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OZET

ASTRAGALUS MEMBRANACEUS L. TURUNUN KOK EKSTRAKTININ ALLIUM
CEPA L. VE VICIA FABA L. BITKILERiI UZERINDE GENOTOKSIK
ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Gizem AKKURT
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman : Prof. Dr. Clineyt AKI
23/01/2020, 48

Tamamlanan tezde, iilkemizde halk tarafindan yaygmn bir sekilde kullanilan
Astragalus (geven) kok oziitlerinin asir1 dozlarinin genotoksik etkilerinin bitkisel
genotoksisite testleri ile belirlenmesi ve karsilastirilmas1 amaglanmustir.

Arastirmada Astragalus kok ekstraktlarini uygulamak igin test deneme bitkisi olarak
Allium cepa L. ve Vicia faba L. bitki tiirleri kullanilmistir. Astragalus bitkisinin farkli
dozlardaki genotoksik etkileri kok ucu hiicreleri ve mitotik indeks testleri ile belirlenmistir.

Deneme bitkilerine yapilan uygulamalar sonucunda Astaragalus bitkisinin kok
oOziitlerinin farkli dozlarinda ve uygulama siirelerinde mitotik indekste (MI) degisim
gozlenmistir. Kok ucu hiicre testi sonucunda goézlenen kromozom aberasyonlarinda en
fazla karsilasilan anormallikler diizensiz profaz, metafazda tabla kaymasi, anafazda kutup
kaymasi, kromozom kiriklar1 ve telofazda kutup kaymasi olarak goriilmiistiir.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, Astragalus 6ziitlinlin 3 kapsiil uygulamasindan
48 saat sonra Allium cepa kok uglarinda mitotik indeksteki en fazla diistis % 60, Vicia faba
tiiriniin kok uclarinda 3 kapsiil uygulamasindan 48 saat sonra mitotik indeksteki en fazla
diisiis % 53,95 olarak belirlenmistir. Ayn1 sekilde bu grupta A. cepa tiiriinde kromozomal
anormalliklerin gozlenme yiizdeleri % 25 diizensiz profaz, %37 anafazda kutup kaymasi,
%32 metafazda tabla kaymasi, % 26 telofazda kutup kaymasi olarak belirlenmistir. V. faba
tiriinde kromozomal anormalliklerin gbzlenme yiizdeleri % 34 anafazda kutup kaymasi,
% 28 metafazda tabla kaymasi, % 33 telofazda kutup kaymasi olarak belirlenmistir.

Caligmamizin sonucunda, Astragalus’un tibbi bitki olarak dogadan toplanarak

tilketilmekte olan ve piyasada farkli firmalara ait olarak ticari formda hap seklinde
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satilmakta olan preparatlarinin kullaniminda artan dozlarin ve kullanim sikliginin model
bitkiler iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
bu tiir bitki oziitlerinin kullaniminda bilingli olunmasi ve doz asimina gidilmemesinin

gerekliligi ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Astragalus, Genotoksisite, Allium cepa, Vicia faba, Kok Ucu

Hiicreleri Testi, Mitotik Indeks
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF STEM EXTRACT OF
ASTRAGALUSMEMBRANACEUS L. ON ALLIUM CEPA L. AND VICIA FABA L.
PLANTS

Gizem AKKURT
CanakkaleOnsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor : Prof. Dr. Ciineyt AKI
01/23/2020, 48

In this thesis, it is aimed to determine and compare the genotoxic effects of overdose
of Astragalus (geven) root extracts which are widely used by the public also in our country
with plant genotoxicity tests.

In our research, Allium cepa L. and Vicia faba L. plant species were used as model
plants for applying Astragalus root extracts. Genotoxic effects of Astragalus at different
doses were determined by root tip and mitotic index tests.

As a result of the application to the experimental plants, Changes in mitotic index
(M1) were observed at different doses and exposure times of Astragalus root extracts.

The most common abnormalities observed in chromosome aberrations as a result of
root tip test were irregular prophase, table shift in metaphase, pole shift in anaphase,
chromosome fractures and pole shift in telophase.

Compared to the control group, the maximum decrease in mitotic index in Allium
cepa was 60 % after 3 capsule administration of Astragalus extract, and the maximum
decrease in mitotic index was 53.95 % in 48 hours after 3 capsule administration in Vicia
faba.Likewise, the percentage of chromosomal abnormalities observed in A. cepa was 25
% irregular prophase, 37 % anaphase shift, 32% metaphase shift, and 26 % telophase
shift. The percentages of chromosomal abnormalities in V. faba were determined as polar
shift at 34 % anaphase, table shift at 28 % metaphase, and polar shift at 33 % telophase.

As a result of our research, it has been determined that increasing doses and
frequency of daily use of Astragalus which are collected from nature and commercial sold

viii



as a pill belonging to different companies can cause cytotoxic and genotoxic effects on
model plants.
Therefore, the necessity of being conscious and not overdosing in the use of such

plant extracts has been demonstrated.

Keywords: Astragalus, Genotoxicity, A. cepa, V. faba, Root Tip Test, Mitotik index
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BOLUM 1
GIRIS

Insanoglu zekasim kullanarak hastaliklar ile miicadele ve onlardan korunma igin
careyi tabiatta aramis ve asirlar boyunca kazandiklar1 bilgi ve tecriibeler sonucunda tibbi
bitkilerin kullanimma hi¢ ara vermeden devam etmislerdir. Ozellikle son dénemlerde
yapay ve kimyasal igerikli tirlinlerin toksik etkisinin ortaya ¢ikmasi ile insanlar yeniden
organik kokenli tamamlayici tibba yonelmeye baslamistir. Bu sebeple bir¢ok tibbi 6zellik
iceren bitki alternatif tip diinyasinda kullanilmaya baglamistir.

Tibbi bitkiler, dogrudan dogruya bitkilerinfarkli boliimlerinden veya onlardan
saglanan kimyasal igerikteki maddelerin agiz yoluyla veya cilt iizeri uygulamalarla
insanlarda ve hayvanlarda ortaya ¢ikan ¢esitli hastaliktedavilerinde tiiketilen bitkilerdir. Bu
bitkiler tedavi edici oOzellikleri olan biyoaktifmaddeleri iceren bitkilerdir. Bitkilerle
tedavinin temelini bitkilerin sentezlemis oldugu kimyasallar olusturur. Bu kimyasal
maddeler viicutta bazi fizyolojik durumlara yol acar ve cesitli hastaliklarintedavi
edilmesinde kullanilirlar (Isler, 2016). Bu bitkiler hem ucuz ve sagliklidir, hem de
vitaminlerin, antioksidanlarin, minerallerin ve besinlerin kaynagmni olusturur (Shad ve
digerleri, 2013).

Insanlar, igerisinde yasadiklar1 dogal flora ve faunayr iyi gozlemleyerek belirli
hastaliklar karsisinda kullandiklar1 bitkileri belleklerine yazmuslar, kendileri de benzer
hastalik durumlarinda onlar1 taklit ederek bu bitkilerden fayda saglama yontemlerini
aramiglardir. Toplayicilik yaptiklart donemde, deneme ve yanilma yoluyla tibbi 6zelligini
kesfettikleri bitkileri sadece toplamakla kalmamislar, kiltire de almiglardir. Zaman
icerisinde, toplama veya kiiltiir yontemiyle elde ettikleri bu bitkilerden, basit diizeydeki
bazi yontemlerle iceriginde bitkinin etken maddelerini tasiyan ilk ilaglari da elde
etmislerdir. Boylece bitkiler insanlarin temel besin kaynaklarini1 olusturmalarinin yaninda,
ilk ilag kaynaklari olmustur (Ceylan, 1996).

Tibbi bitkiler yiizyillardir ilag, besin, tat ve sifa vermek gibi ¢esitli amaclarla
kullanilmaktadir. Ulkemiz bulundugu cografi konum, iklim cesitliligi, bitki zenginligi,
tarimsal giicii ve genis yilizOl¢imiine sahip olmasi sebebiyle tibbi bitki ticaretinde ilk
siralarda yer alan iilkelerden birisidir. Tibbi bitkiler Anadolu cografyasi ve diinya
genelinde yiizyillardan bu yana ilag, gida, kozmetik, aromaterapi olmak {izere birgok
alanda kullanilmaktadir (Tuluk¢u ve Sagdig, 2011). Ulkemizde tibbi bitkilerin éneminin



artmasindan dolay: tarimsal ¢aligsmalar baslamis, 6zellikle son donemlerde bu bitkilerde
farkli tiirleriarttirmaya yonelik iyilestirme ¢aligmalarinda artis olmustur.

Bitkilerle tedavi genellikle hafif bir tedavi sekli olarak goriilmiistiir. Fakat, bazi tibbi
Ozellikteki bitkiler yiiksek dozlarda kullanildiklar1 zaman toksik etki gostermektedir.
Toksik etkilerinden dolayr bu bitkiler kullanilirken dikkatli olunmasi gerekmektedir
(Baytop, 1984).

Bu baglamda tez calismamizin amaci, lilkemizde de insanlar tarafindan yaygin
olarak kullanilmakta olan Astragalus (geven) bitkisinin yiiksek miktarlarinin genotoksik
etkilerinin belirlenmesidir. Planladigimiz arastirma konusunda bilimsel bir ¢aligma
olmamasi da bizi bu konuya yoneltmistir. Bu nedenle arastirmamizda Astragalus tiiriinden
hazirlanacak olan ekstraktlarin bitki test sistemleri {izerindeki genotoksik etkileri

belirlenmistir.

1.1. Tibbi Bitkilerin Tarihcesi

Tibbi bitkilerin gegmisi Siimer ve Asur uygarliklarma degin gitmektedir. M.O. 5000
ila 3000 yillar1 arasinda tibbi ozelligi olan bu bitkiler kullanilmistir. Mezopotamya
medeniyeti doneminde kullanilan bitkilerin ham madde miktarinin 250 civarinda oldugu
ifade edilmektedir. Yunan, Misir ve Hitit medeniyetleri de bu bitkileri kullanmislardir
(Giirkan ve digerleri, 2003).

T1bbi bitkilerin tarihgesiyle ilgili ilk kaynaklar Siimerlere ve Cinlilere aittir. Siimer
uygarligma ait olanlar1 M.O. 4000’1 yillarda tabletlere yazilmis sekildedir. Cinlilere ait
olan ise M.O. 3700’ lii yillara uzanmaktadir (Arslan ve digerleri, 2015).”° T1bbi bitkiler ile
tedavi’’ anlaminda kullanilan “Fitoterapi” terimini ilk olarak ortaya atan kisi Fransiz hekim
Henri Leclerc’tir (1870-1955) (Faydaoglu ve digerleri, 2011).

1873 yilinda Misir uygarligina ait olan, bitkilerin tedavi amacli kullanildigini
kanitlayan, M.O. 1600°1ii yillara dayanan 20-23 metre uzunlugunda 108 sutiinluk bir yazit
olan Ebers Papiriisii bulunmustur (Giirkan ve digerleri, 2003).

