T.C.
ERCIYES UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

ALOE VERA L. JEL EKSTRAKTLARININ,
ALLIUM CEPA L. KOK UCU HUCRELERINDE
MITOTIK INDEKS VE FAZ INDEKSIi UZERINE ETKIiSi

Tezi Hazirlayan

Umut GONEN

Tezi Yoneten
Prof. Dr. Ali irfan iLBAS
Yrd. Do¢. Dr. Mehmet Yasar DADANDI

Biyoloji Anabilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi

Bu calisma, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

FBT-06-23 kodlu proje ile desteklenmistir.

Eyliil 2007
KAYSERI



i

Prof. Dr. Ali Irfan ILBAS ve Yrd. Do¢. Dr. Mehmet Yasar DADANDI danismanliginda, Umut
GONEN tarafindan hazirlanan “Alee vera L. jel ekstraktlarimin, Allium cepa L. kik ucu
hiicreleri iizerinde mitotik indeks ve faz indeksi iizerine etkisi” adli bu ¢aligma, jlirimiz
tarafindan Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

08/10/2007
JURI :
Baskan : Prof. Dr. Ali Irfan ILBAS .5‘1%1“7 /.bM-o/a
Uye : Prof. Dr. Ahmet AKSOY ’7
; /
Uye : Yrd. Do¢. Dr. Mikail AKBULUT X\ MJ:»W
ONAY :

Bu tezin kabulii. Enstiti Yonetim Kurulunun @6/-1‘{/2_0‘@'7‘“ tarih ve
1{9&?:/ .Sﬂ:—.—:gs:sa_\’]h karan ile onaylanmistir.

©b/ il 2097

Prof. Dr. Nusret AYYIL

Enstitii Miidiirii



11

TESEKKUR

Bu tezin hazirlanmasinda benden desteklerini esirgemeyen ve caligmalarimi yonlendiren
cok kiymetli hocalarim Prof. Dr. Ali Irfan ILBAS ve Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet Yasar
DADANDTI’ya; tez calismalarim sirasinda yardimlarini benden esirgemeyen saygideger
hocalarim: Prof. Dr. Nusret AYYILDIZ, Yrd. Dog¢. Dr. Mikail AKBULUT ve Yrd. Dog.
Dr. Abdurrahman AYVAZ’a ve burada ismini yazamadigim Biyoloji Boliimii’ndeki
saygideger biitiin hocalarima; istatiksel analizlerde bana yardimci olan sevgili arkadasim
Salih KARABORKLU’ye ve ayrica calismalarim sirasinda bana her tiirlii laboratuar ve
ara¢ gere¢ kulamim imkanmm sunan Biyoloji Bolim Bagkanligi’na tesekkiirli bir borg

bilirim.

Tezimin bagmdan sonuna kadar maddi manevi destekleri ile her zaman yanimda olan
sevgili aileme, moral kaynagim biricik oglum Umit Yusuf’a ve sevgili esime tesekkiirii bir

borg bilirim.

Bu ¢alismay1 FBT-06-23 kodlu proje ile destekleyen Erciyes Universitesi’ne tesekkiir

etmeyi mutlu bir gorev bilirim.



v

ALOE VERA L. JEL EKSTRAKTLARININ, ALLIUM CEPA L. KOK UCU
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OZET

Bu calismada, Aloe vera L. bitkisinin yapraklarindan elde edilen jel ekstraktlarimin, Allium
cepa L. kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks ve faz indeksleri iizerine etkisi aragtirilmstir.
On calismada ECs, degeri olarak %20 ekstrakt konsantrasyonu belirlenmistir. Aloe vera jel
ekstraktinin degisik konsantrasyonlart (%2, 5, 10, 20 ve 40) 24 ve 48 saat siireyle Allium

cepa kok ucu hiicrelerine uygulanmigtir.

Aloe vera jel ekstrakt uygulamalarinda konsantrasyon artisi ile birlikte, Allium cepa kok
ucu hiicrelerinde mitotik indeks ve ortalama kok uzunlugunda 6nemli bir azalma meydana
gelmistir. Mitotik indeks iizerinde, konsantrasyon artisinin  uygulama siiresinin etkisinden
daha etkili oldugu belirlenmistir. Her iki siirede de (24 ve 48 saat) %40’lik Aloe vera jel
ekstrakti uygulamalarinin sogan kok ucu hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Konsantrasyon ile profaz indeksi arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon;
konsantrasyonla diger faz indeksleri (metafaz, anafaz, telofaz) arasinda ise zayif negatif bir

korelasyon bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Mitotik indeks, faz indeks, Allium cepa, Aloe vera



EFFECTS OF GEL EXTRACTS OF ALOE VERA L. ON MITOTIC INDEX AND
PHASE INDEX OF ROOT TIP CELLS OF ALLIUM CEPA L.

Umut GONEN

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, September 2007
Thesis Supervisors: Prof. Dr. Ali irfan iILBAS
Assist. Prof. Mehmet Yasar DADANDI

ABSTRACT

In the study, effects of gel extracts of Aloe vera L. derived from leaves on mitotic index and
phase index of root tip cells of Allium cepa L. were investigated. In the pre experiment,
20% gel concentration was determined as ECsy. Root tip cells of Allium cepa were
subjected to different concentratinos of Aloe vera gel extract (2, 5, 10, 20 and 40%) for 24
and 48 h.

Increasing the concentration of the Aleo vera gel extract decreased the root length and
mitotic index of the Allium cepa. Concentration effect on mitotic index was more obvious
compared to application period. Cytotoxic effect was determined in both application
periods (24 and 48 h) when 40% Aleo vera gel extract was applied. A strong positive
correlation between Aleo vera gel extract concentration and prophase index and a poor
negative correlation between concentration and other mitotic phases (metaphase, anaphase

and telophase) were determined.

Keywords : Mitotic index, phase index, Allium cepa, Aloe vera
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1. BOLUM

GIRIS

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmalar1 ¢ok eski yillardan beri siiregelmektedir. Diinya
tilkelerinde oldugu gibi, iilkemizde de, deneme yanilma yontemiyle bulunmus halk arasinda
"sifali bitkiler" olarak anilan bir¢ok bitki, hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [1].
Diinya Saglik Teskilati (WHO)'min 91 iilke iizerinde yaptig1 arastirmaya gore, tedavi
amaclh kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20000 civarindadir. Bunlardan 500
kadarinin {iiretiminin yapildigi kaydedilmektedir. Ayrica degisik amaclarla kullanilan
bitkilerin ¢cok az1 farmakopilerde (kodeks) kayitlidir. Ornegin: Tiirk kodeksinde kayith bitki
sayist 140 civarindadir. Halbuki halk arasinda tibbi amacla kullanilan bitki sayis1 ¢cok daha
fazladir [1,2].

Tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerindeki ¢calismalar, 1980’ lerden
itibaren biitiin diinyada artan bir ivme gostermistir [3]. Giiniimiizde mevcut ilaglarin '/,"ii

bitkisel kokenlidir [4].

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmalarindaki temel sorun, milyonlarca insanin bitkilere bu
kadar rahat giivenmesidir. Bu giiven sonucu ortaya cikan bilin¢siz yaygin kullanim, toplum
saghgimm tehlikeye atacak pek c¢ok soruna yol acabilmektedir. Bitkisel iiriinler dogal
olduklar icin siklikla giivenli olarak algilanir. Fakat dogal olan, her zaman giivenli olan
demek degildir. Pek cok bitki yiiksek derecede toksiktir ve diger tamamlayic1 tedavi
yontemleri icinde bitkisel tedavi, yan etki ve toksisite yoniinden cok daha fazla risk tasr.
Bitkiler potent biyoaktif maddeler igerir. Bitkisel iiriinlerin kullanimindan kaynaklanan ¢ok

tehlikeli ve oldiiriicii yan etkiler rapor edilmistir. Bu yan etkiler birka¢ farkli mekanizmay



baglh olabilir. Ornegin: bitkinin dogrudan toksik etkileri, alerjik reaksiyonlar,

kontaminasyona bagl etkiler, ila¢ ve diger bitkilerle olan etkilesimler.

Sonug¢ olarak bitkilerle tedavi tiim diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilmakta
ancak tedavi amaciyla kullanilan bu droglar bazen cok ciddi saglik sorunlarina da yol

acabilmektedir [5].

Bu calismada, tilkemizde son yillarda kullanimi giderek artan [6], bir¢ok iiriinle karsimiza
cikan ve bir zamanlar tartigmalara giindem olan Aloe vera L. bitkisinin yapraginin jel
kismindan elde edilen ekstraktin, Allium cepa L. kdk ucu hiicrelerinde mitotik indeks ve

faz indeks iizerine etkisi arastirilmistir.



