1

Anormal hiicreler igin:

% = Profazdaki Anormal Hiicre Sayis1 x 100 / Profazdaki Toplam Hiicre Sayis1

2.10. istatistiksel Analiz

Kontroller ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar, Statistica (versiyon 7.0)

bilgisayar programinda Dunnett t-test (2 yonlii) yapilarak degerlendirilmistir (P=0,05).



3. BULGULAR

Bakir siilfat ¢ozeltisinin 50 ve 100 mg/L’lik dozlarimin ve yaban mersininden elde
edilen ASY’in 12 ve 24 saat siire ile A. cepa kok ucu hiicrelerine uygulanmasi sonucu elde
edilen veriler Tablo 1-2’de gosterilmistir. Kontrol gruplarinda gézlenen mitozun normal
safhalar1 Sekil 5-8’de bakir siilfat uygulamasi sonucu olusan kromozom anormallikleri ise

Sekil 9-14’de verilmistir.

3.1. Mitotik indeks Uzerine Bakir Siilfatin ve ASY’nin EtKisi

Yapilan incelemeler sonucunda 12 ve 24 saat siire ile 50 ve 100 mg/L bakir stilfat
uygulanan tiim gruplarda MI oraninin doz artisina baglh olarak kontrole gore azaldig tespit
edilmistir. Caligma gruplarinda ASY uygulandiktan sonra ise MI oraninda artis oldugu
gozlenmistir (Sekil 1).

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda 12 ve 24 saatlik uygulama periyodunda 50
ve 100 mg/L bakir siilfat uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasindaki MI farkinin
istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edilmistir (Tablo 1).

12 ve 24 saat siireyle 50 mg/L bakir siilfat uygulandiktan sonra ASY uygulandiginda
MI degerinin arttig1 tespit edilmistir. 12 ve 24 saatlik uygulama periyodunda 50+ASY
grubu ile kontrol arasindaki MI farki istatistiksel acidan dnemsizdir. ASY uygulamasinin
tyilestirme yaparak MI degerini kontrol grubunun degerine yaklastirdig tespit edilmistir.
Bu durum V. arctostaphylos’tan elde edilen antosiyanince zengin oziitiin antimutajenik
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Her iki uygulama periyodunda 100 mg/L bakir siilfat
uygulanan gruplarda ASY uygulamasi MI degerini kontrol degerine yaklastirmaya
calismistir ancak meydana gelen hasar ¢ok fazla oldugundan iyilestirme yetersiz kalmistir.
100+ASY uygulanan gruplarin MI degeri ile kontrol gruplarinin MI degeri arasindaki fark

istatistiksel agidan 6nemlidir (Tablo 1).
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3.2. Boliinmenin Farkli Sathalarinda Bakar Siilfat ve ASY’in Etkisi

Bakir stilfat uygulanan A. cepa kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinmenin farkli
evrelerinde ¢esitli kromozomal anormallikler meydana gelmistir (Tablo 2). Bu
anormallikler; profazda diizensiz kromatin dagilimi; metafazda yapisiklik (Sekil 11), c-
metafaz (Sekil 9), geri kalan kromozom (Sekil 12) ve diizensiz kromozom dagilimi;
anafaz-telofaz sathalarinda ise koprii olusumu (Sekil 10), yapisiklik, geri kalan kromatid
(Sekil 13) ve diizensiz kromatid dagilimi seklindedir (Sekil 14).

Boliinmenin farkli safthalarinda bakir siilfat ve ASY’in etkisini incelemek igin her
safhada normal ve anormal hiicreler sayilarak anormallik yiizdeleri hesaplandi (Tablo 1).
Kok ucu hiicrelerinin mitoz bdliinmelerinde goriilen anormallik orani kontrol grubu ve
diger gruplar ile birlikte Tablo 1’de gosterilmistir. Tablodan da goriilebilecegi gibi
anormallik orani kontrol grubunda yok denecek kadar azdir.

