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OZET

Antioksidanlar, serbest radikallerin olumsuz etkilerini etkisiz hale getirmektedir ya da
direkt olarak serbest radikal olusumunu engellemektedir. Bu nedenle antioksidan igerigi
yiksek besinlere artan ilgiyle birlikte bu yondeki arastirma sayisi da gittikge
cogalmaktadir. Ulkemizde sahtere olarak adlandirilan Fumaria officinalis, yabani ot
seklinde bulunan, egrelti otuna benzeyen, tek yillik bir bitkidir. Bu ¢alismada sahtere
bitkisinin antioksidan etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Metot bolimi ii¢ temel
asamada gerceklestirilmistir. Tlk asamada bitkinin metanol ekstraktinin elde edilmesi,
Allium cepa yumrularinin sterilizasyonu saglanarak g¢imlendirilmesi, ekstraktin EC50
degerinin belirlenmesi seklinde gerceklestirilmistir. Ikinci asamada ise 48 saat siiresince
cimlendirilen sogan yumrulari iki gruba ayrilmistir. Birinci grup 30mM H20:’e bir saat
stiresince maruz birakilmasinin ardindan, diger grup ise H202’e maruz birakilmaksizin
Fumaria officinalis’in belirlenen 125ug/mL (%2*EC50), 250pg/mL (EC50) ve
500pug/mL (2*EC50) konsantrasyonlarina aktarilarak 24 saat siiresince inkiibasyona
birakilmigtir. Calismada negatif kontrol olarak dH-O, pozitif kontrol olarak ise 30mM
H2O2 c¢ozeltisi kullanilmistir. Son asamada ise sogan kok uglarindan kromozom
preparatlart hazirlanarak, mitotik indeks, hiicre boliinme evrelerinin frekanslari,
bozulmus anafaz-telofaz, anafaz kopriisii, diizensiz metafaz, c-mitoz, mikroniikleus,
yapiskanlik ve kromozom aberasyonlart degerlendirilmistir. Hidrojen peroksit
muamelesi sonrasinda artan dozlarda Fumaria officinalis ekstraktina maruz birakilan
gruplarda hidrojen peroksit tarafindan meydana getirilen genetik hasarin azaldigi ve

mitotik indeksin arttig1 saptanmustir.
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ABSTRACT

Antioxidants neutralize the negative effects of free radicals or directly prevent free
radical formation. For this reason, with the increasing interest in foods with high
antioxidant content, the number of studies in this way is increasing. Fumaria officinalis,
is an annual plant that is found in the form of a weed, resembling a fern. In this study, it
was aimed to investigate the antioxidant effect of Fumaria officinalis. The method part
was carried out in three main stages. The first step of the method section was carried out
in the form of obtaining the methanol extract of the plant, germinating Allium cepa
tubers by sterilizing them, and determining the EC50 value of the extract. In the second
step, tubers germinated for 48 hours were divided into two groups. After the first group
was exposed to 30mM HO» for one hour and the other group was not exposed to
H202, the determined 125ug/mL (%*EC50), 250pug/mL (EC50) and 500pg/mL
(2*EC50) concentrations were transferred to incubation for 24 hours. In the study,
dH>O was used as negative control and 30mM H,O; solution was used as positive
control. At the last step, chromosome slides were prepared from onion root tips and
mitotic index, frequencies of cell division stages, impaired anaphase-telophase,
anaphase bridge, irregular metaphase, c-mitosis, micronucleus, stickiness and
chromosome aberrations were evaluated. It was determined that genetic damage caused
by hydrogen peroxide decreased and mitotic index increased in groups exposed to

increasing doses of Fumaria officinalis extract after hydrogen peroxide treatment.
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1. BOLUM

GIRIS

Insanoglu, ilk ¢aglardan beri beslenmek icin dogada var olan besinlerden faydalanmis
ve sonrasinda bu besinleri bir sekilde iiretme arayisina girmistir. Tiim bunlarin yani sira
hastalik etkenlerine karsi kendini korumak amaciyla cesitli arayislara yonelmistir.
Zamanla biyotik ve abiyotik etkenleri tedaviler i¢in kullanmaya baglamislardir.
Giliniimiizde ise bu artik bir yaklagim olmaktan ¢ikarak bilingli olarak yararlanma haline

gelmistir [1].

Bitki ve bitki 6ziitlerinin kullanim1 insan kiiltiiriinlin eskiden beri siire gelen bir parcasi
olmustur. Tibbi bitki ile bitki dziitlerinin ila¢ seklinde kullanimi, saglik hizmetlerine
ulasimi zor olan iilkelerde olduk¢a yaygindir. Gelismis olan iilkelerde ise, literatiirde
kanit1 olmaksizin geleneksel olarak tiiketilen, sifali olarak adlandirilan bu bitkilerin
besin takviyesi adi altinda kullanim1 giderek artmaktadir. Bir kismi potansiyel anlamda
tehlikeli madde icerebilen bu bitkilerin olasi toksik etkileri halk tarafindan
bilinmemektedir. Tibbi bitkilerde dahil olmak iizere bitkilerin dogadaki bir¢ok canliya
karsilik savunma amagli bazi toksik maddeler sentezlerler. Gergeklestirilen bir¢ok
aragtirmada gida seklinde ve geleneksel tipta kullanilan bir¢ok bitkinin toksik etkiye
neden oldugu ortaya konulmustur [2].

Bunun yaninda tibbi bitkilerin bazi calismalarda hastalik tedavisinde, saglikli yasam
konusunda ve hastalik 6nleyici olarak kullanildig1 belirlenmistir. Bazi tibbi bitkilerin ise
antioksidan etkisinin varligr dikkat cekmistir. Viicudumuzda meydana gelen bazi
kimyasal reaksiyonlar sonucu serbest radikaller olusmaktadir. Serbest radikal
olusumuna bagli olarak da dokularda gesitli hasarlar meydana gelmektedir. insan,
viicudunda serbest radikallerin neden oldugu hasara karsilik bazi tedbirler almaktadir.
Serbest radikallerin neden oldugu hasar1 en aza indiren en etkili maddelerin basinda
antioksidanlar gelmektedir. Antioksidan maddeler, serbest radikallerin etkilerini yok

etmektedir ya da direkt olarak serbest radikal olusumunu engellemektedir [3].



Bilim insanlar1 bu durum karsisinda etnobotanik caligsmalarina, tedavilerde alternatif
kaynak arastirmasi arayisina yonelmislerdir. Bilinen medikal etkiye sahip bitkiler ve
iceriklerine dair bilgiler, terapotik ajan seklinde kullanilacak olan yeni iiriin kesfinde
olduk¢a onemlidir. Bu medikal bitkilerden biri de, sahtere otu olarak bilinen Latince
karsiligi Fumaria officinalis L. olan bitkidir. ibn-i Sina da recetesinde bu bitkiye yer
verip, hipertansiyon kontrolii tedavisinde kullanilmasini énermistir. Ulkemizde 6zellikle
Akdeniz Bolgesinde sikca rastlanmaktadir. Bir¢ok rahatsizlik sikayetleri ile bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan sahtere otunun her geg¢en giin farkli etki

mekanizmasi yapilan ¢alismalarla ortaya konulmaktadir [4].

Gergeklestirilen bu ¢alismada, tibbi bir bitki olan F. officinalis’in antioksidan etkisi
Allium cepa test materyali kullanilarak arastirilmistir. Allium testi, kanserojen veya
mutajen maddelere maruz kalmis organizmalarin sistemlerinde hasar tespiti amaciyla
kullanilan bir yontemdir. Allium testi, diger testlere oranla uygulamasi oldukga kolay,
diisiik maliyetli ve daha hizli sonug veren bir yontemdir. Bu testin gilivenilirligi yapilan
pek ¢ok calismayla dogrulanmistir. Tiim bunlar dogrultusunda F. officinalis'in Allium

testi kullanilarak toksik ve antioksidan etkisi degerlendirilmistir [5].

Ulkemizin, Dogu Karadeniz Béliimii, Yukar1 Sakarya, Erzurum-Kars Béliimii ile Orta
Firat Bolimiinde yaygin olarak yetisen F. officinalis bitkisi ile yapilan az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismayla birlikte, F. officinalis bitkisinin antioksidan 6zelliginin
incelenmesi ve degerlendirilmesi, ayrica bu konuda yapilacak olan arastirmalar igin de

basvuru kaynagi olmasi hedeflenmistir.



2. BOLUM

GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, orbitalinde bir ya da daha fazla ortaklagmamis elektron bulunduran
molekiillerdir. Baska bir deyisle molekiiler ya da atomik yapida eslenmemis elektron
bulunduran kimyasal tiirlerdir. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizomlar
fizyolojik ve patofizyolojik sartlarda hiicrelerimizde baslica serbest radikal
kaynaklaridir. Ancak serbest radikaller viicudumuzda c¢esitli metabolik siirecler
tarafindan tretilebildigi gibi, stres, hagere ilaglari, radyasyon, yag metabolizmasindaki
toksik irtinler, sigara, kimyasal maddeler gibi bir¢ok etkende serbest radikal olusumuna
neden olabilmekte ve bu radikaller ortamdaki diger molekiillerle kolayca etkilesime

girerek oksidatif strese neden olmaktadirlar [6, 7, 8].

