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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

Allium cepa KOK UCU HUCRELERINDE SALISILIK ASIT TUREVLERININ
SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERININ BELIRLENMESI

SELIN CAN

YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI: PROF. DR. HALIiL ERHAN EROGLU

Gilinlimiizde kimyasallarin siirekli devam eden iiretimleri ve g¢evreye salinmalari bu
maddelerin muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkilerini belirlemesinin  dnemini
arttirmaktadir. Biyolojik aktivite potansiyelleri genis bir spektrumda degiskenlik gdsteren
salisilik asit tiirevleri; 6zellikle tip ve eczacilik olmak iizere tarim ve diger bir¢ok alanda
siklikla kullanilmaktadir. Bu bilesikler hem yaygin kullanimlari hem de g¢esitlilikleri
nedeniyle biyolojik sistemde 6nemli bir dongiiye sahiptir. Bu ¢alismada, iki salisilik asit
tirevinin (SA-1 ve SA-2) muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkileri, Allium test sistemi
kullanilarak bes farkli konsantrasyonda (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 uM) arastirilmigtir. A.
cepa hiicrelerinde, artan konsantrasyonlara bagli olarak mitotik indekste azalma ve
sitotoksik etki tespit edildi. Ayrica artan konsantrasyonlar, koprii, yapiskanlik, c-mitoz,
anafaz lagging, vagrant kromozom, biniikleat hiicre ve kutup kusuru (multipolar ve diagonal
anafaz) gibi kromozom anomalilerini indiikleyerek genotoksik etkilere neden oldu.
Sonuglara gore 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar EC50'dir (p<0.05). Sonug olarak, bu
calismada, potansiyel olarak tip ve eczacilikta kullanilan salisilik asit tlirevinin, canli
yapilarda genotoksik ve sitotoksik etkilere neden olabilecegi vurgulanmaktadir.
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ABSTRACT
MASTER THESIS

DETERMINING OF CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF SALICYLIC
ACID DERIVATIVES IN ALLIUM CEPA ROOT TIP CELLS

SELIN CAN

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
SCHOOL OF GRADUATESTUDIES

BIOLOGY DEPARTMENT
SUPERVISOR: PROF. DR. HALIiL ERHAN EROGLU

Today, the continuous production of chemicals and their release to the environment increase
the importance of determining the possible cytotoxic and genotoxic effects of these
substances. Salicylic acid derivatives with a wide spectrum of biological activity potentials
are frequently used in agriculture and many other fields, especially medicine and pharmacy.
These compounds have an important cycle in the biological system due to both their
widespread use and variations. In this study, possible cytotoxic and genotoxic effects of two
salicylic acid derivatives (SA-1 and SA-2) were investigated at five different concentrations
(6.25, 12.5, 25, 50, and 100 uM) using the Allium test system. In A. cepa cells, a decrease in
mitotic index and cytotoxic effect were detected due to increasing concentrations. In
addition, increased concentrations induced genotoxic effects by inducing chromosomal
abnormalities such as bridging, stickiness, c-mitosis, anaphase lagging, vagrant
chromosome, binucleate cell and polar defect (multipolar and diagonal anaphase).
According to the results, concentrations of 50 and 100 uM are EC50 (p<0.05). In conclusion,
in this study, it is emphasized that salicylic acid derivative, which is potentially used in
medicine and pharmacy, may cause genotoxic and cytotoxic effects in living structures.

2021, 42 PAGE

KEYWORDS: Salicylic Acid, Allium, Mitotic Index, Chromosome Aberration
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1. GIRIS

Tehlikeli kimyasallarin ¢evreye artan sekilde bosaltilmasi, dogal ekosistemlerin
dengesini etkilemis ve sonug olarak ¢esitli arastirmacilarin ve devlet kurumlarinin dikkatini

canli organizmalarin sagligina ¢ekmistir.

Kimyasal ajanlarin maruz kalan organizmalara verdigi zararlar arasinda, genotoksik
ve mutajenik etkilerin, genetik hasara yol agma kapasitesi nedeniyle endise verici oldugu
gosterilmistir, bu da ¢esitli saglik sorunlarina yol acabilir ve gelecek nesilleri de etkileyebilir,
¢linkii bu degisiklikler kalitsal olabilir (Ribeiro, 2003). Bu nedenle, gevresel Kkaliteyi
saglamak icin DNA ile reaksiyona giren bilesiklerin tanimlanmasi gerekliligi, genis bir
organizma yelpazesinde ¢esitli genotoksisite ve mutajenite deneylerinin gelistirilmesine yol

acmustir (Houk, 1992).

Test sistemleri biyolojik 6zelliklere gore gruplara ayrilmistir. Kullanilan sistem ve
bunlarin genetik uc noktalar1 tespit edilmistir. Prokaryotlarla yapilan biyoanalizler, gen
mutasyonunu ve birincil DNA hasarlarini indiikleyen ajanlarin tespitini saglar. Ote yandan
Okaryotlarla yapilan analizler, gen mutasyonlarindan kromozom hasarlarina ve andploidilere

kadar degisen daha biiyiik bir hasar kapsaminin tespit edilmesini saglar (Houk, 1992).

Cevresel kirleticileri degerlendirmek i¢in izleme calismalarinda siklikla kullanilan
yiiksek bitkiler, onlar1 miitkemmel genetik modeller yapan 6zelliklere sahiptir. Bununla
birlikte, bu 6zellik yalnizca farkli ortamlarda mutajenleri tespit etme duyarliligindan degil,
ayn1 zamanda birkag genetik son noktay1 degerlendirme olasiligindan da kaynaklanmaktadir.
Genetik u¢ noktalar; yapraklar, kokler ve polen gibi farkli organ ve dokulardaki nokta

mutasyonlarindan kromozom sapmalarina kadar uzanir (Grant, 1994).

Gilinlimiizde, ¢evresel kontaminasyonu degerlendirmek i¢in en sik kullanilan yiiksek
bitkiler; Allium cepa, Vicia faba, Zea mays, Tradescantia, Nicotiana tabacum, Crepis
capillaris ve Hordeum vulgare seklinde siralanabilir (Grant, 1994). Bu tiirler arasinda A.
cepa, biiyiik ve az sayida (2n = 16) kromozomlara sahip olmasi gibi 6nemli avantajlara
sahiptir. Ayrica, bu test sistemi cevresel kimyasallarin tespitinde yiiksek hassasiyet
gostermektedir (Fiskesj6, 1985). A. cepa'nin bir test sistemi olarak kullanilmasi; kolsisin
kullanimina bagli olarak mitotik igdeki bozukluklar1 gosterilmesi ile Levan (1938)

tarafindan 6nerilmistir (Levan, 1938).



Genotoksik ve sitotoksik potansiyeli tespit etmek icin bir yaygin olarak A. cepa
testinin kullanilmasma dayali olarak, bu caligma salisilik asit tiirevinin sitotoksik ve

genotoksik etkisinin degerlendirilmesindeki etkinligi hakkinda bir inceleme sunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Allium Test Sistemi

A. cepa'nin bir test sistemi olarak kullanilmasi; kolsisin kullanimina bagli olarak
mitotik igdeki bozukluklar1 gosterilmesi ile Levan (1938) tarafindan 6nerilmistir (Levan,
1938). Daha sonra yine Levan (1945) tarafindan, farkli organik tuz ¢6zeltilerinin, A. cepa
meristematik kok hiicrelerinde ¢esitli kromozomal anomalileri indiikledigi gosterilmistir
(Levan, 1945). O zamandan beri, A. cepa testinde kimyasallarin daha kapsamli bir
degerlendirmesini miimkiin kilmak i¢in birgok modifikasyonlar yapilmistir (Fiskesjo, 1985;

Grant, 1982; Rank, 2003).