Profaz safhasina bakildiginda 50 ve 100 mg/L bakir siilfat uygulamasindan sonra
ASY uygulandiginda profaz oraninin arttigt belirlenmistir (Tablo 1). Metafaz ve anafaz-
telofaz oraninda ASY uyguladiktan sonra azalma oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak 12 ve 24 saat siireyle 50 ve 100 mg/L bakir siilfat uygulanan gruplarda
anormallik oran1 doz artisina paralel olarak artis gostermektedir. En yliksek anormallik
oraninin her iki uygulama periyodunda 100 mg/L bakir siilfat grubunda ve metafaz
sathasinda oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber en fazla yapisiklik ve koprii olusumu
gibi kromozomal anormalliklere rastlanmistir. Uygulamada en nadir goriilen anormallik
tipi diizensiz kromozom dagilimidir.

12 ve 24 saat siireyle 50 ve 100 mg/L bakir siilfat uygulanan gruplar ASY ile
muamele edildiginde toplam anormallik oraninin azaldig: saptanmustir (Tablo 2, Sekil 2).

Tablo 2’den goriilebilecegi gibi 12 saat 100 mg/L grubunda metafaz safhasinda
yapisiklik yiizdesi ve 24 saat 100 mg/L grubunda anafaz-telofaz safhasinda koprii olusumu
yiizdesi en yiiksek degere ulasmistir (Sekil 3-4).



Tablo 1. Allium cepa kdk ucu hiicrelerinde MI ve mitoz bdliinmede goriilen anormallik oranlari

Uygulama | Konsantrasyon | Toplam Bé!}'inen MI £ SD Profaz Profaz Metafaz Metafaz Anafaz-Telofaz Anafaz-Telofaz
Saati mg/L Hiicre Hiicre Toplam % | Anormal % | Toplam % | Anormal % Toplam % Anormal %

12 Kontrol 1822 112 6,15+1,81 43,75 - 22,32 8,00 33,93 -

50 2835 74 2,61+0,24* 20,27 - 36,49 88,89 43,24 65,63

50+ASY 3429 148 4,32+0,16 47,30 1,43 26,35 66,67 26,35 10,26

100 2845 39 1,37+0,36* 23,08 33,33 17,95 100,00 58,97 69,57

100+ASY 2716 92 3,39+0,48% 58,70 5,56 15,22 57,14 26,09 12,50

24 Kontrol 1924 148 7,69+0,72 39,19 1,72 20,95 25,81 39,86 5,08

50 2163 59 2,73+£2,50%* 37,29 - 37,29 63,64 25,42 33,33

50+ASY 2853 140 4,91+0,70 60,71 - 20,00 13,57 19,29 37,04

100 3608 21 0,58+0,17* 28,57 - 52,38 90,91 19,05 50,00

100+ASY 2593 67 2,58+0,87* 31,34 - 50,75 85,29 17,91 16,67

* P=0.05 derecesinde dnemlidir

qT



Tablo 2. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde mitoz béliinmede goriilen anormallik gesitleri

PROFAZ METAFAZ ANAFAZ-TELOFAZ
gt oo | Sz | i | ot | G| 6t T g et | gt | o,
Dagihmi(%) 6) (%) @) | Daghmiey | O | (0 %) | Daghmi(%) | (%)
12 Kontrol - 16,00 - - - - - - - 3,57
50 ; 74,07 741 741 ; 3438 | 313 | 2813 i 60,81
50+ASY 143 38,46 17,95 5,13 5,13 - | 513 5,13 i 20,95
100 33,33 100,00 ; ; ; 4348 | - 17,39 8,70 66,67
100+ASY 5,56 28,57 7,14 7,14 14,29 12,50 - - - 15,22
24 Kontrol 1,72 22,58 - 3,23 - 5,08 - - - 8,11
50 ; 54,55 455 i 455 | 2000 | 667 6,67 i 32,20
5O+ASY ] 42,86 21,43 357 i 2503 | 741 3.70 i 20,71
100 ; 72,73 18,18 i i 50,00 | - i i 57,14
100+ASY ] 70,59 5,88 8,82 i - | 1667 i i 46,27

o1
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Sekil 5. Mitoz béliinmenin normal profaz safhasi (Olgek: 10 pm)