2. BOLUM

GENEL BiLGILER

2.1. Aloe vera L.

Aloe cinsi, Liliaceae (zambakgiller) ailesinin bir tiyesidir. Aloe vera L. (sinonimi, Aloe
barbadensis Miller), sahip oldugu o6zellikleriyle kaktiisii animsatan ¢ok yillik sukkulent bir
bitkidir [7]. Tarihi kanitlar, Aloe vera’nin orijininin sicak ve kurak iklime sahip giiney ve
dogu Afrika oldugunu gostermektedir. Daha sonraki zamanlarda Kuzey Afrika, Arap

Yarimadasi, Cin ve Akdeniz Bolgesi gibi alanlarda da yayilis gostermeye baslamigtir [8].

Aloe vera’nin modern klinikteki kullanimi 1920’11 yillarda baglamistir [9]. Fakat bu bitki
yiizyillardir insanlar tarafindan tedavi amach kullanilmaktadir [10]. Cok eski Misir
papiruslarinda ve Mezopotamya kil tabletlerinde Aloe vera’nmin, enfeksiyonlarin
tedavisinde, cilt problemlerinin giderilmesinde ve ayrica miishil olarak kullanildigina dair

bilgiler yer almaktadir [11].

Latince’de "vera" kelimesi, "gercek, hakiki" anlamina gelmektedir. Bitkinin Tiirkce adi ise
"sarisabir” dir ve "sar1 kilic" anlamina gelmektedir. Cicek sap1, 150 cm yiikseklige kadar
uzayabilir, iizerinde boru seklinde, sar1 renkli salkim ¢icekler olusur. Sarisabirin ¢icekleri
kisir oldugundan iiretimi, yandan verdigi yavrularin ayrilmasi ile gerceklestirilir. Bitkiler
genelde 12-16 yapraklidir, yasam siiresi 12 yil dolayindadir. Bitki 4 yasmna geldiginde,
eriskin hale geldigi kabul edilir, yaprak boyu 60-90 cm’ye erisir. Bitkinin yapraklar1 da

icerigi bakimindan, tibbi amag veya kozmetik sanayinde kullanilacak en yiiksek kaliteye



ulagir. Tibbi amacgla kullanmak icin en distaki, biiylik yapraklar, senede 2-3 defa kesilir.
Bitkinin kendini ¢ok cabuk iyilestirme Ozelligi vardir. Yapragin kesildigi yerde olusan
yaralar, cok kisa siirede bir film tabakasi ile kaplanir ve yaradan sivi kaybi Onlenir.
Sarisabirin, 0°C altinda yapraklar1 zarar goriir, -4°C altinda genelde 6lim meydana gelir.
Ticari olarak sarisabir yetistiriciligi yapilacaksa, sicakligin hicbir zaman 0°C’ye
diismemesine dikkat edilmelidir. Topragin gecirgen olmadigi veya ¢ok nemli ortamlarda,
bitki daha yiiksek derecelerde de zarar gorebilir. ideal olarak gecirgenligi iyi bir toprak ve
bol giines geligsmesi i¢in sarttir [12].

Sekil 2.1. Aloe vera L. bitkisinin genel goriinimii [12].

Sarisabir yapraklarinin farklh kimyasal kompoziyona sahip lateks ve jel olmak iizere iki
farkli kismi vardir. Lateks kismi perisiklik hiicrelerden, jel kismi ise parenkima

hiicrelerinden elde edilir [13].

Sarisabir jeli, vitaminler, mineraller, enzimler, organik asitler v.b. dahil ¢esitli biyolojik ve
iyilestirici Ozellige sahip 200’tin {iizerinde bilesik igcermektedir [14]. Sarisabirin jel
kismindaki etken maddelerin antiinflamator [15], antioksidant [16], immiinomodiiletor

[17], antidiabetik [18], antiproliferatif [14], yaralar1 iyi edici [19] ve antimikrobiyal etkileri



[20] bildirilmistir. Tekin ve arkadaslari [6], yapilmus farkli ¢alismalara [21-23] atifta
bulunarak yararl etkilerinin yanisira, Aloe vera jelinin in vitro olarak insan tiimor hiicreleri
ile beraber normal hiicrelere de sitotoksik etkisi oldugunu rapor etmisler ve ayrica bu
sitotoksiteden jelde bulunan aloin gibi diisiik molekiiler agirhikli maddelerin sorumlu
tutulabilecegini belirtmislerdir. Aloe vera jelinin ¢ok diisik miktarda icerdigi fenolik
bilesiklerin [24], yine jelde bulunan lektin benzeri glikoproteinlerin proliferatif etkisini
azaltict etkiye sahip oldugu bildirilmistir [25]. Ayrica jelden izole edilen bir madde olan
veracylglucan B (C;6H2cO;5)’nin in vitro ¢alismada, fibroblast kiiltiirii izerinde 6nemli

antiprolifertaif (sitotoksik) bir etki gosterdigi ortaya konmustur [14].

2.2. Allium test

Bu test, 1938 yilinda Levan adli arastirict tarafindan gelistirilmistir. Test materyali olarak
kullanilan Allium cepa L. (mutfak sogani)’dan, c¢ok rahat kok wucu preparatlar
hazirlanabilmektedir. Mutfak sogani: kromozom sayisinin az olmasi; kromozomlarinin
biiyiik, kolay gozlemlenebilir ve kolay boyanabilir olmasi; kisa zamanda ve hizli sonuclar
vermesi; cok sayida mitotik hiicre icermesi ve ekonomik olmasi nedeniyle Allium test
onemli avantajlara sahiptir [26,27]. Bu nedenle, mitoz boliinme iizerine fiziksel ve
kimyasal mutajenlerin, kirletici etkenlerin, bitki ekstraktlar1 ve benzer etkin maddelerin
sitogenetik etkilerinin arastirilmasinda uzun yillardir cesitli arastiricilar tarafindan test
materyali olarak kullanilmaktadir. Allium testinin, memeli test sistemleri ile benzer sonuglar

verdigi bildirilmektedir [28-30].

2.3. Bitki Ekstraktlar1 ve Sitogenetik Etkileri ile Tlgili Literatiir

Hiicre boliinmesi makromolekiiler diizeyde karmasik bir takim biyokimyasal olaylari ihtiva
eden ve birbirini izleyen ¢esitli islemler sonucu gerceklesmektedir. Canlilarin biiyiime ve

gelismesi, bu canlilari olusturan hiicrelerin diizenli biiyiime ve cogalmasina baghdir [31].

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarda bulunan bazi bilesikler, sitotoksik, mutajenik veya
antimutajenik etkiye sahiptir [32,33] ve bu 6zelliklerinden dolay1 da bitki ekstraktlar ile

bircok sitogenetik calisma yapilmistir ve muhtemelen yapilmaya da devam edilecektir.



Asagida bazi bitki ekstraktlarinin sitogenetik etkileri ile ilgili yapilmis caligmalardan

birkag1 kisaca 6zetlenecektir.

Gadano ve arkadaslar1 [34], Chenopodium multifidum L. ekstraktlarinin insan lenfosit
kiiltirti iizerine sitogenetik etkisini arastirmislar ve Chenopodium multifidum L.
ekstraktlarinin lenfositler iizerinde mitotik indeksi azaltici ve genotoksik bir etki

gosterdigini ortaya koymuslardir.

Ozmen ve Siimer [35], Melia azadirachta (Azadirachta indica) ekstraktlarinin, mutfak
sogan1 kok ucu hiicreleri lizerinde mitotik indeksi onemli bir sekilde diisiiriicii etkide

bulundugunu, kromozom ve mitotik anormalliklere neden oldugunu ortaya koymuslardir.

Adam ve Farah [36], Vicia faba iizerinde, tibbi bir bitki olan Cymbopogon proximus’un
sulu ekstraktlarinin sitolojik etkilerini incelemislerdir. 4 saatlik uygulamada kok ucu
hiicrelerinde gozlemlenen mitotik indeksteki diisiisiin 6nemli olmadigini, 48 saatlik
uygulamada ise mitotik indeksteki diislisiin 6nemli oldugunu belirterek, anormalligin
uygulamanin siiresi ve konsantrasyonun artist ile dogru orantili olarak arttigin

bildirmislerdir.

Saenz ve arkadaglar1 [37], Agave intermixta L. ve Cissus sicyoides L. ekstraktlarinin mutfak
sogan1 kok ucu hiicreleri {izerine etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar bu iki bitkiden elde
ettikleri ekstraktlari, hem ayr1 ayri hem de birlikte kombinasyonlu olarak mutfak sogani
kok wucu hiicreleri {izerine uygulandiklarinda, ekstraktlarin mitoz bdliinme iizerine
baskilayici bir etkide bulundugunu ortaya koymuslardir. Bu etki, uygulamanin siiresiyle

birlikte dogru orantil1 olarak artmustir.