Viicudumuzda igsel veya digsal kaynakli olarak olusan serbest radikaller, antioksidan
mekanizmalar tarafindan ortadan kaldirilmaktadir. Bu sebeple serbest radikaller ile
antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin korunmasi saglikli bir yasam icin dnemli
bir konudur. Viicudumuzda serbest radikal miktar1 antioksidan mekanizmalarla ortadan
kaldirilamayacak bir seviyeye ulasirsa oksidatif stres olarak bilinen bir durum ortaya
¢ikar. Oksidatif stres durumunda serbest radikaller bir¢ok temel hiicresel bilesende
tahribata yol agmakta ve sonugta viicutta hipertansiyon, kanser, bagisiklik yetersizligi
gibi bir takim hastaliklar1 olugmasina neden olmaktadir. Antioksidanlar bu oksidatif

stresle ylizlesmeye katkida bulunabilir [9, 10].
2.1.1. Serbest radikal cesitleri
Siiperoksit radikali (02 ): Oksijen molekiiline bir elektron eklenmesiyle

olusmaktadir. Siiperoksit radikalinin iiretimi genel olarak mitokondride gerceklesir.

Enerji doniistimii sirasinda elektron kagmasi nedeniyle, siiperoksit radikali serbest



radikale doniiserek birgok hastaliga neden olabilmektedir. Biyolojik olarak oldukga
toksiktir [11].

Hidroksil radikali (OH ): Hidroksil radikali reaktiftir, fakat oldukga kisa omiirliidiir.
Atomik oksijen ile suyun reaksiyonu veya hidroperoksitlerin par¢alanmasiyla meydana
gelebilirler. Hidroksil radikali ROS’lara oranla daha zararlidir. Bunun sebebi ise biyo-

molekiillerle oldukga giiglii reaksiyona girmesi olabilir [12].

Nitrik asit (NOe): Memelilerde bulunan 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Ayrica serbest
radikal tiiridiir. Oksijenle hizli bir sekilde tepkimeye girip zehirli bir yapiya doniiserek
azot dioksiti meydana getirebilir. Hiicresel bozukluklarda rol oynayan Nitrik oksit,
coziinebilen serbest bir radikal gazdir. Aymi zamanda kan basincini diizenleyen
mekanizmada rol almaktadir. Nitrik oksidin ayn1 zamanda kanser, sitma, seker hastaligi
ve kalp rahatsizliklariyla baglantisi ispatlanmistir. Bunlara ek olarak dokularin yasam

ozelliklerinde ve hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili olmaktadir [13].

Singlet oksijen: Singlet oksijen bagka molekiillerle etkilesime gectiginde igerdigi
enerjiyi transfer eder ya da kovalent tepkimeye girer. Singlet oksijen su mekanizmalarla
olusmaktadir:

a. Metaller ve hidroperoksitlerin yikim tepkimelerinde,

b. Dismutasyon tepkimelerinde,

c. Oksijenli ortamdaki pigmentlerin 15181 absorbsiyonu sirasinda olusmaktadir [14].

Hidrojen Peroksit (H202): Molekiiler oksijenin iki elektron almasiyla ya da
stiperoksidin tek elektron almasi ile olusabilen ayni1 zamanda siiperoksitdismutaz (SOD)
enziminin dismutasyonuyla olusabilmektedir. Ek olarak oksidaz enzim aktiviteleri
sonucu da olugmaktadir. Hidojen peroksit iiretiminde rol alan pek cok reaksiyon
fotosentez ile solunumda da gorevlidir. Hidrojen peroksitte yapisal olarak eslesmemis
elektron bulunmamaktadir. Bu nedenle radikal degildir, fakat biyolojik membranlar

kolayca gecerek hiicrelere difiize olabilmektedir [15].



Hidrojen peroksit oldukea gii¢lii bir oksidandir. Bu sebeple bazi biyolojik molekiillerde
zarara neden olabilen oksitleyici potansiyeli bulunmaktadir. Yiiksek derisimde canli
hiicrelerde baz1 genotoksik ve sitotoksik etkilere neden olmaktadir. Hiicreye kolayca
difiize oldugundan DNA’da baz hasarina ve niikleik asitlerde iplik kopmalarina sebep
olmaktadir. Hiicrede apoptoz ile nekroza neden olmaktadir. Diisiik konsantrasyonlarda
apoptozu, yiiksek derisimlerde ise nekrozu tetikledigi yapilan c¢alismalarda
gbzlemlenmistir. Hidrojen peroksit askorbik asit ile antosiyaninlerin degredasyonuna
sebep olmaktadir [16, 17, 18, 6].

2.1.2. Serbest radikal bilesiklerin kaynaklari

Cesitli sebeplerle olusan serbest radikaller ya dogrudan veya dolayli olarak DNA
hasarina neden olabilmektedir. Serbest radikallerin endojen kdkenli ve eksojen kokenli

olarak siniflandirilabilir.

Otooksidasyon, enzimatik oksidasyon, solunum sirasindaki parcalanmalar, subseliiler
organeller, gecis metali iyonlar1 ve iskemi reperfiizyon hasari serbest radikal olusumuna
neden olan endojen kaynaklardir [19, 20, 21]. Ilaglar, pestisitler, radyasyon, sigara
dumani ve cevresel Kkirleticiler ise serbest radikal olusumuna neden olan eksojen

kaynaklardir [22].

2.1.3. Serbest radikallerin metabolizmaya etkileri

Serbest radikaller, lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi hiicresel

yapilarla etkileserek, hiicrelerde geri doniisii olmayan hasarlar olusturabilirler.

Serbest radikallerin lipidlere etkileri su sekilde gerceklesmektedir: Doymamis yag
asitleri, doymus yag asitlerine oranla hidrojenin koparilmasi1 daha kolaydir. Bu sebepten
otooksidasyona daha yatkindirlar. Serbest radikallerin etkilerine en hassas olan
biyomolekiillerdir. Hiicre membraninda bulunan kolestrol ve yag asitlerinin doymamis
olan baglari, serbest radikallerle birlikte kolayca reaksiyona girmesi sonucu

peroksidasyon {irlinleri meydana gelmektedir. Hiicre membranindaki lipid



peroksidasyonuna ugrayan yag asitlerinin basinda coklu doymamis yag astileri
gelmektedir. Lipit peroksidasyonu genel olarak yag asitlerinde konjuge olan cift
baglardan tek elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikartilmasi sonucunda yag asitinin

lipit radikali 6zelligi kazanmasiyla baglar [23, 24].

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme orani aminoasitler aras1 kompozisyonlarina
baghdir. Histidin, triptofan, metiyonin, fenilalanin gibi doymamis ve kiikiirt iceren
aminoasitlere sahip proteinler kolaylikla serbest radikallerden etkilenirler. Bunun
sonucunda karbon merkezli organik radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Serbest
radikal etkileri sonucunda, immiinogloiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin
yapilarinda bozulmalar meydana gelir ve fonksiyonlarini yerine getiremezler. Ayrica

hemoglobin proteini de serbest radikallerden oldukga zarar goriirler [25].

Iyonize edici radyasyon sonucu meydana gelen serbest radikaller, DNA’ya etki ederek
hiicrede mutasyona ve Oliime neden olmaktadir. Aktif notrofil kaynaklt H2O2 hiicre
membranindan kolaylikla gecerek, hiicre ¢ekirdegine gelir. Burada DNA hasarina ve

hiicre 6limiine yol agabilir [25].

Serbest radikaller karbonhidratlar tizerinde oldukga etkili olup, ¢esitli patolojik siireglere
neden olmaktadir. Koroner kalp hastaligi, eklem romatizmasi, diyabet, hipertansiyon,
kanser gibi birgok hastalikta ve ileri yaslarda serbest radikal iiretim miktarinin arttig1 ve
buna karsilik olarak antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kaldigi
gosterilmistir. Fakat serbest radikal artiginin bir sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu heniiz

net olarak bilinmemektedir [9, 10].

2.2. Antioksidan Maddeler

Serbest radikallerin olusumunu 6nleyen veya indirgeyen ve zararli etkilerini engelleyip
ortaya ¢ikabilecek hasarlara karsi viicutta dogal bir savunma mekanizmasi olusturan
bilesikler antioksidan olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikal olusumunun

engellenmesi saglayan molekiiler aktiviteler baslatici reaktif tlirevlerin uzaklastirilmasi,



oksijen yogunlugunu azaltilmasi ve ortamdaki katalitik metal iyonlar1 uzaklagtirilmasi

seklinde siralanabilir [26].

Antioksidanlar, yaglarin oksidatif bozulmalarin1 engelleyerek besin kalitesinin
korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Antioksidan maddeler sagladiklar1 antioksidan
savunma yetenegi sayesinde; viicuttaki hiicreler iizerinde etkili olarak, yaslanma,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve katarakt gibi hastaliklar {izerinde etkili olan

serbest radikallerin, zararli etkilerini azaltmaktadir [27, 28]. Bu savunma mekanizmasi:

. Radikal metabolit iiretiminin tamamen durdurulmasi,

. Uretilmis olunan radikallerin temizlemesiyle, mevcut zararin engellenmesi,

. Hiicrede olusan zararlarin ve hasarlarin ortadan kaldirilmasi, onarilabilmesi,

. Sekonder radikal iiretilmesine katki saglayan zincir reaksiyonlarinin

durdurulabilmesi,

. Endojen kapasitenin arttirilmasi, vb. ¢esitli savunma mekanizmalar1 mevcuttur.
Genel itibariyle antioksidanlar hiicrede, serbest radikaller sonucu olusan g¢esitli
reaksiyonlar ve oksidatif hasarlar kisiler {izerinde yaslanma ile birlikte diyabet,

ateroskleroz ve kansere neden olabilmektedir [29].