Sekil 6. Mitoz béliinmenin normal metafaz sathas1 (Olgek: 10 pm)
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Sekil 7. Mitoz béliinmenin normal anafaz safhas1 (Olgek: 10 um)

Sekil 8. Mitoz bdliinmenin normal telofaz safhas1 (Olgek: 10 pm)
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Sekil 9. Mitoz béliinmenin metafaz sathasinda goriilen c-metafaz (Olgek: 10 um)

Sekil 10. Mitoz bdliinmenin anafaz safthasinda goriilen kromatid képriisii (Olgek:
10 pm)
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Sekil 11. Mitoz béliinmenin metafaz sathasinda goriilen yapisiklik (Olgek: 10 um)

Sekil 12. Mitoz béliinmenin metafaz safhasinda goriilen geri kalan kromozom
(Olgek: 10 pm)
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Sekil 13. Mitoz béliinmenin anafaz safhasinda goriilen geri kalan kromatid (Olgek:
10 um)

Sekil 14. Mitoz bélinmenin anafaz sathasinda goriilen kromatid diizensizligi
(Olgek: 10 pm)



4. TARTISMA

Bu calismada A. cepa kok meristematik hiicreleri tizerine V. arctostaphylos’un
antimutajenik etkisi incelenmistir. Kromozomal anormallik ile toplam anormallik oran1 Tablo
1’de, mitotik indeks degeri ise Tablo 2’de verilmistir. Mitoz boliinmede goriilen anormallik
tipleri Sekil 9-14°de gosterilmistir.

Tablo 1’de goriildiigii gibi, bakir siilfat uygulanan tiim gruplarda MI oraninin doz
artisina bagli olarak kontrole gore azaldigi tespit edilmistir. Bu durum literatiir verileri ile
uygunluk gostermektedir. Benzer sonuglar Vicia faba L. kok meristem hiicrelerinde (Posmyk
vd., 2008) ve Zea mays L. hiicrelerinde bakir uygulandiginda (Jiang vd., 2001) ve Helianthus
annuus L. kok hiicrelerinde bakir kloriir uygulandiginda (Inceer vd., 2003) gdzlenmistir.

Mitotik indeksteki azalma muhtemelen bakirin hiicre dongiisiinde yarattigi hasardan
kaynaklanmaktadir. Ciinkii metal ve DNA arasindaki etkilesim kromatinin islem
bozukluguna sebep olmaktadir (Glinska vd., 2007). Hiicre dongiisiiniin inhibisyonu
biiylimenin inhibisyonuna neden olan temel bir durumdur (Maksymiec, 2007). Van’t Hof
(1968) hiicre siklusunda G2 fazinin bloke olmasi veya uzamasi ile hiicrenin mitoza
girmesinin engellendigini veya geciktigini bunun da mitotik indeksi azalttigini belirtmektedir.

Kimyasal bir madde bir kez hiicrelerle temas edip, kritik konsantrasyonlarda hiicre
icinde kalirsa, hiicre dongiileri arasinda bozulmalara neden olan aktif bir form olusturabilir.
Test materyaline uygulanan bakir miktarinin fazla olmasi ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri)
olusumuna sebep olmaktadir. Olusan serbest radikaller de DNA, protein ve lipid gibi
biyolojik makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olmaktadir (Chen vd., 2002; Tewari
vd., 2006). Calismamizda uyguladigimiz bakir siilfatin benzer etkiyi yaratmasi sonucu MI
degerinin azaldigini1 ve mitozda anormalliklerin olustugunu sdylemek miimkiindiir.