A. cepa testinde ilk modifikasyon, onu cevresel izleme i¢in bir test organizmasi
yapmak amaciyla Fiskesjé (1985) tarafindan yapilmistir. Bu amag igin yazar, hem suda
¢Oziiniir hem de ¢oziinmez bilesiklerin degerlendirilmesine ve karmagik karigimlarin
etkilerinin degerlendirilmesine izin veren modifikasyonlar énermistir. Daha sonra Rank ve
Nielsen (1993), test i¢in yeni modifikasyonlar 6nerdi ve bu da karmasik karisimlari analiz
etmeyi daha da verimli hale getirdi. Bununla birlikte, yazarlar tarafindan onerilen tiim
degisiklikler, potansiyel olarak genotoksik ajanlari tespit eden kromozomal kusurlarin
degerlendirilmesi ile ilgiliydi. Ma ve ark., (1995), ¢cevresel kirleticilere maruz kalan A. cepa
kok hiicrelerinde mikroniikleus (MN) indiiksiyonunun goézlemlenmesinden kaynaklanan

mutajenik etkileri degerlendirmek i¢in test modifikasyonlar1 dnerdi.

Hiicre dongiisii sirasinda hem fragmanlar hem de tiim kromozomlar ana ¢ekirdege
dahil edilemediginden; fragmanlar ve kromozom kayiplar1 gibi kromozomal kusurlarin
mikroniikleer hiicrelere neden olabilecegi bilinmektedir (Fenech, 2002). Bu nedenle
degerlendirilebilir tiim parametreler arasinda, MN sitolojik hasarlarin en etkili ve en basit
gostergesidir, bu da ¢evresel kontaminasyonu degerlendirmek i¢in bu parametrenin analizini
daha verimli hale getirir (Ma ve ark.,1995) Yine de Rank ve Nielsen (1997) yukaridaki
yazarlardan farkli bir gériis sunmuslardir, ¢linkii onlar i¢in kromozomal kusurlarin bir son
nokta olarak degerlendirilmesi sadece genotoksik etkileri tespit etmek i¢in degil, aym
zamanda test edilen ajanlarin etki mekanizmalarini degerlendirmek i¢in de gecerlidir. Bu
nedenle, kromozom aberrasyon (KA) analizi, test edilen ajanlarin genotoksik etkilerini
tahmin etmenin yani sira, bunlarin klastojenik ve andjenik etkilerinin de degerlendirilmesini

saglar.



Her iki analiz de (meristematik hiicrelerde KA ve MN ve A. cepa F1 hiicrelerinde
MN), DNA iizerindeki dogrudan etkiyi belirleyen en Onemli gostergeler olarak kabul
edilmistir. Leme ve Marin-Morales (2008), A. cepa meristematik hiicrelerindeki MN ile
birlikte CA analizi, bu tiirdeki F1 hiicrelerinde MN analizi kadar gilivenilir oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica, A. cepa'daki CA analizinin daha avantajli oldugu goriilmiistiir, ¢iinkii
bir¢ok yazar, DNA iizerindeki test edilen ajanlarin etki mekanizmalarini arastirmak igin
bunun etkinligini gdstermistir, bu da bu tiir ajanlarin tesvik ettigi etkilerin daha iyi

anlasilmasini saglar (Matsumoto ve ark., 2006; Fernandes ve ark., 2007).

Allium cepa testi farkli genetik parametrelerin degerlendirilmesini saglar. Asagida,

bu test sistemi tarafindan analiz edilmesi muhtemel parametreler verilmistir.
2.1.1. Mitotik indeks (MI)

Hiicre dongiisiindeki boliinen hiicrelerin toplam sayisi ile karakterize edilen mitotik
indeks (MI), cesitli ajanlarin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in bir parametre olarak
kullanilmistir. Bir ajanin sitotoksisite seviyeleri, MI oranlarindaki artis veya azalma ile
belirlenebilir (Fernandes ve ark., 2007). Hoshina (2002), negatif kontrolden 6nemli 6l¢iide
diisiik MI oranlarinin, maruz kalan organizmalarin bilyiimesi ve gelismesindeki kimyasal
etkiden kaynaklanan degisiklikleri gosterdigini belirtmistir. Ote yandan, negatif kontrolden
daha yiiksek MI oranlari, hiicre boliinmesindeki bir artisin sonucudur. Bu artis hiicrelere
zararli olabilir, bu da bozuk hiicre ¢ogalmasina ve hatta tiimor dokularinin olusumuna yol

agabilir.

Bununla birlikte, MI'deki azalma ve artig, 6zellikle toksik ve sitotoksik potansiyel
sunan kirletici maddelerin degerlendirilmesi i¢in ¢evre kirliliginin izlenmesinde onemli
gostergelerdir (Hoshina,2002). A. cepa meristematik hiicrelerinde MI oranlarinin
azalmasinin, ¢evrede sitotoksik ajanlarin varligini belirlemede giivenilir bir yontem olarak
kabul edilebilecegi ve bu nedenle kirlilik seviyelerini tahmin etmek i¢in hassas bir test olarak
distintilebilecegi  gosterilmistir  (Smaka-Kincl ve ark.,, 1996). Birgok ¢alismada
sitotoksisiteyi saptamak icin MI degerlendirmesi kullanilmis ve ¢ogu Onerilen analizlere
tatmin edici sonuglar vermistir (Leme ve ark., 2008; Fernandes ve ark., 2007; Smaka-Kincl
ve ark., 1996; Seth ve ark., 2008).

2.1.2. Mikroniikleus (MN)

MN, bircok yazar tarafindan, kimyasallar tarafindan indiiklenen mutajenik etkiyi

analiz etmek i¢in en etkili ve en basit parametre olarak kabul edilmistir. Bunun nedeni,
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MN'nin ebeveyn hiicrelerde zarar gérmemesi veya onarilmamasi, ana ¢ekirdege benzer bir
yapi olarak ancak kii¢iiltiilmiis boyutta yavru hiicrelerde kolayca gézlemlenmesidir (Ribeiro,
2003). Boylece MN, kromozom kirilmalar1 ve kayiplar1 gibi bazi KA'nin gelisiminden
kaynaklanir. Dahast MN, poliploidizasyon gibi farkli siire¢lerden de tiiremis olabilir.
Poliploidizasyon, ploidinin normal kosullarin1 eski haline getirme girisiminde ana
¢ekirdegin DNA'sinin agilmasinin ortadan kaldirilmasindan kaynaklanir (Fernandes ve ark.,
2007).