Tibbi bitkilerin biiyiikk bir bolimii yasadigimiz bu devirde de ilag olarak
kullanilmaktadir. Ulkemiz cografyasi; sifali bitkilerden faydalanma hususunda zengin bir
bitki oOrtiisiine sahiptir. Bulundugu cevredeki bitkilerin iyilestirici 6zelliklerini deneme
yanilma yontemiyle belirleyip ve yeni nesillere yiizyillar boyunca aktaran bu cografya
insanmin bilgi birikimlerini bugiin yapilan etnobotanik calismalar1 ortaya koymaktadir

(Alpinar, 2010).



1.2.T1bbi Bitkilerin Siniflandirilmasi

Alfabetik Smiflandirma: Bitki tiirlerinin latince yada baska bir dilde
kullanilanadlarina gore yapilan simiflandirmadir.Genel olarak ansiklopedilerde ve tanitim
kitaplarinda kullanilmaktadir.

Morfolojik Siniflandirma:Yapilan bu siniflandirmada  bitkiler  kullanilan
boliimlerine gore smiflandirilir. Bitki ticaretinde en sik kullanilan siniflandirmadir. Bu
smiflandirma;

Herba (ot)

Folia (yaprak)

Flores (cicek)

Fructus (meyve)

Semen (tohum)

Radix (kok)

Rizom (rizom)

Yumru (tuber)

Bulb (sogan)

Botanik (taksonomik) Simiflandirma: Bitkilerin ordo, familia, genus ve species’e
gore smiflandirilmasidir. Bitki tiirlerinin tayin edilmesi yoniinden 6nemlidir. Farmakopik
botanikte kullanilan siniflandirmadir.

Kimyasal Siniflandirma: Bitkilerin igerigindeki etken maddenin yapisina gére olan
smiflandirma seklidir. Bu yontem 6zellikle farmakognozide kullanilmaktadir.

Farmakolojik Simiflandirma: Bitkilerin iceriginde olan mevcut kimyasallarin etki
sistemlerine gore siniflandirma yontemidir.

Farmakimyasal Simflandirma: Iki tiir siniflandirma seklinin bir araya getirilmis
halidir. Bitki droglart bu siniflandirma seklinde farmakolojik etkisine uygun olarak temel

gruba, kimyasal etkisinde ise alt gruba ayrilmistir (Isler, 2016).

1.3.Astaragalus (Geven) Bitkisi

Astragalus bitkisi baklagiller ailesinden olup, ¢ok yillik, otsu ve dikenli bitkilerdir.
Yetistigi cografi bolgeye gore degisiklik gosteren 2000 kadar tiirti mevcuttur. Yapraklari
oval bir bi¢imde dal boyunca capraz olarak siralanmis olup, paripinnat yada imparipinnat
ozelliktedir. Cigceklenme pedinkiiler olup, {ist yapraklarda yogunluk gostermektedir. Nadir
olarak tek cigek goriiliir. Genel olarak kiimeler halinde bulunur ve pembe, sari, mor ve

beyaz renkte agan tiirleri bulunmaktadir. Sert kabuklu meyveleri vardir. Boylar tiirlerine



gore 5 - 100 cm arasina degiskenlik gosterir. Bulundugu yiikseklikler ise 200 - 2700 m
arasinda degisir. Her ¢esit toprak kosullarinda yayilis gosterir ve kuvvetli kdkiiyle topragi
sararak, erozyonu Onlemede 6nemli bir bitkidir. Anavatam1 Cin olarak bilinmektedir.
Alternatif tipta kullanilan énemli bitkilerdendir. Ulkemizde 400’den fazla tiirii dogal olarak
yetisir ve bunlarin yarisindan fazlasi sadece Tiirkiye’de yetisen endemik geven tiirleridir.

(Kadioglu ve digerleri, 2008).

1.3.1. Astragalus Bitkisinin Sistematikteki Yeri

Regnum: Plantae

Phylum: Angiospermae

Clasis: Eudicotidae

Ordo:  Fabales

Familia: Fabaceae

Genus:  Astragalus

Species: Astragalus membranaceus

Astragalus tiirlerinin ekstraktlari ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda A. trojanus, A.
angustifolius, A. membranaceus, A. crassicarpus tiirlerinden elde edilen polisakkaritlerin,
trojanasidlerin, astragalositlerin, triterpen glikozitlerin farkli kanser tiirlerinde
kullanimlarinin uzun yillardan bu yana yaygin sekilde arastirildigi belirlenmigtir.
Ekonomik degeri yliksek olan, Astragalus 6z suyu olarak bilinen kitre zamki, A. aureus, A.
brachycalyx, A. microcephalus, A. gummifer tiirlerinden elde edilir Icerigindeki bu 6z suyu
yiizyillardan bu yana altenatif tip cevrelerince sakinlestirici ve diyare Onleyici olarak
kullanilir (Uysal, 1997). Diinya genelinde yapilan c¢alismalara bakildiginda Astragalus
cinsinin bir¢ok taksonunun kullanildig: alanlardan en 6nemlisinin tip oldugu belirtilmistir.
Ayrica bu tibbi bitkiler sifali 6zelliklere sahip olmalarindan dolay:r insanlar arasinda da

yaygin olarak merhem, ¢ay, pastil vetablet olarak kullanilmaktadir.



1.3.2.Astragalus’un Bilinen Diger isimleri
- Keven otu

- Geven dikeni

- Zamk dikeni

- Ketre

- Cekme

- Radix Astragali

1.3.3Astragalus Kok Ektraksiyonu

Konsantrasyon

Dilimleme P

Kurutma

Kok Ekstrakti

Karistirma

Paketleme

Sekil 1. Astragalus kok ektraksiyonu islem semast

Sekil 1°de gosterilen islem semasinda ekstraksiyon isleminde oncelikle kokler
dilimlere boliinmistiir. Dilimlenmis kokler ekstraksiyon ve filtrasyon iglemlerine tabi
tutulmustur. Daha sonra konsantrasyon hazirlanip, kurutma islemi yapilmistir. Kurutulmus
kokler karistirma ve eleme islemlerinden gecirilmistir. Son olarak paketleme ve test

islemlerinden sonra toz halindeki kok ekstraktlari hazirlanmistir.



Sekil 2. Kuru toz halindeki Astragalus

1.3.4.Astragalus icerigi

Vitaminler

-Kolin suda ¢6ziinebilen lipotropik bir B grubu vitaminidir. (Sekil 3)

Sekil 3. Kolin vitamini molekiiler yapisi

Alkoloidler
-Sveynzonin

-Betain

Sekil 4. Betain molekiiler yapisi

Sekil 5. Sveynzonin molekiiler yapisi



Lipidler (Triterpen glikozitler)

-Astragalosit | -Astragalosit V
-Astragalosit 11 -Astragalosit VI
-Astragalosit 111 -Astragalosit VII
-AstragalositlVV -AstragalositVII

Othluw-

Sekil 6. Astragalosit IV molekiiler yapisi

Fitosterol’ler

-Beta-sitosterol

Sekil 7. Beta-sitosterol molekiiler yapist

Organik asitler
-GlukoronikAsit



1.3.5.Astragalus’un Tibbi Etkileri
-immiin sistemi kuvvetlendirir.

-Kanser hastalarinda kemoterapi tedavisinin hiicrelere verdigi hasardan dolay1

giigsiiz diisen ve enfeksiyonlara karsiagik bir duruma gelen viicudunbagisilik

mekanizmasini gliglendirerek Korur.

- T lenfositlerini aktive eder.

- Fagositlerin aktivitelerini arttirir.

-Viral saldirilara kars1 interferon proteininin tiretimini arttirir.
-Adrenal bezlerin fonksiyonunu gelistirir.

-Asetilkolin’i bozan asetilkolinesteraz enzimini engelleyerek hafizayr giiclendirir.
-Akut solunum yolu enfeksiyonunda destek saglar.

-Cin’de kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilir.

- Yiiksek tansiyonun diismesini saglar.

-Hepatoprotektif etkisi vardir.

-Kan sekerini dengeler.

-Astragalan B iceriginden dolayizararli bakterilere kars1 gérev yapar.

-Icerigindeki astragalosid-IV kalp yetmezligi goriilen hastalarin iyilesmesinde

onemli bir etkendir.

olur.

-Istemik kalp hastaliklari ile kalp krizi sonrast iyilesme siirecinde yardimci olur.
-HIV viriisii gibi viriisleri yok eden bagisiklik sistemi hiicrelerini gelistirir.
-Telomerlerin yapisinin bozulmadan korunmasini saglar.

-Telomelerin iiretilmesinisaglayan telomeraz enzimini aktif hale getirmeye yardimci

-Kemik iligindeki kok hiicre sayisin artirir.
-Bazi alerjilerin ve yaralarin iyilesmesini kolaylastirir.

-Serbest radikallerle savasan antioksidan igerir(Kadioglu ve digerleri, 2008).

1.3.6.Astragalus’un Bashca Kullanim Alanlar

Astragalus, kiiresel iklim degisimlerinin ve giderek artan toprak bozunumlarinin

tehdit ettigi dilnyamizda 6neminin anlatilmasi ve insan kaynakliunsurlardan uzak tutularak

korumaya alinmasi gereken bitkilerdendir. Gevenin ekonomik yonden onemli olan

kullanim alanlarti;

-Egimli bolgelerde topragi koruma,

-Biyogesitliligi stirdiirme,



-Aricilik faaliyetlerinde aromasindan faydalanma,

-Bazi hastalik tedavilerinde ve eczacilikta yararlanma,

-Boyama, tekstil vekagit endiistrisinde hammadde kullanimi seklinde siralanmaktadir
(Kadioglu ve digerleri, 2008).

1.4.Genotoksik Maddeler ve Genotoksisite

Zehir bilimi anlamina gelen toksikoloji, kimyasallar ve bazi fiziksel ajanlarin,
biyolojik sistemler {izerindeki etkilerinin zararl yonlerini inceler. Genlerde DNA ile toksik
ajanlarin etkilesimi sonucunda meydana gelen ve sonraki nesillere aktarilan olumsuz
etkiler genotoksisite olarak adlandirilmaktadir (Basaran, 2004).

Toksikoloji: Kimyasal maddelerin zararsizlik simirlarini inceleyen bilim dalidir.

Toksikoloji bilimi iginde ilgilendigimiz alt dalgenotoksikolojidir.

Genotoksikoloji; Cesitli hiicre genetigi teknikleriyle elde edilen kromozomlar
tizerinde kimyasal maddelerinzararl etkilerini inceleyen bilim dalidir.

Genotoksisiteye sebep olan tiim maddelere ‘genotoksik maddeler’ denir.

Toksik potansiyele sahip olan maddeler:
-Biitiin ilaglar,

-Temizlik ve kozmetik iiriinleri,

-Pestisitler,

-Besinlerdeki katk1 maddesi seklinde siralanabilir.

Bir maddenin potansiyel mutajenitesinin tespit edilebilmesi i¢in, kromozomal
anormalilere neden olup olmadigina bakilir.

Genotoksik caligsmalarda; etkisi aragtirilan kimyasallar i¢in

-Fazla sayida kromozom preparatinin hazirlanmasi,

-Anormali oraninin farkli dozlar ve siireler i¢in belirlenmesi,

-Hiicrelerin mikroskopta sayilmalari, incelenmeleri ve istatistiksel hesaplamalarla
sonucuna gidilmesi gerekmektedir.