Bakir siilfat uygulanan gruplarda elde edilen sonuglara gére ASY uygulandiktan sonra
tim gruplarda MI oraninda artis oldugu gozlenmistir (Tablo 1). Bu durum test edilen 6ziitiin
bakirin neden oldugu sitotoksik hasari1 engelledigini ya da tamir ettigini gostermektedir. 12
ve 24 saatlik uygulama periyodlarinda 50+ASY gruplari ile kontrol arasindaki MI degeri
fark: istatistiksel agidan 6nemsizdir. Kullanilan antosiyanin iyilestirme yaparak M| degerini
kontrol grubunun MI degerine yaklastirmistir. Her iki uygulama periyodunda 100+ASY

grubunda MI degerinde artis olmasina ragmen kontrol grubunun MI degeri ile arasindaki fark
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biiytiktiir. Bu fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P=0.05). 100 mg/L gruplarinda bakirin
yarattig1 hasar ¢ok fazla oldugundan ASY uygulamasi bu gruplarda iyilestirmede yetersiz
kalmistir. 50+ASY grubunda bakirin toksik etkisinin azalmasinin nedeni bu metalin ASY ile
kompleks olusturmasindan kaynaklanmaktadir (Posmyk, 2008). Antosiyaninlerin serbest
radikal temizleyici Ozellikleri antimutajenik kapasitelerinin en Onemli unsuru olarak
goriilmektedir. ASY’in antimutajen olmasi elektrofilik metabolitlerle reaksiyona girmesinden
ya da DNA’nin niikleofilik merkezini maskeleyerek DNA’y1 korumasindan ileri gelmektedir
(De Flora, 1998). Dogal kaynaklardan elde edilen antosiyanin, metalin sebep oldugu
genotoksik zarar1 engellemektedir. Calismamizda uyguladigimiz antosiyaninin MI degerini
artirmasini ve toplam anormallik oranini azaltmasini ayni nedene baglayabiliriz.

Mevcut calismada kullandigimiz antosiyaninin MI degerini arttirmasi ve toplam
anormallik oranin1 azaltmasi iyilesme gergeklestiginin gostergesidir. ASY ile yapilan
calismalarda benzer iyilesme sonuglarina ulasilmistir. Celik ve Aslantiirk, (2006) Plantago
lanceolata L. bitkisinin sulu 6ziitiiniin A. cepa iizerine hidrojen peroksite karsi koruyucu
etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada ASY fare karaciger ve bobreklerinde
Cd birikmesini azaltmistir ve bu organlar1 metal toksisitesinden korumustur (Kowalczyk vd.,
2003). Yine kirmizi lahanadan elde edilen antosiyanince zengin 6ziitiin Vicia L. meristematik
hiicreleri iizerine yararl etkisi bakirin insan lenfositleri lizerine sitotoksik etkilerini azaltma
yoniinde olmustur (Posmyk, 2009). Glinska vd. (2007) kirmizi lahanadan elde edilen
antosiyanince zengin 6ziitlin A. cepa kok meristem hiicrelerini kursun, kadmiyum ve kromun
toksisitesinden korudugunu rapor etmistir. ASY ile yapilan iyilestirme ¢alismalarinda elde
edilen sonuglar bizim sonuc¢larimizi destekler niteliktedir.

Calismamizda bakirin toksik etkisine karsi kullandigimiz ASY toplam anormallik
oranin1  diisirmiistir. Bu etki kullandigimiz antosiyaninin antioksidan o6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Bu 06ziit Ozellikle delfinidin bakimindan zengindir. Siyanidin ve
delfinidin C ve E vitamininden 4 kat daha fazla antioksidan kapasiteye sahiptir (Rice-Evans
vd., 1997). Dolayisiyla toksik metallere karst koruyucudurlar (Hale vd., 2001; Kidd vd.,
2001). Lazzé vd., (2003) delfinidinin tert-butil hidroperoksidin sebep oldugu tek zincir
kirilmalarina karst DNA’y1 korudugunu belirtmektedir. Bu sonug¢ mevcut ¢alismamizdan elde
ettigimiz sonuglar1 destekler niteliktedir.