Shukla ve Pankaj [38], Allium sativum’un antimutajenik etkisini arastirmiglardir. Bunun
icin 1yi bilinen bir mutajen olan Cyclophosphamide (CP) 25 mg/kg olacak sekilde ve
degisik konsantrasyonlarda Allium sativum ekstraktlar birlikte Isvicre albino farelerine
enjekte edilmistir. Farelerden alinan sonuglar, Allium sativum ekstraktlarinin,
Cyclophosphamide mutajenine karsi iyi bir kimyasal koruyucu oldugunu, onun sitogenetik

zararmi en aza indirdigini ortaya koymustur.



Abderrahman [39], Peganum harmala ekstraktlarinin mutfak sogani kok ucu hiicreleri
lizerine etkisini arastirmigtir. Arastirici, Peganum harmala ekstrakti ile muamele edilen
mutfak sogani1 kok ucu hiicrelerinde, kontrol grubuna gére mitotik indeksin 6nemli derede
diisiik ciktigin1 ortaya koymustur. Uygulama siiresindeki artisla birlikte MI’deki diisiis daha

da belirginlesmistir.

Knoll ve arkadaslar1 [40], Pterocaulon polystachyum DC. bitkisine ait altt farkh
populasyondan topladigi orneklerden elde ettigi yaprak ekstraktlarini 24 saat siireyle
mutfak soganm1 kok wucu hiicrelerine degisik konsantrasyonlarda uygulamislar ve
ekstraktlarin sitotoksik ve anti-proliferatif etki gosterdiklerini ve buradan hareketle bu

bitkinin terapatik bir potansiyele sahip olabilecegini ortaya koymuslardir.

Celik ve Aslantiirk [41], Plantago lanceolata’nin sulu ekstraktlarinin mutfak sogani kok
ucu hiicrelerine etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, bu bitkinin sulu eksratktlarinin

antimitotik ve antigenotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Farid ve arkadaslar [42], Gossypium barbadense L. var. Giza 86’min kokiinden izole
ettikleri Gossypol ve Gossypolone isimli maddelerin mutfak sogan1 kok ucu hiicrelerinde
anti mitotik etkilerini arastirmiglar ve bu maddelerin kok biiyiimesi iizerinde hiicre

boliinmesini azaltici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Dilsiz ve arkadaslar1 [43], Nigella sativa tohumlarinin etanol ile elde edilen ekstraktlarinin

antitimor etki gosterdigini ortaya koymuslardir.

Bal [44], iki tibbi bitki: Datura stramonium L. ve Ureginea maritima bitkilerinden elde
ettigi ekstraktlarin, mutfak sogan1 kok ucu mitozu iizerinde sitolojik etkilerini aragtirmistir.
Datura stramonium L. ekstraktina tabi tutulan koklerde, muamele siiresi ve
konsantrasyonun artis1 ile mitotik indeks derece derece azalirken, toplam anormallik
yiizdesinin arttigim1 ortaya koymustur. Ayrica arastirici tarafindan, Ureginea maritima
eksraktinin etkisi ise, iyilesme ve uzun siireli (24 saat) deneylerde toksisite meydana

getirdiginden letal olarak degerlendirilmistir.



Shehab, Hakem ve Abu-El-Kheir [45], Achillea frograntissima’dan elde ettikleri sulu
ekstraktlar ile Vicia faba ve mutfak sogami koklerine muamelede bulunmuslardir. A.
frograntissima ekstraktinin kok ucu hiicreleri iizerinde giiclii bir antimitotik etkiye sahip
oldugunu ama bu etkinin letal olmadigim ve uygulamalarin hemen hepsinde profaz

birikiminin meydana geldigini ifade etmislerdir.
2.4. Mitoz Boliinme

Viicut ve esey hiicrelerinde goriiliir. Mitoz boliinme sonucu kromozom sayisi degismez.
Boliinme sonucunda aymi Ozellikle iki yavru meydana gelir. Mitoz bdliinme kalitsal
devamliligr saglar. Cok hiicrelilerde biiylime ve rejenerasyonu saglarken tek hiicrelilerde
tiremeyi saglar. Mitoz boliinme sonucu olusan iki hiicre kalitsal madde (¢ekirdek materyali)
bakimindan 6zdestir. Boylece kusaklar boyu hiicrelerin kromozom sayisi ve diizeninin sabit
kalmas1 yani belli bir tiiriin genetik yapisinin siirekliligi saglanmis olur. Mitoz boliinme hizi
canlidan canliya degistigi gibi aym: canlimin farkli doku hiicrelerinde de degisiklikler
gosterir. Mitoz hiz1 canlilarin gen¢ donemlerinde hizhidir. Gelisme tamamlandiktan sonra
boliinme hizi da yavaslar ve belli bir siire sonra sabit hizda devam eder. Yaslaninca mitoz
hiz1 da yavaslar. Okaryot hiicrelerde hiicre boliinmesi cekirdek ve sitoplazma boliinmeleri
seklinde meydana gelir. Mitoz boliinme genel olarak 3 asamada gerceklesir:

1. Interfaz

2. Cekirdek boliinmesi

3. Sitoplazma boliinmesi
2.4.1. interfaz (Hazirhik Evresi)

Boliinme oncesinde goriiliir. Hiicre boliindiikten sonra ikinci kez boliinmesi baslayincaya
kadar gecen evredir. ATP sentezi, replikasyon, protein sentezi ve metabolik faaliyetlerde

artis gozlenir. Hiicre boliinme mesajini alinca boliinme hazirliklarinin yapildigi evredir.



2.4.2. Karyokinez (Cekirdek Boliinmesi)

Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz evrelerinden ibarettir. Bu siirecte ¢ekirdek tam olarak

esini olusturur.
2.4.2.1. Profaz

Interfazda gozle goriilmeyecek sekilde olan kromozomlar sentromerlerinden birbirine
yapisik iki kromatitli hale gelirler. Bunlara kardes kromatid denir. Profaz sonuna dogru
sentriollerin zit kutuplara cekilmesi tamamlanir. Ig iplikleri olusur. Bitki hiicrelerinde ig
ipliklerinin olusmas1 hayvansal hiicrelerden farklidir. Ig iplikleri sitoplazma ipliklerinden

olusurlar. Cekirdek¢ik ve ¢ekirdek zar1 kaybolur.

2.4.2.2. Metafaz

Kromozomlar hiicrenin ekvatoral diizlem denilen orta diizlemine yerlesirler. Kisa ve kalin
bir hal alirlar (boyanir ve goriiliirler). Kromozomlar1 gézlemek icin en uygun safha
metafazdir. Iki kromatitli kromozomlar sentromerlerinden ig ipliklerine baglanirlar.

Sentromerin boliinmesiyle kromatitler birbirinden ayrilirlar

2.4.2.3.Anafaz

Sentromerlerin  boliinmesiyle birbirinden ayrilan kardes kromatitler, V seklinde

sentromerleri 6nde olacak sekilde zit kutuplara cekilirler.

2.4.2.4. Telofaz

Kromozomlarin hiicrenin iki z1t kutbunda toplanmasiyla baglar. Kromozomlarin ¢evresinde
cekirdek zari, cekirdek¢ik yeniden olusur. Kromozomlar uzun iplikler haline gecerek

kromatin yumak haline gelirler. Ig iplikleri kaybolur.
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2.4.3. Sitokinez (Sitoplazma Boliinmesi)

Bitki ve hayvan hiicrelerinde farlilik gosterir. Hayvan hiicrelerinde hiicre zarinin distan ice
dogru bogumlanmasiyla, bitki hiicrelerinde iki ¢ekirdek arasinda hiicre plagi (ara bélme)

olusarak sitoplazma boliiniir. Ara bolme ¢epere dogru ilerleyerek sitoplazmay1 boler.

2.4.4. Mitozun Siiresi

Mitoz devresinin siiresi ¢ok degisik olabilir. Olayin tamamlanmas: 5-10 dakika gibi cok
kisa bir siirede olabilecegi gibi birkag saat de siirebilir. Organizmanin fizyolojik durumunun
yani sira, 1s1 gibi dig faktorlerde mitoz siiresini etkileyebilir. Ayrica organizmanin ¢esitli

dokularinda da mitoz farkli siirelerde tamamlanir.

Mitoz siiresini tam olarak tespit etmek icin profazin baslangicini iyi tespit etmek gerekir.

Profaz daima mitozun en uzun safhasidir [46].