Antioksidan maddeler, dogal ve yapay antioksidanlar seklinde iki ana baslikta
toplanmaktadir. Dogal antioksidanlar mikroorganizmalardan, bitkilerden ve hayvan
dokularindan ekstrakte edilebilen, fazla islenmeden tiiketilen gidalarda bulunan
bilesiklerdir. ~ Yapay antioksidanlar yapay olarak iiretilen bilesiklerdir. Yapay
antioksidanlarin  kullanimi1 daha giivenilir, daha kolay ve genellikle dogal
antioksidanlardan daha uygun maliyetlidir. Biitillenmis hidroksi anizol (BHA),
biitillenmis hidroksi toluen (BHT), oktil gallat, dodesil gallat ve metal selatlama
maddeleri (etilen) en ¢ok kullanilan yapay antioksidanlardandir [30].

Dogal antioksidanlar; enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olmak {izere iki kisimda incelenmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon —stranferaz (GST)
enzimleri baslica enzimatik antioksidanlar olarak smiflandirilabilir [22, 23, 24].

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise endojen kaynakli ve eksojen kaynakli olmak



tizere iki grupta degerlendirilebilir. Enzimatik olmayan eksojen kaynakli
antioksidanlarin basinda, askorbik asit (C vitamini), tokoferoller (E vitamini), beta-

karoten ve flavonoitler gelmektedir [30].

Endojenkaynakli baslica antioksidanlar; Glutatyon (GSH), bilirubin, laktoferrin,
albiimin, {irik asit, seruloplazmin ve haptoglobin seklinde siniflandirilabilir [31, 32, 33,
34].

Troloks, butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve butillendirilmis hidroksianisol (BHA)
yapay antoksidanlara 6rnek verilebilir [30, 35].

2.3. Toksikoloji ve Doz Kavramm

Zehir, canli organizmalar iizerinde zararli etkilere neden olan madde olarak
tanimlanmaktadir. Toksikoloji ise zehir bilimidir. Uygun dozda alinmayan her madde
organizmada yapisal ve biyokimyasal lezyonlara neden olan toksik etkiler
yapabilmektedir. Bu yap1 ve ¢esitli fonksiyon degisikliklerinin belirlenmesi i¢in de bazi
toksikolojik testler yapilir [36]. Toksisite testleri, ksenobiyotik maddelerin organizmalar
tizerinde neden oldugu zararl etkileri ile maddenin toksik etkisinin goriilmeyecegi doz

degerinin de saptanmasi amaciyla yapilmaktadir [37].

Kimyasal maddelerin toksik etkilerini gosterebilmeleri i¢in canli organizmaya bir takim
yollarla absorbe olarak hedef dokularda belli konsantrasyonlara ulagsmasi gerekir [38].
Canli organizmalar iizerinde Oldiiriici etkiye neden olan dozlar Uluslararasi
tanimlamada Lethal Dose (LD) olarak isimlendirilir. LD50 ise belirli bir popiilasyonda,
mevcut canlilarin yarisinin 6lmesi i¢in gerekli olan madde miktar1 (agirlik) olarak
belirtilir. LC50 ise popiilasyondaki canlilarin yarisinin dlmesi i¢in gerekli olan derisimi
(konsantrasyon) ifade etmektedir. LCt50 ise bir popiilasyondaki, yeterli miktardaki
derisimi ve gerekli maruz kalma siiresini belirtmektedir. LD50 degerlerinin
belirlenebilmesi i¢in fare ve ratlarin kullanimi olduk¢a yaygindir. Bunlara ek olarak ise

ihtiya¢ duyuldugunda lepistes baliklari da kullanilabilinmektedir [39].



Etkili konsantrasyon (Effective concentration 50 (EC50)) seklinde ifade edilen diger bir
terim ise genel olarak olas1 maksimum etkinin %350’sini ortaya ¢ikaran konsantrasyon
anlamina gelmektedir. Bir popiilasyondaki belli kosullar altinda tutulan ilgili test
organizmalarinin %50’sinin belirli bir etki vermesi beklenen konsantrasyon olarakta
ifade edilebilir. Bu ifade genellikle toksikolojide ilgili bilesigin ¢evreye kars1 gosterdigi
toksisitesinin bir ifadesidir [40].

2.4. Genotoksikoloji

Serbest radikallerin maddelerin DNA’da baz1 hasarlar meydana gelmektedir. Bu
hasarlar, alkali labil bolgeler, tek ve cift zincir kiriklari, DNA katilimlar1 ve benzeri
durumlar seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Meydana gelen bu hasarlar tamir edilmedigi
durumda, DNA sekansinda degisikliklere ve bazi kromozom aberasyonlariyla
sonuclanan niikleotit degisikligine bagli olarak doku hasari, kanser, yaslanma, mutasyon
ve rekombinasyon ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan son calismalar, molekiiler kanser

genetigindeki cogu karsinojenlerin genotoksik oldugunu ortaya koymustur [41].

Toksikolojinin alt bilim dallarindan biri olan genetik toksikoloji, fiziksel, kimyasal veya
biyolojik etkenlerin etkisiyle, kromozomlar, DNA ya da genler iizerinde meydana gelen
yapisal, sayisal veya nokta mutasyonlar1 c¢esitli test bataryalari kullanarak ortaya
koymaya calisir. DNA ile genomun yapisinda mutasyona sebep olan maddelere
genotoksik madde, bu maddelerin meydana getirdigi hasar ise genotoksik etki olarak
tanimlanmaktadir [36, 38].

Genetik toksisite testleri, direkt ya da indirekt olarak genetik materyal lizerinde hasara
neden olan yanlarim1 belirlemek amaciyla gelistirilen in vivo ve in vitro testlerden

olusmaktadir [42].



2.4.1. Serbest radikallerin neden oldugu genotoksik hasarlar sonucu mikronukleus

(MN) olusumu

Serbest radikallerin etkisiyle mitoz bdoliinme esnasinda meydana gelebilecek, ig
ipliklerinde kopma, kinetokorlarda veya mitotik aygitin diger pargalarinda meydana
gelen hasarlar, kromozom veya kromatit kiriklar1 vb. nedenlerle bir tam kromozom veya
kromozom parcgas1 kutuplara cekilerek olusan yavru g¢ekirdekler igerisindeki yerini
alamaz. Bunun sonucunda da olusan iki yavru g¢ekirdege dahil olmayan ve yavru
cekirdeklerin en fazla 1/3’ii oraninda olup etrafi ¢ekirdek zari ile g¢evrili yapilara
mikroniikleus adi verilir. Bu olusumlar cogunlukla hiicre siklusundan sorumlu
genlerdeki hatalardan, eksikliklerden ve kromozomal hatalardan meydana gelmektedir.
Mikroniikleus sayisindaki yiikselise, bazi ajanlarin hiicrede sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerine neden oldugu belirlenmistir. Bu ajanlardan bazilar1 da,
kromozom kiriklar1 olusumuna sebep olarak MN olusumunu arttirmaktadir. Giintimiizde
ise endiistrilesmeye bagli olarak, ¢evre kirliliginin hizla artmasi ile canlilar kimyasal
ajanlara daha fazla maruz kalmakla birlikte, tim bunlarin toksik, mutajenik ve

karsinojenik etkilerini gormek kacinilmazdir [43].

Mikronukleus

Resim 2.1. Mikronukleuslu hiicre [44]
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2.5. Genotoksik Etkinin Belirlenmesinde Allium Testi

Genetik toksisite testleri kanserden korunmada, ilaglarin piyasaya siiriilmeden once
toksik etkilerinin aragtirllmasinda ve endistriyel kimyasal maddelerin etkisinin
aragtirtlmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. 1970°den beri bir¢ok mutajenik ve
genotoksik maddenin karsinojenik potansiyelini 6lgmek amaciyla in vivo ve in vitro
genotoksisite testi gelistirilmistir. Bu testler genetik materyalde hasara sebep olan
bilesikleri, ¢esitli mekanizmalar ile direkt ya da indirekt olarak saptamaktadir [64]. Bu
tez calismasinda kullandigimiz Allium test yontemi sogan kok ucu hiicrelerinde
ksenobiyotiklerin meydana getirebilecegi kromozom aberasyonlarint (KA) ve bunun
sonucunda olusabilecek Mikronukleuslarin (MN) tespit edilmesinde siklikla kullanilan

bir test yontemidir.

Allium Testi; prokaryotik ve okaryotik canlilarla yapilan, mitotik indeks, ¢ekirdek ve
kromozom anomalilerini degerlendirmede kullanilan alternatif, kisa siireli, diisiik
maliyetli toksisite test sistemidir. Bazi kimyasallarin gevre tizerinde neden oldugu
genotoksik potansiyeli belirleme ve kimyasala maruz kalma sonucunda meydana gelen

kromozom aberasyonlart tespit edilmektedir [46].

Allium testi, ilk olarak 1938 yilinda Levan tarafindan mitoz boliinme sirasindaki
kromozomal hasarlar1 ve cekirdekte meydana gelen anormalliklerin belirlenmesinde
kullanilmistir. Bu test ile yapilan ¢alismalar kimyasallar tarafindan indiiklenmis olan
kromozomlar iizerinde meydana gelen anomalilerin tespitinde olduk¢a 6nemli oldugu
kanitlanmistir. Allium testi bilinen diger toksisite testleriyle karsilagtirma yapildiginda
yiiksek oranda uyumluluk ve duyarlilik gostermektedir. Kok uclar test edilecek olan
kimyasal madde ile direkt olarak temas halinde oldugu igin ilgili ajanlarin genotoksik,
sitotoksik ve fizyolojik etkilerinin belirlenmesinde olduk¢a ©nemli bir model

organizmadir [47, 48].