Yaptigimiz bu ¢alismada, bakir uygulamasinin mitozdaki toplam anormallik miktarini

kontrole gore artirtig, ayni gruplarda ASY uygulaninca toplam anormallik miktarini azalttig1
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tespit edilmistir. Profaz sathasina bakildiginda tiim gruplarda bakir uygulamasindan sonra
ASY uygulandiginda profaz oraninin arttigi belirlenmistir. Metafaz ve anafaz-telofaz
oraninda ise azalma oldugu tespit edilmistir. Mitotik safhalardaki degisimler, kullanilan
kimyasal maddenin dozlarina bagli olarak S fazindaki DNA sentezinin inhibisyonuna
baglanabilir. Yine kullanilan maddenin doz ve uygulama siiresine bagli olarak ig ipligi
formasyonunun bloke olmasi da bu safthalarin oranlarinda degisimlere neden olabilir
(Erdogan, 2008).

Calismamizda gozlemledigimiz c-metafaz oranlar1 Tablo 2 ve Sekil 9’da verilmistir. C-
metafaz ilk kez Levan (1938) tarafindan A. cepa kok uclarinda gozlenmistir. Kullanilan
kimyasal maddenin etkisi kolsisine benzemektedir ve ig ipliklerinin yapisin1 bozmaktadir. Bu
durum turbogenik etkinin bir gdstergesidir (Shahin ve El-Amoodi, 1991). Buna bagl olarak
da sentromer boliinmesi gecikmekte ve kromozomlar replike olmus fakat birbirlerinden
ayrilmamis olarak hiicre i¢inde daginik durumda kalmaktadirlar. Metafazdaki bu tip bir
anormallik mitotik indeksin de azalmasina neden olabilmektedir. Dénbak vd. (2002) A.
cepa’da borik asitin sitogenetik etkisini, Inceer vd. (2009) cypermethrin insektisitinin
aycicegi kok meristemi tizerine genotoksik etkisini, Tiirkoglu (2007) A.cepa lizerine 5 gida
koruyucunun genotoksisitesini test ettigi calismalarda c- metafaza rastlamistir.

Calisgmamizda gozledigimiz bir diger anormallik tipi anafaz koprisiidiir (Sekil 10).
Kromozom kopriileri genellikle metafazda kromozomlarin yapismast veya kullanilan
kimyasal maddelerin klastojenik etkisi sonucu kromozomlarin kirilip sonra yeniden
birlesmesi sonucu meydana gelebilmektedir (Tomkins ve Grant, 1972; Badr, 1988).
Kromozom segmentlerinin diizensiz translokasyon veya inversiyonlari da kromozom
kopriilerine neden olabilmektedir (Gomiirgen, 2005). Klastojenik veya toksik etkiler sonucu
olusan kromozom kopriileri genellikle geri doniistimsiizdiir (Liu vd., 1996). Kromozom
kopriileri veya kromatidler aras1 baglantilar metafazda kardes kromatidlerin birlesimi sonucu
olusan kromatin fiberleri tarafindan meydana getirilirler ve bu kromatidler ge¢ anafaz veya
telofaza kadar bir arada kalirlar. Eger bu baglantilar ¢ok gerilirse, kromatidler anafazdaki
birlegsme noktalarindan veya bu noktalara yakin yerlerden kirilabilirler. Bu kirilmalar kardes
kromatidlerin her ikisinde de ayr1 noktada meydana gelebilir ve sonugta kromozom benzeri
yapilar olan fragmentlerin olusumuna neden olabilirler. Bakir siilfat ve kobalt kloriiriin A.
cepa kok hiicreleri ilizerine genotoksik etkisinin (Yildiz vd., 2009), Erythrina velutina

Willd.’un A. cepa kok meristem hiicreleri lizerine sito-genotoksisitesinin (Silva vd., 2011) ve
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kadmiumun genotoksik etkisinin (Seth vd., 2008) arastirildig1 ¢aligmalarda bu anormallik
tipine rastlanmigtir.