2.4.5. Mitotik indeks

Ayni cins hiicrelerden olusan bir hiicre populasyonundaki biitiin hiicrelerin, hiicre siklusu
stireleri tam olarak ayni degildir. Bir¢ok degisik ve karmasik faktorlere bagli olarak, bu
hiicrelerin hiicre siklusu siireleri arasinda oldukga biiyiik varyasyonlara rastlanir. Bir hiicre
populasyonundaki hiicrelerin hiicre sikluslar1 ile ilgili kantitatif verilerin elde edilmesi
amaci ile cesitli ol¢iimler yapilabilir. Bunlardan birisi de, populasyondaki mitoz boliinme
yapan hiicrelerin sayisinin saptanmasi ve bu saymin tim hiicrelere oraninin
hesaplanmasidir. Bu degere mitotik indeks (MI) adi verilir. Eger bir populasyondaki
hiicrelerin tiimiiniin boliindiigiinii, hepsinin ayn1 hiicre siklusu siiresine sahip oldugunu ve
biitiin hiicrelerin hiicre siklusunun cesitli fazlarina homojen olarak dagildigimi diisiiniirsek,
mitotik indeks degerinden, Mitotik indeks (MI) = Ty / Tc esitligini cikarabiliriz. Burada,

Ty mitoz fazinin siiresini, T ise, hiicre siklusunun toplam siiresini belirtmektedir [47].
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Genelde tiim bitki hiicrelerinden metafazlar elde edilebilirse de, elde edilmesinin kolay ve
giivenli olmast nedeniyle kok ucu meristem hiicreleri, iyi bir mitotik indeks elde

edilebilmesi icin daha uygun olmaktadir [48].



3. BOLUM

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Test materyali

Arastirmada test materyali olarak ticari amach satilan Allium cepa L. (mutfak sogani)
(2n=16) kullanilmistir. Avantajli yonlere [26-30] sahip bu test, bir¢ok sitogenetik ¢alismada
oldugu gibi bu ¢alismada da kullanilmagtir.

3.1.2. Ekstrakt Bitkisi

Yaprak yiiksekligi minimum 60 cm olan 10 adet saks1 Aloe vera L.(sar1sabir) bitkisi kisisel
goriismeler yoluyla bitkinin yetistiriciligini yapan 6zel bir firmadan (Dr. Ragip ESENER,
Palmiye Merkezi, P.K. 33, 48800, Koycegiz, Mugla) temin edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1 Bitki Ekstraktinin, Gerekli Cozeltilerin ve Boyanin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

5 adet sarisabir yaprag: yikandi, kuruland: ve bicakla uzunlamasina ikiye ayrildi. Jel kismi
bir kasik yarimiyla yapraktan kazindi. Jel, 1:1 oraninda dH,O ile sulandirildi. Karigim bir
elektrikli blendir ile 2 dk. homojenize edildikten sonra bir gece +4°C’de bekletildi. Ertesi
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giin tiilbentten siiziildii ve bu sekilde %50’lik sarisabir yaprak jel ekstrakti elde edilmis
oldu [49].

3.2.1.2. Calismada Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi [48]

% X’lik sarisabir jel ekstraktinin hazirlanmasi (100 ml): Stok jel ekstrakttan 2X ml
alinarak tizeri dH,O ile 100 ml’ye tamamlanir.

X: Konsantrasyon degerini ifade etmektedir.

1 N HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi (25ml): 2,1 ml dH,O iizerine 22,9 ml %37’lik saf
HCI eklenir.

%45’lik Glasial Asetik Asitin Hazirlanmasi (100 ml): 55 ml dH,O iizerine 45 ml
%100’1iik saf glasial asetik asit eklenir.

%70’lik Etil Alkoliin Hazirlanmasi (100 ml): %96’lik etil alkolden 72,9 ml alinir ve

tizeri dH,O ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.2.1.3. Aseto-orsein Boyasimin Hazirlanmasi

55 ml dH,0 ile 45 ml glasial asetik asit karistirilir.

Karisim 10 dakika 1sitilarak kaynatilir.

Kaynama igsleminden sonra 2 g toz orcein karisima yavas yavas ilave edilir.
10 dakika 1sitma ve karistirma islemine devam edilir.

Boya sogutulur ve siiziiliir.

Hazirlanan boya buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilir.

3.2.2. Test Materyalinin Hazirlanmasi

Testlerde kullanilacak soganlarin birbirine esit Ol¢iilerde olmasina 6zen gosterilmistir.
Testlerde yaklasik 19-22 mm ¢apinda ve 3—4 g agirhiginda soganlar kullanilmigtir. Test
denemelerinden hemen Once soganlar akan su altinda bir siire yikanmis, tabana yakin
dis kabuklar soyulmus ve kok primordiyalarina zarar vermemeye 6zen gosterilerek

kurumus kok kalintilar1 uzaklastirilmaya calisilmistir [27,50].
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3.2.3. Etkili Konsantrasyon (ECso) Degerinin ve Uygulanacak Test Konsantrasyon

Degerlerinin Tespiti

Sarisabir jel ekstraktinin sitogenetik etkilerinin incelenmesinde kullanilacak test
konsantrasyonlarinin seciminde, hareket noktamiz olacak olan ECsy (kok uzama
miktarin1 kontrole gore %50 oraninda azaltan konsantrasyon) degerini bulmak igin
Allium kok biiylime inhibisyonu testi ve Allium test prosediirii [27,50] modifiye edilerek

kullanilmustir.

Bu amagla kontrol ve her bir deneme grubu i¢in 6’sar tane (19-22 mm; 3—4 g) sogan
kullanilmistir. dH,O’da, 24 saat boyunca bekletilen soganlardan, homojen kok uzamasi
gosteren soganlar, dH,O (kontrol) ve sarisabir ekstraktlarinin (%5, 10, 15, 20, 25, 30)
farkli konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz birakilmistir. Her 24 saatte bir, test
cozeltileri ve dH,O degistirilmistir. Denemeler, laboratuarin direkt giines 15181 almayan

boliimiinde ve oda sicakliginda (21+2°C) gerceklestirilmistir.

Denemeler sonucunda, kontrol ve farkli ekstrakt konsantrasyonlarina ait 6 sogandan en
zayif kok gelisimi gostereni diskalifiye edilmis, Olglimler diger 5 sogan iizerinden
yapilmustir. Olgiimlerde her bir gruptaki her bir soganm en iyi gelisim gosteren 10 kokii
Olciilerek (her bir grup icin = 5 sogan x 10 kok = 50 kok), o gruba ait ortalama kok

uzunlugu degeri hesaplanmustir.

Kontrol grubuna gore kok uzunlugunun yaklasik %50 (%50,89) azaldig1 konsantrasyon
olarak, %?20’lik konsantrasyon grubu belirlenmistir. Buna gore bu calismada ECs

degerimiz %20’lik ekstrakt konsantrasyonudur.

3.2.4. Mitotik indeks ve Faz indekslerinin Test Edilmesi

Mutfak sogani kok ucu hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin 24 saat oldugu bilgisi dikkate
almarak, MI ve faz indekslerinin arastirilmasinda art arda iki hiicresel dongii
gerceklesecek sekilde [27,50] 24 ve 48 saatlik ekstrakt uygulamasi secilmistir. dH,O’da
48 saat siireyle cimlendirilen soganlardan homojen kok uzamasi gosterenler, 24 ve 48

saat siireyle %40, %20, %10, %5 ve %?2’lik sarisabir jel ekstrakti konsantrasyonlarina
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(ECsp degerinin iki kati, ECsy degeri ve ECsy degerinin %50’si %25°1 ve %10’u olacak
sekilde) maruz birakilmistir [27,51]. Her bir uygulama ve kontrol grubu icin 6’sar
sogan kullanilmistir. Kullanilan c¢ozeltiler ve dH,O, her 24 saatte bir degistirilmistir.
Uygulamalar sonunda her bir grup icin en zayif kok gelisimi gOsteren bir sogan
diskalifiye edilmis ve fiksasyon, boyama, preparasyon islemleri i¢in kalan bes soganin
kok ucundan ornekler alinmistir. Mutfak sogan1 kok ucu hiicrelerinde en yiiksek mitoz
sikliginin sabah 6:00 ile 9:00 arasinda elde edildigi bilgisi [50, 52] dikkate alinarak,
testin baslatilmasi ve kok ucu oOrneklerinin alinmasi saat 7:00 ile 8:00 arasinda

gerceklestirilmigtir.