Cok fazla tercih edilen bu yontem ile zararl etkenlerin belirleyici doz bulunduktan
sonra kok uglarina farkli uygulama stireleri ile birlikte kromozom hasarlari, mitotik

indeks ve mitotik faz tespit edilmektedir. Genis bir kullanim alanina sahip olan Allium
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testi ile toksik sebepler ve cevresel kimyasal ajanlarin analizinde olduk¢a Oonemlidir

[49].

A. cepa, diploid (2n=16) ve monosentrik kromozomlu bir genoma sahiptir (Sekil 2.1.).

2 ¥y o2
g € CJ ()9

10 1n 12 13 " 15 16

Sekil 2.1. Allium. cepa’ya ait karyotip [50]

A. cepa testinin avantajlari su sekilde siralanabilir:
. A. cepa’nin kromozom boyunun biiylik, sayisinin az ve yapisal olarak gesitli

olmasindan dolay1 sayisal ve yapisal aberasyon tespitinde kullanilmaktadir.

. Hiicre dongiisii kisa siirelidir.
. Diger test yontemlerine gore kolay ve daha ucuzdur.
. Test edilecek olan kimyasal madde kokler ile dogrudan temas halinde oldugu

i¢in in vivo bir materyaldir.

. Hem mayoz hemde mitoz gegirebilen ve mutasyona ugradigindan her tiirli
mutajenin saptanmasina olanak saglar.

. Kromozom aberasyonunun yaninda mitoz da meydana gelebilecek ¢ekirdek ile
niikleollerdeki aberasyonlarda tespit edilmektedir.

. Genotoksisite degerlendirmelerinde ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) Gene-tox

programi ¢ergevesinde kullanilan ilk bitki Allium cepa’dr.
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. Ayrica, Birlesmis Milletler Cevre Ajanst (UNEP), Diinya Saglik Orgiitii ve
Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS) tarafindan genotoksisite tespitinde

kullanilmasi yoniinde standart bir test olarak kabul edilmistir [46, 51, 16].

2.6. Fumaria officinalis L.

Fumaria officinalis bir¢ok iilkede yabani ot seklinde bulunan tek yillik bir bitkidir [52].
Bati ve Orta Avrupa’da iyi bilinen, geleneksel ve ayni zamanda Fumaria cinsinin
bilinen en yaygin tiiridiir. Antik ¢aglardan beri bilinen bu bitki Orta Cag bitkileri
arasinda yer almaktadir. Fransiz Saglik otoritelerince bobrek ile sindirim sistemi
eliminasyon islemlerinde kullanilmak tizere bitkisel ilag olarak resmi olarak

tanmimlanmustir [53].

F. officinalis Papaveraceae alt familyasina aittir (Tablo 2.1., Sekil 2.2.). Ulkemizde
toplamda on yedi Fumaria tiirii yetismektedir. Bu bitki ayn1 zamanda halk arasinda
‘‘sahtere’” olarak isimlendirilmektedir. Bitkinin toprakiistii kisimlar1 kurutulup,
kaynatilarak destekleyici tedavide kullanilmaktadir. Sahterede etken olarak bulunan
madde alkaloitlerdir (fumarin, fumarisin, fumarilin vb.). Bunun yaninda glikozitler,
alkaloidler, yag asitleri, regine, protein, tanenler, fenol, flavonoidler, saponinler,

fumarik asit ve karbonhidratlar 6nemli bir bilesenlerindendir [54, 55, 56, 57].

Sekil 2.2. Fumaria officinalis (sahtere) bitikisinin genel goriintiisii [58]
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Tablo 2.1. Fumaria officinalis(sahtere) bitikisine ait sistematik bilgiler [59]

Alem : Bitkiler

Altalem: Tracheobionta

Ustboliim: | Spermatophyta

Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsinif: Dicotyledons
Ordo: Papeverales

Aile: Fumariaceae

Cins: Fumaria

Tiir: Fumaria officinalis

F. officinalis bitkisinin 6zleri bir¢ok hastalik ve rahatsizligin tedavisinde etken madde
olarak kullanilmaktadir. Baz1 cilt rahatsizliklarinda, romatizma, mide agrilarinda etkili
oldugu ve idrar soktiiriicii 6zelligi oldugu da bilinmektedir [60, 61]. Ayn1 zamanda
bir¢ok iltihap sikayetli agrilarda, hipertansiyon, hepatit ve diyabet gibi rahatsizliklar

tizerinde etkili oldugu yapilan ¢aligmalarda gozlemlenmistir [62].

2.7. Literatiir Ozetleri

Bitkiler, insanoglu var oldugu giinden bugiine kadar gecen siirede oldukga biiylik 6nem
tasimustir. Ik caglardan bugiine kadar 6nemli bir besin kaynagi olmasinin yani sira
hastalik etkilerine kars1 korunmak amaciyla da kullanilmistir. Giintimiizde ise insanoglu
bitkilerin artik besin ihtiyacinin yaninda bazi tedavilerde yaklasim olmaktan g¢ikarak
bilingli bir sekilde geleneksel saglik alaninda kullanmaktadir. Geleneksel anlamdaki
saglik uygulamalarinda sifali bitkilerin antioksidan 6zelliginin 6nemi de oldukga 1yi
bilinmektedir. Sifali olarak bilinen bitkilerin kullanim sekli ise olduk¢a 6nemlidir.
Kullanim esnasinda doz ayarlamasma dikkat edilmez ise toksik etki meydana
gelmektedir. Bitkilerin antioksidan ve toksik 6zellikleri ile ilgili yapilan ¢alismalar 6ne

cikmaktadir. Bu dogrultuda yapilan bilimsel igeriklere ise asagida yer verilmistir.
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Uniyal ve arkadaglari, 2003-2005 yilllar1 arasinda Himalaya’nin Chhota Bhangal
bolgesinde sifali olarak goriilen tibbi bitkilerin kullanimin1 belgelemek amaciyla
belirledikleri 35 tiir iizerinde ¢alisma gerceklestirmistir. Calisma sonucunda, modern
saglik alt yapisinin bulunmadigi bolgelerdeki insanlarin tibbi agidan bitkilere bagimli
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, bu bitkilerin bircok hastalik tedavisinde etkili
oldugu belirlenmistir [63].

Yapici ve arkadaslari, Siirt Kurtalan’da belirlenen 34 bitkinin yerel isimleri, etnobotanik
Ozellikleri ve tibbi olarak kullanimlarini belirlemek amaciyla kurutarak herbaryum
ornegi seklinde degerlendirmeye almistir. Tim bilgiler bolgedeki aktar ve yore
halkindan dinlenmis ve bu bitkilerin kullanilan kisimlari, kullanim alanlar1 ve Latince
karsiliklar1 belirlenmistir. Elde edilen bulgular sonucunda raporlanan bu veriler
sonucunda F. officinalis’in egzama ve viicuttaki g¢esitli kasmtilarin tedavisinde

kullanildig: tespit edilmistir [64].

Sar1 ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda Ege ile Giiney Marmara bolgelerinde
gerceklestirilen dort yilllik bir siirede yiiriitiilen halk tarafindan ilag olarak kullanilan
608 kayith bilgi toplanmistir. Elde edilen verilerle 65 familyaya ait olmak iizere
toplamda 168 tiir tespit edilmistir. Calisma materyalini tedavi amagla kullanilan bitkiler
olmustur. Bu proje kapsaminda elde edilen bilgiler dogrultusunda bitkilerin soguk
alginlig1 vb. basit sikayetlerden, kanser hastalig1 gibi zorlu rahatsizliga karsilik olarak
bu bitkilerden yararlanildig1 goriilmiistiir. Arastirma materyalleri arasinda bulunan F.
officinalis’in ise halk arasinda safra kesesi rahatsizliklarinda, idrar soktiiriicii olarak ve

kan temizleyici amaciyla kullanildigi ortaya konulmustur [65].

Ozeng, 2011 yilinda F. officinalis bitkisini kullanarak metanol ekstrakt1 ile antioksidan
tayini ve igeriginde bulunan fenolik - flavonoid madde miktarlarint demir ile bakir
indirgeme giicii (FRAP ve CUPRAC), sivi ve gaz kromatografisi, DPPH radikalini
stipirme aktivitesiyle, p-karoten-linoleik asid metodu ile metal selatlama kapasitesi

yontemlerini kullanarak gerceklestirmistir [3].
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Serpi ve arkadaslari, akne rahatsizlig1 iizerine yaptiklari ¢alismada F. officinalis’in de
igerisinde oldugu alt1 farkli bitki ekstreleriniPropionibacterium acnes susuna karsilik
antibakteriyel aktivite tayinine tabi tutmuslardir. Calisma sonucunda; aslanpengesi, F.
officinalis, melisa ve lavanta ekstreleri ilgili susun ortamda iiremesini %100 6nledigi

belirlenmistir [66].

Orhan ve arkadaslar, lilkemizde dahil olmak iizere bircok iilkede geleneksel olarak
karaciger rahatsizliklar1 tedavisinde kullanilan Fumaria tiirlerinden dort tanesi tizerinde
calisma yapmustir. Yapilan {i¢ farkli antioksidan aktivite tayin yontemleri sonucunda

karaciger rahatsizliklarinda koruyucu etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur [67].