A. cepa testinde MN degerlendirmesi bu tiiriin hem meristematik hem de F1 kok
hiicrelerinde yapilabilir. Meristematik hiicrelerde MN analizi, genellikle yapilmast daha
uzun siiren KA ile gergeklestirilir. Bununla birlikte, her iki analizin de ¢evresel mutajenleri
tespit etmek i¢in hassas oldugu gosterilmistir (Leme ve ark., 2008). MN analizi, mutajenik
etkilerin degerlendirilmesinin yani sira, kimyasal ajanlarin etki mekanizmalarinin da
arastirtlmasini saglar. Leme ve ark. (2008) gore, MN boyutu A. cepa'daki klastojenik ve
andjenik etkileri degerlendirmek i¢in etkili bir parametre olabilir, ¢iinki bu tiirler biiytik ve
az sayida kromozomla (2n = 16) kromozomal boyutla iliskili olarak homojen bir simetrik
karyotip sunar. Bu nedenle, biiyiik MN, bir kromozom kaybindan kaynaklanan anéjenik bir
etkiyi gosterirken, kiiciik MN, kromozom kirilmasindan kaynaklanan bir klastojenik etkiyi
gosterir. Bununla birlikte, analizi daha giivenilir ve dogru hale getirmek i¢in kromozomal
bantlama (C-bantlama ve NOR) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) gibi diger

sitogenetik teknikler uygulanmalidir.
2.1.3. Kromozom Aberrasyonlari (KA)

KA, hem kendiliginden hem de fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz kalmanin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikabilen, kromozomal yapidaki veya toplam kromozom sayisindaki
degisikliklerle karakterizedir (Russel, 2002). Yapisal kromozomal degisiklikler, DNA
kirilmalari, DNA sentezinin engellenmesi ve degistirilmis DNA'nin kopyalanmasi gibi
birkag faktor tarafindan tetiklenebilir. Andploidi ve poliploidi gibi sayisal KA, kendiliginden
veya andjenik ajanlarin etkisiyle meydana gelebilen anormal kromozom segregasyonunun

sonucudur (Albertini ve ark., 2000).

A. cepa testi ile kromozom anormalliklerini degerlendirmek i¢in, hiicre bdliinmesinin
farkli asamalarinda (profaz, metafaz, anafaz ve telofaz) KA’in farkh tipleri degerlendirilr.
Bununla birlikte, hiicre boliinmesi asamalari ve bunlarin olas1 anormallikleri hakkinda dogru

bir bilgi gerektirdiginden, bu analizin gerceklestirilmesi kolay degildir. Bu sorunlu konu



nedeniyle Rank ve Nielsen (1993), sitoloji alaninda ¢alismayan bilim adamlar1 i¢in CA
analizini kolaylastirmak i¢in A. cepa testini modifiye etmislerdir. Bu nedenle, bu yazarlar
anormalliklerin analizini yalnizca anafaz ve telofazda Onermislerdir. Daha sonra, Rank
(2003), anafazlarda ve telofazlarda KA analizine dayali olarak Allium testini agiklayan baska

bir ¢aligma yaymlamstir.

Bununla birlikte, ilk basta Fiskesjo (1985) tarafindan 6nerilen hiicre dongiisiiniin tim
asamalarinda farkli KA tiirlerinin analizi, test edilen ajanlarin eylemlerinin daha iyi
arastirilmasini tesvik ettigi i¢in daha kapsamli ve dogru bir degerlendirme saglar. Ayrica test
organizmasimin DNA's1 iizerindeki klastojenik ve/veya andjenik etkileri ve hatta olasi
gelisimleri iizerinde de kapsamli ve dogru bir degerlendirme saglar (Leme ve ark., 2008;
Fernandes ve ark., 2007; Bolle ve ark., 2004; Kuras ve ark., 2006). Basit bir sekilde,
kromozom kopriileri ve kirilmalar1 gibi KA, klastojenik bir etkinin gostergeleridir, oysa
kromozom kayiplari, gecikmeler, yapisma, c¢ok kutupluluk ve C-metafazlari andjenik

etkilerden kaynaklanir.
2.1.4. Allium Testinin Avantajlar: ve Diger Testlerle Karsilastirilmasi

Allium testi, diisiik maliyetli ve kolay kullaniml1 bir test olmasindan dolay1, ¢cevresel
izlemede kullanilan diger kisa vadeli testlere gore baz1 avantajlar sunmaktadir (Rank, 2003;
Rank ve Nielsen, 1993; Rank ve Nielsen, 1994; Fatima ve Ahmad, 2006). Allium testinin
avantajlarindan biri, test drneginin 6n muamele edilmesine gerek kalmadan, dogrudan
kompleks karigimlara test organizmasmin maruz kalmasmi miimkiin kilmasidir. Test
numunesinin 6n muamelesine Ames testi gibi bazi biyoanalizleri gerceklestirmek igin
gerekli olan numunelerin ekstraksiyon ve konsantrasyon islemleri 6rnek olarak verilebilir

(Rank, 2003; Rank ve Nielsen, 1993).

Bu test sisteminin diger bir avantaji da, promutagen degerlendirmeleri i¢in gerekli
olan bir oksidaz enzim sisteminin varligidir (Fiskesjd, 1985). Bu nedenle, diger testler bazi
karisimlarin eklenmesini gerektirir. A. cepa promutajenleri, bu kontaminant smifini
degerlendirmek i¢in eksojen metabolik sistem eklenmeksizin mutajenlerin aktive

edilmesinde metabolik kapasite sunar (Fatima ve Ahmad, 2006).
2.1.5. Allium Testi ile Yapilan Calismalar

Allium testi, ¢cevremizdeki bir¢ok kimyasalin toksik potansiyelini tespit etmek i¢in

kullanilmis ve elde edilen sonuglar olduk¢a glivenilir bulunmustur.



Fiskesjo (1981) bakir, lityum, civa, kadmiyum, nikel, aliiminyum, berilyum, mangan
gibi farkli metal iyonlar ile yaptig1 ¢alismada bunlardan bazilariin KA’y1 indiikledigini
gosterdi. Bu anomalilere bir 6rnek olarak nikel atipik bir c-mitoza neden olmustur ve en ¢ok
gbzlenen anormallikler de c-mitoz ile yapiskan kromozom durumudur. Sulu ¢6zelti i¢inde
hazirlanan %10, %75 ve %100 konsantrasyonlarda bakir madeni atiklarmin sitogenetik
etkilerini degerlendirmek icin A. cepa kok hiicrelerinde KA testi kullaniimis ve %100
konsantrasyonun en yiiksek sitotoksisiteyi (kromozom kirilmalari, geri kalma, koprii ve
yapiskanlik) sunmasi nedeniyle MI inhibisyonu ile doza bagimli bir iliski gosterilmistir
(Inceer ve ark., 2000). Agir metallerin genotoksik etkilerini degerlendirildigi ¢alismalarda, ,
A. cepa koklerinin F1 hiicrelerinde KA ve MN testi icin Cd?* ve Zn?* iyonlar1 pozitif

sonuglar vermistir (Borboa ve La Torre, 1996; Steinkellner ve ark., 1998).

Yi ve ark. (2007) arsenigin genotoksisitesini degerlendirdikleri ¢alismada, A. cepa
bitkisinin hem meristematik hem de F1 hiicrelerindeki MN i¢in bu metal i¢in pozitif sonuglar
rapor etmislerdir. Bir iire herbisiti olan diuronun zararli etkilerini degerlendirmek igin
yapilan bir c¢alismada, bu {irliniin farkli konsantrasyonlarina maruz kalan A. cepa
meristematik hiicrelerde sitotoksik ve genotoksik etkiler bildirilmistir. Yazarlar ayrica
diuronun mikrotiibiillerin tiibiilin alt birimlerinin polimerizasyonunu engelleyerek mitotik
degisikliklere neden oldugunu da gostermislerdir (Chauhan ve ark., 1998). Chauhan ve ark.
(1999) iki piretroid insektisit, sipermetrin ve fenvaleratin ticari formiilasyonlarinin
sitogenetik etkilerini degerlendirmek igin A. cepa testini uygulamislar ve her iki insektisitin
de MI inhibisyonunu ve KA'nin indiiklenmesini ve iki ¢ekirdekli ve mikro ¢ekirdekli
hiicreler gibi diger anormallikleri 6nemli 6lgiide ve doza bagli bir sekilde destekledigini

gostermiglerdir.

