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OZET

Ajuga vestita VE Ajuga xylorrhiza BITKILERININ PETROL ETERI, ASETON
VE METANOL EKSTRELERININ BAZI BIYOLOJIK AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

DOKTORA TEZi

Nesrin HASIMI

DIiCLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

2012

Bu ¢alismada, Diyarbakir ¢evresinden toplanan endemik Ajuga vestita BOISS.
ve Ajuga xylorrhiza KIT TAN bitkilerine ait petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin
antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz, mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri
arastirilmistir.

Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi kullanilarak,
patojenik dort bakteri (gram pozitif Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ve gram negatif Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615) ve bir maya (Candida albicans ATCC 10231)
tizerinde test edilmistir. Her iki bitkinin aseton ekstresi S. pyogenes uUzerinde orta
derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayrica A. xylorrhiza aseton ekstresi E.
coli Uzerinde orta derecede, metanol ekstresi de P. aeroginosa iizerinde diisiik derecede
aktivite gostermistir ki, bu deger pozitif kontrol olarak kullanilan vankomisinin ayni
mikroorganizmalar tzerindeki etkisinden daha yuiksektir.

Ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 pirokatekole, toplam flavonoit miktarlar
kersetine esdeger olarak tayin edildikten sonra antioksidan aktiviteleri S-karoten renk
acilim, DPPH serbest radikali giderim, ABTS ve CUPRAC yontemleri kullanilarak
belirlendi. Ekstreler genel olarak yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Oyle ki; bazi
ekstreler pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve a-tokoferolden daha yiksek aktivite
gostermistir.

Antikolinesteraz aktivite Ellman yontemi kullanilarak asetilkolinesteraz (AChE)
ve biitiirilkolinesteraz (BChE) enzimlerine kars1 belirlenmistir. Her iki bitkinin aseton
ekstreleri icin antikolinesteraz aktivite testi sonucunda ekstrelerin standart olarak
kullanilan galantamine gore yiiksek derecede aktif oldugu sonucuna varilmistir. A.
vestita petrol eteri ve A. xylorrhiza metanol ekstreleri asetilkolinesteraz enzimine karsi
galantamine ¢ok yakin aktivite gostermistir.
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Ekstrelerin mutajenik ve antimutajenik 6zellikleri Salmonella/mikrozom kisa
zamanl test sistemi kullanilarak aragtirilmistir. Mutajenite deneyleri S9 varliginda ve
yoklugunda  Salmonella  typhimurium TA98 ve TAI00 susu iizerinde
gerceklestirilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda test edilen ekstrelerin uygulanan
konsantrasyonlarda mutajenik etki gostermedigi, buna karsin ekstrelerin bazi
konsantrasyonlarinin NaN3 ve Daunomycine mutajenlerine karst %0.59 (TA98-A.
vestita metanol ekstresi—-100 pg/petri) ile %91.75 (TAL100- A. vestita petrol eteri
ekstresi =500 pg/petri) oranlar1 arasinda antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir.

Bu tez galismasi ile A. vestita ve A. xylorrhiza séz konusu biyolojik aktiviteler
acgisindan ilk kez arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ajuga vestita, Ajuga xylorrhiza, Antimikrobiyal Aktivite,
Antioksidan  Aktivite, Antikolinesteraz  Aktivite, Mutajenite, Antimutajenite,
Salmonella/Mikrozom Testi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
PETROLEUM ETHER, ACETONE AND METHANOL EXTRACTS OF Ajuga vestita
AND Ajuga xylorrhiza

PhD THESIS

Nesrin HASIMI

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
UNIVERSITY DICLE

2012

In the present study, the antimicrobial, antioxidant, anticholinesterase,
mutagenic and antimutagenic properties of petroleum ether, acetone and methanol
extracts from endemic Ajuga vestita BOISS. and Ajuga xylorrhiza KIT TAN collected
from around Diyarbakir were investigated.

The antimicrobial activities of extracts have been tested on pathogenic four
bacteria (gram positive Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 and gram negative Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes
ATCC 19615) and a yeast (Candida albicans ATCC 10231) by using disc diffusion
method. Acetone extracts of both plants have been showed moderate antimicrobial
activity on S. Pyogenes. Also A. xylorrhiza acetone extract has been showed low
antimicrobial activity on E. coli and methanol extract has been showed moderate
antimicrobial activity on P. aeruginosa which is higher than activity of vancomycin
used as positive control on the same microorganisms.

Total phenolic and total flavonoid contents of these extracts were determined as
pyrocatechol and quercetin equivalents, respectively and their antioxidant activity was
carried out by using four different methods; namely, S-carotene bleaching method,
DPPH free radical scavenging activity, ABTS and CUPRAC assays. Extracts have been
showed high antioxidant activity in general. That is, some extracts have been showed
higher antioxidant activity than BHT and a-tocopherol used as positive controls.

Anticholinesterase activity has been carried out by Ellman method against
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes. It was
considered that acetone extracts of two plants are highly active compared to the
standard of galanthamine. A. vestita petroleum ether and A. xylorrhiza methanol extracts
have been showed much closed activity to galantamine against AChE enzyme.
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Extracts were examined in terms of mutagenic and antimutagenic activities by
the Salmonella / microsome mutagenicity test. Mutagenic experiments were performed
in the presence and absence of S9 on Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100
strains.

The results showed that all extracts which tested did not have any mutagenic
effect at all concentrations. Moreover, several concentrations of the extracts showed
antimutagenic activity against both NaN; and Daunomycine mutagens. The
antimutagenic activities ranged from 0.59% (TA98- A. vestita methanol extract-100
pg/plate) to 91.75% (TA100- A. vestita petroleum ether extract—500 pg/plate).

In this thesis, A. vestita and A. xylorrhiza have been investigated for the first
time in terms of such biological activity.