Turan, 2014 yilinda iilkemizde yaygin olarak kullanilan 46 adet bitkinin yapraklarinda
agir metal ve mineral igeriklerinin tayini {izerine yaptigi c¢alisma sonucunda; F.
officinalis’in de iginde bulundugu, kiir amaciyla satilan bu bitkilerin incelenen dozlarda

toksik miktarda insan sagligi yoniinden risk tasimadigini gostermistir [68].

Etikan ve arkadaglari ise bitkileri farkli bir a¢idan ele alarak bir c¢alisma
gerceklestirmistir. Fethiye yoOresine ait geleneksel olarak dokunan hali ve kilimlerin
yapiminda kullanilan iplikleri boyama da endemik bazi bitkiler kullanmislardir.
Dokuma ipliklerinin boyamasinda; ceviz kabugu ile yapragi, kekik, badem yapragi,

kekik ve F. officinalis otu kullanarak bir boyama regetesi olusturmuslardir [69].

Topcam, F. officinalis ekstrakti kullanarak L-NAME yardimiyla hipertansiyon olusan
sicanlar lizerinde kan basincinin etkisini ortaya koyan bir ¢alisma tasarlamistir. Yapilan
caligma sonucunda istatiksel olarak degerlendirildiginde L-NAME ve F. officinalisin bir

arada kullanildig1 parametrelerde sistolik kan basincini diisiirdiigii belirlenmistir [70].
Filogh, ise F. officinalis otunun metanol ile sulu 6ziitiinii kullanarak gokkusag: baliklari

tizerinde yaptig1 ¢alisma sonunda ise; F. officinalis’in biiylime performansini arttirdigi,

biiylimeyi tesvik ettigini ortaya koymustur [54].
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3. BOLUM
MATERYAL VE METOT

Tez calismasi kapsaminda ¢alismada model organizma olarak kullanilan Allium cepa
yumrulart yerel pazarlardan alinmistir. Ekstrakt hazirlamak i¢in kullanilan sahtere
otunun (Fumaria officinalis) toprak iistii kisimlar1 aktarlardan kurutulmus olarak temin
edilmistir. Caligmanin ekstraksiyon hazirlama islemleri Nevsehir Haci Bektas Veli
Universitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi laboratuvarlarinda,
diger kisimlar1 ise Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,

Genetik laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Tez calismasi siiresince kullanilan cihazlar ve kullanim alanlar1 tablo 3.1.’de, ¢alismada

kullanilan kimyasallar ve kullanim amagclari ise tablo 3.2.’de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim alanlari

Cihaz adi Kullanim alanm
Hassas Terazi (Resim 3.1.) Olgiim tartim islemleri
Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi (Resim 3.2.) | Ekstraktin hazirlanmasi

Ekstraksiyonda kullanilan  metanoliin
Evaporator (Resim 3.3.) uzaklastirilmast

Preparat hazirlama esnasinda maserasyon
Sicak Su Banyosu asamasi
+4°C Sogutucu Preparatlarin hazirlanmasi ve saklanmasi
Heating Magnetic Stirrer Cozeltilerin hazirlanmasi
Otomatik Pipet Takimi Dozlama asamasi

Hazirlanan preparatlarin incelenmesi ve
Binokiiler Mikroskop hiicre sayimi1
Kamerali Mikroskop Fotograf ¢cekimi
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglari

Kimyasalin ad1 Kullanim amaci

Hidrojen Peroksit (H20>) Serbest radikal kaynagi

Metanol Ekstrakt eldesi ve fiksatif hazirlama
Asetik Asit Fiksatif hazirlama

AN HCI Hidroliz

% 70’lik Alkol Temizlik ve fiksasyon

Schiff’s Reagent Boyasi Cekirdek materyalini boyama
Entellan Daimi preparat yapimi

o Fiksatif Hazirlanisi

3:1 oraninda hazirlanacak olan fiksatif i¢in metil alkol ve asetik asik karistirilarak

fiksatif elde edilmistir.

1IN HCI Cozeltisi Hazirlanisi

82,81 ml HCI behere alinarak, tizeri 1000ml tamamlanip elde edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Fumaria officinalis ekstraktinin hazirlanmasi

Kurutulmus sekilde aktarlardan temin edilmis olan Fumaria officinalis (sahtere)
bitkisinin toprak {istii kisimlar1 laboratuvarda o&giitiilerek toz haline getirilmistir.
Metanol ekstrakti elde etmek i¢in 6giitiilerek toz haline getirilmis 40 gram F. officinalis,

onar gramlik, uygun filtre kdgidindan yapilmis siizme torbalarinin igerisine doldurulup

agz1 kapatilmistir. Ekstraksiyon cihazina yerlestirilmistir (Resim 3.1 ve Resim 3.2.).
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Resim 3.2. Bitki 6ziitii eldesi i¢in kullanilan soxhlet ekstraksiyon cihazi

250 mL hacimdeki soxhlet cihazinin balon kisimlarina metanol eklererek yaklasik 60
OC’de 4 saat siireyle ekstraksiyon islemine devam edilmistir. Ekstraksiyon islemi

sonucunda elde edilen bitki ekstraktinin icerisindeki metanoliin uzaklastirilmasi igin
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evaporatdr cihazina yerlestirilmistir. Igerisinde bulunan metanol evaporatdraraciligiyla

ortamdan uzaklastirilmistir (Resim 3.3.).

Resim 3.3. Bitki 6ziitlinden metanolii uzaklastiran evaporasyon islemi

Metanolden ayrigan 6ziit petri kabina alinarak ve kurumaya birakilmistir (Resim 3.4.).

Resim 3.4. Elde edilen sahtere oziitii

Ekstraksiyon verimini belirlemek amaciyla petrilerdeki ekstrakt miktarlar1 6l¢tilmiis ve
ekstraksiyon veriminin % 3,9 oldugu goriilmiistiir.
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3.2.2. Allium cepa yumrularimn ¢imlendirilmesi

Kok uglart zedelenmeyecek sekilde kabuklarindan ayristirilan 100 adet Allium cepa
yumrusu steril hale getirilerek, saf su ile dolu olan 50 mL falkon tiiplere kok uglart suya
temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Allium cepa yumrularinin kék uglarinin olusup
gelisebilmesi icin 48 saat boyunca karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibasyona

birakilmistir (Resim 3.5. ve Resim 3.6.).

Resim 3.5. Cimlenmeye birakilan soganlar

Resim 3.6. 24 saat sonunda gozlenen kok ucu uzamalari
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3.2.3. Fumaria officinalis ekstrakti EC50 belirleme islemi

48 saat sonunda secilen yeterli kok ucu uzamasina sahip olan 42 sogan se¢ilmistir. F.
officinalis ekstrakti saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek 1000 pg/mL konsantrasyonda ana
stok hazirlanmistir. Hazirlanan ¢o6zelti Heating Magnetic Stirrer cihazi yardimiyla
homojen olarak elde edilmistir. Deney esnasinda kullanilacak olan deney tiipleri
numaralandirilmigtir. Her bir doz grubu ve biiylime kontrol i¢in 6 adet sogan

kullanilmistir (Resim 3.7.).

Resim 3.7. Dozlama yapilan deney diizenegi

48 saatlik ¢imlendirme islemi sonunda homojen ve saglikli bir sekilde biiylidiigl tespit
edilen 42 sogan 50 mL falkonlar kullanilarak olusturulmus kontrol ve doz gruplarindan
olusan deney diizenegine her bir soganin kok ucu uzunluklar1 ol¢iiliip kaydedilerek 24
saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda inkubasyondan alinan
soganlarin kok ucu uzamalar1 kontrol edilerek oOl¢iimleri yapilmistir. Yapilan tiim
Olclimler her doz grubunun her bir sogan1 i¢in tek tek kaydedilmistir. Dozlama tablo

3.3.’de belirtildigi sekilde yapilmustir.
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Tablo 3.3. Fumaria officinalis ekstraktt EC50 belirleme islemi doz gruplari

Biiylime Kontrol Grubu Saf su

1. Grup 1000 png/mL konsantrasyonda F. officinalis ekstrakti

D —
eney grubu 2. Grup 500 ug/mL konsantrasyonda F. officinalis ekstrakti

3. Grup 250 pg/mL konsantrasyonda F. officinalis ekstrakti

4. Grup 125 pg/mL konsantrasyonda F. officinalis ekstrakti

5. Grup 62,5 ug/mL konsantrasyonda F. officinalis ekstrakti

6. Grup 31,25 pg/mL konsantrasyonda F. officinalis ekstrakti

3.2.4. 30mM H20: ile muamele sonrasi belirlenen konsantrasyonlarda F. officinalis

ekstraktinda cimlendirme asamasi

100 adet sogan ilk dncelikle dig kabuklarindan arindirtlmistir. Steril edilen soganlar 50
mL’lik icleri saf su ile doldurulmus falkon tiiplere yerlestirilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda saglikli gortiniime sahip homojen sekilde kdklenmis en iyi
48 tanesi se¢ilmistir. 30 mM’lik H20> ¢ozeltisi hazirlanmistir. Segilen soganlardan 24
tanesi 30 mM’lik H.O2 c¢ozeltisi igeren tiliplere yerlestirilerek 1 saat siireyle oda
sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Diger 24 sogandan olusan grup

ise ayni sartlar altinda distile suda inkiibe edilmistir.