Bolle ve ark., (2004), A. cepa testi ile atrazin herbisitinin genotoksisitesini
degerlendirmek i¢in yaptiklart calismada pozitif KA sonuglar1 ve MI inhibisyonu
gostermiglerdir. Ek olarak, bu ¢alisma, onemli bir kromozom kirilma sikliginin varlig
nedeniyle atrazini klastojenik bir ajan olarak nitelendirmistir. Ure herbisitlerin (izoproturon
veya diuron) sentetik bir piretroid insektisit (deltametrin) ile karisimlarinin sitogenetik
etkilerini degerlendirildigi bir ¢alismada, A. cepa meristematik hiicrelerinde KA testi
uygulamis Ve test edilen karigimlarin bazi konsantrasyonlarinda énemli kromozom kirilma
indiiksiyonu ve mitotik sapmalar gézlenmistir (Chauhan ve Gupta, 2005). Srivastava ve
Mishra (2009), atrazin ticari formiilasyonuna maruz birakilan A. cepa meristematik

hiicrelerinde anlamli ve doza bagh bir sekilde MI inhibisyonu ve KA ve MN indiiksiyonu



bildirmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, atrazinin bitkilerde genotoksik etkilere
neden olabilecegini gostermis ve A. cepa test sisteminin bu degerlendirme igin uygun

oldugunu gostermistir.

Rank ve Nielsen (1994), endiistriyel atik sulardaki kirleticileri saptamak i¢in A. cepa
testinin duyarliligini degerlendiren bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda benzene maruz
kalan A. cepa kokleri i¢in pozitif KA sonuglar1 gostermislerdir. Odeigah ve ark., (1997),
Nijerya petrol sahasi atiklarinin genotoksik etkisini degerlendirmek i¢in A. cepa test
sisteminde KA testini uygulamislar ve 6rnegin birkag¢ diliisyonunu gergeklestirdikten sonra
bile, analiz edilen atitk suyun A. cepa meristematik kok hiicrelerinde KA'y1
indiikleyebildigini gostermislerdir. Sudhakar ve ark., (2001) ipek boyama endiistrisi
atiklarinin genotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in A. cepa‘'da KA testini uygulamislar
ve ipek boyama endiistrisi atiklarinin mutajenik bir potansiyel sundugunu gostererek, test
edilen atik suya maruz kalan koklerde MI inhibisyonu ve ¢esitli mitotik anormalliklerin
indiiklendigini bildirmiglerdir. A. cepa testi ile tekstil endiistrisinin ham atiklarinin
genotoksisitesi ¢aligmasinda, atik suyun farkli konsantrasyonlarmm KA seviyelerinin
indiiklenmesini sagladig1 gozlemlenmis ve calisma sonuglari, test edilen endiistriyel atik
suyun siyah boyasinda bulunan bazi azo boyalarin ve aromatik aminlerin varligiyla

iliskilendirilmistir (Carita' ve Marin-Morales, 2008).

El-Shahaby ve ark., (2003), Misir'in Sandub boélgesinde toplanan endiistriyel
atiklarin genotoksisitesini degerlendirmek i¢in A. cepa'da KA ve MN testini uygulamigladir.
Toplanan tim su numuneleri i¢in yliksek genotoksisite rapor edilmis ve bu durumun
numunelerde kimyasal analiz ile tespit edilen bazi agir metallerin (Pb, Zn, Co, Cd ve Cu)
varligina bagl olabilecegi belirtilmistir. Ayrica yazarlar, atik sudaki mutajenleri tespit etme
duyarlilig1 nedeniyle A. cepa'daki KA ve MN testlerinin su kirliligi biyolojik izlemesi igin
onerildigi sonucuna varmiglardir. Grover ve Kaur (1999), atik su ve endiistriyel atik su
numunelerinin  genotoksisitesinin  degerlendirilmesinde, A. cepa meristematik kok
hiicrelerinde MN indiiksiyonu ve anormal anafazlarin pozitif sonuclarin1 bildirmislerdir.
Smaka-Kincl ve ark., (1996) endiistriyel ve kentsel bir bdlgenin atik sularmnin, yiizey
sularinin ve yeralt1 sulariin genotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in yaptiklar1 bir
caligmada A. cepa testinin su kalitesini degerlendirmek i¢in hassas bir test oldugunu

gostermislerdir.

Rank ve Nielsen (1998), kentsel ve endiistriyel kanalizasyondan etkilenen belediye

aritma istasyonlarindan gelen camurda bulunan kirleticilerin genotoksisitesini saptamak i¢in
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A. cepa testinin diisiik duyarliligini bildirmiglerdir. Bununla birlikte, Carita’ (2007)
giineydogu Brezilya'da bulunan farkli kentsel kanalizasyon aritma istasyonlarindan gelen
camuru incelediginde, ¢gamurun genotoksik ve mutajenik potansiyellerini degerlendirmek
igin A. cepa testinin bir duyarliligini rapor etmistir. Bunlar arasindaki farkli tepkilerin, test
numunelerinin hazirlanmasiyla ilgili olabilecegi belirtilmistir. Ornegin, kullanilan prosediire
bagli olarak, bazi kimyasallarin kaybolabilecegi veya ham maddede tutulabilecegi gibi
(Leme ve Marin Morales, 2008).

Tkalec ve ark., (2009), radyofrekans elektromanyetik alanlarin (RF-EMF) maruz
kalma etkilerini degerlendirmek icin A. cepa meristematik hiicrelerinde KA testi
uygulamiglar ve belirli kosullar altinda radyofrekans radyasyonuna maruz kalmanin, A. cepa
kok wuglarinda MI ve mitotik anormalliklerde 6nemli bir artisa neden oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica, gozlemlenen etkilerin, alan giicii, modiilasyon ve maruz kalma
stiresi gibi diger parametrelerin yani sira kullanilan alan frekanslar ile acike¢a iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Bunun digsinda, RF-EMF'nin sitogenetik etkilerinin, tespit edilen
baslica anormallikler gecikmeli kromozomlar, vagrant kromozomlar, bozulmus anafazlar ve
kromozom yapiskanligi oldugundan, mitotik ig bozuklugu nedeniyle olabilecegini

gostermislerdir.

Chakraborty ve ark., (2009), Hindistan'i bir bolgesinde bulunan bir termoelektrik
santralden elde edilen ugucu komiir kiiliiniin genotoksisitesini degerlendirmek i¢in A. cepa
test sistemini kullanmislar ve calismada %5, %10, %25, %50, %75 ve %100 test
konsantrasyonlarin1 elde etmek i¢in ugucu kiil numunesini ticari kumla farkli oranlarda
karistirmiglardir. %100 konsantrasyon igin sitotoksik etkiler rapor edilmis ve %10, %25 ve
%100 konsantrasyonlarda iki ¢ekirdekli hiicrelerin 6nemli degerlerinin indiiksiyonu
gbzlemlenmistir. Ugucu kiil 6rneginde kimyasal analiz ile agir metaller ¢inko, kursun, bakir,
nikel, kadmiyum ve arsenik tespit edilmistir ve yazarlara gore bunlar gozlenen etkilerle
iligkili olabilir. Souza ve ark., (2009), bir petrol rafinerisinin arazi ¢iftliginin laboratuvar
kosullar1 altinda bir hidrokarbon biyobozunma testinin verimliligini degerlendirmek icin A.
cepa testini uygulamislar ve ham arazi numunesinin, muhtemelen petrol hidrokarbonlar1 ve
baryum, krom, nikel, kusun gibi agir metallerin varlifindan dolayr A. cepa koklerinin
meristematik hiicrelerinde giiclii klastojenik ve mutajenik etkilere neden oldugunu

gostermislerdir.