Key Words: Ajuga vestita, Ajuga xylorrhiza, Antimicrobial Activity,
Antioxidant Activity, Anticholinesterase Activity, Mutagenicity, Antimutagenicity
Salmonella / Microsome Test



CIZELGE LISTESI

Cizelge No Sayfa

Cizelge 2.1. Oksidadif strese neden olan reaktif oksijen ve azot turleri

Cizelge 2.2. Mutajenlerin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanli test sistemleri
Cizelge 2.3. S. typhimurium mutant suslarinin genetik 6zellikleri

Cizelge 4.1. A. vestita bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi ortalama degerleri®
Cizelge 4.2. A. xylorrhiza bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi ortalama degerleri®

Cizelge 4.3. Antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal

etkisine iliskin ortalama degerleri®
Cizelge 4.4. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar: ®

Cizelge 4.5. Ekstre ve pozitif kontrollerin p-karoten renk agilim yontemiyle

belirlenen inhibisyon yiizdesi degerleri®

Cizelge 4.6. Ekstre ve pozitif kontrollerin DPPH Serbest Radikali Giderim

Aktivitesi yontemiyle belirlenen inhibisyon yiizdesi degerleri®

Cizelge 4.7. Ekstre ve pozitif kontrollerin ABTS yontemiyle belirlenen inhibisyon
yiizdesi degerleri®

Cizelge 4.8. Ekstre ve pozitif kontrollerin CUPRAC yontemiyle belirlenen

absorbans degerleri®
Cizelge 4.9. Ekstrelerin AChE ve BChE % inhibisyon degerleri®

Cizelge 4.10. AVP’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile

mutajenite testi sonuglars®

Cizelge 4.11. AVA’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile

mutajenite testi sonuglari®

Cizelge 4.12. AVM’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile

mutajenite testi sonuglar®

Xl

12

33

41

69

71

72

75

78

81

84

88

89

89

90



Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

4.13. AXP’nin S. typhimurium TA98

mutajenite testi sonuglari®

4.14. AXA’nin S. typhimurium TA98

mutajenite testi sonuglari®

4.15. AXM’nin S. typhimurium TA98

mutajenite testi sonuglars®

4.16. AVP’nin S. typhimurium TA98

antimutajenite testi sonuglari®

4.17. AVA’nin S. typhimurium TA98

antimutajenite testi sonuglari®

4.18. AVM’nin S. typhimurium TA98

antimutajenite testi sonuglari®

4.19. AXP’nin S. typhimurium TA98

antimutajenite testi sonuglari®

4.20. AXA’nin S. typhimurium TA98

antimutajenite testi sonuglari®

4.21. AXM’nin S. typhimurium TA98

antimutajenite testi sonuglari®

Xl

Ve

Ve

Ve

veE

Ve

Ve

Ve

ve

ve

TA100

TA100

TA100

TA100

TA100

TA100

TA100

TA100

TA100

mutant

mutant

mutant

mutant

mutant

mutant

mutant

Mmutant

mutant

suslari

suslari

suslari

suslar1

suslari

suslari

suslari

suslari

suslari

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

ile

90

91

91

93

93

94

95

95

96



SEKIL LISTESI

Sekil No Sayfa
Sekil 2.1. Ajuga vestita BOISS: (Hilar Magaralar1 civar1 Ergani-Diyarbakir) 8
Sekil 2.2. Ajuga xylorrhiza KIT TAN (Cermik-Ciingiis yolu/ Diyarbakir) 8
Sekil 2.3. DPPH molekulinin antioksidan madde ile reaksiyonu 15
Sekil 3.1. Pirokatekol 6l¢ii grafigi 59
Sekil 3.2. Kersetin 6l¢ii grafigi 60

Sekil 4.1. A. vestita ekstrelerinin S-karoten renk agilim yontemi ile antioksidan
aktiviteleri 76

Sekil 4.2. A. xylorrhiza ekstrelerinin f-karoten renk a¢ilim yontemi ile antioksidan

aktiviteleri 77
Sekil 4.3. A. vestita ekstrelerinin DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri 79
Sekil 4.4. A. xylorrhiza ekstrelerinin DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri 80
Sekil 4.5. A. vestita ekstrelerinin ABTS yontemi ile antioksidan aktiviteleri 82
Sekil 4.6. A. xylorrhiza ekstrelerinin ABTS yontemi ile antioksidan aktiviteleri 83
Sekil 4.7. A. vestita ekstrelerinin CUPRAC yodntemi ile antioksidan aktiviteleri 85

Sekil 4.8. A. xylorrhiza ekstrelerinin CUPRAC yontemi ile antioksidan aktiviteleri 86

Sekil 4.9. Ekstrelerin AChE ve BChE % inhibisyonu 87

X



KISALTMA VE SIMGELER

2AF : 2-aminofloren

ABTS : 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
AChE - Asetilkolinesteraz

Acl . Asetil tiyokolin iyodir

AVA : Ajuga vestita aseton ekstresi

AVM : Ajuga vestita metanol ekstresi

AVP : Ajuga vestita petrol eteri ekstresi
AXA : Ajuga xylorrhiza aseton ekstresi
AXM : Ajuga xylorrhiza metanol ekstresi
AXP : Ajuga xylorrhiza petrol eteri ekstresi
BChE : Butirilkolinesteraz

Bcel : Butiril tiyokolin iyodir

BHA : Biitillenmis hidroksi anisol

BHT : 2,6-di-t-bdtil-1-hidroksitoluen
DMSO : Dimetil sulfoksit

DNTB : 5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik asit)
DPPH : 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

MGA : Minimal glukoz agar

NADP : Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat
S9 : Memeli karaciger 6ziitii

a-TOC : a-tokoferol

(+) Cat. : Katesin

XV



pl
Kob

ml

nm

ppm

: Mikrolitre

: Koloni olusturan birim
: Molar

> Mililitre

: Normal

: Nanometre

: Milyonda bir birim

XV



NESRIN HASIMI

1. GIRIS

Yasam i¢in gerekli olan oksijen ayni zamanda toksik etkiye de sahiptir. Bu
toksisite oksijenin olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin ¢esitli hastaliklarin gelismesinde 6nemli rolii oldugunu ortaya koyan
pek cok calisma vardir. Reaktif oksijen tiirleri lipit, karbonhidrat, protein ve DNA’ nin
hasarmna yol agar. DNA’nin hasar1 da kanser riskini arttwrmaktadir. Reaktif oksijen
tiirleri 6zellikle kanserin ilerleme asamasinda rol oynar (Hsu ve ark. 2005, Oztiirk
2008). Oksidasyonun, kanser ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve hatta yaslanma ile
ilgili pek cok hastalikta (Alzheimer vb. hafiza kaybi1 ve bunama ile birlikte seyreden)

onemli bir rol oynadig1 bilinen bir gergektir.