Genotoksisite durumu kisa stireli testler ile ;

-Mutasyon,

-Kardes kromatit degismeleri,

-Kromozomal anormallik frekanslar1 gibi verilerle dl¢iilebilir.

Genotoksisitenin saptanmasinda, bakteri, fungus, meyve sinegi ve model bitkiler

kullanilmaktadir (Ak1 ve Karabay, 2004).



Son yillarda, farkli tiirlerdeki bitkiler iyi birer model sistem olmalari nedeniyle
genotoksik potansiyellerin saptanmasinda oldukc¢a sik kullanilir. Bitki biyoanalizinde;
molekiiler sitogenetik aragtirmalarla bitki genotoksisitesi ¢alismalar1 yapilmaktadir.

Tamamlanan tezde, yurdumuzda insanlar tarafindan yaygin olarak tiiketilen
Astragalus (geven) kok oOziitlerinin asirt dozlarinin genotoksik etkilerinin bitkisel
genotoksisite testleri ile belirlenmesi amaglanmigtir. Arastirmada Astragalus kok
ekstraktlarin1 uygulamak i¢in deneme bitkisi olarak sogan ve bakla bitkileri kullanilmustir.
Astragalus bitkisinin farkli dozlardaki genetoksik etkileri her iki bitkide kok ucu hiicre testi

ve mitotik indeks ile ortaya konulmustur.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Astragalus ile Ilgili Cahsmalar

Un ve digerleri (2016) tarafindan yapilan bir arastirmada, Astragalus
pennatulustiirinden dort yeni sikloalkartan ve bir tane yeni oleanan tipi glikozid izole
etmisledir; bunlardan bes tanesi sikloalkan tipi glikozittir. Izole edilen bilesiklerin
sitotoksik aktivitesini, insan akciger adenokarsinomasi, insan melanoma ve insan B
lenfoma hiicreleri dahil olmak iizere ii¢ kanser hiicre dizisine karsi degerlendirmistir. Test
edilen bilesiklerin higbiri hiicrenin sayisinda belirgin bir diislise neden olmamustir.

Yapilan bir arastirmada, Astragalus sinicus L. tohumunun gesitli ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesi, in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmistir. Cesitli ekstraktlar
arasinda, aseton Oziitii 10.0mg/mL'de % 95,1 maksimum 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal
stiplirme aktivitesini, 15 mg/mL'de % 89,4 hidroksil radikal siipiirme aktivitesi ve 15
mg/mL siiperoksit anyon temizleme aktivitesi% 74,5 gostermistir. Bu sonuglar, A. sinicus
L. tohumunun aseton 6ziiniin tipta, kozmetikte ve gida endiistrisinde uygulanabilir dogal
bir antioksidan olabilecegini diisiindiirmektedir (Lim ve digerleri, 2011).

Astragalus koklerinin 16semi tedavisinde ve Tiirkiye’de halk tibbinda yara iyilesmesi
icin kullanilabilirliginin belirlendigi bir aragtirmada, Tiirkiye’de yetisen A. brachypterus,
A. cephalotes, A. microcephalus ve A. trojanus tiirlerinden izole edilen 13 sikloartan ve 1
oleanan-tip triterpen saponinin yaninda ¢ tiir Astragalus'un koklerinden metanol
Oziitlerinin etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada test edilen tiim triterpen saponinlerin,% 35,9
ile % 39,6 arasinda belirgin bir IL-2 indiikleyici aktiflik gosterdigi belirlenmistir. Oleanan
tipi triterpen saponin de belirgin bir IL-2 indiikleyici aktivite gostermistir. Arastirma
sonuglarina gore, triterpen saponinlerin IL-2 indiikleyici aktivitesi, Astragalus tiirlerinin
immiinomodiilator ve anti-kanser etkilerini agiklamak i¢in yeterli bir mekanizma olarak
belirlenmistir (Yesilada ve digerleri, 2004).

Niknam ve digerleri (2003) tarafindan yapilan arastirmada, iran'dan 78 tiir
Astragalus tiirlii dahil olmak iizere 78 tiir herbaryum numunelerinin yapraklari toksik
alifatik nitro bilesikleri agisindan analiz edilmistir. Nitro bilesikleri, alt1 Astragalus tiiriinde
tespit etmislerdir ve nitro tasiyan tiirlerin tiimii otsudur. Dort canli Astragalus tiiriinde nitro
toksinlerinin olusumu ilk kez bildirilmistir.

Astragalus tilirleri yaygin olarak saglikli gidalar ve besin takviyeleri olarak

kullanilirken, geleneksel tiptaki ilaglarda da kullanilmaktadir. Bu yaklasim, c¢esitli
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Astragalus tiirleri arasinda metabolit benzerlikleri ve farkliliklari hizla vurgulamasina izin
vermistir. Yapilan bir arastirmada, saglik ve gida takviyeleri olarak kullanilan bitkisel
droglardaki sikloalkan tiirevlerinin nicel tayini i¢in analitik bir yontem belirlenmistir.
(Napolitana ve digerleri, 2013).

Parasetamol grubu ilaglar normal dozlarda giivenlik sinirinda kabul edilirken, yiliksek
dozlarda kullaniminin karaciger hasart meydana getirdigi bilinmektedir. Yapilan bir
arastirmada, Astragalus echinops ve Astragalus logopodioides tiirlerinin etanol ile
hazirlanan ekstraktlarinin siganlarda parasetamol ile uyarilan karaciger hasarma karsi
potansiyel karaciger koruyucuaktiviteleri test edilmistir. Arastirmanin sonucunda, iki
Astragalus ekstraktinin da karacigeri oksidatif hasara karsi korudugu ve parasetamole bagl
karaciger hasarina karsi etkili koruyucular olduklar1 belirlenmistir (Foudah ve digerleri,
2017).

Oksidatif stres, diyabetik kardiyomiyopatinin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Bu c¢alismada, Astragalus polisakkaritlerinin diyabetik kardiyomiyopati iizerine olan
etkisinin oksidatif stres iizerindeki etkisi ile iliskili olup olmadig1 tespit edilmistir.
Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik fareler ve heterozigot stiperoksit dismutaz nakavt
farelerine Astragalus polisakkaritleri uygulanmistir. Arastirma sonuglarina gore,
Astragalus polisakkaritlerinin diyabetik kardiyomiyopatide fayda sagladigi belirlenmistir
(Ju ve digerleri, 2017).

Son yillarda yapilan aragtirmalarda, Astragalus tiirlerinin bazi kanser hiicre tiplerinde
anti-tiimoral potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan bir aragtirmada, Astragalus
tirlinden elde edilen saponin ekstraktinin anti-kanserojen etkileri, HT-29 insan kolon
kanseri hiicreleri ve timor ksenograftlarinda arastirilmustir. Astragalus tiiriinden elde
edilen saponinlerin p21 ekspresyonunun baskilanmasi ve siklin bagiml kinaz aktivitesinin
engellenmesi ile birlikte S faz1 ve G2/M fazlar1 yolu ile hiicre ¢cogalmasini engelledigi
gosterilmistir. Ayrica, Astragalus saponinlerin, DNA parcalanmasini, ¢ekirdekte kromatin
yogunlasmasi ile gosterilen kaspaz-3 aktivasyonunu ve polimeraz bdliinmesi yolu ile HT-
29 hiicrelerinde apoptozisi tesvik ettigi belirlenmistir (Tin ve digerleri, 2007).

Geleneksel Cin tibbinda Astragalus ve Bacillus subtilis yaygin olarak hayvan yemi
ve cesitli fermente bilesiklerin {iretimi i¢in kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, aflatoksin
Bl'in bozunumu, bakteri sayilari ve Astragalus polisakkaritlerinin verim analizleri
gerceklestirilmistir. Sonug olarak, B. subtilis tiiriiniin HNMY-13 ve HNMY- 15 suslarinin
Astragalus polisakkaritlerinin sivi  fermentasyonunu 1iyi bir sekilde uyardiklar

belirlenmigstir. Bunun yami sira bu suslarin aflatoksin B1 tiiriinii belirgin bir sekilde
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parcaladiklart belirlenmistir. Bu nedenle Astragalus ve B. subtilis tiiriinin HNMY-13 ve
HNMY- 15 suslarinin kombinasyonundan olusan karisimlarin potansiyel hayvan yemi
katkis1 olarak kullanilabilecegi de belirlenmistir (Qiao ve digerleri, 2017).

Yapilan bir ¢alismada, aktif protein kinaza baglh bir yolla meydana gelen Astragalus
polisakaritinin  glukoz toksisitesinin gelistirilmesinin altinda yatan mekanizmay1
olusturmak i¢in APS'nin glikoz homeostazi {izerindeki in vivo ve in vitro etkileri, tip 2
diabetes mellitus sican modelinde incelenmistir. Tip 2 diabetes mellitus sigan modeli,
yiiksek yagl bir diyet (% 58 yag, % 25,6 karbonhidrat ve % 16,4 protein) ve kiigiik bir doz
streptozotosin (25 mg / kg) ile kopyalanmistir. 8 hafta boyunca Astragalus polisakkarit
tedavisinden sonra, kan sekeri, glikosile edilmis hemoglobin ve serum insiilini
olgiilmiistiir. Insiilin duyarliligi, oral glukoz tolerans testlerinin ve HOMA'nin kapsaml
analizi ile degerlendirilmistir. Hepatik glikojen, boyama ydntemi ile gdzlenmistir. Iskelet
kas1 asetil-CoA karboksilaz ekspresyonu aktivitesi ve glikojen sentaz fosforilasyonu
Western blot ile dl¢tilmiistiir. Glikoz alimi, C2C12 hiicrelerinde 2-deoksi- [3H] -D-glikoz
yontemiyle dl¢iilmiistiir. Sonug olarak Astragalus polisakkaritleri, asetil-CoA karboksilaz
aktivasyonu ile tip 2 diabetes mellitus sigan modelinde karaciger glikojen sentezi ve iskelet
kas1 glukoz translokasyonunu artirarak glikoz toksisitesini hafifletebildigi gézlemlenmistir
(Ou-Yang ve digerleri, 2009).

Kim ve digerleri (2013) yilinda yaptiklari bir arastirmada, yeni bir sikloartan tipi
triterpen glikozid olan agroastragalosid V’1 Astragalus membranaceus koéklerinden izole
etmislerdir. Bilinen dort sikloartan glikozit, yani agroastragalosid I, agroastragalosid II,
izoastragalosid II ve astragalosid IV de izole edilmistir. Biitiin izole edilmis bilesikleri,
RAW264.7 makrofajlarinda LPS kaynakli nitrik oksit {iretimini inhibe etme kabiliyeti i¢in
test etmislerdir. Agroastragalosid V ve astragalosid 1V, sitotoksisite olmadan nitrik oksit
tiretiminin  6nemli inhibisyonunu gdstermistir. Sonuglar, bu bitkinin, enflamatuar
hastaliklarin tedavisinde bitkisel bir ilag olarak kullanilabilecegini gostermislerdir.