Bir saatlik inkiibasyonun ardindan soganlarin kdk ucu Olgiimleri gerceklestirilerek
asagida belirtilen doz ve kontrol gruplarina her bir grupta alti sogan olacak sekilde
aktartlmistir. EC50 belirleme islemi sonrasinda 30mM H>O2’e maruz birakilan grup ile
maruz birakilmayan gruplar iizerinde, F. officinalis ekstraktinin etkisini gdzlemek

amaciyla olusturulan deney gruplar1 tablo 3.4°de verilmistir.
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Tablo 3.4. 30mM H202’e maruz birakilan grup ile maruz birakilmayan gruplarin
muamele edildigi Fumaria officinalis ekstrakti dozlari

No | Gruplar Uygulamalar

1 | Biiyiime Soganlar deney siiresince sadece saf su icerisinde inkiibe edilen
kontrol grubu | 9rup

2 Pozitif kontrol | 1 saatlik 30mM’lik H2O2 muamele sonrast 24 saat saf suda
grubu inkiibe edilen grup

3 | Seri I: 1 saatlik | 125 ug/mL F. officinalis ekstraktinda 24 saat inkiibe edilen grup
30mM’lik

4 H,0, muamele | 230 ug/mL F. officinalis ekstraktinda 24 saat inkiibe edilen grup

5 | Sonrasi 500 ug/mL F. officinalis ekstraktinda 24 saat inkiibe edilen grup

6 | Seri Il: H20. | 125 ug/mL F. officinalis ekstraktinda 24 saat inkiibe edilen grup
muamele i : :

7| edilmeksizin 250 ug/mL F. officinalis ekstraktinda 24 saat inkiibe edilen grup

8 500 ug/mL F. officinalis ekstraktinda 24 saat inkiibe edilen grup

3.3. Preparasyon Asamasi

30mM H202’e maruz birakilan grup ile maruz birakilmayan gruplarin 24 saat siiresince
farkli konsantrasyonlarda F. officinalis ile muamele sonunda kok uglari sirasiyla distile
sudan gegirilen soganlarin kok ucu uzama miktarlar1 6lciilerek not edilmistir. Daha
sonra her bir doz grubuna ait soganlarin kok ucu kesilerek, her birinin igerisinde 5 mL
3:1 oraninda hazirlanan fiksatif ¢ozeltisi bulunan tiipler icerisine alinarak 24 saat

bekletilmek iizere +4°C buzdolabina kaldirilmistir.
24 saat sonunda fiksatif icerisinde bulunan kok uglar1 %70’lik alkol ile fiksatiften

aridirilmistir. Sonra ise tlipler igerisine %70’lik alkol konularak tekrar buzdolabina

kaldirilmistir (Resim 3.8).
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Resim 3.8. Sogan kok uglar kesitlerinin %70’1ik alkol igerisindeki goriintiisii

Beklenen siire sonunda fiske edilmis, %70’lik etil alkol igerisinde bekletilen kokler
+4°C olan buzdolabindan alinmistir. Kok uglar1 60°C’lik su banyosunda, 1N HCI igeren

cam saleler igerisinde 10 dakika siireyle hidroliz edilmistir (Resim 3.9).

Resim 3.9. Preparat yapimi asamasinda kullanilan sale ve petriler
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Hidroliz isleminin ardindan kok uglari saf sudan gecirilmis ve kurutma kagidi ile fazla
suyu uzaklagtirnlmistir. Saleden alinmis olan kok uclari etiketlenmis petri kaplarina
birakilmistir. Kromozomlarin boyanmasi i¢in, kok uglarinin bulundugu petri kaplarina

Schiff’s reagent boyasi eklenmistir (Resim 3.10).

Resim 3.10. Boyanan sogan kok uclari

Oda sicakliginda 30 dakika boyunca kok uglari boya ile muamele edilmistir. Boyanan
kok uclar saf su ile yikanmis ve kurutma kagidi ile kurutulmustur. Boyayi en iyi alan
kok uglari segilerek lam tizerine birakilmis ve temiz bir jilet yardimiyla 1-2 mm’lik ug
kisimlar kesilerek ayrigtiritlmistir. 1-2 mm uzunlugundaki bu kisimlarin {izerine %45°lik
glasiyal asetik asit ¢ozeltisi damlatilmig ve tlizeri lamel ile kapatilarak hafifce ezilmistir.
Hazirlanan preparatlar buz lizerine birakilarak 30 saniye kadar beklenilmistir. Buz
iizerinden alinan preparatlarin {izerindeki lameller lamdan ayrilmis ve lam %70’lik alkol
ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Daimi preparat olusturabilmek amaciyla havada
kurutma igleminin ardindan lamlarin iizerine pastor pipet yardimiyla ¢ok az entellan
damlatilip lamelle kapatilmis oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Hazirlanan
preparatlar, preparat kutusuna dizilerek mikroskop incelemesi yapilmak tizere +4°C’ye
kaldirtlmistir (Resim 3.11).
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Resim 3.11. Incelenmek iizere +4°C’ye kaldirilan preparatlar

3.4. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Kontrol ve deney gruplarinda, kullanilan her bir sogan yumrusunun koklerinden bir
preparat olmak iizere her bir konsantrasyon i¢in, 5 preparat hazirlanmistir. Hazirlanan
her bir preparattan 1000 hiicre olmak tizere toplam 5000 hiicre sayilmistir. Sayilan her
1000 hiicredeki boliinen hiicre sayilari mitotik indeksin belirlenmesinde kullanilmistir.

Mitotik indeks= (Boliinen Toplam Hiicre/Gozlenen Toplam Hiicre)*100 formiiliiyle

hesaplanmustir.

Ayrica her bir preparattan 100 bdliinen hiicre olmak iizere her bir konstrasyon i¢in 500
boéliinen hiicre gozlenmis olup, bu veriler hem faz indeksinin hemde bdliinme sirasinda
meydana gelen kromozom anomalilerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir. Faz
indeksi hesaplanirken her bir preparatta gozlenen 100 adet boliinmekte olan hiicrenin
hiicre boliinmesinin hangi evresinde oldugu tespit edilerek ortaya konulmustur.
Kromozom anomalilerinin degerlendirilmesinde de her bir preparatta gozlenen 100 adet

boliinmekte olan hiicrelerdeki anomaliler belirlenerek hesaplanmustir.
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Verilerin analizi SPSS Istatistik 26 versiyonu ile gergeklestirilmistir. Sayisal
degiskenlerin aritmetik ortalama, standart sapma (SS) degerleri bulunmus ve veriler
ortalama =+ SS degerleri olarak verilmistir. Arastirmada kullandigimiz faktorler normal
dagilim sergiledigi icin ikili gruplarin karsilastirllmasinda Paired Sample T testi
kullanilmistir. Tiim ¢alismada anlamlilik diizeyleri 0,05 ve 0,001 degerleri dikkate
alarak gergeklestirilmis ve P degeri 0.05 ve 0,001 degerinden kiiclik oldugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4, BOLUM

BULGULAR

4.1. Fumaria officinalis ekstraktimin Allium cepa kok hiicrelerindeki EC50 degerini

belirleme sonuclari

Fumaria officinalis ekstraktinin Allium cepa kok hiicrelerindeki EC50 degerinin tespit

edilmesi i¢in biiylimeyi engelleme testi uygulanmistir. Fumaria officinalis ekstraktinin
farkli konsantrasyonlar1 (31,25, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL) ve distile su

(bliylime kontrol grubu) 24 saat boyunca A. cepa koklerine maruz birakilarak ortalama

kok uzunluklar1 belirlenmistir (Tablo 4.1., Sekil 4.1.). Kok ucu uzunlugu bakimindan

bliylime kontrol grubunun %50’si oraninda biiyliyen grup EC50 degeri olarak esas

alinmigtir. Fumaria officinalis ekstraktinin A. cepa kok hiicrelerindeki EC50 degeri 250

pg/mL bulunmustur.

Tablo 4.1. Fumaria officinalis ekstraktinin Allium cepa kok hiicrelerindeki EC50
degerini belirleme verileri (SS: Standart Sapma)

Dozlar (ng/mL) Ortalama biiyiime | % Biiyiime %Bilyiimede
(cm) =SS Inhibisyonu

Biiyiime Kontrol 1,14+0,18 100 0

31,25 1,02+0,11 89,74 10,26

62,5 1,01+0,07 88,8238 11,18

125 0,74+0,09* 64,7877 35,21

250 0,57+0,11** 49,9854 50,01

500 0,4340,13** 38,0674 61,93

1000 0,11+0,04%* 9,51684 90,48

p<0,05%*, p<0,01**, ***Biiyiime kontrol ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4.1: Fumaria officinalis ekstratinin farkli konsantrasyonlariyla 24 saat boyunca
muamele edilen kok ucglarinin gelisimlerinin karsilastirilmas: (p<0,05*, p<0,01**,
***Biiyime kontrol ile karsilagtirilmigtir)