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerini azaltirlar veya ortadan
kaldirirlar. Canlilarda, reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi zararlar1 ortadan
kaldirmak icin g¢esitli antioksidan savunma mekanizmalari mevcuttur. Bu
mekanizmalarin  savunmada yetersiz kalmas1 sonucunda ortaya ¢ikabilecek
hastaliklardan korunmak i¢in antioksidan etkiye sahip meyve, sebze ve sifali bitkilerin
tikketilmesinin insan saghgi agisindan faydali oldugunu gdsteren ¢ok sayida arastirma

vardir (Hsu ve ark. 2005, Salvatore ve ark. 2005, Oztiirk 2008).

Islenmis gidalarin bozunmasini1 &nledigi ve raf dmriinii uzattig1 i¢in sentetik
antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklar1 yan irlinlerin basta kanser olmak iizere cesitli
hastaliklara neden olduklar1 belirlenmistir (Ito ve ark. 1983, Pokorny 1991, Oztiirk
2008). Islenmis gidalarda koruyucu olarak kullanilmak iizere dogal kaynakl

antioksidanlarm bulunmasi amaci ile yapilan arastirmalar son yillarda artig gostermistir.

Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan kimyasal maddeler ve antibiyotiklerin yan
etkilerinin fazla olmasi, Ozellikle tedavi amaci ile kullanilan sentetik ilaglara karsi
mikroorganizmalarin direng kazanmalari, bitkilere ve onlarin tasidiklar etkili ve faydali
maddelere karsi i1lgiyi daha da artirmaktadir (Nakipoglu ve Otan 1992, Dagc1 ve ark.
2002, Akin 2010).

Besin zincirinde birincil {ireticiler olarak gorev yapan bitkiler, yeryliziinde
mevcut olan bircok dogal bilesigin en temel kaynaklarindandir. Bitkilerin sonsuz

cesitlilikteki genetik varyasyonlar1 ile yasam ortamlarindaki bircok cevresel etmene

1
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bagl olarak varlig1 kalitatif ve kantitatif de§isim gosteren bu kimyasal bilesenler; gida,
tip, eczacilik, biyolojik miicadele, kozmetik, boya endiistrisi gibi pek cok alanda genis
kullanim alanina sahiptir (Hoareau ve DaSilva 1999, Baris 2004; Abbasi ve ark. 2009,
Davis ve Perez 2009, Karaday1 2010).

Bitkisel metabolitlerin kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin ortaya
cikisin1  Onlemede etkili olabilece§ini gosteren in vitro ve in vivo deneysel
arastirmalardan ve epidemiyolojiden elde edilen kanitlar; bu bitkiler ve metabolitleri
iizerine yapilan caligmalarin biiylik Olclide artmasmi saglamistir (Abdullaev ve ark.

2003, Karaday1 2010).

Biyolojik olarak aktif olan fitokimyasallarin biiyiik ¢ogunlugu gida olarak
kullanilan ¢esitli bitkilerden izole edilmis ve tanimlanmistir (Lampe 1999, Karadayi
2010). Bitkisel gidalar yoniinden zengin olan diyetler, yapilarinda bulunan pozitif etkiye
sahip fitokimyasallar ve cesitli bitkisel maddeler ile bireylerin saglik durumlarinin
korunmasina yardimci olur. Bu baglamda genis Ol¢iide meyve, sebze ve baharatlari
kapsayan dogal besinlere; kanser de dahil olmak iizere bircok hastaliga karsi olan
koruyucu etkilerinden dolayr hem halk hem de bilimsel ¢evre tarafindan biiyiik ilgi
gosterilmektedir (Shukla ve Singh 2007, Karaday1 2010).

Glinlimiizde, kanser, kalp rahatsizliklar1 vs. gibi bircok 6nemli hastaligin
mutasyonlar ile iliskilendirilmesi; mutasyonlarin ortaya ¢ikisi ve Onlenmesi iizerine
yapilan caligmalarin 6nemli 6lgiide artmasina neden olmustur. Bu baglamda sayisiz
kimyasal bilesigi sentezleme potansiyeline sahip olan bitkiler, mutajenite ve
antimutajenite caligmalarinin odagini olusturmaktadir (Loh ve ark. 2009, Karaday1

2010).

Bitkilerden ya da diger dogal kaynaklardan elde edilen kimyasal maddelerin
mutajenik ve antimutajenik potansiyellerini belirlemek i¢in uygulanabilecek en akillica
yaklasim, deney hayvanlar1 ile yapilan in vivo arastrmalardir. Kimyasal maddelerin
uygulanmasiyla deney sonuglarinin alinmasi arasindaki siirenin fazla olmasi nedeniyle
uzun zamanh testler olarak da adlandirilan bu uygulamalar, mutajenite ve kanser
arastirmalarinda bilinen en hassas ve en giivenilir test sistemleri olmalarma karsin;
yiiksek maliyet ve zaman gereksinimlerinden dolay: yiizlerce kimyasalin mutajenik ve

kanserojenik etkinliklerinin arastirildigi oncii testlerde kullanish degildir (Iarc 1980,
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Karadayr 2010). Bu nedenle arastiricilar, mutajen veya kanserojen 0Ozellikteki
kimyasallarin bu potansiyellerinin arastirilmasinda esas teskil edebilecek bir¢ok in vitro
kisa zamanli test sistemi gelistirmistir (Mortelmans and Zeiger 2000). Uzun zamanl test
sistemlerinin aksine daha kisa siirede sonug veren ve daha ekonomik olan bu testler; ¢ok

sayidaki kimyasal madde ile yapilacak olan 6ncii testler i¢in olduk¢a uygundur.