Astragalus membranaceus, Cin'de enflamatuar ve sinir hastaliklar1 dahil olmak iizere
cesitli hastaliklar igingeleneksel olarak kullanilan tibbi bir bitkidir. Yapilan ¢aligmada,
Astragalus polisakkaritlerinin, Parkinson hastaligin1 tedavi etmek icin kullanilan
levodopa'nin olumsuz etkisini azalttigi gosterilmistir. Ayrica, Parkinson hastaliginda
Astragalus polisakaritlerinin noéroprotektif etkisinin az oldugu tespit edilmistir.
Caenorhabditis elegans model organizmalar1 kullanarak, A. membranaceus'tan izole edilen
asidik bir polisakkarit olan astragalan'in parkinsonizmi indiikleyebilen bir norotoksin olan

6-hidroksidopaminin ndrotoksisitesine karsi koruyucu etkisi arastirilmistir. 6-OHDA'nin C.
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elegans dopaminerjik noéronlari dejenere edebildigi gosterilmistir. Bu dejeneratif
semptomlarin astragalan tedavisi ile hafifledigi goriilmistiir. Astragalan'in ayrica reaktif
oksijen tiirlerinin seviyesini ve malondialdehit icerigini azaltarak, siiperoksit dismutaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttirmis ve 6-OHDA'da sersemlemis nematodlarda
proapoptotik gen egl-1 ekspresyonunu azaltarak oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir.
Sonug olarak astragalanin 6-OHDA norotoksisitesine karst koruyucu etkisinin, oksidatif
stresin hafifletilmesinden ve apoptoz yolu ve kolinerjik sistemin diizenlenmesinden
kaynaklanabilecegi ve dolayisiyla noérodejenerasyondaki Astragalus polisakaritinin
terapotik potansiyeli hakkinda 6nemli bir i¢gorii sagladigini gosterilmistir (Huang ve
digerleri, 2016).

Yapilan bir c¢alismada, Astragalus membranaceus polisakkaritinin yaslanma ve
proteotoksik stres yollarim1 modiile ettigi gosterilmistir. Caenorhabditis elegans model
organizmasi kullanilarak astragalan'in sadece poliglutamin toplanmasini azaltmasinin
yanisira ayni zamanda iligkili norotoksisiteyi hafiflettigi de gosterilmistir. Ayrica,
astragalanin eriskin tip nematodlarin dmriinii uzatabilecegini ve yaslanma karsit1 yararinin

toksisite baskilayici etki gosterdigini ortaya koyulmustur (Zhang ve digerleri, 2012).

2.2 A. cepa Tiirii ile Tlgili Calismalar

Bakare ve digerleri (2007) yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, 5 tiir sifali bitkinin siv1
ekstrelerinin genotoksik etkilerini A. cepa deneyi kullanilarak degerlendirmislerdir.
Ekstreler musluk suyu ile hazirlanmistir. Soganlar, sirasiyla makroskopik ve mikroskobik
analizler i¢in her bir ekstraktin 5 farkli dozdaki konsantrasyonlara maruz birakilmistir.
Konsantrasyona bagli olarak kok biiylimesi kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmiistiir. Test edilen tiim ekstraktlarin, A. cepa'da hiicre
bolinmeleri ve inditklenmis mitotik ig diizensizligi tizerine mitodepresif etkilerinin oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglar, A. cepa iizerindeki sulu ekstraktlarin inhibe edici, mitodepresif
ve turbojenik aktivitelerini gosterir.

Luehea divaricata tiiriiniin iki popiilasyon infiizyonunun A. cepa tiiriinde hiicre
dongiisii  tizerindeki antiproliferatif ve genotoksik etkilerinin degerlendirildigi bir
aragtirmada L. divaricata tiirtiniin iki popiilasyonunun yapraklar1 ve kabugu, vejetatif
asamada toplanmis ve negatif kontroliiigin damitilmis su ve pozitif kontrolii i¢in ise % 3
glifosat kullanilmigtir. Her iki popiilasyondaki L. divaricata infiizyonlarinin kontrole

kiyasla mitotik indeks azalmasina neden oldugunu ve analiz edilen her iki
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konsantrasyonda, negatifkontrole kiyasla anlamli bir genotoksik etkinin bulunmadigini
gosterilmistir (Laughinghouse ve digerleri, 2012).

Aloe vera yapraklarindantemin edilen jelin sogan kok uglarinda mitoz ve mitotik
indeks tzerindeki etkisinin 24 ve 48 saat siire ile incelendigi bir arastirmada jel
ekstraktlarinin EC50 degeri %20 olarak bulunmustur. Arastirma neticesinde A. Cepa
tirlinde mitotik indekste ve faz indeksinde, kontrol grubuna gore diisiis gosterdigi
gozlenmistir. A. vera jel ekstraktlarinin sitotoksik etkilerinin siireden daha ¢ok doz
miktarina bagli oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonugta A. vera jel ekstraktinin A. cepa’da
sitotoksik etki gosterdigi ortaya konulmustur (Y1ilmaz ve digerleri, 2011).

Tedesco ve digerlerinin (2006) yilinda Brezilya’da yaptiklari bir ¢alismada sindirim
problemlerini tedavi etmek i¢in kullanilan Pterocaulon polystachyum DC. Bitkisinin taze
sulu yaprak infiizyonlarimin sitotoksik etkisi A. cepa tiiriinde kok ucu hiicre testiyle
belirlenmeye ¢alisilmistir. A. cepa kokleri 24 saat boyunca 2.5gL?, iki kez 5gL ve dort
kez 10gL™ konsantrasyonlarinda taze sulu yaprak infiizyonlar igerisinde bekletilmislerdir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda mitotik indekste Onemli bir azalma oldugu
goriilmistiir. Bu sonuglar P. polystachyum infiizyonlarinin sitotoksik ve anti-proliferatif
aktivite gosterdigini ve bu nedenle terapdtik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Rathnasamy ve digerlerinin (2013) yilinda yaptiklar1 bir galismada, Malezya'da etkili
bir mutajene karsi kullanilan, Clinacanthus nutans, Adhatoda vasica ve Carica papaya
gibi ii¢ bitkinin mutajenik ve antimutagenik potansiyelini arastirmak i¢in Allium cepa
kromozom deneyini uygulamislardir. Soganlar ¢esitli islem gruplarina ekilmistir. Yalnizca
sitotoksisite ve mutajenlik degerlendirmesi i¢in ekstrakte ekilen soganlar, A vasica'nin 50
mg/kg metanol ekstresi hari¢ {i¢ bitkinin higbirinin A. cepa hiicrelerine sitotoksik
olmadigini, ancak orta derecede bir mutajenite gdzlendigini ortaya ¢ikarmistir. Ote yandan,
antimutagenik tarama, test edilen biitiin ekstraktlarin, Metil Metansiilfonat ile indiiklenen
kromozomal sapma yiizdesini azaltabildigini ortaya koymustur.

Inula viscosa, halk tibbinda, iltihaplar1 Onleyici, antipiretik, antiseptik ve kagit
antiphlogistik aktiviteleri nedeniyle yillardir kullanilmaktadir. Calismada |. viscosa yaprak
ekstraktinin A. cepa'nin kok ucu meristem hiicreleri lizerine genotoksik etkisi
incelenmistir. Sogan kokleri, makroskopik ve mikroskobik analiz icin ekstrakt
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Negatif kontrol i¢in musluk suyu, pozitif kontrol
icin, Etil metansiilfonat kullanilmistir. Test gruplarinin yogunluklari, gelenekseltipta
kullanilmast uygun goriilen dozlara gore belirlenmistir. Ekstraktlarin konsantrasyonuna

bagl olarak kok gruplarmin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
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anlamli derecede inhibisyonu olmustur. Testi yapilan biitiin ekstrelerin A. cepa'da hiicre
bolinmeleri iizerinde genotoksik etkileri oldugu goriilmiistiir. |. viscosa yaprak 6zii, A.
cepa’da toplam kromozomal sapmalar1 ve mikroniikleik olusumlarim1 kontrol gruplarina
kiyasla anlamli derecede arttirmistir. Bu sonuglar, I. viscosa yapragi ekstraktlarinin A. cepa

tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini gostermistir (Celik ve digerleri, 2010).

2.3. Vicia faba Tiirii ile Tlgili Cahsmalar

Viola odorata tibbi olarak onemli bir bitkidir. Biyoaktif violin ve metil salisilik ester
icerir. Bu c¢alisma, bu tibbi bitki ekstraktinin farkli dozlarinin V. faba'nin mayotik ve
mitotik kromozomlar1 {izerindeki etkisini analiz etmek i¢in tasarlanmistir. Bu amag ile V.
faba bitkisine 4, 8, 12 ve 24 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 30, 40 ve50)
Viola odorata o6zii uygulanmistir. Bu konsantrasyonlarin etkisi mayotik ve mitotik
kromozomlar lizerinde calisilmigtir. Bitkisel ilacin negatif aktivitesi, ekstrenin farkli
konsantrasyonlarinin etkisiyle goézlenmistir. Mitotik analizlerde ¢igek tomurcuklari,
islatilmig tohum ve kok ucu muamele yontemleri kullanmilmistir. Mitotik ve mayotik
kromozomlar, farkli dozlara karsi ¢esitli anormallikler gostermistir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda mitotik indekste Onemli Ol¢iide farklilar oldugu ortaya ¢ikmustir.
Anormalliklerin yiizdesi, artan doz ve zamana bagl olarak artmistir. V. faba kromozom
analizi, Viola odorata'nin klastojenik etkisinin olabilecegini gostermistir (Kumar ve
digerleri, 2014).

John ve digerleri (1991) yilinda yaptiklar1 arastirmada, yaygin olarak kullanilan
onemli bir baharat olan kirmizi biberin sulu ekstraktinin tirettigi sitolojik degisiklikleri V.
faba tiiriiniin kok meristemlerinde detayl olarak incelenmistir. Sulu ektraktlar ile muamele
edilen koklerde; kromozom kirilmasi, akromatik lezyonlar, c-mitozu, c¢ok kutuplu
bolinmeler, mikroniikleuslar gibi genis ¢apta bir anormallikler ortaya ¢ikmustir. Kontrol
gruplari ile karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlenmistir.

Yaygin olarak kullanilan N. odorum, A. peniculata, N. arbortristis, P. thyrsiflorus, S.
indicum ve K.galanga bitkilerinin sitogenetik analizleri yapilarak genotoksik etkileri
incelenmistir. V. faba kok uclar1 bitkilerin sulu o6ziitlerinin farkli dozlarina maruz
birakilmistir. N. odorum ve S. indicum 6ziitlerinin mitodepresan oldugu kromozomlarda
anormallige sebep olan yiiksek frekanslar olusturdugu ve klastojenik potansiyelleri belirten
mikroniikleusun sikligini ortaya ¢ikardigi belirlenmistir. Diger dort bitki 6ziiniin ise tiim
test denemelerinde, klastojenik olmadiklarin1 gosteren Onemli bir degisiklik tespit

edilememistir (Bhagirath ve digerleri, 2005).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyaller

Calismamiz sirasinda tibbi  bitki olarak kullanilan  Astragalus  bitkisinin
genotoksisitesini belirlemek i¢in materyal olarak Ceylan Tarim Sirketi’nden alinan A. cepa
(sogan) ve V. faba (bakla) tohumlar1 kullanilmustir.