4.2. Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslari

Mitotik indeks ve mitotik faz frekanslarini belirlemek i¢in homojen olarak koklenmis
A. cepa yumrularindan iki set olusturulmustur. Birinci seri kdk uglart dogrudan farklh
konsantrasyonlardakiFumaria officinalis ekstratlar1 ile muamele edilen gruplar iken,
ikinci seri, 30mM H20. ¢ozeltisine maruziyetten sonra farkli konsantrasyonlardaki
Fumaria officinalis ekstratlar1 ile muamele edilen gruplardan olusmaktadir. Fumaria
officinalis ekstrati, kok ucu hiicrelerine hem dogrudan, hem de bir saat siireyle 30mM
H202 ¢ozeltisine maruziyette sonra farkli konsantrasyonlardaki mitotik indeks ve
mitotik faz frekanslar1 tablo 4.2 de verimistir. Boliinen hiicrelerin toplam goézlenen
hiicreler i¢indeki yiizdelik degerini belirten mitotik indeks ve yine toplam gozlenen
hiicreler i¢indeki boliinen hiicrelerin mitotik faz frekanslarini belirlemek icin her bir

grup icin preparat bas1 1000 hiicre olmak iizere toplamda 5000 hiicre sayilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlardaFumaria officinalis ekstratlariin A. cepa kok ucu
hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik faz frekanslarina etkileri (Seri 1: Sadece
Fumaria officinalis ekstratlar1 ile ile muamele edilen grup, Seri 2: 30mM H:O;
¢ozeltisine maruziyetten sonra Fumaria officinalis ekstratlar1 ile ile muamele edilen

grup)

Konsantrasyon | Mitotik Profaz Metafaz Anafaz Telofaz (%)
(ng/mL) indeks (%) (%) (%)
Kontrol Biiyiime
Grubu Kontol 10,46+0,66 | 29,8343,5 | 36,234+4,23 17,46+3,69 | 16,47+1,98
Pozitif
Kontrol 4,48+0,66 20,63+1,68 | 46,03+2,29 18,72+0,79 | 14,6+1,55
Seril
125 9,58+0,36 | 28,55+2,24 | 33,79+3,27 | 20,08+£2,10 | 17,57+3,99
250 7,02+0,45 | 22,75+5,66 | 35,99+228 | 19,45+2,92 | 21,81+3,97
500 6,1+0,37 26,51+2.33 | 33,50+1,34 | 20,27+2,46 | 19,71+2,87
Seri 2
125 5,184+0,43 | 23,05+2,09 | 46,67+2,27 | 16,12+1,60 | 14,53+3,69
250 5,72+0,48 | 24,30+2,60 | 41,28+2,74 | 19,28+1,26 | 15,13+2,71
500 6,02+0,73 25,38+2,55 | 42,04+6,24 16,1342,61 | 13,40+£3,41
Mitotik  indeks kontrol grubunda 10,46+0,66 iken, sadece farkli

konsantrasyonlardaFumariaofficinalis ekstratlari ile ile muamele edilen 1. seride ise
doz artisina bagl olarak mitotik indeks 125 pg/mL konsantrasyonda 9,584+0,36, 250
pg/mL konsantrasyonda 7,02+0,45, 500 pg/mL konsantrasyonda 6,1+0,37’ye kadar
distiigli gozlenmistir. Kok uglarinin dogrudan farkli konsantrasyonlardaki Fumaria
officinalis ekstratlar ile muamele edilen gruplardan olusan birinci seride doz artiga bagh

olarak mitotik indeks azaldig1 saptanmistir (P<0,05) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2: Fumaria officinalis ekstratinin farkli konsantrasyonlariyla 24 saat boyunca
muamele edilen kok uclarinda mitotik indeks (p<0,05*, p<0,01**, ***Biiylime kontrol
ile karsilastirilmistir)

Calismada pozitif kontrol olarak adlandirilan ve 30mM H20. c¢ozeltisine bir saat
maruziyetten sonra dH2O igerisinde 24 saat inkiibasyona birakilan kok uglarindaki
ortalama mitotik indeks 4,48+0,66 iken, yine aymi sekilde 30mM H20,’e maruziyet
sonrasi 24 saat siireyle farkli konsantrasyonlardaki Fumaria officinalis ekstratlari ile
muamele edilen ikinci seride ise doz artigina bagli olarak mitotik indeks 125 pg/mL
konsantrasyonda 5,18+0,43, 250 pg/mL konsantrasyonda 5,72+0,48, 500 pg/mL
konsantrasyonda 6,02+0,73 olarak goézlenmistir. Pozitif kontrol grubu ile 30mM H20:’e
maruziyet sonrasi 24 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda Fumaria officinalis
ekstratlar1 ile muamele edilen gruplar arasinda ortalama mitotik indeks bulgular
istatistiksel olarak degerlendirildirildiginde 250 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonda
Fumaria officinalis ekstrakti ile muamele edilen gruplar arasindaki fark anlaml
bulunmustur.(P<0,05) (Sekil 4.3.).

32



7,00 -
* *
6,00 -
5,00 -
2
-
£ 4,00 -
=
S 3,00 -
=
2,00 -
1,00 -
0,00 -
Pozitif Kontrol 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL
Seri 2: 30 mM H202 maruziyeti sonrasi muamele edilen
Fumaria officinalis ekstrakti konsantrasyonlari

Sekil 4.3: 30 mM H20 maruziyeti sonrast Fumaria officinalis ekstratinin farkli
konsantrasyonlariyla 24 saat boyunca muamele edilen kok uglarinda mitotik indeks
(p<0,05*, p<0,01**, ***Pozitif kontrol ile karsilastirilmistir)

Fumaria officinalis ekstratinin sirasiyla 125 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarinin hem normal hiicrelerde meydana getirdigi genotoksik etkiler hem
de 30mM H20:> ¢ozeltisine maruz kalan kok uglarinda meydana gelen oksidatif hasarin

onarilmasindaki etkisini belirlemek amaciyla elde edilen veriler tablo 4.3. te verilmistir.

Mikroniikleus sayisi bakimindan, dogrudan farkli konsantrasyonlardaki Fumaria
officinalis ekstratlar1 ile muamele edilen gruplar igerisinde doz artisina bagli olarak
anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). H2O, ¢ozeltisi ile muamele sonrasi farkl
konsantrasyonlardaki Fumaria officinalis ekstrati ile muamele edilen gruplarla pozitif
kontrol grubu mikroniikleus sayis1 bakimindan degerlendirildiginde, 250 pg/mL ve 500
ug/mL konsantrasyonlarda Fumaria officinalis ekstrati ile muamele edilen gruplarda
MN sayisinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma meydana geldigi

goriilmiistiir (P<0,05).
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Tablo 4.3. Fumaria officinalis ekstratinin farkli konsantrasyonlarinin genotoksik ve
antioksidan etkileri

Kontrol grubu Seri l Seri 2
Anormalliler .
(Ortalama Biiyiime | Pozitif 125 250 500 125 250 500
+55) Kontrol | Kontrol | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
Mikroniiklew | o105 | 54410 | 0807 | 1,040,6 | 1,060.6 | 42407 | 22£07 | 3:0,6
s Sayisi
::;fllkhk 26514 | 94433 | 34205 | 48+12 | 52%1,6 | 6,6£1,0 | 6,6£1,2 | 7,018

fleri Gitmis
Kromozom 1,6£1,0 | 22+12 | 1,6£1,0 | 1,2£0,4 | 1,2+0,4 | 2,0+1,1 | 2,0+1,1 | 2,0£0,6
Sayis1

Geri Kalmig
Kromozom 0,8+0,7 | 2,0£1,4 | 0,6+0,5 | 0,6+0,5 | 1£0,6 1,4+1,0 | 1,240,7 | 1,2+0,7
Sayis1

Kutup
Kaymasi 0,8+0,7 | 2,8+1,3 | 0,8+0,7 | 1,2+0,7 | 1,2+0,7 | 2,4+1,0 | 2,8+0,7 | 1,8+1,8
Sayis1

Anafazda
Koprii 2,6+1,0 5,8+1,7 | 4,0£0,6 | 4,8+0,8 | 4,6+£0,7 | 4,8%1,5 | 5,2+1,0 | 5,014
Olusumu

Fragment

S 0,4+0,4 | 2,0£1,4 | 0,6£0,5 | 1,0£0,9 | 1,240,7 | 1,2«1,1 | 0,6+£0,4 | 1,240,7
ayisi

c-Mitoz

S 1,2+0,7 | 4,8«1,5 | 1,0£0,6 | 2,6+1,0 | 2,6+£0,9 | 4,2+0,7 | 2,8+0,7 | 2,8+0,7
ayisi

Diizensiz
Metafaz 5,8+2,8 9,8+1,7 | 4,4£0,5 | 6,0£1,4 | 6,6+1,5 | 8,6£1,0 | 7,6£1,0 | 9,2+1,8
Sayis1

44248, | 17,242, | 23,242, | 24,62, | 354+4, | 312+2, | 33,4+5,

Toplam 16,4+5.6 8 1 0 8 3 5 6

Seri 1: Kok uglari dogrudan farkli konsantrasyonlardaki Fumaria officinalis ekstratlari
ile muamele edilen gruplar. Seri 2: 30mM H;0> ¢ozeltisine maruziyette sonra farkli
konsantrasyonlardaki Fumaria officinalis ekstratlari ile ile muamele edilen gruplar

Yine toplam anomaliler bakimindan gruplar kiyaslandiginda 30mM H20: ¢ozeltisi ile
muamele edilen grup ile diger grup arasindaki fark anlamli bulunmustur (P<0,05).
30mM H0; ¢ozeltisine maruziyetten sonra farkli konsantrasyonlardaki Fumaria
officinalis ekstratlari ile ile muamele edilen ikinci seride doz artisina bagli olarak hem
mikroniikleus sayisinda hemde toplam anomali miktar1 bakimidan bir azalma
goriilmektedir. 30mM H20: ¢ozeltisine maruziyetten sonra distile suda 24 saat inkiibe

edilen pozitif kontrol grubunda toplam anomali sayist ortalama 44,2+8,8 iken 30mM
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H20: ¢ozeltisine maruziyetten sonra Fumaria officinalis ekstratinin 125 pg/mL, 250
pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda inkiibe edilen kok uclarindaki toplam
anomali sayis1 sirastyla 35,444.3; 31,242.5; 33,4+5,6 olarak tespit edilmistir (Sekil
44).
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Pozitif Kontrol 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Seri 2: 30 mM H202 maruziyeti sonrasi muamele edilen
Fumaria officinalis ekstrakti konsantrasyonlar:

Sekil 4.4. 30 mM H202 maruziyeti sonrast Fumaria officinalis ekstratinin farkli
konsantrasyonlariyla 24 saat boyunca muamele edilen kok uglarinda toplam hasar oran
(p<0,05*, p<0,01**, ***Pozitif kontrol ile karsilastirilmigtir)

Yapilan dozlamalar sonucu Allium cepa kok uglarindan elde edilen preparat goriintiileri
resim4.1.,4.2..4.3.,4.4.,4.5,4.6.,4.7. ve 4.8.”de verilmistir.