Bu calismada; Diyarbakir ¢evresinde yetisen endemik Ajuga vestita BOISS. ve
Ajuga xylorrhiza KIT TAN bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin
antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz aktiviteleri ile mutajenik ve antimutajenik
ozelliklerinin arastirilmast amaglanmistir. 4. vestita ve A. xylorrhiza’nin antimikrobiyal,
antioksidan, antikolinesteraz aktiviteleri ile mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerinin ilk

kez bu calismayla arastiriliyor olmasi ¢alismanin 6zgiin degerini arttirmaktadir.

Bununla birlikte, tez ¢alismamiza paralel olarak vyiiriittiilen TUBITAK (proje
no:111T581) tarafindan desteklenen ‘Diyarbakir Cevresinde Yetisen Endemik Ajuga
vestita Ekstresinin Sekonder Metabolitlerinin ve Bazi Biyolojik Aktivitelerinin
Belirlenmesi’ konulu proje ile Ajuga vestita BOISS. bitkisinin petrol eteri, aseton ve
metanol ekstrelerinin sekonder metabolitleri kromatografik tekniklerle izole edilerek

spektroskopik yontemlerle metabolitlerin yap1 tayini yapilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Ajuga cinsi, Labiatae familyasinin bir iiyesidir. Labiatae familyasi, bir yillik
veya ¢ok yillik, otsu, ¢alimsi ve nadiren de odunsu olan ve bircogu cesitli alanlarda
kullanilan faydal bitkilerden olusan biiylik ve dogal bir familyadir. Hemen hemen tiim
habitat tipleri ve tiim yiiksekliklerde yetigsebilen Labiatae familyasi iiyelerinin diinyada
yayilis gostermedigi ¢cok az bolge bulunmaktadir (Watson ve Dallwitz 1978). Familya
iiyeleri diinyada en ¢ok Akdeniz havzasinda yayilis gostermektedir (Watson ve Dallwitz
1978, Morgaris ve ark. 1982, Davis 1988). Bu familyaya ait bitkiler genellikle agik arazi
bitkileri olup sadece birkag¢ cins tropikal yagmur ormanlarinda yayilis gostermektedir
(Watson ve Dallwitz 1978). Yeryiiziinde 200 kadar cinsi ve 3200 tiirli bulunan (Baytop
1996) Labiatae familyasinin yurdumuzda ise 46 cinsi, 257 taksas1 endemik olmak iizere
758 taksas1 ve 275 tirii bulunmaktadir (Baser 2006). Ayni1 zamanda iilkemiz Labiatae
familyas1 i¢in 6nemli bir gen merkezi durumundadir ve endemizm oran1 %42 dir (Baser

1994),

Labiatae familyasi tiyelerinin gdvdeleri genellikle 4 koselidir. Yapraklar dekusat
dizilislidir. Cigekler vertisillastrum durumdadir. Korolla ¢ogunlukla iki dudaklidir.
Stamenler 2 veya 4 tanedir. Meyva 4 nuksa yarilan bir sizokarptir (Watson ve Dallwitz

1978).

Labiatae familyasina ait bitkilerin en 6nemli 6zelligi, salg: tliyli tagimalar1 ve
0zel koku veren aromatik bilesiklere sahip olmalaridir (Metcalfe ve Chalk 1972, Baser
1994, Korosou 1997). Tipta ve parfiimeride kullanilan bir¢ok ucucu yagi iceren bir
familya olarak 6nem tasimaktadir. Ucucu yag, yaprak epidermasi iizerindeki salgi
tilylerinde bulunur. Basi sekiz hiicreli pul seklindeki salgi tiiyleri bu familya i¢in
karakteristiktir (Baytop 1996). Labiatae iiyelerinin bir¢ogu siis bitkisi ya da baharat
olarak kullanilmak tizere kiiltiire alinmaktadir. Bir¢ok cins de giizel goriintisli ¢igekleri
ve hos kokular1 sebebiyle yetistirilmektedir. Bu sekilde kullanilan 60°tan fazla cins
iliman bolgelerde yetistirilmektedir. Bunlarin en iyi bilinenleri Mentha, Monarda,

Nepeta, Origanum, Phlomis, Salvia, Stachys, Thymus ve Ajuga’dir.
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2.1.2. Ajuga Cinsi

Ajuga cinsi iiyeleri tek veya c¢ok yillik, otsu, ¢igekli bitkilerdir. Cogunlukla
Avrupa, Asya ve Afrika’da yayilis gosteren cins iiyelerine Avusturalya ve Kuzey

Amerika’da da rastlamak miimkiindiir (Coll ve Tandron 2008).

Ajuga tiirleri 5-50 cm uzunlukta olup, zit dizilimli yapraklara sahiptir. Cigekleri

iki dudakli, tubular, genellikle mavi, mor ve sar1 renktedir.

Bir¢ok Ajuga tiirleri bahgecilikte sinir belirtmek i¢in kullanilirken, bazilar1 da ot
olarak kabul edilmektedir. Cesitli renkte ¢igceklere sahip olmalarindan dolay1 bahgelerde

siisleme amaciyla kullanilan tiirleri vardir (Israili ve Lyoussi 2009).

Ajuga L. (Labiatae = Lamiaceae) biitiin diinyada 300’den fazla taksona sahip
genis bir cinstir. Tiirkiye’de 23 takson (12 tiir, 9 alttiir, 2 varyete) ile temsil edilir.

Asagida Tirkiye'de yetisen 4juga tiirleri siralanmastir.
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Endemik olmayan tiirler
Ajuga orientalis

Ajuga genevensis

Ajuga laxmannii

Ajuga reptans

Ajuga salicifolia

Ajuga iva

Ajuga chamaepitys alttir chia varyete

chia

Ajuga chamaepitys alttiir chia varyete

ciliata

Ajuga chamaepitys alttiir laevigata
Ajuga chamaepitys alttiir palestina
Ajuga chamaepitys alttiir glareosa
Ajuga chamaepitys alttiir mesogitana
Ajuga chamaepitys alttiir cuneatifolia
Ajuga chamaepitys alttiir cypria
Ajuga chamaepitys alttiir mardinensis