3.2.5. Fiksasyon

Materyalleri saklamak amaciyla daha onceden temin edilen agzi siki kapanabilen poz
kutular1, steril edilerek iizerlerine uygun biiyiikliikte etiketler yapistirllmistir. Her bir
uygulama siiresi sonunda, her bir sogandan en az 5 tane olmak {iizere kok ucunda
itibaren, 1-2 cm uzunlugunda alinan materyaller, icinde glasial asetik asit bulunduran
poz kutularina atilmis ve kok ucglart bu asit icerisinde oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir (bununla, fiksatifimiz olan glasial asetik asitin, hiicrelerin i¢ine hizli bir
sekilde girmesi, hiicrenin hayat seyrini birdenbire sona erdirmesi ve bdylece
kromozomlarin bitkinin hayattaki durumuna miimkiin oldugu kadar yakin olmasi
amaclanmustir). Bu siirenin sonunda kok uglart %70’1ik etil alkolde beser dakika siire ile
iki defa yikanmis ve %70’lik etil alkolle doldurulan, ait olduklart etiketli kutulara
konulmustur. Bu kutularin agizlar1 sikica kapatilarak, igindeki alkoliin ugmasini
engellemek icin stre¢ film ile kapak kenarlar1 sarilmistir. Materyaller bu islemlerin

sonunda ¢alisma yapilana kadar +4°C’de calisan buzdolabinda muhafaza edilmistir.



16

3.2.6. Hidroliz

Hidroliz, kok ucu meristem dokularinin hiicrelerini birbirlerinden ayirip, onlarin daha
1yl gozlenebilmesi bakimindan 6nemli bir islemdir. Hidroliz i¢in zaman, sicaklik
derecesi ve hidrolizde kullanilan HCIl’in konsantrasyonu énemlidir [48]. Bu nedenle kok
uclari, boyama islemine gecilmeden 6nce, 1 N HCI icerisinde 3 dakika bekletilerek

hidroliz edilmistir [53].

3.2.7. Boyama

Hidroliz asamasim takiben, kutulardaki asitler siiziiliip, HCl’in etkisini durdurmak icin
kok uglart tizerine dH,O konmustur. 5 dakika bekledikten sonra kok uclart ince uglu bir
pens yardimiyla dikkatlice kurutma kagidinin {iizerine alinmis, boylece fazla su
giderilmistir. Kok uglar1 iizerlerini ortecek kadar %?2’lik asetoorsein boyasinin igine
alinmis, 30 dakika ile 1 saat arasinda kok uglar1 bu boya i¢inde bekletilerek, kok ucu

hiicrelerinin boyanmasi saglanmistir [53].

3.2.8. Mikroskop incelemesi icin Preparatlarin Hazirlanmasi

Her bir uygulama grubu icin, MI ve faz indeksi hesaplamalarinda kullanilmak iizere,
5’er sogandan birer kok ucu kullanilarak 5 preparat hazirlanmistir (toplamda: 6

konsantrasyon x 2 siire = 12 grup; 12 grup x 5 preparat = 60 preparat).

Boyadan cikarilan kok ucu lam iizerine alinmis, fazla boyayr almak icin kok ucu iizerine
bir damla %45°lik asetik asit damlatilmis ve hemen devaminda asit kurutma kagidiyla
emdirilmigtir. Kok ucu iizerine %45°lik asetik asitten bir damla daha damlatilmis, kok
ucunun 1-2 mm’lik u¢c kismu kesilerek alinmig, kesilen kok ucu keskin bir jilet
yardimiyla kiiciik pargalara ayrilmistir. Par¢alama islemini kolaylastirmak i¢in kuruyan
bolgelere az miktarda %45°lik asetik asit damlatilmistir. Kok ucu pargaciklart lam
tizerinde kalan asetik asit ile karistirilarak parcaciklar lam iizerinde iyice dagitilmis ve
parcaciklarin {izerine lamel kapatilmistir. Preparatta dagilmanin homojen olabilmesi i¢in

bir kursun kalemin arkasi ile dagilmayan bolgelere hafif hafif vurulmustur. Bu islem
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yapilirken lamelin kaydirilmamasina 6zen gosterilmistir. Lamelin iizerine 5x5 cm ebatta
kesilmis kurutma kagidi konularak, bas parmakla lamelin iizerine hafifce bastirilmistir.
Hem boylece lamel disina tasan fazla sivi alinmis, hem de hiicrelerin daha iyi dagilmasi

saglanmistir.

3.2.9. incelenen Sitogenetik Karakterler

Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenerek sitogenetik degerlendirme yapilmistir.
Sitogenetik degerlendirme igin, preparatlardaki Mi ve faz indeks oranlar1 belirlenmistir.
MI ve faz indeks degerlendirilmesinde her bir preparat icin ortalama 100 hiicreden
olusan 10 farkli tesadiifii alan (hiicre toplulugu) sayilmistir. Bu alanlardaki toplam
hiicre, profazdaki hiicre, metafazdaki hiicre, anafazdaki hiicre ve telofazdaki hiicre

sayis1 ayr1 ayrt kaydedilmistir.

Sekil 3.1. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde interfaz (I) ve diger mitotik fazlar

(P: profaz, M: metafaz, A: anafaz, T: telofaz)

MI hesaplamasinda, Mi = mitotik hiicre sayis1 x 100/toplam hiicre sayis1 formiiliiyle
belirlenmistir. Fazlara ait indeks hesaplamasi ise, ilgili fazdaki hiicre sayis1 x 100/

toplam mitotik hiicre sayis1 seklinde bulunmustur.
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3.2.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilere, SPSS v. 15.0 paket programi kullanilarak istatistiki analizler
(varyans analizil(ANOVA), korelasyon ve regresyon analizi) uygulanmustir. Veri
ortalamalar1 arasindaki Onemli diizeydeki (P<0,05) farkliliklar ise Duncan Coklu

Karsilastirma Testi ile belirlenmistir.



4. BOLUM

BULGULAR

4.1. Allium Kok Biiyiime inhibisyonu Testi

Aloe vera L.(sarisabir) jel ekstraktinin ECsy degerini belirlemek amaciyla yapilan kok
biiylime inhibisyonu testinde, stok ekstrakttan hazirlanan %S5, 10, 15, 20, 25, 30’luk
konsantrasyon serisi kullamilmistir. dH,O’da, 24 saat boyunca c¢imlendirilen
soganlardan, homojen kok uzamasi gosteren soganlar, dH,O (kontrol) ve sarisabir jel
ekstraktlarimin (% 5, 10, 15, 20, 25, 30) farkli konsantrasyonlarina 96 saat siireyle
maruz birakilmistir. Allium cepa L.(mutfak sogani) kok biiyiimesinin, ekstrakt
konsantrasyonlarina karst vermis oldugu tepkiler Sekil 4.1 ve Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Mutfak soganinda kok biiylimesini yaklasik olarak %50 (% 50,89)
oraninda inhibe eden, % 20’lik sarisabir jel ekstrakt konsantrasyonu ECsy degeri olarak
belirlenmistir. Bu nedenle mitotik indeks ve faz indeksi arastirmasi i¢in uygulamada
kullanilacak ekstrakt konsantrasyonlari: ECsy degerinin iki kati, ECsy degeri ve ECs

degerinin %50’si, %25’1 ve %10’u olacak sekilde planlanmistir [27,50,51].

Sarisabir jel ekstrakt uygulamalarinda ortalama kok uzunlugu, kontrole nazaran 6nemli
derecede (P<0,05) azalmistir. Tiim konsantrasyon uygulamalarina ait kok uzunlugu
(cm) ortalamalari, uygulanan jel konsantrasyonu ile ortalama kdk uzunlugu arasinda ¢ok
kuvvetli negatif bir korelasyonun (r = -0,946) oldugunu ortaya koymustur (P<0,01).
Kontrol grubu ile %35 ekstrakt uygulama grubunun kok uzunlugu ortalamalar1 arasindaki

fark istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Aloe vera jel ekstraktlarinin, Allium cepa kok uzamasi ilizerine etkisi

Uygulanan Ortalama kok Kontrole gore Kontrole gore
Konsantrasyon  uzunlugu (cm) kok uzunlugu azalma
(%) X + SH** (%) (%)
0 5,18 + o011 a* 100,00 -
5 498 + 017 a 96,29 3,71
10 4,12 &+ 021 b 79,52 20,48
15 3,56 + 015 ¢ 68,86 31,14
20 254 + 014 d 49,11 50,89
25 2,17 + 009 de 41,92 58,08
30 1,82 + 007 e 35,16 64,84

*Stundaki farkli harfler, Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore ortalamalar
arasindaki farkin 6nemli diizeyde oldugunu ifade etmektedir (P<0,05).
* *#X 4+ SH = Ortalama + Standart Hata
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—&— Kontrole Gore Ortalama Kok Uzunlugu(%)

Sekil 4.1. Allium kok biiyiime inhibisyonu testine gore, Aloe vera jel
ekstraktinin ECsy degerinin belirlenmesi (ECsy degeri: %20’°lik
ekstrakt konsantrasyonu olarak belirlenmistir.)
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4.2. Sarisabir Jel Ekstraktlarimin Mutfak Sogan1 Kok Ucu Hiicrelerinde Mitotik
indeks (Mi) Uzerine Etkisi

Bu calismada, sarisabir jel ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (%2, 5, 10, 20, 40)
ve bu konsantrasyonlara maruz kalma siiresinin (24 ve 48 saat) mutfak sogani kok ucu

hiicrelerinde MI ve faz indekslerinin oranlari iizerine etkisi arastirilmstir.