2.2. Salisilik Asit ve tiirevleri

Amerikal1 yerli insanlar ve eski Yunanli insanlarin, ségiit agacindaki yaprak ve
kabuklarin agrilara iyi geldigini ates distiriici olarak kullanildigin1 bilmekteydiler (Hayat
ve Ahmad, 2007). S6giit anlamina gelen Latince Salix sozcliglinden adini alan salisilik asit
ad1 1838°de ilk olarak Raffaele Piria tarafindan kullanilmistir (Raskin, 1995). Salisin ile
salisilik alkol gukozid formunda ilk kez 1828 de sogiit kabugundan izole edilmistir (Hayat
ve Ahmad, 2007). Sentetik ve asetil salisilik asit ilk kez ticari amagli 1874 te Almanya da
Bayer sirketi tarafindan tiretilmistir. Asetil salisilik asidin ticari ismi olan aspirin ilk kez
1898 de iiretilip giinlimiizde hala bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Raskin,
1995). Bir hidroksil grubu veya fonksiyonel tiirevini tasiyan aromatik halka igeren bitki

fenoliklerinin bir grubudur.

Bitkilerde salisilik asidin diger bir¢ok fenolik birlesikler gibi; bitki biiyltimesinde,
bitki gelisiminde ve diger organizmalarla etkilesiminde 6nemli rol oynamaktadir (Harborne,
1980). Salisilik asit (SA) yiiksek bitkiler ve baz1 mikroorganizmalarda bulunan sekonder bir
metabolit olup (White, 1979); kimyasal formiilii C7HsO3 olan sailisilik asit bilesiginin Kkristal
yapida agik formiilii Sekil 2.1°deki gibidir (Raskin, 1995).

' )

OH

OH

Salisilikasit

Sekil 2.2.1. SA acik formiilii
Bitkilerde salisilik asit (SA) olusumu ile ilgili iki metabolik yolun bulundugu ileri
stirilmektedir (Davies, 1995).

Bu yollarin; salisilik asidin B-oksidasyon ve ortohidroksilasyon reaksiyonlarinin olusum

siralarindaki birbirlerinden farkliliklari ile ortaya ¢ikmistir (Yalpani ve ark., 1991).

Saglikli bitkilerde salisilik asidin (SA) yaygin olan biyosentez yolu; Sinnamik asit -
Benzoik asit — salisilik asit seklinde gerceklesmektedir (Dursun, 2012).
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Sekil 2.2.2. Bitkilerde salisilik asit biyosentezinin metabolik yolu (Dursun, 2012)

Salisilik asidin (SA) kimyasal adi fenol-2-karboksilik asit veya 2-hidroksibenzoik
asittir. Alkol, eter, su, aseton ve benzende daha ¢ok ¢6ziiniir, kloroformda ¢oziiniirliigii daha
azdir. Cogunlukla sigil, kepek, akne ve benzeri rahatsizliklarda tedavi yontemi olarak
kullanilmaktadir. Bircok bitkide dogal olarak bulunmakta olan salisilik asit (SA)
inflamasyonu azaltmasinin yaninda damarda sertlesmeyi ve daralmay1 engelleyici 6zelligi

ile bilinir (Anonim, 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma kapsaminda sitotoksik ve genotoksik etkileri belirlenecek olan salisilik asit
tiirevlerinin  (SA-1,SA-2) dizayn1 ve sentezi, Dr. Ogr. Uyesi Mehmet GUMUS’iin
Yiiriitiiciisii oldugu Yozgat Bozok Universitesi BAP Birim tarafindan desteklenen 6602a-
ASY0/19-341 kodlu proje kapsaminda, Organik Kimya Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1.1). Diger temel test materyali olan Allium cepa; bazi 6nemli
avantajlarindan dolay1 test sistemi materyali olarak kullanilmaktadir. Bunlar: (i) kolay ve
ucuz bir sekilde temin edilebilmesi, (ii) hizli bir sekilde ¢imlenmesi ve yiiksek oranda
mitotik hiicre elde edilebilme potansiyeli, (iii) az sayida (2n = 16) ve biiyiik kromozomlara

sahip olmasi.

& O 9
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Sekil 3.1.1. Salisilik asit tiirevlerinin molekiil yapilar:
3.2. Cozelti ve Boyalarin Hazirlanis:
%70'lik Etil Alkol: 72,9 mL etil alkol (%96) + 100 mL saf su
1 N HCI Cozeltisi: 2,1 mL saf su + 22,9 mL HCI (%37)
%45'lik Glasial Asetik Asit: 45 mL glasial asetik asit (%100) + 55 mL saf su

Aseto-Orsein Boyasi: 45 ml glasial asetik asit iizerine 55 ml saf su ilave edilerek
karisim yavasca kaynatilir. Karisima 2 g orsein eklenerek 30 dk karistirilir. Hazirlanan boya

agzi 1yice kapatilmis bir sise icerisinde karanlik bir yerde muhafaza edilir.
3.3. Allium Test Sistemi

Allium test sistemi herhangi bir kimyasal maddenin sogan kok ucu hiicrelerinde M1
ve KA oranlarini tespit etmek igin kullanilan bir test sistemidir. Allium cepa’da bir tam
mitotik hiicre dongiisii 24 saatte tamamlanmaktadir. Bu nedenle salisilik asit tiirevi
uygulama stireleri 24, 48 ve 72 h olarak belirlenmistir. Cimlendirme asamasinda, A. cepa

soganlari, oda sicakliginda yaklasik 1 cm uzunluga ulasana kadar test tiiplerinde
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¢imlendirildi (Sekil 3.1). Daha sonra farkli tiiplere alinan kok uglar1 fiksatif ¢ozeltisinde (etil
alkol-glasial asetik asit, 3:1) tespit edildi. Son olarak kok uglart %70'lik alkol igerisine

alinarak preparasyon asamasina kadar +4°C'de buzdolabinda muhafaza edildi (Sekil 3.2).

Preparasyon asamasi i¢in, kok uclar1 %70'lik alkolden alinarak 1N HCI ¢d6zeltisi
icerisinde 60°C'de 8-10 dakika sicak hidroliz islemine tabi tutuldu. Sicak hidroliz isleminden
sonra kok uglart iki kez beser dakika siireyle saf su icerisinde bekletilerek asitin etkisi
seyreltildi. Boyama agamasinda, kok uglar1 aseto-orsein boyasi ile iki saat boyand1 (Sekil
3.3). Boyama sonunda kok uglarinin biiyiime meristemlerinin koyu viyole renginde olan
kisimlari jilet ile kesilerek lam {izerine alind1 ve piring cubuk ile ezilerek ¢ok kiictlik pargalara
ayrildi. Daha sonra lamel ile kapatilarak hazir hale getirilen preparatlara, bir kursun kalemin
arkasi ile hafif hafif vurularak hiicrelerin preparat i¢cinde daha iyi dagilmasi ve yassilagarak
hiicre igerisindeki tlim kromozomlarin ayni diizleme gelmesi saglandi. Daha sonra preparat
kurutma kagidi arasina alinarak preparata bir elin basparmagi ile kuvvetle bastirilarak bu

sekilde ezme preparat teknigi ile preparatlar incelemeye hazir hale getirildi (Sekil 3.4).