Mevcut calismada en fazla gozlenen anormallik tiplerinden birisi de yapiskanliktir
(Sekil 11). Mikroskobik incelemeler sonunda gozlenen kromozom yapiskanliklar
kromozomlarin niikleik asitleri iizerine bu kimyasal maddelerin depolimerizasyon etkilerini
gostermektedir. Patil ve Bhat (1992) kromozom yapiskanligint g¢ogunlukla kromatin
materyalinin protein matriksini i¢ine alan fizyolojik bir adezyon tipi olarak tanimlamislardir.
Yapigkanlik DNA’daki fosfat gruplari ile komplekslerin formasyonu iizerine veya DNA,
protein veya her ikisinin fiziko-kimyasal ozellikleri {izerine kimyasal maddelerin etkisi
olarak kabul edilebilir (Vallee ve Ulmer, 1972). Osterberg vd. (1984) krom iyonlarinin
DNA’y1 yogunlastirdigini ve bunun kromozomlarda yapiskanliklara neden olabilecegini
belirtirken, Patil ve Bhat (1992) yapiskanligin kromatid i¢i ve kromatidler arasi bir
formasyon sonucu oldugunu ileri siirmiislerdir. Yapiskanlik kromozomlardaki toksik etkinin
yaygin bir gostergesidir, muhtemelen geri doniistimsiizdiir ve hiicrenin Sliimiine neden olur
(Fiskesjo ve Levan 1993; Liu vd., 1995). Yapiskanlik kromatid tipi anormallik olarak kabul
edilir. Darlington ve Mc-Leish (1951) kromozom yapiskanliginin kromozomal DNA’nin
degredasyonu ve depolimerizasyonu sonucu olustugunu ileri stirmiislerdir. Yapisiklik olayi,
kromozom fragmentlerine ve anafaz-telofaz sathasinda kopriilere sebep olmaktadir
(Yiizbasioglu vd., 2003). Badr ve Ibrahim (1987), Glean herbisitinin A. cepa ve V. faba kok
meristeminde mitoz, kromozomlar ve niikleik asit iizerine etkisinin inceledigi ¢alismada ve
Kumari vd. (2011) ¢inko oksit nanopartikiillerinin A. cepa kok hiicreleri tizerine sitotoksik ve
genotoksik etkisini inceledigi ¢alismada bu tip kromozom anormalligine siklikla rastlamistir.

Geri kalan kromozomlar ¢alismamizda rastladigimiz diger anormallik tipidir ve Sekil
12°de gosterilmistir. Geri kalan (kalgin) kromozomlar genellikle kromozomlarin kutuplara
cekilirken basarisiz olmalarindan kaynaklanmaktadir (Tkalec vd., 2009). Geri kalan
kromozomlar sadece 1§ ipliklerinin gorevini yerine getirmemesi sonucu degil ayn1 zamanda
kromozomlarin kinetekorlariyla toksik maddelere baglanmasiyla da olusabilmektedir
(Brinkley vd., 1985). Kalgin kromozomlarin uygulanan kimyasallarin ig ipliklerini etkilemesi
sonucu olusabilecegi diisiiniilmektedir. Inceer vd (2000) A. cepa kok ucu hiicreleri iizerine
bakirmn sitogenetik etkisi, Erdogan (2008) ¢esitli gida katki maddelerinin A. cepa ‘da mitoz
boliinme, kromozomlar ve DNA miktar1 lizerine etkileri adli c¢alismasinda geri kalan