Kontrol grubu ve jel ekstraktinin tiim uygulama (24 saat % 2’lik ekstrakt uygulamasi
hari¢) sekillerine ait MI (%) ortalamalari, konsantrasyon artisi ile MI’in 6nemli
(P<0,01) diizeyde diistiigiinii ve ayrica konsantrasyon ile Mi arasinda cok kuvvetli
negatif bir korelasyonun (r = - 0,902) oldugunu ortaya koymustur (Tablo 4.2, Sekil 4.2
ve Tablo 4.3). Yani konsantrasyon artis1 ile birlikte, Mi ters orantili olarak azalis
gostermistir. Siire ile MI arasinda ise ¢ok zayif (r = - 0,062) korelasyon bulunmustur

(P>0,05).

24 saatlik uygulamalarda en yiiksek MI ortalamalar1 %9,31 ile %2 ekstrakt uygulamasi
ve %9,29 ile kontrol grubunda goriilmiistiir. En diisiik MI ortalamasi ise %4,14 ile
%40’ ik ekstrakt uygulamasinda goriilmiistiir. 48 saatlik uygulamalarda en yiiksek Mi
ortalamasi: %9,07 ile kontrol grubu; en diisiik M1 ortalamasi ise: %3,72 ile %40’lik
ekstrakt uygulamasinda goriilmiistiir. 24 saatlik tiim uygulamalar icin MI ortalamasi
%7,72; 48 saatlik tiim uygulamalar icin MI %7,35 seklinde gerceklesmistir. 48 ve 24
saat MI ortalamalar1 arasindaki fark 6nemli diizeyde degildir (Tablo 4.2).

Kontrol grubunda 24 saat ve 48 saatlik uygulamalarda Mi oranlar1 %7,61 ile %10,56
arasinda siralanmistir. 24 ve 48 saatlik tiim uygulamalar i¢in MI ortalamalar1 sirasiyla
%9,29 ve %9,07 seklinde gerceklesmistir. Kontrol grubunda 48 saatlik uygulamada M,

24 saatlik uygulamaya gore ~%?2,3 oraninda azalmstir.

%2’lik ekstrakt ile 24 ve 48 saatlik uygulamalarda MI oranlar1 %7,59 ile %10,14
arasinda siralanmustir. %2’lik ekstrakt ile 24 saatlik uygulamada MI, kontrol grubunun
24 saatlik uygulamasindaki Mi’e gore ¢ok diisiik bir oranda (%0,21) yiiksek cikmustir.
%2’lik ekstraktin 48 saatlik uygulamasinda, 24 saatlik uygulamaya gére Mi ~%4,6

oraninda diisme gostermistir (P>0,05).
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%5’lik ekstrakt ile 24 ve 48 saatlik uygulamalarda MI oranlar1 %7,93 ile %9,78
arasinda siralanmistir.  %5°lik  ekstraktin 48 saatlik uygulamasinda, 24 saatlik

uygulamaya gore Mi ~%0,9 oraninda artma gostermistir (P>0,05).

%10’luk ekstrakt ile 24 ve 48 saatlik uygulamalarda Mi oranlart %5,65 ile %8.,44
arasinda siralanmistir. %10’luk ekstraktin 48 saatlik uygulamasinda, 24 saatlik

uygulamaya gére Mi ~%11 oraninda diisme gostermistir (P>0,05).

S
Y
S
-g —0— 24 saat
o
» —&— 48 saat
~Ned
=]
=
=

0 2 5 10 20 40

Konsantrasyon (%)

Sekil 4.2. Aloe vera jel ekstraktlarinin, 24 saat ve 48 saatlik uygulamalarda,
Allium cepa kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks {izerine etkisi

Tablo 4.2. Aloe vera jel ekstraktlarinin, Allium cepa kok ucu hiicreleri iizerinde
mitotik indeks iizerine etkisi

24 Saatlik Uygulama 48 Saatlik Uygulama
Konsantrasyon Mitotik indeks (%) Mitotik indeks (%)
(%) X + SH** X +SH
0 9,29 + 0,51 a* 9,07 023 a
2 9,31+ 046 a 8,88+052 a
5 8,74 + 034 a 8,82 0,30 ab
10 797+042 b 7,09+045 b
20 6,86 + 036 b 6,54 +044 b
40 4,14+028 ¢ 3,72 +035 ¢
ORTALAMALAR 7,72 + 081 A* 7,35 £084 A

*Siitundaki farkli harfler, Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore ortalamalar
arasindaki farkin 6nemli diizeyde oldugunu ifade etmektedir (P<0,05).
*#X + SH = Ortalama + Standart Hata
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%20’lik ekstrakt ile 24 ve 48 saatlik uygulamalarda Mi oranlari %5,09 ile %7,98
arasinda siralanmustir.  %20’lik ekstraktin 48 saatlik uygulamasinda, 24 saatlik

uygulamaya gére MI ~%4,6 oraninda diisme gostermistir (P>0,05).

%40’lik ekstrakt ile 24 ve 48 saatlik uygulamalarda Mi oranlart %2,69 ile %5,06
arasinda siralanmustir. % 40’lik ekstraktin 48 saatlik uygulamasinda, 24 saatlik

uygulamaya gére Mi ~%10,1 oraninda diisme gostermistir (P>0,05).

Tablo 4.3. Konsantrasyon/siire ve indeksler arasindaki korelasyon katsayis1 ve
korelasyon derecesi

Korelasyon ikilisi Korelasyon Korelasyon Derecesi
Katsayisi (r)
Konsantrasyon - Mitotik indeks -0,902%* Cok Kuvvetli Negatif
Konsantrasyon - Profaz indeksi 0,700* Kuvvetli Pozitif
Konsantrasyon - Metafaz indeksi -0,499%* Zayif Negatif
Konsantrasyon - Anafaz Indeksi -0,328%* Zayif Negatif
Konsantrasyon - Telofaz Indeksi -0,379* Zayif Negatif
Siire - Mitotik Indeks -0,062 Cok Zayif Negatif
Siire - Profaz Indeksi 0,188 Cok Zayif Pozitif
Siire - Metafaz Indeksi -0,212 Cok Zayif Negatif
Siire - Anafaz Indeksi -0,132 Cok Zayif Negatif
Siire - Telofaz indeksi -0,149 Cok Zayif Negatif

* Korelasyon 0,05 derecesinde onemli
*#* Korelasyon 0,01 derecesinde énemli

MI iizerinde, uygulama konsantrasyonlarindaki artis, uygulama siiresindeki artistan

daha ¢ok etkili olmustur.

Tiim uygulamalar icin Mi-Konsantrasyon regresyon katsayisi (R?) 0,814 olarak
bulunmustur. Regresyon formiilii ise y= -0,1319x + 9,1774 olarak bulunmustur (Sekil
4.3).
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y =-0,1319x + 9,1774
10 R®=0,8143

Mitotik indeks (%)
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Sekil 4.3. Aloe vera jel ekstrakti ile Allium cepa kok ucu
hiicrelerine tiim uygulamalarda konsantrasyon —
MI regresyon grafigi
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Sekil 4.4. Aloe vera jel ekstraktlari ile 24 saatlik uygulamalarda, Allium cepa
kok ucu hiicrelerinde mitotik fazlara ait indeks oranlari
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Sekil 4.5. Aloe vera jel ekstraktlari ile 48 saatlik uygulamalarda, Allium cepa
kok ucu hiicrelerinde mitotik fazlara ait indeks oranlari