Ajuga chamaepitys alttiir rechingeri

2.1.3. Ajuga vestita BOISS.

Endemik tiirler

Ajuga vestita

Ajuga xylorrhiza

Ajuga davisiana

Ajuga relicta

Ajuga postii

Ajuga chamaepitys alttlir euphratica

Ajuga bombycina

Ajuga vestita BOISS. Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu yapida bir

bitkidir (Sekil 2.1.). Yamaglarda ve diisey kiregtast fasiyezlerinde, 900-1200 m

yiikseklikte yetismektedir. Pembe veya beyaz ciceklere sahip olan bitkinin ilk

ciceklenme donemi 5. ay, son ¢igeklenme donemi ise 6. aydir. Tiirkiye’ye endemik olan

bitki Dogu Anadolu Bolgesi’nde Diyarbakir ve Mardin’de yayilis gostermektedir.
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Seil 2.1. Ajuga vestita BOISS. (Hilar Magaralar1 civar1 Ergani-Diyarbakir)

2.1.4. Ajuga xylorrhiza KIT TAN

Ajuga xylorrhiza KIT TAN Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu yapida bir
bitkidir (Sekil 2.2.). Dikey kaya catlaklarinda 900 m yiikseklikte yetismektedir. Beyaz
ciceklere sahip olan bitkinin ilk ve son ¢igeklenme donemi 6. aydir. Tiirkiye’ye endemik

olan bitki Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde Diyarbakir‘da yayilis gostermektedir.

J ! "N -
'," » - B S . > v 4

Sekil 2.2. Ajuga xylorrhiza KIT TAN (Cermik-Ciingiis yolu/ Diyarbakir)
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2.2. Ajuga Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanihs

Etnofarmakolojik calismalar 20 Ajuga tiiriiniin 6zellikle Afrika, Asya ve Cin’de
hastaliklarin geleneksel tedavisinde kullanildigin1 ortaya c¢ikarmistir. Bu tiirlerin
farmakolojik ve terapdtik degerlerinin ortaya konmasi 1948 yilina dayanmaktadir

(Newman 1948).

Dogu Afrika’da 4juga tiirleri ates, dis agrisi, dizanteri ve yiiksek tansiyona karsi
ilag olarak kullanilmaktadir. Kuzey Afrika’da diyabet ve hipertansiyon tedavisinde,
ozellikle gastrointestinal bozukluklarda ve antihelmintik olarak kullanilmaktadir
(Baytop 1984). Ayrica geleneksel Cin kodekslerinde Ajuga tiirlerinin diiiretik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Aliotta ve Pollio 1994).

Ajuga chamaepitys orta ¢agdan beri idrar attirici, kuvvet verici, terletici, adet
sOktliriicii, yara tedavi edici ve zehirli hayvan (yilan, krep) sokmalarina kars1 panzehir
olarak biiyiik iine sahip bulunmaktadir. Halen halk arasinda, lapa halinde, haricen yara
1yi edici olarak kullanilmaktadir. Ajuga reptans’m ¢igekli dallar1 kabizlik giderici, ates

disiiriicii, kuvvet verici ve idrar arttirici olarak kullanilmaktadir (Baytop 1984).

2.3. Ajuga Tiirleri ile Yapilan Calismalar

Yapilan kimyasal calismalar A4juga tiirlerinin fitoekdisteroid, neo-klerodan,
diterpen, triterpen, anthosianidin-glikozit, iridoid glikozit, vithanolit, flavonoit ve

trigliserit yapida bilesikler i¢erdigini ortaya koymustur (Israili ve Lyoussi 2009).

Kokdil ve arkadaglar1 (2002), Ajuga relicta ekstrelerinden dort steroid ((24S)-
24-ethylcholesta-5,25-diene-11a-hydroxy-1-one (1), (24S)-24-ethylcholesta-5,25-diene-
7a-hydroxy-3-one (2), (24 S)-24-ethylcholesta-5,25-dien-3 B-ol (3) B -sitosterol (4)), bir
monoterpen (loliolide (5)), bir iridoid glikozit (reptoside (6)) iki diterpen (11,15-
trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol (7), microstegiol(8)), iki triterpen (oleanolic
acid (9), oleanolic acid 3 B-acetate (10)) yapida olmak iizere on madde izole ettiklerini

bildirmislerdir.

Goren ve arkadaslar1 (2005), Ajuga postii ekstrelerinden bir iridoid glikozit
(reptoside), iki triterpen (ursolik asit ve a- amyrin) ve iki steroid yapida (B-sitisterol ve
(24S)-24-ethylcholesta-5,25-dien-33-0l) madde izole etmislerdir. Ardindan bitki

ekstreleri ve izolen edilen maddelerin DNA hasar1 olusturabilme aktivitesi arastirilmis
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ve reptoside’in DNA hasarina yol agtig1 fakat sitotoksik etkiye sahip olmadigi, diger

madde ve ekstrelerin ise aktivite gostermedigini bildirmislerdir.

Tiirkoglu ve arkadaslar1 (2010), ¢alismalarinda Ajuga chamaepytys bitkisinin
metanol, su ve kloroform ekstrelerini antimikrobiyal ve antioksidan aktivite agisindan
arastirmislardir. Antioksidan aktivite ABTS, DPPH, metal selat, yontemleri ile
siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit siipiirme etkileriyle belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivite ise disk diflizyon yontemiyle belirlenmistir. Arastiricilar
antioksidan aktivite agisindan su ekstresinin diger ekstrelerden daha aktif oldugunu,
ekstrelerin gram negatif bakteriler lizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigini gram
negatif bakteriler {izerinde ise antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklarini

bildirmislerdir.

Chandel ve Bagai (2011), Ajuga bracteosa etanol ekstresini antiplazmodiyal
aktivite acisindan arastirmis ve oldukga yiiksek antiplazmodiyal aktivite (ICso: 10pg/ml)
elde ettiklerini bildirmislerdir.

Delazar ve arkadaslar1 (2012) bir ¢alismalarinda, Ajuga chamaepytys metanol
ekstresinden 5 madde izole ederek ekstre ve izole edilen maddelerin DPPH yontemi ile
antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Calisilan ekstrelerden en yiiksek aktiviteyi

metanol ekstresinin gosterdigini bildirmislerdir.