kromozoma rastlamstir.
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Caligmamizda tespit ettigimiz diger anormallik tipi diizensiz kromozom dagilimidir
(Sekil 14). Ig iplikleri iizerindeki herhangi bir bozukluk kromozomlarm diizensiz
dagilmasina neden olabilir. Bu tip anormallige farkli kimyasal maddeler ile muamele edilen
cesitli test sistemlerinde rastlanmistir. Inceer ve Beyazoglu (2000) bakir kloriiriin Vicia
hirsuta kok ucu hiicreleri lizerine sitogenetik etkilerini, Gomiirgen (2005) potasyum
metabisiilfit ve potasyum hidrat gida koruyucularinin A. cepa kok ucu iizerine sitolojik
etkilerini arastirdigi calismalarda diizensiz kromozom dagilimi gézlemlemislerdir.

Bu ¢alisma ile Vaccinium arctostaphylos’un meyvelerinden elde edilen ASY’in, bakir
stilfat uygulandiktan sonra meristematik hiicrelerdeki MI degerinin artmasi ve toplam
kromozomal anormallik oraninin diismesi {izerine iyilestirici rolii oldugu ortaya konmustur.
Bu etkinin yaban mersininden elde edilen antosiyaninlerin antioksidan ozelliginden

kaynaklandigini séylemek miimkiindiir.



. SONUCLAR

. Bu ¢alismayla V. arctostaphylos’un antosiyanince zengin meyve Oziitiiniin A. cepa
kok meristem hiicreleri {izerine antimutajenik etkisi incelendi.

. Allium cepa kok meristem hiicrelerine uygulanan bakir siilfatin MI degerinin
kontrole goére diigmesine neden oldugu goriildi. Ayni kdoklere uygulanan V.
arctostaphylos’tan elde edilen 6ziitin MI degerini kontrol degerine yaklastirarak
iyilestirme yaptig tespit edildi.

. Bakir siilfat uygulanan A. cepa kok meristem hiicrelerinde kromozomal
anormallikler tespit edildi. V. arctostaphylos’tan elde edilen ASY ile muamele
edilen koklerde toplam anormallik oraninin azaldig goriildii.

. Ik defa bu calisma ile V. arctostaphylos’tan elde edilen antosiyanince zengin dziitiin,
bakirin yarattig1 toksik etkiye karsi antimutajenik oldugu tespit edildi. Bu sekilde
genotoksik ¢aligsmalara katki saglandi.

. Elde edilen verilerle V. arctostaphylos’un sahip oldugu antosiyanin igeriginin

antioksidan etkisi ortaya konuldu.



6. ONERILER

Bu ¢alisma ile Dogu Karadeniz’de dogal olarak yayilis gosteren V. arctostaphylos’un
bakira karsi antimutajenik etkisi incelendi. Bu antimutajenik etki hakkinda daha kesin
sonuglara ulagmak i¢in Flow sitometri ve Comet assay gibi test sistemleri kullanilarak daha
fazla g¢aligma yapilmalidir.

Yaban mersininden elde edilen 6ziitiin yararli Ozellikleri daha genis alanda
tanitilmalidir. Yaban mersini agir metallerin gevrede yarattigi kirlilik sonucu olusan tehlikeli
hastaliklarin riskini azaltan fonksiyonel bir yiyecek ve antioksidan kaynagi olarak
sunulmalidir.

Antosiyanin bakimindan zengin ve antimutajenik olan bu bitkinin Karadeniz’de
tarimda alternatif bir {irlin olarak yetistirilmesi tesvik edilmelidir. Bitkinin saglik acisindan
yararli Ozelliklerinden daha fazla insanin faydalanabilmesi icin gida endiistrisindeki
kullanim1 genisletilmelidir. Bu iirliniin tiiketimi daha ucuz ve daha kolay ulasilabilir hale
getirilmelidir.

Bolgemizde dogal olarak yetisen bu bitkinin farmasotik ve kozmetikteki kullanimi

arastirilmalidir.
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