4.3. Sarisabir Jel Ekstraktlarimin Mutfak Sogam1 Kok Ucu Hiicrelerinde Faz

indeksleri Uzerine Etkisi

Tiim uygulamalara ait faz indeksi sonuglar1 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verilmistir. Faz
indeksi sonuclar1 incelendiginde, en yiiksek profaz indeksi %66,32 ile, 48 saatlik
%40’ 11k konsantrasyon uygulamasinda; en diisikk profaz indeksi ise %45,47 ile 24
saatlik kontrol grubu uygulamasinda goriilmiistiir. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda
kontrol grubu ve %?2’lik ekstrakt uygulamalarinda profaz indeks ortalamalari arasindaki
fark onemsizdir (P>0,05). Profaz indeksi ile uygulama konsantrasyon miktar1 arasinda
kuvvetli pozitif bir korelasyon (r = 0,700) bulunmustur. Konsantrasyon artisi ile birlikte,
profaz indeksi 6nemli (P<0,05) diizeyde artis gostermistir. 24 saatlik tiim konsantrasyon
uygulamalar1 i¢in ortalama profaz indeksi %53,80; 48 saatlik tiim konsantrasyon
uygulamalarinda ise %56,49 seklinde gerceklesmistir. Profaz indeksi ile uygulama

siiresi arasinda ise cok zayif korelasyon (r = 0,188) bulunmustur (P>0,05).
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Sekil 4.6. %40’ 11k Aloe vera jel ekstraktlar ile Allium
cepa kok ucu hiicreleri iizerine 48 saatlik
uygulamada gozlemlenen profaz hiicreleri

Metafaz indeksinde en yiiksek deger: %27,68 ile, 48 saatlik %10 konsantrasyon
uygulamasinda; en diisiik metafaz indeksi ise %13,68 ile 48 saatlik %40 konsantrasyon
uygulamasinda goriilmiistiir. Her iki siirede (24 ve 48 saat) de en diisiik metafaz indeksi
%40’k konsantrasyon uygulamasinda gozlemlenmistir. 24 saatlik tiim konsantrasyon
uygulamalar1 i¢in ortalama metafaz indeksi %23,92; 48 saatlik tiim konsantrasyon
uygulamalarinda ise %21,80 seklinde gerceklesmistir. Konsantrasyon ile metafaz
indeksi arasinda zayif negatif bir korelasyon (r = -0,499) bulunmustur. Konsantrasyon
artis1, ortalama metafaz indeksi iizerinde diisiise neden olmustur (P<0,05). Siire ile
metafaz indeksi arasinda ise ¢ok zayif negatif bir korelasyon (r = -0,212) bulunmustur

(P>0,05).

Anafaz indeksinde en yiiksek deger : %16,59 ile 24 saat kontrol grubu uygulamasinda;
en diisiik anafaz indeksi ise %8,73 ile 48 saat %?20’lik konsantrasyon uygulamasinda
goriilmiistiir. 24 saatlik tiim konsantrasyon uygulamalart icin ortalama anafaz indeksi
%12,30; 48 saatlik tiim konsantrasyon uygulamalarinda ise %11,20 seklinde
gerceklesmistir. Konsantrasyon ile anafaz indeksi arasinda zayif negatif bir korelasyon
(r = -0,328) bulunmustur. Konsantrasyon artigt ortalama anafaz indeksi iizerinde diisiise
neden olmustur (P<0,05). Siire ile anafaz indeksi arasinda ise cok zayif negatif bir

korelasyon (r = -0,132) bulunmustur (P>0,05).
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Sekil 4.7. %10’1luk Aloe vera jel ekstraktlari ile
Allium cepa kok ucu hiicreleri {izerine
48 saatlik uygulamada gozlemlenen
metafaz hiicresi
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Sekil 4.8. 24 saatlik kontrol grubu uygulamasinda
Allium cepa kok ucu hiicrelerinde
gozlemlenen anafaz hiicresi

Telofaz indeksinde en yiiksek deger: %13,15 ile 24 saatlik kontrol uygulamasinda; en
diisiik telofaz indeksi ise %7,23 ile 48 saatlik %20 konsantrasyon uygulamasinda
goriilmiistiir. 24 saatlik tiim konsantrasyon uygulamalar icin ortalama telofaz indeksi
9%9,98; 48 saatlik tiim konsantrasyon uygulamalarinda ise %10,51 seklinde

gerceklesmistir. Konsantrasyon ile telofaz indeksi arasinda zayif negatif bir korelasyon
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(r =-0,379) bulunmustur. Konsantrasyon artis1 ortalama telofaz indeksi lizerinde diisiise
neden olmustur (P<0,05). Siire ile telofaz indeksi arasinda ise ¢ok zayif negatif bir

korelasyon (r = -0,149) bulunmustur (P>0,05).

4

Sekil 4.9. %20’1ik Aloe vera jel ekstraktlari ile
Allium cepa kok ucu hiicreleri tizerin
48 saatlik uygulamada gdzlemlenen

telofaz hiicresi



5. BOLUM

TARTISMA VE SONUC

Bitkilerle tedavi tiim diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilmakta ancak tedavi
amaciyla kullanilan bu droglar bazen ¢ok ciddi saglik sorunlarina da yol acabilmektedir
[5]. Bu calismada, iilkemizde son yillarda kullanimi giderek artan [6], bir cok iiriinle
karsimiza ¢ikan ve bir zamanlar tartismalara giindem olan Aloe vera L. (sarisabir)
bitkisinin yapraginin jel kismindan elde edilen ekstraktlarin, Allium cepa L.(mutfak

sogan1) kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme iizerine etkisi arastirilmistir.

Bu calismada, sarisabir bitkisinin yapraklarindan ele edilen jel ekstraktlari, mutfak
sogant kok ucu hiicreleri iizerine 24 ve 48 saatlik siireyle ve farkli konsantrasyonlarda

(%2, 5, 10, 20 ve 40) uygulanmustir.

Mutfak sogani kok ucu hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin 24 saat oldugu bilgisi dikkate
alinarak, MI ve faz indekslerinin arastirilmasinda art arda iki hiicresel dongii

gerceklesecek sekilde [27,50] 24 ve 48 saatlik ekstrakt uygulamasi se¢ilmistir.

Calismada uygulanacak jel ekstrakt konsantrasyonlarinin se¢iminde ECsy degeri esas
alinmistir. Sarisabir jel ekstraktinin ECsy (kok uzama miktarim1 kontrole gore %50
oraninda azaltan konsantrasyon) degerini bulmak i¢in Allium kok biiyiime inhibisyonu
testi yapilmistir. Bu test sonucunda ekstraktimizin ECsy degeri %20 olarak belirlenmis;
MI ve faz indeksi arastirmalarimizda bu deger ve bu degerin %5’1, %251, %50’si ve

%200’1 uygulama konsantrasyonu olarak secilmistir.

Yapilan kok biiyiimesi inhibisyonu testinde, ekstrakt konsantrayonu ile ortalama kok

uzama miktar1 arasinda ¢ok kuvvetli negatif bir korelasyon (r = -0,946) bulunmustur.
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Yani ekstrakt konsantrasyonu artirildik¢a ortalama (cm) kok uzama miktar1 6nemli
(P<0,01) diizeyde diisiis gostermistir. Ortalama kok uzunlugu kontrol grubunda 5,18 cm
iken, %30’luk ekstrakt uygulamasinda ortalama kok uzunlugu yaklasik ~%65
gerileyerek, 1,82 cm seklinde gereklesmistir.

Her bir uygulama grubu icin MI ve faz indeksi hesaplamalarinda kullanilmak iizere 5
preparat hazirlanmis (her bir preparatta yaklagik 1000 hiicre olmak iizere) ve yaklasik
5000 hiicre analiz edilmistir. Literatiirde, Allium test’de uygulama grubu basina sayim
yaptigimiz hiicre sayis1 kadar hiicre sayimi yapilmis calismalar yer alirken, daha farkl
sayida hiicre saymmi yapilan calismalar da bulunmaktadir. Ornegin: Howell ve
arkadaslar1 [53], 10:4000*; Knol ve arkadaslar1 [40] ; Zoldos ve arkadaslar1 [54],
6:3000-6000; 6:6000; Monarca ve arkadaslar1 [55], 5:5000; Rank ve arkadaslar1 [56],
5:5000 (*:her bir deneme grubu i¢in hazirlanan preparat sayisi: bu preparatlarda sayim

yapilan toplam hiicre sayisi).

Onemli avantajlara sahip [26,27] olmas1 nedeniyle Allium test, mitoz boliinme iizerine
fiziksel ve kimyasal mutajenlerin, kirletici etkenlerin, bitki ekstraktlar1 ve benzer etkin
maddelerin sitogenetik etkilerinin arastirilmasinda uzun yillardir cesitli arastiricilar
tarafindan test materyali olarak kullanilmaktadir. Allium testinin, memeli test sistemleri
ile benzer sonuglar verdigi bildirilmektedir [28-30]. Literatiirde, bitki ekstraktlarinin
mutfak sogan1 kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme lizerine etkisi ile ilgili bir ¢cok

calisma yer almaktadir [39-41,44,45].