Resim 3.1. Allium cepa kok uglarinin SA tiirevleri icerisinde bekletilmesi
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Resim 3.2. Allium cepa kok uglarinin alkol icerisinde saklanmasi

Resim 3.3. Allium cepa kok uclarii boyama islemi
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Resim 3.4. Allium cepa kok uglarimin preparat islemi

3.4. Mikroskobik Degerlendirme

MI degerinin belirlenmesinde, her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in toplam 3000
hiicre igerisindeki mitoz boliinmeye giren hiicreler sayildi (Sekil 3.5). MI asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.
MI = (Mitoz boliinme gegiren hiicre sayisi / Toplam hiicre sayist) x 100

Kromozomal kusurlarin belirlenmesinde her konsantrasyon ve kontrol grubu i¢in

toplam 1500 hiicre analiz edildi. CA yiizdesi izleyen formiil ile hesaplandi:

KA (%) = (Toplam kromozomal kusur sayisi / Toplam hiicre say1s1) x 100
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Resim 3.5. Allium cepa kok u¢larmin mikroskopta incelenmesi

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler MS-Excel yaziliminda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile hesaplandi ve
gruplar arasi farkliliklar Tukey testi (p <0.05) ile belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Allium testi kapsaminda sogan kok ucu hiicreleri salisilik asit tiirevinin bes farkli
konsantrasyonu (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 uM) ile 24, 48 ve 72 saat zaman periyotlarinda
muamele edilmistir. Daha sonra mikroskobik incelemeler, gerekli hiicre sayimlart ve
hesaplamalar1 ile salisilik asit tlirevinin MI ve CA parametreleri {izerindeki etkileri

belirlenmistir.
4.1. Mitotik indeks Bulgular

Allium kok ucu hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat zaman periyotlarinda uygulanan SA-1
konsantrasyonlari ve kontrol grubuna ait mitoz boliinme asamalar1 ve MI verileri Resim 4.1,

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir. A. cepa hiicrelerinde, artan konsantrasyonlara bagli

olarak MI degerlerinde azalma ve sitotoksik etki tespit edilmistir.

Resim 4.1. Mitoz boliinme asamalari. A-Profaz, B-Metafaz, C-Anafaz, D-Telofaz.
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Tablo 4.1. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-1 mitotik indeks sonuclari

Dozlar Profaz Metafaz ~ Anafaz Telofaz ~ Toplam Mitotik
(uM) Hiicre indeks
Kontrol 113 40 29 67 3000 8.30
6.25 (24h) 101 26 21 56 3000 6.80
12.5 (24h) 65 42 22 59 3000 6.27
25.0 (24h) 95 24 20 33 3000 5.73
50.0 (24h) 57 25 4 15 3000 3.37*
100 (24h) 39 10 3 16 3000 2.27*
Kontrol 102 72 8 10 3000 6.40
6.25 (48h) 95 58 5 11 3000 5.67
12.5 (48h) 80 53 16 21 3000 5.63
25.0 (48h) 59 52 3 14 3000 4.27
50.0 (48h) 36 52 2 8 3000 3.27*
100 (48h) 37 25 3 2 3000 2.23*
Kontrol 108 77 5 21 3000 7.03
6.25 (72h) 98 60 3 11 3000 5.73
12.5 (72h) 66 62 4 6 3000 4.60
25.0 (72h) 57 59 2 2 3000 4.00
50.0 (72h) 29 31 1 6 3000 2.23*
100 (72h) 32 20 2 4 3000 1.93*
*p<0.05

18



9,00

8,00

7,00

6,00

5,00

4,00 x

3,00 *

2,00

1,00 '

0,00

Kontrol 6,25 uM 12,5 uM 25 uM 50 uM 100 uM

*p<0.05

Sekil 4.1. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-1 mitotik indeks ortalamalar:

Allium kok ucu hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat zaman periyotlarinda uygulanan SA-2
konsantrasyonlari ve kontrol grubuna ait mitoz boliinme asamalar1 ve MI verileri Resim 4.2,
Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de verilmistir. A. cepa hiicrelerinde, artan konsantrasyonlara bagl

olarak MI degerlerinde azalma ve sitotoksik etki tespit edilmistir.
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Resim 4.2. Mitoz boliinme asamalari. A-Profaz, B-Metafaz, C-Anafaz, D-Telofaz
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Tablo 4.2. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-2 mitotik indeks sonuclari

Dozlar Profaz Metafaz ~ Anafaz Telofaz ~ Toplam Mitotik
(uM) Hiicre indeks
Kontrol 114 51 16 26 3000 6.90
6.25 (24h) 94 36 29 27 3000 6.20
12.5 (24h) 75 38 13 7 3000 4.43
25.0 (24h) 74 28 21 14 3000 4.57
50.0 (24h) 54 10 9 11 3000 2.80 *
100 (24h) 47 19 6 9 3000 270 *
Kontrol 51 42 33 26 3000 5.07
6.25 (48h) 21 37 31 13 3000 3.40
12.5 (48h) 36 28 17 29 3000 3.67
25.0 (48h) 35 21 26 14 3000 3.20
50.0 (48h) 39 32 11 9 3000 3.03
100 (48h) 36 8 3 7 3000 1.80*
Kontrol 72 54 4 6 3000 4.53
6.25 (72h) 67 32 15 6 3000 4.00
12.5 (72h) 55 31 18 5 3000 3.63
25.0 (72h) 51 38 15 6 3000 3.67
50.0 (72h) 29 16 11 5 3000 2.03
100 (72h) 11 7 1 1 3000 0.67 *
*p<0.05
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[e)

S

*p<0.05
Sekil 4.2. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-2 mitotik indeks ortalamalar:

4.3. Kromozom Anomali Bulgular:

Allium ko6k ucu hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat zaman periyotlarinda uygulanan SA-1
konsantrasyonlari ve kontrol grubuna ait kromozomal kusurlar ve KA verileri Tablo 4.3’de
verilmigtir. A. cepa hiicrelerinde, SA-1 artan konsantrasyonlar; koprii (Sekil 4.3),
yapiskanlik (Sekil 4.4), c-mitoz (Sekil 4.5), anafaz lagging (Sekil 4.3), vagrant kromozom
(Sekil 4.6), biniikleat hiicre (Sekil 4.7), kutup kusuru (multipolar ve diagonal anafaz) (Sekil
4.8) ve kromozom kaybi (Sekil 4.7) gibi kromozom anomalilerini indiikleyerek genotoksik

potansiyel gostermistir.