Mamadelieva ve arkadaslar1 (2013), Ajuga turkestanica bitkisinin metanol,
kloroform, biitanol ve su ekstrelerini antioksidan, sitotoksik ve antimikrobiyal acidan
arastrmiglardir. Su ve biitanol ekstrelerinin en iyi antioksidan aktivite gosterdigini,
kloroform ekstresinin ise HeLa, HepG-2 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye
sahip oldugunu ve aym1 zamanda antmikrobiyal aktivite agisindan da aktif oldugunu

bildirmislerdir.

Antibakteriyal, antifungal, antiinflamatuvar (Marc ve ark. 2008),
antimalaryal/antiplazmodiyal (Kuria ve ark. 2002), antimikobakteriyal (Cantrell ve ark.
1999), antioksidan (Chenni 2007), antitiimor (Wessner ve ark. 1992) aktiviteleri, larva
ve bocek antifidant1 ile bécek biliylime inhibitdrii (Camps ve Coll 1993) 4juga tiirlerinin

rapor edilen diger aktiviteleridir.

10
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2.4. Antioksidanlar

Oksijen canlilar i¢cin hayati derecede Oonem arz eden bir elementtir. Oksijen,
havadan solunum ile alindiktan sonra mitokondrilerdeki elektron tasima sisteminde
asamali bir indirgenme islemine girer ve suya metabolize olur (Cadenas ve Davies
2000). Ancak bazi durumlarda oksijenin reaksiyonunu tamamlamadan viicuttan
ayrildig1 ve geride reaktif ara Uriinler biraktigi gozlemlenmektedir. Bu reaktif ara
iirtinler genel olarak Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) olarak isimlendirilir (Giilgin ve ark.

2003).

Oldukga reaktif olan bu oksijen tiirleri viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipit,
protein, karbonhidrat ve niikleik asitleri oksidasyona ugratabilir ve canli organizma igin
zararli olabilecek oksidasyon iriinleri olusturabilirler. Bu yaygin olarak “Oksidatif
Stres” seklinde de ifade edilmektedir. Oksidatif strese neden olan baslica reaktifler ise

reaktif oksijen ve azot tiirleridir (Cizelge 2.1.) (Papas 1996).

Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda cesitli sekillerde meydana

gelirler:

» Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan {iriin olarak reaktif oksijen ve azot

tiirleri olusur.

» Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, bazi biyomolekiillerin (adrenalin,
dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi
bilesikleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir (Fridovich 1986,
Halliwell 1994).

» Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiiksek
enerjili elektromagnetik 151, suyu parcalayabilir ve hidroksi radikali olusturur (Von-

Sonntag 1987).
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Cizelge 2.1. Oksidadif strese neden olan reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif Tiirler Radikaller Formiilii Nonradikaller Formiilii
Siiperoksit 0, Hidrojen peroksit  H,O,
Reaktif Hidroksi HO® Hipokloroz asit HOCI
Oksijen Tiirleri Peroksi ROO* Hipobroméz asit  HOBr
(ROS) Alkoksi RO* Ozon 0;
Hidroperoksi HOO* Singlet oksijen 'Ag'0,
Reaktif Azot
Tiirleri Nitrik oksit NO* Nitroz asit HNO,
(RNS) Azot dioksit NOO* Nitrozil katyonu ~ NO"

Nitroksi anyonu ~ NO
Diazot tetraoksit  N,Oq,
Peroksinitrit ONOO

Peroksinitroz asit  ONOOH

Nitronyum NO2*
katyonu

Alk}peroks1t ROONO
nitritler

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan en fazla etkilenen molekiillerin, hiicre
membranmin ana bileseni olan lipitler oldugu diisliniilmektedir. Organizmada yeterli
miktarda reaktif atom ya da molekiil varliginda lipit peroksidasyonu kolaylikla baslar.
Oksijenin sebep oldugu lipit oksidasyonu tipik bir radikalik zincir reaksiyonudur
(Aruoma ve Cuppett 1997). Lipit peroksidasyonu, hiicrenin hayati fonksiyonlar1 i¢in de
zararhdr (Davies 2000). Proteinler de lipitler gibi oksidatif stresten etkilenirler.
Proteinlerin oksidasyonu genellikle OH" tarafindan baslatilir ve siirecin seyri oksijen,
stiperoksit ya da onun protonlanmis hali olan HO, tarafindan belirlenir (Berlett ve
Stadtman 1997). Diger reaktif tiirler de protein oksidasyonunda yer alabilirler (Dalle-
Donne ve ark. 2003). Reaktif oksijen tiirleri amino asit rezidiilerinin yan zincirlerini de
oksitleyebilir. Bu sekilde istenmeyen protein-protein etkilesimleri olusabilir ve proteini

parcalayabilecek sekilde protein iskeletini oksitleyebilirler. Benzer oksidatif hasarlar
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serbest gec¢is metal iyonlarinin varliginda da olmaktadir (Berlett ve Stadtman 1997,

Stadtman 2002).

Proteinleri olusturan amino asitlerin (6zellikle prolin, arginin, lisin ve treonin)
yan zincirleri oksitlendigi zaman aldehitler ve ketonlarda oldugu gibi karbonil gruplar1
olusur. Bu gruplar kimyasal olarak kararhidirlar ve proteinlerin oksidatif
parcalanmasinda da olusabilmektedirler (Dalle-Donne ve ark. 2003). Ayrica kanser
cesitleri, parkinson ve alzheimer gibi bir¢cok hastaligin DNA’nin oksidatif hasarindan

kaynaklandig1 bildirilmistir (Evans ve ark. 2004).