Sogan, tim yil boyunca kolay ve ucuz elde edilebilen, depolanabilen ve kontrol
altina alinabilen bir bitkidir. Soganin kromozom sayilart az; (2n=16) fakat yapilar
biytiktiir. Allium cepa testi, hizli, yliksek duyarlilik ve tekrarlanabilme 6zelliginden dolay1
yapilmasi kolay bir testtir.

V. faba (bakla) baklagiller familyasina ait kazik kokli bir bitkidir. Kokleri toprakta
110 cm derinlige kadar ulagabilmektedir. Govdenin yanlarin agilan kokler cok kuvvetli bir
sekilde gelisim gosterir. Tiysiiz sapt 1 metreye kadar uzayabilir. Bakla tohumlarinin
cimlenmesi 20-25°C arasindadir. Cimlenme igin yaklasik 15 giinliik siire yeterlidir.

V. faba sitolojik calismalarda yaygin olarak kullanilan bir bitki model sistemidir. V.
faba tlrinin diploid kromozom sayisi 2n=12’dir. Tim yil siiresince kolaylikla
bulunabilen, gelismesi ve saklamasi kolay, ucuz olan bir materyaldir. Metotta, pahali
malzeme ve steril kosullar gerekmemektedir. Kromozomlar: olduk¢a kalin oldugu igin
giizel bir sekilde sayilabilmektedir (Kihlman, 1975).

3.2. Yontem

3.2.1. Astragalus Kok Ekstraktinin Hazirlanisi

Kapsiil igerisinde toz halinde bulunan Astragalus membranaceus kok ekstraklarinin
her birinin iceriginde 0.475g Astragalus kok ekstresi ve 0.0005g Fe bulunmaktadir. Her bir
kapstil hassas terazi ile tartilmistir. Toz halinde bulunan ve bitki model sistemleri iizerinde
kullanilacak olan 1, 3 ve 6 kapsiil ayr1 ayr1 beherlere konulan saf su igerisinde

¢Ozdirilmistiir. Kok ekstraktinin toz hali Sekil 8.’de verilmistir.
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Sekil 8. Astragalus kok ekstrakti

3.2.2.Bitkilerin Yetistirilmesi ve Kok Ucu Eldesi

3.2.3. Allium cepa Kok Ucu Eldesi ve Astragalus Kok Ekstrakti Uygulamasi

60 adet A. cepa L. tiirii arpacik sogani kok eldesi igin cam deney tiiplerinde (9x1.2
cm) saf suya konulmustur ve kok ucu uzunluklari 2 ila 3 cm boyuna ulasana kadar yaklagik
olarak 1 hafta koklendirilmistir. Koklendirme islemi 21°C’de karanlik ortamda
gerceklestirilmistir. Her bir uygulama i¢in 6 adet sogan kullanilmistir. Kokler 2-3 cm
boyuna ulastiktan sonra 1, 3 ve 6 kapsiil igerisindeki Astragalus kok ekstraktlar saf suda
¢ozdiirillerek, 24 ve 48 saat siire ile uygulanmistir. Uygulama igin farkli dozlarda
hazirlanan ¢ozeltiler sabah 08.00 ila 09.00 saatleriigerisinde uygulanmistir. Uygulama
islemi yapildiktan24 ve 48 saat sonra kok uglar1 fiksasyon igin farmer fiksatifi igerisine
alinmistir. Preparatlar hazirlanincaya kadar buzdolabinda (+4°C’de) saklanmistir. Pozitif
kontrol i¢in distile su kullanilmigtir. Tim deneme serileri 3 tekrarli sekilde yapilmistir

(Sekil 9).

-
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Sekil 9. A. cepa bitkisinin distile su ile koklendirilmesi
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3.2.4. Vicia faba Kok Ucu Eldesi ve Astragalus Kok Ekstrakti Uygulamasi

V. faba L. tiirline ait tohumlardan 300 tanesi saf su icerisinde oda sicakliginda 6 saat
stire ile bekletilmistir. V. faba bitkilerinin tohumlar1 2:1 (perlit:toprak) oraninda hazirlanan
karigimin igerisine 35’°lik viyollere ekilmistir. Ekimler esnasinda kontrol grubu i¢in 3 viyol,
farkli dozlar i¢inde iiger viyol ekim yapilmistir. Ekim isleminden yaklasik olarak 15 giin
sonra koklendirme gergeklesmistir. Daha sonra Astragalus kok ekstraktlar1 saf suda
¢Ozdiirlilmiis ve bitki koklerine 24 ve 48 saat siire ile uygulanmistir. Dokularin
yumusatilmasi i¢in maserasyon islemi uygulanmistir. Fikse edilmis kok uglart 60°C’ deki
IN HCI igerisinde 10-12 dakika masere edilerek hidroliz yapilmistir ve sonunda boyamak
icin asetokarmin igerisine alinmustir. Pozitif kontrol i¢in distile su kullanilmistir. Tiim

denemeler 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Sekil 11. Vicia faba bitkisine 3 kapsiil AstraglusT&Sk ekstrakti uygulanmast
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Sekil 12. Vicia faba bitkisine 6 kapsiil Astragalus kok ekstrakti uygulanmasi

3.2.5. Kok Ucu Analizlerinde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Farmer fiksatifi: 3:1’lik bir oran ile hazirlanmaktadir.

3 kisim %96’lik etil alkolle

1 kisim glasial asetik asitin karigtirilmasiyla hazirlanir.

1 N HCI 90 ml saf su tizerine 10 ml HCI eklenerek hazirlanir.

Asetokarmin boyasi: 45 mL glasiyal asetik asit 55 mL saf su ile seyreltilerek
%45°1ik asetik asit elde edilir. Elde edilen 100 mL’lik ¢6zelti igerisine toz halinde bulunan
1 g karmin eklenir. Manyetik karistiricida orta seviyede bir sicaklikta 10 dakika boyunca
¢Ozdiirme islemi yapilir. Bu islem 4 ila 5 giin tekrarlanir. Daha sonra elde edilen boya filtre

kagidiyardimiyla siiziiliip ve +4°C’de muhafaza edilir.

3.2.6.Mitotik Preparat Hazirlanmasi

Incelenme yapilmasi igin lam iizerine alinan kok uglarmin daha koyu boyanan ug
kismui bistiiri yardim ile yaklasik olarak 2 mm kesilmistir. Uzerine 45 derecelik ag1 ile
lamel ile kapatilarak kok ucunun ezilmesi, hiicrelerin katman halinde dagilmalar
saglanmigtir. Laboratuvarda Motic arastirma mikroskobu kullanilmigtir. Her deneme
grubunda 1200 hiicre sayilarak mitoz safhalarmma ve anormalliklere ait olan fotograflar

cekilmistir.
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3.2.7. Bitkilerde Mitotik Kromozomlarm Incelenmesi

*Fiksasyon: Hiicrelerin canlilik yapisini  korumak icin fiksasyon iglemi
yapilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz sogan ve bakla bitkilerinin kok uglart bistiiri
yardimiyla kesilerek fiksatif icerisine konulmustur.

*Maserasyon: Aragtirmamizda kullandigimiz sogan ve bakla bitkilerinin
dokularinin yumusatilmasi i¢in uygulanan bir islemdir. Hiicrelerin bir arada durmasini
saglayan orta lamelleri eriterek hazirlanan preparatlardaki hiicrelerin  daha iyi
gozlemlenmesini saglar. Bu islem i¢in fiksatif i¢erisinden ¢ikarilan kok uglar1 1 N HCI
iceren 60°C’lik su banyosunda 10 dakika siire ile hidroliz edildikten sonra saf su ile
armdirilmistir.

*Boyama: Kromozomlarin boyanmasinda farkli 6zel boyalarin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu boyalar igerisinde en fazla kullanilanlar: Karmin, Orsein ve
Feulgen’dir. Bu boyalar kromozomlarin her bir tarafinin ayni1 sekilde boyanmasini saglar.
Arastirmamizda saf su ile arindirdigimiz kok uglari, icerisinde 25 mL kadar karmin boyasi
bulunan iizeri etiketlenmis falkon tiiplerine koyulmustur. Daha sonra asetokarmin bulunan
falkon tiipleri igerisine konulan kok uglarmin boyayr daha iyi almasi i¢in 48 saat

buzdolabinda bekletilmistir.
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3.2.8. Mitotik Aktivitenin Hesaplanmasi

Mitotik indeks meristematik hiicrelerde mitoz boliinme safhalarinin sitolojik olarak
gbzlenmesiyle hesaplanmaktadir. Mitotik aktivite, boliinen hiicre sayisinin boliinmeyen
meristematik hiicrelerin sayisina orani ile bulunmaktadir. Genel olarak kromozom sayim
ve toksikolojik calismalarinda kullanilir. Mitotik indeks degerini % olarak hesaplama
formiilii su sekildedir (3.1) (Aki ve Karabay, 2004);

Bélinen Hiicre Say isi
ToplamHicre Sayisi

Mitotikindeks (%) = x100 (3.1)

Kromozomal anormallik indeksi (KAI) genotoksisiteyi belirleyen Onemli bir
belirtegtir (3.2). Kromozomal anormallik gézlenen anormal hiicre sayisinin, toplam hiicre
sayisina boliinerek, 100 ile carpilmasiyla hesaplanmaktadir. Hesaplamanin formiilii

asagida verilmistir (Cordiik ve digerleri, 2015);

KA Hicre Sayi=t

Kromozomal Aberasyon Indeksi = X100 (3.2)

Garintilenen Toplam Hiicre Sayist

N . M -
Mitotik indeks degeri disinda AT orani da hesaplanabilir. Bu katsaymin 1’ den
+

biiyiik ¢ikmasi durumu ile anafaz + telofaz frekansindaki azalma, karyokinetik ig
ipliklerinininaktif oldugunu gosterir. Bu deger higbir madde ile muamele gérmemis
materyal ile yapilan sitolojik c¢aligmalarda ise ortamdaki safsizliklarin kontrolii i¢in

onemlidir (Ak1 ve Karabay, 2004).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mitotik Bulgular

4.1.1. A. cepa L. Tiiriine Ait Kontrol Grubu Mitotik Fotograflar:

Calismamizda kontrol grubunda A. cepa L. bitkisinin koklendirilmesi i¢in saf su
kullanilmigtir. Bu sebeple mitotik hiicrelerde anlamli bir anormallik yilizdesi
gbzlenmemistir. Her grup icin tekrarlar ile birlikte sayilan yaklagik olarak 1200 hiicrede
Allium cepa genotipinden kaynaklanabilecek 27 anormallik gozlenmistir. Kontrol grubu
mitotik fotograflar1 asagidadir (Sekil 13).