Allium kok ucu hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat zaman periyotlarinda uygulanan SA-2
konsantrasyonlari ve kontrol grubuna ait kromozomal kusurlar ve KA verileri Tablo 4.4’de
verilmistir. A. cepa hiicrelerinde, SA-2 artan konsantrasyonlar; koprii (Sekil 4.3),
yapiskanlik (Sekil 4.4), c-mitoz (Sekil 4.5), anafaz lagging (Sekil 4.3), vagrant kromozom
(Sekil 4.6), biniikleat hiicre (Sekil 4.7), kutup kusuru (multipolar ve diagonal anafaz) (Sekil
4.8) ve kromozom kaybi1 (Sekil 4.7) gibi kromozom anomalilerini indiikleyerek genotoksik

potansiyel gostermistir.
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Tablo 4.3. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-1 kromozom anomali verileri

Dozlar KO YK CM AG VK BN KK KL Toplam KA
(uM) Hiicre
Kontrol 5 9 5 1 2 8 1 1 3000 1.07

625(24h) 8 14 6 0O 4 14 2 0 3000  1.60
125(4n) 0 19 13 0 0O 18 1 1 3000 = 1.73
250(24h) 5 25 22 3 8 21 1 0 3000 283
500(24h) 2 30 41 3 3 19 2 3 3000  3.43*

100 (24h) 3 30 21 0 18 29 1 3 3000 3.50*

Kontrol 3 10 8 1 2 7 1 2 3000 113
625(48h) 4 14 15 0 3 18 0O 4 3000 193
1258 3 27 36 2 7 32 0 4 3000 370
250(48h) 6 25 29 2 11 27 2 7 3000 3.3
500(48h) 36 27 7 4 29 16 5 8 3000  4.40*

100 (48h) 4 41 36 0 10 36 0 12 3000 4.63*

Kontrol 8 11 3 0 13 0 2 0 3000 1.3
625(72n) O 20 7 1 10 4 1 1 3000 @ 147
125(72h) 2 25 9 0 13 16 1 7 3000 = 243
250(72h) 25 25 11 0 31 15 11 2 3000  4.00
500(72h) 32 35 11 2 42 26 6 0 3000  5.13*

100 (72h) 31 45 21 3 37 10 17 2 3000 5.53*

Kisaltmalar: koprii (KO), yapiskanlik (YK), c-mitoz (CM), anafazda geri kalma (AG),
vagrant kromozom (VK), biniikleat hiicre (BN), kutup kusuru (KK), kromozom kaybi/loss
(KL), * p <0.05.
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6,00 %
*

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00 ' .

0,00

Kontrol 6,25 uM 12,5 uM 25 uM 50 uM 100 uM
*p<0.05

Sekil 4.3. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-1 kromozom anomali veri ortalamalari
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Tablo 4.4. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-2 kromozom anomali verileri

Dozlar KO YK CM AG VK BN KK KL Toplam KA
(uM) Hiicre

Kontrol 8 9 5 4 8 4 6 3000 1.53
6.25 (24h) 4 9 4 1 16 5 10 3000 1.67
12.5 (24h) 22 17 2 2 13 1 7 3000 2.17
25.0 (24h) 2 11 7 2 21 6 7 3000 1.90
50.0 (24h) 27 12 8 2 38 1 17 3000 3.57*
100 (24h) 23 25 11 9 47 6 7 3000 4.53*
Kontrol 16 11 7 4 7 1 2 3000 1.67
6.25 (48h) 13 7 4 0 16 0 3 3000 1.47
125(48h) 18 10 9 5 11 3 2 3000 1.97
25.0(48h) 21 19 12 6 14 3 6 3000 2.80
50.0 (48h) 18 20 10 1 39 1 13 3000 3.50
100 (48h) 28 25 21 6 32 6 12 3000 4.57*
Kontrol 5 14 6 4 14 6 3 3000 1.83
625(72n) 8 21 8 5 11 1 6 3000 2.17
12.5 (72h) 17 11 10 4 15 2 4 3000 2.13
25.0 (72h) 14 28 20 8 9 7 3 3000 3.17
50.0(72h) 21 25 16 8 9 7 8 3000 3.30
100 (72h) 29 32 23 14 14 11 12 3000 4.77*

*p<0.05
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5,00
4,50
4,00
3,50

%
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Kontrol 6,25 uM 12,5 uM 25 uM 50 uM 100 uM

Sekil 4.4. Allium cepa kok ucu hiicrelerinde SA-2 kromozom anomali veri ortalamalari

Resim 4.3. Kromozomal kusurlar. A-Koéprii, B-Anafazda geri kalma

26



Resim 4.4. Kromozomal kusurlar. Yapiskanhk

Resim 4.5. Kromozomal kusurlar. C-Mitoz
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Resim 4.6. Kromozomal kusurlar. Vagrant kromozom

Resim 4.7. Kromozomal kusurlar. A-Biniikleat hiicre, B-Kromozom kaybu.
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Resim 4.8. Kromozomal kusurlar. Kutup kusuru
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

MI, hiicre dongiisiindeki mitoz boliinme asamasindaki hiicrelerin bir oranidir ve
hiicre proliferasyonunun bir gostergesidir. Kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman daha
diisiik MI oranlari, kimyasala maruz kalan organizmanin biiylimesi ve gelismesi tizerindeki
sitotoksik potansiyel olarak kimyasalin etkisini ifade edebilir. Calisma sonuglarina gore, MI
oranlar1 kontrol grubuna goére oldukca diisiiktiir ve bu durum kromozomal kusurlar
indiikleyebilir. Ozellikle 50 ve 100 uM konsantrasyonlardaki diisiik MI degerleri istatistiksel

olarak anlamlidir ve muhtemel sitotoksik potansiyele isaret etmektedir.

Literatiirde farkli SA uygulamalarinin bitki biiyiime ve verimi gibi 6zellikleri tizerine
etkilerini gosteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. MI degerlerinde gozlenen 6nemli azalma
oranlar1 bitki biiyiimesi iizerinde de etkili olacaktir. Bu nedenle asagida 6zetlenen ¢aligmalar
MI verileri ile iligkilendirilebilir. Culpan ve Arslan tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Tekirdag ekolojik sartlarinda 2014 ve 2015 yetistirme periyodunda aspir bitkisine SA
uygulamasi yapilmistir ve tohum verimi ile baz1 6zellikleri incelenmistir. Sonuglar biitiin
olarak incelendiginde, SA dozlarmin tane verimi ve verim dgeleri iizerine olumlu bir etkisi
olmadig1, ancak protein oranma olumlu bir etkisi oldugu gdzlemlenmistir. Ozellikle diisiik
dozlarda SA’nin tohum protein oranini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi

gozlemlenmistir (Culpan ve Arslan, 2018).

Hess tarafindan SA ile yapilan bir arastirmanin sonucunda, SA’nin kavak, thlamur,
akcaaga¢ gibi bazi odunlu tiirlerin c¢eliklerinde tek basina ya da oksinlerle birlikte
kullanildig1 zaman; ¢elik basina kok sayisini, kok uzunlugunu ve koklenmis celik sayisini
onemli 6l¢iide arttirdigr tespit edilmistir. Ayrica, SA’nin koklenme igin gecen siireyi

kisalttig1 da gézlemlenmistir (Hess, 1962).