Antioksidanlar, oksidasyonu baslangi¢c ve/veya gelisme basamaginda Onleyen
veya geciktiren maddelerdir. Canlilarda oksidan etkiye karsi iki ¢esit savunma sistemi
vardir. Bunlar endojen ve ekzojen antioksidan etkilerdir. Endojen antioksidan sistem;
antioksidan enzimler, hasarli molekiilleri uzaklastiran proteazlar ve fosfolipazlar gibi
sistemler, yeni bilesikleri sentezleyen sistemler, tamir sistemleri, hemoglobin,
miyoglobin, ferritin ve seruloplazmin gibi metal baglayicilar gibi alt sistemlerden
olusur. Ayrica glutatyon ve {irik asit gibi viicut i¢i kiiclik molekiil kiitleli bilesikler de
birer antioksidan olarak gorev yaparlar. Dis kaynakl olarak alinan antioksidanlar viicut
ici antioksidan sisteme destek olur. Disaridan alinan antioksidanlar dogal ve sentetik
olmak iizere iki grupta incelenebilir. Sentetik olarak kullanilanlar biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), tersiyerbiitilhidrokinon
(TBHQ), propil galat (PQ), troloks ve diger sentetik antioksidanlardir (Mavi 2005). En
yaygin olarak kullanmilan bu sentetik antioksidanlarin bazi yan etkilere sahip oldugu
bildirilmektedir (Branen 1975, Imaida ve ark. 1983). Bunun sonucu olarak tiiketiciler
bunlarin saglik agisindan giivenirlikleri hakkinda ciddi endiseler tagimaktadir (Ito ve
ark. 1983). Ornegin BHT non-toksik olmakla beraber, karacigerde sitokrom-P450
sistemine hasar verdigine dair bazi caligmalar mevcuttur. Farelere yiiksek dozlarda
verildiginde ise karacigerde hasara sebep oldugu gorilmiistiir. Ayrica yapilan bazi
arastirmalar, BHT gibi baz1 sentetik antioksidanlarin fazla alinmas1 durumunda viicuttan

atilamadig1 adipoz dokuda depolandigini géstermistir (Halliwel ve Gutteridge 1989).

Sentetik antioksidanlar genis bir kullanim alanma sahip olmasina ragmen, bu
istenilmeyen yan etkilerinden dolayr son zamanlarda kullanimlar1 ciddi bir sekilde

sinirlandirilmistir (Gtilgin 2005). Birer dogal antioksidan olan a-tokoferol ve askorbik
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asit, BHA, BHT, TBHQ ve PG gibi sentetik antioksidanlardan daha diisiik aktivite
gostermelerine ragmen, besin maddelerinin iiretim ve muhafazasinda yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (Osawa ve Namiki 1981, Nishina ve ark. 1991).

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda dogal bir sekilde meydana
gelmektedir. Dogal antioksidanlar; karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoitler, ve
glutatyondur. Bitkisel kaynakli antioksidanlar singlet ve triplet oksijen siipiiriicii, serbest
radikal giderici, peroksit par¢alayici, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak fonksiyon
goriirler (Larson 1988). Sebze ve meyveler de bir¢ok antioksidan igerirler (Cao ve ark.
1996). Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde,
tohumlarda, yapraklarda, c¢igeklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktarda
bulunmaktadir (Pratt ve Hudson 1990). Bundan dolay1 Ames ve arkadaslar1 (1993) bol
miktarda sebze ve meyve tiikketimi hastaliklara yakalanma riskini azalttig1 gibi, kanserde
ve 0liim oraninda diisiis meydana getirmekte oldugunu belirtmistir. En 6nemli dogal

antioksidanlar arasinda askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve skualen sayilabilir.
2.4.1. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.4.1.1. p-Karoten Renk A¢ilim Yontemi

Bu yontemde, onceden oksijen ile doyurulmus suya linoleik asit ve f-karoten
koyulur. Linoleik asitten olusan radikaller (OH, ‘OR, ‘OOR, vs.), 490 nm dalga
boyunda maksimum absorbans veren S-karoteni pargalayarak renginin agilmasina neden
olurlar. Antioksidanlar, olusan radikalleri sondiirerek f-karotenin renginin agilmasimni
onlerler (Miller 1971, Huang ve ark. 2005). Bu yontem hidrofilik, hidrofobik ve

emiilsiyonlarin oksidasyonunu 6lgmek i¢in kullanilir (Miller 1971).

2.4.1.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Bu yontem, antioksidanlarin serbest radikali giderme kabiliyetlerini belirleyen
hizl, pratik ve giivenirliligi yiiksek olan bir yontemdir. DPPH (1,1-difenil-2—
pikrilhidrazil) kararli yapida bir azot radikalidir. DPPH 1n etanoldeki ¢dzeltisi mor
renklidir ve 517 nm dalga boyunda absorbansi Olgiiliir. DPPH ¢dzeltisine
antioksidanlarm ilave edilmesiyle so6z konusu dalga boyundaki absorbansta diisiis
meydana gelir ve ¢Ozeltinin rengi sartya dogru kayar. DPPH ve antioksidan madde

arasindaki reaksiyon Sekil 2.1.’de gosterilmistir (Blois 1958).
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0N O,N
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N—N NOZ + A-H N—N N02

Sekil 2.3. DPPH molekiiliiniin antioksidan madde ile reaksiyonu

Bu yOntemin olumsuz yonlerinden birisi 517 nm’de absorbsiyon yapan
karotenoitler gibi baz1 maddelerin analizinin giic olmasidir. Baz1 antioksidan maddeler,
sterik engellemeden dolayr DPPH ile reaksiyona yavas girerler veya giremezler. Bu
nedenle antioksidan kapasiteyi tam anlayabilmek i¢in bu testin yaninda baska testler de

yapilmalidir.

2.4.1.3. ABTS Yontemi (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi)

Bu yontemde 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS) K,S,0s,
MnO,, H,0, gibi giiclii yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS™ olusturulur. Bu
radikal 2 giin karanlikta oda sicakliginda kararlidir. 660, 734 ve 820 nm dalga
boylarinda maksimum absorbans veren radikal, konjuge c¢ifte bagli antioksidanlarin
aktivitesini 6lgmede yararlidir. Antioksidan ile tepkimeye sokuldugunda, ABTS “nin
absorbansindaki diisme antioksidanin aktif oldugunu gosterir. Gelistirilen bu yontemin
en biiylik avantaji hem hidrofilik hem de lipofilik sistemlerde kullanilabilmesidir (Re ve

ark. 1999).

2.4.1.4. CUPRAC Yontemi (Bakir (IT) Iyonu Indirgeme Antioksidan
Kapasitesi)

Bu yontemde 2,9—dimetil-1,10—fenantrolin (Neokuproin) ve Cu (II) ayn1 ortama
koyulur. Antioksidanin Cu (II)’yi indirgemesi sonucu olusan Cu (I)’in Neokuproin ile
yaptig1 kompleks 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir (Apak ve ark.