Sekil 13. Kontrol grubu A: Profaz, B: Metafaz, C: Anafaz, D: Telofaz

4.1.2. V. faba L. Tiiriine Ait Kontrol Grubu Mitotik Fotograflar

Calismamizda kontrol grubuna ait V. faba L. bitkisinin koklendirilmesinde perlit-
toprak karisimi ve saf su kullanilmistir. Bu sebeple mitotik hiicrelerde anlamli bir
anormallik yiizdesi gbézlenmemistir. Her grup igin tekrarlari ile birlikte sayilan yaklagik
olarak 1200 hiicrede Vicia faba genotipinden kaynaklanabilecek 24 anormallik

gbzlenmistir. Kontrol grubu mitotik fotograflar1 asagidadir (Sekil 14)
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Sekil 14. Kontrol grubu, A: Profaz, B: Metafaz, C: Anafaz, D: Telofaz

4.1.3. Astragalus Kok Ekstresi ile 24 ve 48 Saatlik Muamele Sonucu A. cepa L.
Tiiriine ait Mitotik Fotograflar

Astragalus kok ekstresinin 1, 3 ve 6 kapsiil uygulamalar1 sonucunda mitoz boliinme
tizerindeki genotoksik etkileri su sekildedir

Kok ekstresi ile muamele edilen her bir grupta tekrarlar1 dahil olmak {izere sayilan
24 saat 1 kapsiil uygulanan gruplarda 1200 hiicre icerisinde 59 anormallik, 3 kapsiil
uygulanan gruplarda 1200 hiicre igerisinde 106 anormallige rastlanilmistir. 48 saat 1
kapsiil uygulanan gruplarda 1200 hiicre igerisinde 72 anormallik, 3 kapsiil uygulanan
gruplarda 1200 hiicre igerisinde 119 anormallik goriilmistiir. 6 kapsiil uygulanan gruplarda
ise mitoz boliinme evresi gerceklesmedigi igin herhangi bir anormallik gozlenememistir.
En fazla g6zlemlenen anormallikler diizensiz metafaz, kalgin kromozom, kromozom kirigt,
anafazda kutup kaymasi ve telofazda kutup kaymasi seklindedir. Astragalus kok
ekstresinin A. cepa tiiriine uygulanmasi neticesinde ¢ekilen fotograflar su sekildedir (Sekil
15, 16, 17, 18).
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Sekil 15. 24 Saat 1 kapsiil uygulamasi, A: Anafazda kalgin kromozom, B: Anafazda kutup
kaymasi, C: Tabla kaymasi

Sekil 16. 24 Saat 3 kapsiil uygulamas1 A: Profazda diizensiz kromozom, B: Anafazda
kutup kaymasi ve kromozom kirigi. C: Anafazda kalgin kromozom ve kromozom
deformasyonu, D: Anafazda kalgin kromozom ve kromozom kirigi, E: Metafazda tabla
kaymasi, F: Telofazda kutup kaymast
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Sekil 17. 48 Saat 1 kapsiil uygulamasi, A: Profazda diizensiz kromozom dagilimi, B:
Anafazda kromozom kirigi, C: Anafazda kutup kaymasi, D: Anafazda kutup kaymasi,
kalgin kromozom ve Metafazda tabla kaymasi, E: Metafazda tabla kaymasi1 ve kalgin
kromozom, F: Telofazda kutup kaymasi ve kalgin kromozom
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Sekil 18. 48 Saat 3 kapsiil uygulamasi, A: Profazda diizensiz kromozom dagilimi, B:
Kromozom deformasyonu, kromozom kiriklar1 ve C-mitoz, C: Anafazda kutup kaymasi,
D: Anafazda kromozom kirig1 ve kalgin kromozom, E: Metafazda tabla kaymasi F:
Telofazda kutup kaymasi ve kalgin kromozom
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4.1.4. Astragalus Kok Ekstresi ile 24 ve 48 Saatlik Muamele Sonucu Vicia faba
L. Tiiriine Ait Mitotik Fotograflar

Astragalus kok ekstresinin 1, 3 ve 6 kapsiil uygulamalar1 sonucunda V. faba L.
tiirlinlin kok ucu meristem hiicrelerinde gergeklesen mitoz boliinme tizerindeki genotoksik
etkileri su sekilde olmustur: Kok ekstresi ile muamele edilen her bir grupta tekrarlar1 dahil
olmak iizere sayilan, 24 saat 1 kapsilil uygulanan gruplarda 1200 hiicre igerisinde 52
anormallik, 3 kapsiil uygulanan gruplarda 1200 hiicre igerisinde 110 anormallige
rastlanilmistir. 48 saat 1 kapsiil uygulanan gruplarda 1200 hiicre icerisinde 67 anormallik,
3 kapsiil uygulanan gruplarda 103 anormallik goriilmiistiir. 6 kapsiil uygulanan gruplarda
ise iki bitki tlirtiniin kok ucu meristem hiicrelerinde mitoz bdliinme evresi gergeklesmedigi
icin herhangi bir anormallik gézlenememistir. En ¢ok gozlemlenen anormallikler diizensiz
metafaz, kalgin kromozom, kromozom kirigi, anafazda kutup kaymasi ve telofazda kutup
kaymasi seklindedir. Astragalus kok ekstresinin V. faba L. tiiriindeki uygulamalar
sonucundaki fotograflar1 (Sekil 19, 20, 21).

Sekil 19. 24 Saat 1 kapsiil uygulamasi, A: Kromozom deformasyonu, B: Anafazda kutup
kaymasi ve koprii olusumu, C: Metafazda tabla kaymasi, D: Telofazda kutup kaymasi ve
kalgin kromozom
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Sekil 20. 24 Saat 3 kapsiil uygulamasi, A: . Profazda diizensiz kromozom dagilimi, B:
Anafazda diizensiz kromozom dagilimi ve kromozom kirigi, C: Anafazda kutup kaymasi
ve kalgin kromozom, D: Metafazda kromozom kirig1 ve C-mitoz olusumu

Sekil 21. 48 Saat 1- 3 kapsiil uygulamasi, A: Anafazda kutup kaymasi, kalgin kromozom
ve ayrilmama, B: Anafazda kutup kaymasi, telofazda kutup kaymasi ve kalgin kromozom,
C: Anafazda kutup kaymasi ve kalgin kromozom, D: Metafazda tabla kaymasi, telofazda
kutup kaymasi ve kalgin kromozom
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4.2. Mitotik indeks Bulgular

Astragalus kok ekstraktinin degisik dozlarinin 24 ve 48 saat siiresince A. cepa ve V.
faba tiirlerinin kok uglarina uygulanmasi sonucu mitotik indeks verileri tablo halinde

verilmistir (Tablo 1 ve Tablo 2).

Tablo 1

Astragalus kok ekstraktr uygulanan A. cepa mitotik indeks verileri

Uygulanan Doz

Maruz Kalma Stresi

24 saat 48 saat
Kontrol 10,66+0,98 10,89+0,67
5,76+1,01 4,97+1,06
1 Kapsiil
3 Kapsiil 5,48+1,31 4,34+1,74

+ Standart hata

Tablo 1’e gore; A. cepa kok hiicrelerindekontrol grubuna kiyasla 1 ve 3 kapsiil

uygulanan gruplarda 24 saatlik siire sonunda belirli bir diisiis gozlemlenmistir. Aym

gruplarda 48 saat sonunda ise mitotik indekste en fazla diisiis gézlemlenmistir.

Tablo 2

Astragalus kok ekstrakti uygulanan V. faba mitotik indeks verileri

Maruz Kalma Siiresi

Uygulanan Doz
24 saat 48 saat
Kontrol 9,52+1,35 11,90+0,93
5,29+1,80 6,13+0,72
1 Kapsiil
3 Kapsiil 5,77+1,28 5,48+0,93

+ Standart hata
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Tablo 2’ye gore; V. faba kok hiicrelerinde kontrol grubuna gore 1 ve 3 kapsiil
uygulanan gruplarda mitotik indeksteki en fazla diisiis 24 saatlik 1 kapsiil uygulamasinda
gozlemlenmistir.

Kontrol grubuna gore mitotik indeksteki ylizdelik degisim hesaplanarak tablolar
halinde verilmistir. Tablolara bakildiginda; doz artisina ve uygulama siiresine bagl olarak
mitotik indekslerde degisim gozlenmistir. Ayrica dozlarin kendi iclerinde karsilastirilmasi
sonucunda da farkliliklar saptanmustir.

Astragalus kok ekstraktinin A. cepa tiiriine uygulanmasindan 24 saat sonra MI
degerindeki en az degisme 1 kapsiillik (0,475g + 0,0005g Fe) uygulamadan elde
edilmistir. Mi’de en fazla diisiis ise 48 saat sonra 3 kapsiil (1,425g + 0,0015g Fe)
uygulamasinda elde edilmistir. (Tablo 3)

Tablo 3
Astragalus kok ekstrakti uygulamasindan sonra A.cepa mitotik indeksteki yiizdelik degisim
Uygulama Siiresi
Uygulama Dozlar1
24 saat 48 saat
1 Kapsiil %45,97 %54,36
3 Kapsiil %48,59 %60,15

Astragalus kok ekstraktinin V. faba tiiriine uygulanmasindan 24 saat sonra MI
degerindeki en az degisme3 kapsiilliik (1,425g + 0,0015g Fe) uygulamadan elde edilmistir.
Mi’de en fazla diisiis ise 48 saat sonra 3 kapsiil (1,425g + 0,0015g Fe) uygulasinda elde
edilmistir. (Tablo 4)

Tablo 4
Astragalus kok ekstrakti uygulamasindan sonra V.faba mitotik indeksteki yiizdelik degisim

Uygulama Siiresi
Uygulama Dozlar1

24 saat 48 saat
1 Kapsiil %44,42 %48,49
3 Kapsiil 239,39 %53,95
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Tiim uygulama gruplarinin mitotik indeks iizerindeki etkileri, grafikler halinde

verilmistir. Ayrica her grafikte dozlardaki degisim miktalar1 ve bulunan standart hatalar

gosterilmistir.
24 saat Mitotik indeks
16
14
12
10
8
6 5 as e Mitotik indeks
4
2
0 T T )
Kontrol 0,475g + 0,0005g 1,425g +0,0015g
Fe (1 Kapsdl) Fe (3 Kapsiil)

Sekil 22. A.cepa i¢in 24 saatlik uygulamadan sonra mitotik indeks degisimi

Sekil 22°de; A.cepa’da kontrol grubuna gore 24 saatlik 1 kapsiil uygulamasinda
mitotik indekste hizli bir diisiis meydana gelmistir. Bu diisiis 3 kapsiil uygulamasinda ise 1

kapstile gore daha yavas bir oranda ger¢eklesmistir.

48 saat Mitotik indeks

14

12

10

4 434

0 T T 1
Kontrol 0,475g +0,0005g Fe (1  1,425g + 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Sekil 23. A.cepa icin 48 saatlik uygulamadan sonra mitotik indeks degisimi
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Sekil 23’de; Kontrol grubuna gore 48 saatlik maruz kalma siiresinden sonra da 1
kapsiil uygulanmasinda mitotik indekste hizli bir diisiis ger¢eklesmis, 3 kapsiilde bu diisiis

1 kapsiile gére daha yavas bir oranda gergeklesmistir.

24 ve 48 Saat Mitotik indeks
14
12
10 T ;88
8
T
6 5,48
4 434
2
0 T T 1
Kontrol 0,475g + 0,0005g Fe (1 1,425g + 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Sekil 24. A.cepa i¢in 24 ve 48 saatlik uygulamadan sonra mitotik indeks degisimi

Sekil 24.°de; 24 ve 48 saatlik uygulamalardan sonra mitotik indeksin grafiksel

verilerinde kontrol gruplarina gore belirli bir oranda diisiisler gézlemlenmistir.