Bu calismada elde edilen sonuglar, sarisabir jel ekstraktinin uygulama konsantrasyonu
ile mutfak sogani kok ucu hiicrelerinde Mi arasinda ¢ok kuvvetli negatif bir
korelasyonun oldugunu ortaya koymustur (r = -0,902). Konsantrasyon arttikca MI
onemli (P<0,01) diizeyde diisiis gostermistir. Konsantrasyon ile MI arasinda
tammlayicilik katsayist olarak (R* =0,813) degeri elde edilmistir. Bu korelasyonda
konsantrasyonun etkisi yaklasik %81 olarak diisiiniilebilir. %19’luk etki ise diger
degiskenlere ait olabilir. Mutfak soganinda kok uzamasindaki inhibisyona paralel
olarak  boliinen hiicre sayisinda bir azalis gerceklestigi bildirilmistir [57-59].

Calismamizda uygulama konsantrasyonu artttkca kok uzama oram ve MI birbirine
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parelel olarak diisiis gOstermistir. Calismamiz verileri literatiirde yer alan bu bilgiyi

destekler niteliktedir.

Bu calisma verilerine gore, MI iizerinde sarisabir jel ekstraktinin konsantrasyonundaki
artisin, uygulama siiresindeki artistan daha etkili oldugu ortaya konmustur. Ornegin: 24
saat %20’lik ekstrakt uygulamasinda MI %6,86 iken, uygulama siiresi iki katina ¢iktig
zaman (24 x 2 = 48 saat) %?20’lik ekstrakt uygulamasinda ~ %35 oraninda gerileyerek
%6,54 olarak gerceklesmektedir. Fakat uygulama siiresi degil de konsantrasyon iki
katina ¢iktign zaman (%20 x 2 = %40) 24 saatlik uygulamada MI oran1 ~%40 oraninda
gerileyerek %4,14 seklinde gerceklesmektedir. Benzer sonu¢ Marcano ve arkadaslarinca
[60], mutfak sogam kok ucu hiicreleri iizerine maleic hydrazide’nin 10° M (2 saat) ve

10°M (24 saat) uygulamalarinda elde edilmistir.

Mi’deki diisme sitotoksik etki olarak degerlendirilmesi gerektigi [61] ve ayrica
sitotoksik sinir degerin, kontroliin %50’si oldugu [52] rapor edilmistir [50]. Calismamiz
verileri, sarisabir jel ekstraktlarinin 24 ve 48 saat, %40 konsantrasyon uygulamasinin
her ikisinde de MI oraminin sitotoksik sinir degerinin altinda kaldigin1 ortaya
koymustur. Sarisabir jel ekstrakti sitotoksiteye neden olabilmektedir. Bu sonug,
sarisabir jelinin antiproliferatif etki gostermesi ile ilgili literatiirde yar alan ¢aligsmalarin

[21-23] elde ettigi sonuglarla paralellik gostermektedir.

Mi’deki diisiisiin nedenleri bircok arastiric1 degisik sekilde yorumlamistir. Schulze ve
Kirscher [62], mitozu baskilayici etkiye sahip bazi bitki ekstraktlarinin bu etkilerini,
ekstraktlarin DNA ve niikleopretin sentezini bloke etme giiciine sahip olmalar ile
aciklamislardir. EI-Ghamery ve arkadaslar1 [63] mitodepressif etkiye, G; fazinin bloke
olmasi ile DNA sentezinin baskilanmasinin neden oldugunu ileri siirmiiglerdir. Bal [44],
yaptig1 calismada mitotik indeksteki diisiisiin nedenlerinin a) mitotik dongiiye girmis,
ekstrakt bilesenlerine karsi korumasiz hiicrelerin fizyolojik cevabi olarak; enerji,
protein, RNA ve DNA sentezlerinin kismi olarak engellenmesi b) muameleli gruplarda,
baz1 konsantrasyonlarda profaz yiizdesinin yiiksek olmasindan dolay1 ig tesekkiiliiniin

engellenmesi veya ertelenmesinden kaynaklanabilecegini belirtmistir.

Test organizmalarinda mitotik indeks, kontroliin %?22’sinin altina diismesi durumunun

letal etki olarak degerlendirildigi [64] rapor edilmistir [50]. Calismamizda tiim
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uygulama siire ve konsantrasyonlar i¢inde en diisiik deger olarak %3,72 ile 48 saat %40
ekstrakt konsantrasyon uygulamasinda goriilmiistir. Bu deger, kontrol grubunun
yaklasik %41’ine denk gelmektedir. Bu yiizden tiim uygulama siirelerimiz ve

konsantrasyonlarimiz i¢inde letal etkiye rastlanmamustir.

Calismamiz verilerinde, uygulama siire ve konsantrasyonu arttikca profaz indeksi de
artis gostermistir. Profaz indeksi ile uygulama konsantrasyonu arasinda kuvvetli bir
korelasyon (r = 0,700) vardir. Konsantrasyon artisi ile birlikte, profaz indeksi onemli
(P<0,05) derecede artis gostermistir. 24 saatlik tiim konsantrasyon uygulamalari icin
ortalama profaz indeksi %53,80; 48 saatlik tiim konsantrasyon uygulamalarinda ise
%56,48 seklinde gerceklesmistir. Uygulama siiresindeki artis, profaz indeksinde artisa
(~%S5) neden olmustur (P>0,05). Bal’in elde ettigi sonuglar [44] bu noktada ¢alismamiz

verileri ile paralellik gostermektedir.

Her iki siirede (24 ve 48 saat) de en diisilk metafaz indeksi %40’lik konsantrasyon
uygulamasinda goézlemlenmistir. Konsantrasyon ile metafaz indeksi arasinda zayif
negatif bir korelasyon (r = -0,499) bulunmustur. Konsantrasyon artisi, ortalama metafaz
indeksi tizerinde diisiise neden olmustur (P<0,05). Siire ile metafaz indeksi arasinda ise

cok zayif negatif bir korelasyon (r = -0,212) bulunmustur (P>0,05).

Konsantrasyon ile anafaz indeksi arasinda zayif negatif bir korelasyon (r = -0,328)
bulunmustur. Konsantrasyon artigi ortalama anafaz indeksi iizerinde diisiise neden
olmustur (P<0,05). Siire ile anafaz indeksi arasinda ise cok zayif negatif bir korelasyon

(r =-0,132) bulunmustur (P>0,05).

Konsantrasyon ile telofaz indeksi arasinda zayif negatif bir korelasyon (r = -0,379)
bulunmustur. Konsantrasyon artis1 ortalama telofaz indeksi iizerinde diisiise neden
olmustur (P<0,05). Siire ile telofaz indeksi arasinda ise ¢ok zayif negatif bir korelasyon

(r =-0,149) bulunmustur (P>0,05).

Bu calismada sarisabir jel ekstraktlarinin konsantrasyon artisi ile birlikte mutfak sogani
kok ucu hiicreleri iizerinde MI’i azaltic1 etkisini, ekstrakt igindeki etken maddelerin kok

ucu hiicrelerinde G1 fazin bloke etmesine veya S sathasindaki DNA sentezini inhibe
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etmesine; profaz birikimine neden olmasini ise ig ipliklerinin olusumunun engellenmesi
veya ertelenmesine baglayabilir ve bu durumun literatiir [44,62,63] ile uyum icerisinde

oldugunu belirtebiliriz.

Sonug olarak, tibbi bir bitki olarak literatiirde yer alan ve insanlar tarafindan tedavi
amacl olarak kullanilan sarisabir bitkisinden elde edilen jel ekstraktlarinin, mutfak
sogam kok ucu hiicreleri iizerinde MI ve kok uzama oranim kontrole gore belirgin bir
sekilde azalttifn gozlenmistir. Sarisabir jel ekstraktinin mitotik indeksi azaltici bu etkisi
sogan kok ucu hiicreleri iizerinde antiproliferatif ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Sarisabir jel ekstraktinin Allium test lizerindeki bu etkileri ve Allium
testinin de memeli test sistemleri ile iyi bir korelasyon gosterdigi [28-30] birlikte
diistintildiigiinde, literatiirde de yer aldigi gibi [21-22] sarisabir bitkisinin kanserli
hiicrelerin yok edilmesinde terapatik bir etkiye sahip olabilecegi muhtemeldir. Bu
acidan sarisabir bitkisinde bulunan etkin maddelerin ayr1 ayn tetkiki ve bu maddelerin

hiicre boliinmesi tizerindeki etkileri ile ilgili caligmalarin genisletilmesi yararli olacaktir.
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