Resmi 4.1. A: Normal metafaz, B-C: Normal telofaz, D: Anafaz’da ileri gitme,

(Normal-BK preparatlarina ait goriintiiler)
35



Resmi 4.2. A: Anafaz’da kutup kaymasi, B: Anafaz’da koprii olusumuve multipolarite,
C: Normal profaz (Normal-BK preparatlarina ait goriintiiler)

& sas’ic
.‘. '

Resim 4.3.A:Normal profaz, B-C: Anafaz’da ileri gitme, D: Anafaz’da koprii olusumu,
E: Normal telofaz; F: Normal metafaz (Normal-0,125 dozuna ait preparat goriintiileri)
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Resim 4.4. A: Kromozom kirigi, B-H: Normal profaz, C-G: Normal anafaz, D:
Yapisiklik, E-F: Bintikleat ( Normal-0,250 dozuna ait preparat goriintiileri)
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Resim 4.5. A-E-F: Normal metafaz, B: Profaz, C: Anafaz’da ileri ve geri gitme,
multipolarite ve koprii olusumu D: Normal anafaz (Normal- 0,500 dozuna ait preparat
goriintiileri)
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Resim 4.6. A: Metafaz, B: Profaz, C: Anafaz, D-E: Telofaz (Mix-BK dozuna ai
preparat goriintiileri )
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Resim 4.7.A-F-H: Yapisiklik, B: Genetik materyal kaybi, C: Anafaz’da koprii olusumu,
D: Telofaz, E-G: Biniikleat ( Mix-0,125 dozuna ait preparat gortintiileri )
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Resim 4.8. A: Anafaz’da kutup kaymasi ve ileri gitme, B: C-metafaz, C: Profaz, D:
Yapisiklik, E: Normal telofaz, F: Yapis1 bozulmus anafaz, G: Biniikleat (Mix-0,250
dozuna ait preparat goriintiileri)
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Resim 4.9. A-C-D-E: Yapisiklik, B-F: Profaz, H: Yapisi bozulmus anafaz ve yapisiklik,
G: Biniikleat (Mix-0,500 dozuna ait preparat goriintiileri)
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5. BOLUM

TARTISMA ve SONUC

Serbest radikallere karsi savunma islevi goren maddeler antioksidanlar olarak
tanimlanabilir ve oksidasyon reaksiyonunu inhibe ederek hiicreyi korurlar. Bu
oneminden dolayr giinlimiize kadar potansiyeli yliksek olan antioksidan bilesik
kaynaklari, baharatlar, tahil bitkileri, meyveler, tohumlar, yagli sebzeler, yapraklar,
kokler, ham bitki ilaglari, kabuklar, otlar gibi bircok bitki materyali aragtirmaya konu
olmustur [71].

Insanlardaki antioksidan savunma sistemi uzun yillardir calisilmis ve bu sistemin zararli
bir oksijen ortaminda var olan yenilenebilir enzim ve bilesikleri i¢erdigi bilinmektedir.
Bu 6zellige ragmen antioksidan sistemlere, antioksidan bilesikleri iceren besinlerle ilave
destek verilmesi olduk¢a Onemlidir [72]. Boylece, dogal gida maddelerinin dogal
antioksidan bilesik iceren bilesenleri, sentetik antioksidanlara tercih edilmesini
saglamaktadir. Ayrica dogal gida iiriinlerinin insan saglig1 iizerinde herhangi bir risk
olusturmadigi ve antioksidan etkilerinin varliginin tespiti onemli hale gelmistir [73, 74].
Fumaria officinalis’in de aktarlarda kolayca bulunabilmesi ve yore halki tarafindan

siklikla kullanilmasi bu bitkinin antioksidan etkisinin arastirilmasinda 6nemli olmustur.

Papaveraceae familyasi, 6zellikle aporfin, benzofenantridin, protoberberin ve protopin
tirleri olmak tizere izokinolin alkaloidleri agisindan ¢ok zengindir. Fumaria officinalis,
protopin i¢inde ifade edilen izokinolin alkaloidleri igermektedir. Bdylece, geleneksel
tipta idrar soktiiriici, miishil olarak, cilt hastaliklari, sistit, romatizma, artrit ve

karacigerin tedavisi igin kullanilmaktadir[75].

Yapilan literatiir arastirmalarinda Fumaria officinalis’in antioksidan 6zelliklerinin
Allium testi kullanilarak arastirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir ancak kimyasal
yontemlerle antioksidan aktivite ve bitki i¢erigindeki maddelerin tespit edildigi ve aym
familyada yer alan Fumaria cinsine ait farkli tiirlerde antioksidan aktivitenin varlig
gosterilmistir [75]. Bu tiirlere 6rnek olarak Fumaria jankae, Fumaria vailantii,

Fumaria schleicheri, Fumaria rostellata, Fumaria capreolataFumaria thuretii,
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Fumaria kralikii, Fumaria rostellata ve Fumaria schrammii verilebilir [75, 76].
Yapilan ¢alismalarda bu bitkilerin tiimiinde antioksidan etkinin varlig1 saptanmistir.
Calismamizda F. officinalis’in hidrojen peroksit etkisinde birakilan sogan yumrularinin
allium testi ile antioksidan etkisi belirlenmistir. Bu sonug, dnceki ¢alismalarla uyumlu

verilerin elde edildigini gostermektedir.

Calismamizda Fumaria officinalis ekstrakti, belirlenen dozlarda sogan kok uglarina
uygulanmis ve EC50 degeri belirlenmistir. Uygulanan dozlarda genetik hasarin olusum
miktarinda anlamli bir artis gozlenmemistir. Ancak H2O,’ye maruziyet sonrasinda
distile su icerisinde inkubasyona birakilan soganlar ile hidrojen peroksit muamelesi
sonrasinda artan dozlarda Fumaria officinalis ekstraktina maruz birakilan gruplar
karsilastirildiginda, artan dozlarda Fumaria officinalis ekstrakti uygulamasina bagli
olarak mitotik indekste bir artis tespit edilmistir. Bu durum bitkide bulunan cesitli

sekonder metabolitlerin etkisi ile agiklanabilir.

Metot olarak, hidrojen peroksitin uygulanis sekli 6n muamele ya da ge¢ muamele
seklinde olabilmektedir. On muameledeki amag, hasar olusturarak uygulanacak bitki
ekstraktinin genetik hasar onarimina katkisini incelemektir. Ge¢ muameledeki amag ise,
once uygulanan bitki ekstraktinin hidrojen peroksitin olumsuz etkisini ortadan
kaldirmaya calisan protektif etkisini ortaya ¢ikarmaktir. Buna gére 6n muamelede sonug
olarak serbest radikal onleme aktivitesi, DNA gibi molekiillerin korunmasi, antioksidan
enzim sentezinin uyarilmasi ve antioksidan kapasitesinin artirilmast meydana gelebilir.
Ge¢ muamele, uygulanan ekstraktin genetik hasar1 onarabilme yetenegi hakkinda bilgi
saglar. Ayrica bu uygulamanin, oksidatif strese yanitta rol oynadii sonucuna
ulasilmaktadir [77]. Calismamizda, ge¢ muamele uygulanmistir. 48 saat slireyle
koklenmeye birakilan sogan yumrulari, bir saat siliresince 30 mM hidrojen peroksite
maruz birakildiktan sonra Fumaria officinalis ekstraktinin artan dozlarina maruz
birakilarak ekstraktin oksidatif stresin meydana getirdigi genetik hasari onarabilme
etkinligi gosterilmistir. Hidrojen peroksit muamelesi sonrasinda artan dozlarda Fumaria
officinalis ekstraktina maruz birakilan gruplarda hidrojen peroksit tarafindan meydana

getirilen genetik hasarin azaldig1 saptanmugtir.
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Endojen kaynakli hidrojen peroksit, hiicresel solunum gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik
siireclerle iiretilmekte ve ¢ok sayida genotoksik etkinin olusumundan sorumludur.
Hidrojen peroksitin verdigi genetik hasar tipleri arasinda DNA tek iplik kiriklari,

kromozom aberasyonlar1 ve gen mutasyonlari sayilabilir [78].

Calismamizda kullanilan Fumaria officinalis ekstraktinin  hidrojen peroksitin
olusturdugu oksidatif strese karsi onarici etkisi belirlenmistir. Sonug olarak, ileri
caligmalarda bitki ekstraktinin igeriginin belirlenmesi ve igerigi olusturan molekiillerin

hasar1 onarmadaki ana yolaklarin tespiti onerilebilir.
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