24 saat Mitotik indeks
12
10 3
8
6 | 5,77
4 1
2
0 T T 1
Kontrol 0,475g + 0,0005g Fe (1  1,425g +0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Sekil 25. V. faba i¢in 24 saatlik uygulamadan sonra mitotik indeks degisimi

Sekil 25°de; V. faba’da 24 saatlik uygulama siiresinde kontrol grubuna gore 1

kapsiilde mitotik indekste belirli bir diisiis meydana gelmistir.
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48 saat Mitotik indeks

14

12

10

0 T T 1
Kontrol 0,475g +0,0005g Fe (1  1,425g + 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Sekil 26. V.faba i¢in 48 saatlik uygulamadan sonra mitotik indeks degisimi

Sekil 26°da; Kontrol grubuna gore 48 saatlik maruz kalma siiresinde her iki doz

uygulamasinda da mitotik indekste diisiisler gdzlemlenmistir.

24 ve 48 Saat Mitotik indeks

14

12

10

0 T T 1
Kontrol 0,475g +0,0005g Fe (1  1,425g + 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Sekil 27. V. faba i¢in 24 ve 48 saatlik uygulamadan sonra mitotik indeks degisimi

Sekil 27’de; 24 ve 48 saatlik maruz kalma siirelerinden sonra mitotik indeksin

grafiksel verilerinde kontrol gruplarina gore belirli bir oranda diislisler gézlemlenmistir.
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4.3. Kromozomal Anormallik Bulgular:

Astragalus kok ekstraktinin 24 ve 48 saatlik siirede 1, 3 ve 6 kapsiil uygulamalari
sonucunda A. cepa ve V. faba bitkileri tizerinde olusturdugu kromozom anormallik sayilari
belirlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirilarak veri ortalamalari, standart sapmalari

belirlenmis ve tablo halinde gosterilmistir.

Tablo 5
Astragalus kok ekstraktr uygulamalar1 sonucu A.cepa’da kromozomal anormallik diizeyleri
Maruz Uygulama Anormal Hiicre Sayilan . |Kromozomal
Kalma Toplam Hiicre .
. Dozu Sayisi Anormallik (%)
Stiresi Sayis1
Kontrol 107 3226 3,32+0,72
24 saat 1 Kapsiil 459 3651 12,57+1,88
3 Kapsiil 661 3548 18,63+1,23
Kontrol 102 3324 3,07+0,27
48 saat 1 Kapsiil 637 3128 20,36+0,88
3 Kapsiil 503 3213 15,66+1,06

+ Standart hata

Tablo 5.’¢ gore; A.cepa’da kromozomal anormallik bulgularinda kontrol grubuna
kiyasla 24 saatlik siirede en fazla anormallik 3 kapsiil uygulamasinda gézlemlenmistir. 48
saatlik siirede ise en fazla anormallik 1 kapsiil uygulamasinda gozlemlenmistir. Bunun
sebebi maruz kalma siiresi arttik¢a hiicre béliinmelerinin inaktive olmasidir.

24 ve 48 saatlik uygulamalar sonucunda A.cepa’da en ¢ok rastlanan kromozomal
anormallikler; Metafazda tabla kaymasi, anafazda kutup kaymas: ve kalgin kromozom

olusumu, telofazda kutup kaymasi olarak gozlemlenmistir.
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24 saat aberasyonlu hiicre %

25

=X 20 y=7,655x-3,8033
1]
g RZ = 0,9857‘/ 18,63
=
15 y
5
z 10 )
@ —4— GOzlenen
2 5
2 332 000 eeee- Dogrusal (Gozlenen)
0
Kontrol 0,475g + 1,425g +
0,0005g Fe (1 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Uygulana Doz

Sekil 28. A.cepa i¢in 24 saatlik uygulamadan sonra kromozomal anormallik diizeyleri

Sekil 28°de; 24 saatlik uygulamanin sonunda kontrol grubuna kiyasla dogrusal

gbzlenen orana gore, 1 kapsiil ve 3 kapsiil uygulandiginda anormallik oran1 artmistir.

48 saat aberasyonlu hiicre %
25 \;:67(:)"_))(1—0,44
® R?=0,4958
@ 20 ‘)n)QG
= -
3 /\ 15 66
S 15 - - 7
= -
210 -7
© ,/ —— Gozlenen
-]
5
2 (3)07 — — — Dogrusal (Gozlenen)
0 T T 1
Kontrol 0,475g + 1,425g +
0,0005g Fe (1 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)
Uygulanan Doz

Sekil 29. A.cepa igin 48 saatlik uygulamadan sonra kromozomal anormallik diizeyleri

Sekil 29°da; 1 kapsiil uygulamasinda kontrol grubuna gore yiiksek oranda bir
anormallik oram1 goézlemlenmistir. 3 kapsiilde ise bu oran beklenenin altinda

gerceklesmistir.
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24 ve 48 saat aberasyonlu hiicre %
25
35 20 20 36
v N 18,63
=
= 15,66
S 15
E ) AT
2y 10 / ——24 saat
2 5 —ll—48 saat
< 3,02
0 T T 1
Kontrol 0,475g + 0,0005g 1,425g + 0,00158
Fe (1 Kapsiil) Fe (3 Kapsiil)
Uygulanan Doz

Sekil 30. A.cepa igin 24 ve 48 saatlik uygulamadan sonra kromozomal anormallik
diizeyleri

Sekil 30°da; 24 ve 48 saatlik uygulamalardan sonra kontrol grubuna kiyasla
kromozomal anormallik diizeylerindemaruz kalma siiresine ve uygulama dozlarina gore

belirli farkliliklar gézlemlenmistir.

Tablo 6
Astragalus kok ekstraktt uygulamalari sonucu V. faba’da kromozomal anormallik
diizeyleri

Maruz Uygulama Anormal Hiicre Sayilan .. |Kromozomal
Kalma Toplam Hiicre .
. Dozu Sayisi Anormallik (%)
Stirest Sayisi
Kontrol 126 3318 3,80+0,27
24 saat 1 Kapsiil 496 3986 12,44+1,01
3 Kapsiil 467 3471 13,45+0,63
Kontrol 125 3066 4,08+0,74
48 saat 1 Kapsiil 428 3172 13,49+1,52
3 Kapsiil 275 3180 8,65+1,17

+ Standart hata

Tablo 6’ya gore; V. faba’da en fazla kromozomal anormallik bulgusu kontrol

grubuna gore 48 saatlik siirede 1 kapsiil uygulamasinda gézlemlenmistir.
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24 ve 48 saatlik uygulamalar sonucunda V. faba’da en ¢ok rastlanan kromozomal
anormallikler; Anafazda koprii olusumu, kalgin kromozom, anafazda kutup kaymasi,

metafazda tabla kaymasi ve telofazda kutup kaymasidir.

24 saat aberasyonlu hiicre %

16

® 14 _eZ y=4,825x+0,2467
@ 13,45 R = 0,8275
5 12 Z3 ,
= =<
= 10 =
3 S
= 8 Fas
> 6 ~
8 <7 —— Gbzlenen
7] 4 3,0
<2 ema-- Dogrusal (Gozlenen)
0
Kontrol 0,475g + 1,425g +
0,0005g Fe (1 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)

Uygulanan Doz

Sekil 31. V. faba i¢in 24 saatlik uygulamadan sonra kromozomal anormallik diizeyleri

Sekil 31°de; 24 saatlik maruz kalma siiresinde kontrol grubuna kiyasla dogrusal

gozlenen orana gore 1 kapsiil ve 3 kapsiil uygulamasinda anormallik oraninda artis

gbzlemlenmistir.
48 saat aberasyonlu hiicre %
16
y=2,285x+4,17
514 Mm R? = 0,2358
s 12
2 10 / ,\—‘ =
ERN /-7 ses
g ‘-/ - -
& 6 » ;
@ f/“ o = Gozlenen
) 4 4,00
2 2 — — — Dogrusal (Gozlenen)
0 T T 1
Kontrol 0,475g + 1,425g +
0,0005g Fe (1 0,0015g Fe (3
Kapsiil) Kapsiil)
Uygulanan Doz

Sekil 32. V. faba i¢in 48 saatlik uygulamadan sonra kromozomal anormallik diizeyleri
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Sekil 32°de; 1 kapsiil uygulamasinda kontrol grubuna gore yiiksek oranda
kromozomal anormallik gézlemlenmistir. 3 kapsiilde ise kromozomal anormallikte diisiis
meydana gelmistir. Bunun sebebi maruz kalma siiresi arttik¢a boliinen hiicrelerin

azalmasidir.

24 ve 48 saat aberasyonlu hiicre %

16
e 14 3,49 13,45
£ 12
2 10 / \
2, /4 \§ 8,65
[=]
§ 6 ;{ o— 24 saat
3 4 58 == 48 saat
)

0 T T 1

Kontrol 0,475g + 0,0005g 1,425g + 0,0015g
Fe (1 Kapsiil) Fe (3 Kapsiil)

Uygulanan Doz

Sekil 33. V. faba icin 24 ve 48 saatlik uygulamadan sonra kromozomal anormallik
diizeyleri

Sekil 33°de; 24 ve 48 saatlik maruz kalma siirelerinde kontrol grubuna gore 1 kapsiil
uygulamalarinda birbirine yakin bir oranda farklihlk gdzlemlenirken, 3 kapsiil

uygulamalarinda 6nemli 6lgiide farkliliklar gézlemlenmistir.

4.4. Tartisma

Arastirmamizda materyal olarak A. cepa ve V. faba bitki model sistemlerini
kullanarak, farkli dozlarda uygulanan Astragalus kok ekstrelerinin kok ucu meristem
hiicrelerinde, ¢esitli kromozomal anomalilere neden oldugu saptanmistir. Calismamizin
sonuglaria gore en ¢ok gozlemlenen kromozom anormallikler anafazda kutup kaymasi,
metafazda tabla kaymasi, kalgin kromozom, kromozom kirig1 ve telofazda kutup kaymasi
seklinde belirlenmistir. Anafaz evresindeki koprii olusumlart yapiskan uclarin birbirine
tutunmasi ile meydana gelebilecegi gibi kromatidlerin yanlis katlanmasindan da
kaynaklanabilir. Kutuplardaki kayma ise boliinme sirasinda kutuplarin farkli bolgelerde
bulunmasidir. Kalgin kromozomlar mitoz boliinme esnasinda kromozomlarin olmasi
gerektigi sathaya diger kromozomlardan daha ge¢ siirede gitmesinden kaynaklanir. Bu

durum ig ipliklerinde meydana gelen yikimlardan dolayr olabilmektedir. Metafaz
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plagindaki diizensiz yerlesimler ve diizensiz evre olusumlarindan dolay: tabla kaymasi
goriilmektedir.  Kromozomlardaki  deformasyon ve kirilmalar kromozom ve
kromatidlerdeki bozunumlar sonucu meydana gelmektedir. Anafaz ve telofaz evrelerinde
kutup kaymalar1 kutuplarin farkli bolgelerde bulunmalarindan dolay1 hiicrenin simetrik bir
sekilde boliinenememsinden kaynaklanir. Kromozom kopriilerinin olusmasi, kromozom
veya kromatid yapismasindan kaynaklanabilir. Anafaz ve metafaz evrelerinde olusan
fragmentler kromozom ve kromatidlerde meydana gelen kirilmalarla olusmustur. c-mitoz
olusumu kolsisine benzer bir etkisinin olmasindan dolay1r ig ipliklerinin olusumunun
engellenmesiyle olusmaktadir.