Ozdiiven tarafindan yapilan bir ¢alismada, kabak meyvelerinin kuru madde icerikleri
degerlendirildigi zaman, ge¢ ekilen ve %50 kisith sulama yapilan bitkilerin kuru madde
miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. SA
uygulamalarina bakildiginda T1+Y1 uygulamas: her iki yilda da kontrole nazaran daha
yuksek degerler verdigi gézlemlenmistir. SA uygulamalarinin kuru madde miktarinda artiga
sebep oldugu elde edilen sonuglar arasindadir. Bu ¢aligma sonunda uygulamas: pratik, kolay
ve ucuz olan, ¢evreye bir zarar1 olmayan SA’nin verim ve verimle iliskisi olan baz1 degerleri

arttirmak icin kullanilmasi énerilmistir (Ozdiiven, 2016).
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Kromozomal kusurlar, ¢evresel kirleticilerin ve kimyasal maddelerin muhtemel
genotoksik etkilerinin tespit edilmesinde oldukca etkili bir parametredir ve kimyasallarin
genotoksik potansiyelleri ile ilgili olduk¢a 6nemli veriler ortaya koyar (Ping ve ark., 2012).
Salisilik asit tiirevi uygulamasi sonucu, sogan kok ucu hiicrelerinde en ¢ok godzlenen
kromozomal kusurlar, yapiskan kromozom ve c-mitoz olarak belirlenmistir. Bu kromozomal
kusurlar, salisilik asit tlirevinin ig iplik olusumlarin1 engellemesi sonucu ve buna bagli olarak
mitotik béliinmede bozulmus evrelerin olugsmasi sonucu kaynaklaniyor olabilir. C-mitoz ve
bu calismada yine olduk¢a fazla gozlemlenen vagrant kromozomlarin andploidi
mekanizmasinin 6nemli muhtemel kaynaklar1 olduklari rapor edilmistir (Leme ve ark.,
2009). Yine ayni1 arastirmacilar, ¢alismamizda da oldukga fazla gézlemlenen anafaz/telofaz
kopriilerinin kromozomal kiriklara ve klastojenik etkiye sebep oldugunu bildirmislerdir
(Leme ve ark., 2009). Ayrica, yapiskanlik ve anafaz kopriileri arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu ve yapiskanligin anafaz kdopriilerine neden oldugunu bildiren caligmalarda;
yapigkan kromozomlarin anafaz kopriilerine bagli kaldiklar1 ve hiicre oliimiine kadar
gotiirebilen ¢ok yliksek bir genotoksik etkiye sahip olduklari rapor edilmistir (Ribeiro, 2003;
Kabarity ve ark., 1974). Sonuglarimiza gore, yapiskanlik ve koprii olusumlari arasinda
pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Poliploidinin yiiksek oram1 ve poliploid hiicre
sayisinda artis, ig iplik aparatinin islev mekanizmasini etkileyen faktorlerden olan c-mitoz
ve vagrant kromozomlarin yiiksek oranlarinda artis gosterebilir (Odeigah ve ark., 1997). Bu
calismada, ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda yiiksek oranlarda c-mitoz ve vagrant
kromozomlar gézlemlenmesine ragmen, rapor edilen goriise zit olarak poliploid hiicrelerin

sayis1 oldukga diistiktiir.

Literatiirde salisilik asit tlirevlerinin sitotoksik ve genotoksik potansiyellerinin
arastirildigi calismalar bulunmaktadir. Giri ve ark. (1996), farelerin kemik iligi hiicrelerinde
altt salisilik asit tiirevi i¢in in vivo kardes kromatid degisimi (SCE) ve KA testini
uygulamislardir. Bu calismada asetil salisilik asit (aspirin), salisilik asit, salisilamid, sodyum
salisilat, diflunisal ve niklosamid olmak iizere alt1 salisilik asit tiirevi kullanilmistir. Test
edilen bu alt1 salisilik asit tiirevinden yalnizca diflunisal ve niklosamid, hem SCE hem de
KA testlerinde genotoksik etki gdstermistir. Asetil salisilik asit ve sodyum salisilat ise,
yalnizca en yliksek konsantrasyonda zayif genotoksisite gostermistir. Pawar ve ark. (2009),
asetilsalisilik asit ve tiosalisilik asitin, kemik iligi hiicrelerinde comet parametrelerinde ve
periferal kandaki mikroniikleath retikiilositlerde azalma ile anti-genotoksik potansiyelini

gostermislerdir. L5178Y fare lenfoma hiicreleri, salisilik asitin metabolik aktivasyonlu ve

31



metabolik aktivasyonsuz genotoksisitesini degerlendirmek i¢in kullanilmis ve 1400
ng/ml'ye kadar MI, hiicre donglistindeki mitoz boliinme agamasindaki hiicrelerin bir oranidir
ve hiicre proliferasyonunun bir gostergesidir. Kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman daha
diisiik MI oranlari, kimyasala maruz kalan organizmanin biliyiimesi ve gelismesi iizerindeki
sitotoksik potansiyel olarak kimyasalin etkisini ifade edebilir. Calisma sonuglarina gore, MI
oranlar1 kontrol grubuna gore oldukg¢a diisiiktiir ve bu durum kromozomal kusurlar
indiikleyebilir. Ozellikle 50 ve 100 uM konsantrasyonlardaki diisiik MI degerleri istatistiksel

olarak anlamlidir ve muhtemel sitotoksik potansiyele isaret etmektedir.

Sonug olarak, bu calismada salisilik asti tiirevinin artan konsantrasyonlara bagh
olarak hiicre dongiisii proliferasyonu iizerinde olumsuz etkileri oldugu ve bir¢ok ve farkli
tipte kromozomal kusurlara neden oldugu tespit edilmistir. Salisilik asit, Allium kok
uglarinda koprii, yapiskanlik, C-mitoz, anafazda geri kalma vagrant kromozom, biniikleat
hiicre, kutup kusuru ve kromozom kayb1 gibi kromozomal kusurlari indiikledi. Salisilik asit
tirevinin yliksek konsantrasyonlarda muhtemel genotoksik ve sitotoksik potansiyele

sahiptir.
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BENZERLIK VE INTIHAL RAPORU
T.C. YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZ CALISMASI BENZERLIK VE INTIHAL RAPORU
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Allium cepa Kok Ucu Hiicrelerinde Salisilik Asit Tiirevlerinin Sitotoksik ve Genotoksik Etkilerinin
Belirlenmesi

Yukarida basligi belirtilen tez ¢aligmamin kapak sayfasi, girig, ana boliimden ve sonug¢ boliimiinden olusan
toplam .... Sayfalik kismina iliskin .../.../... tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan turnitin adli intihal
tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan benzerlik raporuna gore tezimin
benzerlik oran1 %...... tir.

UYGULANAN FILTRELEMELER

e ONAY SAYFASI HARIC,

e ONSOZ HARIC,

e [CINDEKILER HARIC,

e SIMGELER VE KISALTMALAR HARIC,

e KAYNAKLAR HARIC,

e OZGECMIS HARIC,

e TEZDEN CIKAN YAYIN/YAYINLAR HARIC,

e ALINTILAR HARIC/DAHIL,

e BES (5 KELIMEDEN DAHA AZ ORTUSME ICEREN METIN KISIMLARI HARIC (LIMIT
MATCH SIZE TO 5 WORDS) PROGRAM MENUSUNDE BULUNAN DIGER FILTRELEME
SECENEKLERI RAPORLAMAYA DAHIL EDILMEZ.

YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI LISANUSTU EGITIM ENSTITUSU TEZ CALISMASI BENZERLIK
RAPORU ALINMASI VE KULLANILMASI UYGULAMA ESASLARINI INCELEDIM VE BU
UYGULAMA ESASLARINDA BELIRTILEN AZAMI BENZERLiK ORANLARINA GORE TEZ
CALISMAMIN HERHANGI BIR INTIHAL ICERMEDIGINi, AKSININ TESPIT EDILECEGI
MUHTEMEL DURUMDA DOGABILECEK HER TURLU HUKUKI SORUMLULUGU KABUL
ETTIGIMI VE YUKARIDA VERMIS OLDUGUM BILGILERIN DOGRU OLDUGUNU BEYAN
EDERIM.

Geregini saygilarimla arz ederim. .. ... Imza
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