Uygulamalar sonucunda Astaragalus kok ekstresinin artandozlarina ve uygulama
zamanina bagh bir sekilde kromozom anormalliklerinde degisimler gézlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglar, insanlar tarafindan yaygin olarak kullanilan tibbi bitkilerin artan
dozlarimin bitkiler iizerinde yarattigi etkilerin arastirildigi birgok calisma sonuclari ile
ortismektedir.

Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda arastirma bitkilerimizde normal mitoz boliinme ile
birlikte uygulanan kok ekstraktlarinin dozlarina baglh olarak farkli diizeylerde genotoksik
etki gosterdigi ve bununda mitotik anormalliklere sebep oldugu gozlemlenmistir.

Arastirmamizda 3 kapsiil Astragalus kok ekstresinin uygulandigi 6rneklerde 1 kapsiil
ve 6 kapsiil uygulanan orneklere gore hiicrelerde daha fazla anormallik oldugu tespit
edilmistir. 6 kapsiil uygulanan 6rneklerde ise hiicre boliinmelerinin durdugu gézlenmistir.
Bunun sebebi ise artan doz oraninin hiicre bdliinmelerine engel olmasidir.

S. mombin L. N. lotus L. ve L. cylindrica L. tiirleri Nijerya'da kanser tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerin sulu ekstrelerinin genotoksik ve anti-
genotoksik etkileri, A. cepa L. testi kullanilarak degerlendirilmistir. Soganlari, sirasiyla
kok biiyiimesi inhibisyonu ve sitogenetik hasarin indiiksiyonu analizleri i¢in hazirlanan her
ekstraktin 0.5-10 mg ml ~ ! konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Negatif kontrol ile
karsilastirildiginda, konsantrasyona bagli, ekstraktlar tarafindan kok biliyiimesinde énemli
bir inhibisyon oldugu gozlemlenmistir. Biitiin ekstreler hiicre boliinmesi iizerinde
mitodepresif etkilere ve indiiklenen kromozomal sapmalara neden olmustur. Bu bulgular,
test edilmis bitkilerin sulu ekstraktlarinin A. cepa iizerindeki inhibe edici anti-proliferatif
ve anti sitogenetik hasar aktivitelerini gostermistir (Bakare ve digerleri, 2013).

Celik ve digerleri (2009) yilinda yaptiklart bir arastirmada, Tiirkiye’de geleneksel
tipta idrar soktiiriicii, antihipertansif, tonik ve diger ozellikleri i¢in kullanilmakta olan

Capparis spinosa L. ¢igek tomurcuklarinin sulu 6ziitlerinin A. cepa L. kok ucu meristem
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hiicreleri tizerindeki genotoksik ve antimutagenik etkilerini degerlendirmistir. Soganlar
Once 2 saat siireyle 3.10-2 M etilmetansiilfonat (EMS) ile islenmis daha sonra c¢icek
tomurcuklarindan elde edilen ii¢ farkli sulu 6ziit konsantrasyonuile 24 saat muamele
edilmistir. Pozitif kontrol olarak 3.10-2 M EMS, negatif kontrol olarak musluk suyu (pH
7,3) kullanilmistir. Kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda etilmetansiilfonat isleminden
once ve sonra sulu ekstre ile muamele edilmis kok ucu hiicrelerinde, biiylime geriligi,
mitotik indekste Oonemli bir azalma ve kromozom sapmalar1 goriilmiistiir. Calismanin
sonuglari, CS tomurcuklarmin sulu ekstraktin genotoksik olmadigini géstermistir. Bununla
birlikte, ¢aligma, CS sulu ekstraktin, A. cepa kok meristem hiicrelerinde EMS'in neden
oldugu kromozomal sapmalara kars1 antimutajenik potansiyele sahip oldugunu ve CS ¢icek
tomurcuklar ekstresinin antimutajenik potansiyelinin, 30 g / L konsantrasyonunda etKkili
oldugunu ortaya koymustur.

Yapilan bir baska calismada, solunum, dolasim ve sindirim sistemi tedavileri igin
kullanilan tibbi bir bitki olan popiiler “infalivina” olarak bilinen Artemisia verlotorum
bitkisinin sulu ekstraktlarinin ti¢ farkli konsantrasyondaki (6, 32 ve 48 g /L) antiproliferatif
ve genotoksik etkileri Allium cepa’nin hiicre dongiisii tizerinde degerlendirilmistir.
Ekstraktin konsantrasyonu arttikca mitotik indekste azalma oldugu belirgin bir sekilde
goriilmistiir.  A. verlotorum'un ekstraktlarinin genotoksik oldugu ve A. cepa hiicre
dongiisiinde antiproliferatif potansiyel oldugu kanitlanmistir (Tedesco ve digerleri, 2010).

Geleneksel tipta yaygin olan, astim, Oksiiriikk, ishal ve dizanteri gibi ¢esitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan, Euphorbia hirta'nin metanolik ekstraktlarinin
potansiyel genotoksik etkileri A. cepa testi ile aragtirilmistir. 125, 250, 500 ve 1.000 ug /
mL ekstreleri, A. cepanin kok ucu meristem hiicreleri {izerinde test edilmistir.
Etilmetansiilfonat pozitif kontrol olarak, distile su ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Sonug, E. hirta 6ziiniin konsantrasyonlari arttikga mitotik indeksde azalma goriilmistiir.
Doza bagimli olarak kromozom sapmalarinda artis gozlenmistir. Go6zlemlenen
anormallikler yapigkanlik, c-mitoz, kopriiler ve daginik kromozomlardir. Ayni zamanda,
interfazda mikroniikleer hiicreler de gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonucu, E. hirta'nin
metanol ekstrelerinin 1.000 pg / mL'de 6nemli 6lciide genotoksik ve mitodepresif etkilere
neden oldugunu dogrulamistir (Sasidharan ve digerleri, 2012).

Pantaleao ve digerleri (2011) yilinda yaptiklar1 bir arastirmada, Fabaceae
familyasindan olan Erythrina velutina Willd. tiiriiniin genotoksik etkilerini, A. cepa kok
meristem hiicreleri kullanilarak incelenmistir. Bu sifali bitkinin sulu ekstraktinin on

konsantrasyonu (% 0,,125 ila 1,25 ) hem makroskopik hem de mikroskopik seviyelerde
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analiz edilmistir. Tiim konsantrasyonlar, 96 saatlik tedaviden sonra kok biiylimesi
inhibisyonu gostermistir. G6zlemlenen hiicre anormallikleri; kromozomda koprii olusumu,
kromozomlar1 geciktirme, kromozom fragmanlari, dagilmis metafaz ve anafaz da kutup
kaymasidir. Bu sonuglar, E. velutina kaynagmin A. cepa'da inhibe edici ve genotoksik
etkinligini gostermistir.

Bitkisel ilaglar, dogal olduklar icin genellikle giivenli kabul edilir. Bu galisma,
Alstonia boonei DeWild'in sulu kok ekstresinin sitotoksisitesi ve genotoksisitesi A. cepa
testi kullanilarak arastirilmistir. Kurutulmus kokten iki yiiz gram 1500 ml musluk suyu
icinde yumusatilmig ve 24 saat bekletilmistir. Siiziildiikkten sonra, ham 6zii olusturan
cozeltikarsilagtirma i¢in kullanilan bir kontrol grubuyla ve % 25, % 50, % 75 ve % 100
olacak sekilde dort konsantrasyonda seyreltilmistir. A. cepakdk uglari 48 saat boyunca
ekstrakt ile muamele edilmis, ardindan bir mikroskop kullanilarak anormallikler i¢in kok
uclart gozlenmistir. % 25'lik ekstrakt konsantrasyonunda, diizensiz profaz ve metafaz,
anafazda kutup kaymasi, erken ve gecikmeli kromozomlar ve biniikleuslardahil olmak
izere en yiiksek anormallik araligini gdstermistir. Diger konsantrasyonlar, mevcut iKi
cekirdekli ve cok ¢ekirdekli hiicreler ile yiiksek diizeyde bir faz birikimi ve hiicre
boliinmesinin diger fazlara inhibisyonunu gostermistir. Mitotik indeks degerleri, Alstonia
boonei'nin minimum miktarlarinda da kok ekstresi icin sitotoksisitenin gozlenebilecegini

gostermistir (Egonu vedigerleri, 2019).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda halk tarafindan destekleyici tedavi olarak tiiketilen Astragalus
membranaceus tiiriiniin kok oziitlerinin A. cepa ve V. faba bitki model sistemlerinde mitoz
boliinme evresi ve kromozomlar iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Bu arastirmamizda her iki bitki tiirii 24 ve 48 saat siireyle 1, 3 ve 6 kapsiil olacak
sekilde Astragalus kok ekstresi ile muamele edilmis, A. cepa ve V. faba bitki model
sistemlerinin meristematik kdk ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme evrelerinin yaninda
kromozom anormallikleri gézlemlenmistir. Mitotik indeks kontrol grubuna gore Snemli
oOlglide diistis gostermistir. Bu diislis standart sapmalar ile ifade edilmis ve sonug tablolar
seklinde gosterilmistir.

Mitotik indeks degerleri A. cepa bitkisinde 24 saatlik siirede kontrol grubunda %
3,32, 1 kapsiil uygulamasinda % 12,57, 3 kapsiil uygulamasinda % 18,63 olarak tespit
edilmistir. 48 saatlik siirede ise mitotik indeks degerleri kontrol grubunda % 3,07, 1 kapsiil
uygulamasinda % 20,36, 3 kapsiil uygulamasinda % 15,66 olarak tespit edilmistir. V. faba
bitkisinde mitotik indeks degerleri 24 saatlik siirede kontrol grubunda % 3,80, 1 kapsiil
uygulanan gruplarda % 12,4, 3 kapsiil uygulanan gruplarda % 13,45 olarak bulunmustur.
48 saatlik siirede ise kontrol grubunda % 4,08, 1 kapsiil uygulanan gruplarda % 13,49, 3
kapsiil uygulanan gruplarda % 8,45 olarak bulunmustur.

Arastirmamizin sonuglarina goére A. cepa ve V. faba bitki tiirlerinin uygulanan
maddelere karst vermis olduklart tepkiler kromozom anormallik diizeyinde
karsilagtirildiginda her iki bitki test sisteminde de en fazla goézlemlenen anormallik
anafazda kutup kaymasi olarak belirlenmistir. Yiizdelik oranlarma bakildiginda A. cepa
tiriinde % 37 V. faba tiiriinde ise % 34 olarak belirlenmistir.

Ulkemizde ve diger iilkelerde insanlar tarafindan destekleyici tedavi olarak tiiketilen
tibbi bitkilerin yliksek dozlar1 toksik etkilere neden olabilmektedir. Tamamladigimiz
arastirmamiz sonucunda tibbi bitkilerin tiikketilmesinde dikkatli olunmas1 gerektigi bir kez

daha ortaya ¢ikmustir.
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