2004). Bu yontemde absorbansi yiiksek ¢ikan maddeler antioksidan aktivite gosterirler.
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Bu yontem hem hidrofilik hem de lipofilik sistemlere uygulanabilir, kolaydir ve

pratiktir.

2.4.1.5. FRAP (Demir (III) Iyonu indirgeme Giicii) Yontemi

FRAP yontemi, demir (III)’lin indirgenmesi yoluyla antioksidanlarin
aktivitelerinin belirlenmesine dayanir. Diisiik pH’larda Fe (III), tripiridiltriazin (TPTZ)
ile reaksiyona girerek [Fe(IlI)-TPTZ] kompleksini olusturur. Fe (III)’lin antioksidan
tarafindan indirgenmesiyle [Fe(II)-TPTZ] kompleksi meydana gelir, 593 nm dalga
boyunda maksimum absorbans veren bu kompleksin rengi koyu mavidir (Benzie ve

Strain 1996).

2.4.1.6. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

pH=8’e ayarlanmis tampon ortaminda nikotinamid adenin diniikleotit (NADH)
ile fenazinmetasiilfat (PMS) arasindaki tepkime sonucu agiga c¢ikan siiperoksit anyon
radikalinin (O;™), nitroblutetrazolyum (NBT) boyasinin rengini gidermesine dayanan bir
yontemdir. Stiperoksit, NBT ile reaksiyona girdiginde dnce monoformazon sonra
diformazon olusur. NBT boyast 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermezken diformazon bu dalga boyunda yiiksek absorbans vermektedir. Siiperoksit
anyon radikali enzimlerle de iiretilebilmektedir. Ornegin, ksantin oksidaz varhiginda
oksijenle doyurulmus suda hipoksantin, iirik asitin yani sira O, i de tiretmektedir.
Antioksidanlar olusan O,’i gidererek NBT boyasinin 560 nm dalga boyundaki
absorbansinda azalma saglarlar. Absorbanstaki diisiisiin fazla olmas1 antioksidanin O, i

cok 1y1 giderdigini gostermektedir (Liu ve ark. 1997).

2.4.1.7. Ferrisiyaniir indirgeme Giicii Yontemi

pH’1 6.6 olan fosfat tamponuyla hazirlanmis K3;[Fe(CN)s], antioksidan madde ile
birlikte inkiibasyona tutulduktan sonra asitlendirilir. Trikloroasetik asit ile diisiik pH
saglandiktan sonra Fe (III) ile muamele edilir. Olusan Prusya mavisi rengindeki
Fe4[Fe(CN)s]3 kompleksinin 700 nm dalga boyunda absorbansi okunur. Bu yontemde
absorbansi yiiksek ¢ikan maddelerin antioksidan aktivitesi de yiiksektir (Oyaizu 1986).

16



NESRIN HASIMI

2.4.1.8. TRAP (Toplam Radikal Tutma Parametresi) Yontemi

Bu yontemde, plazma ve diger biyolojik sivilarda bulunan peroksitlenebilen
maddelerden ve 2,2'-azobis (2-amidopropan) dihidrokloriirden (AAPH) meydana gelen
peroksil radikalleri kullanilir. Plazmaya AAPH ilavesinden sonra, yiikseltgenebilen
maddelerin oksidasyonu, reaksiyon sirasinda tiiketilen oksijenin dl¢iilmesiyle belirlenir.
Plazma igerisinde bulunan antioksidan maddeler oksidasyon reaksiyonunun yavas
gerceklesmesine neden olurlar. Reaksiyonun gecikme zamani Olgiilerek plazmadaki
antioksidan kapasite hesaplanir (Wayner ve ark. 1985). Wayner ve ark. (1986) daha
sonraki calismalarinda bu yoOntemi, peroksil radikalleri tarafindan oksidasyon

baslatilmadan 6nce ortama linoleik asit ilave ederek gelistirmislerdir.

2.4.1.9. Luminol Yontemi (Kemiliiminesans)

AAPH’dan tretilen peroksil radikallerinin liminolii yiikseltgemesi sonucu 151k
sacan luminol radikalleri meydana gelir. Yayilan 1sik liminometre ile Olgiliir.
Antioksidanlar kemiliiminesans 1stmasmin olusumunu belli bir siire icin engellerler.
Gecikme zamani bir ornekteki toplam antioksidan aktivitesi ile dogrudan orantihidir
(Alho ve Leinonen 1999). Liminolii yiikseltgeyen AAPH’den baska H,O, veya
perborat gibi yiikseltgenler de kullanilmistir (Whitehead ve ark. 1992). Bu deneyde
reaksiyonu daha cabuk ger¢eklestirebilmek i¢in horseradish peroksidaz katalizorii
kullanilarak 151k yayilmasi hizlandirilmistir. Ortama p-iyodofenol konulmasi 1s1gin

emisyonunu daha siddetli, uzun siireli ve kararl hale getirmektedir.

2.4.1.10. Diklorofloresin-Diasetat Yontemi

Bu yontemde AAPH peroksil radikalini olusturmak igin kullanilirken 2,7-
diklorodihidrofloresin  diasetat (DCFH-DA) yiikseltgenebilen substrat olarak
kullanilmistir. AAPH’dan olusan peroksil radikali ile DCFH-DA arasindaki oksidasyon
reaksiyonu sonucu olusan diklorofloresin (DCF) floresans 6zellik gosterir (Valkonen ve
Kuusi 1997). DCF 480 nm dalga boyunda uyarilip 526 nm dalga boyunda emisyon
yapar. 504 nm dalga boyunda da absorbsiyon maksimumu gosterdiginden hem floresans
yontemi hem de spektrofotometrik yontem ile antioksidan aktivite tayinleri

yapilabilmektedir.
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2.4.1.11. ORAC (Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi) Yontemi

Bu yontemde peroksil radikalini olusturmak icin AAPH, hidroksil radikalini
olusturmak i¢cin Cu (II)-H,O, ve ylikseltgenebilen protein substrati olarak fikoeritrin
kullanilmaktadir. Olusturulan radikaller ile fikoeritrin arasindaki yiikseltgenme
reaksiyonu sonucunda, fikoeritrin floresansindaki zamana bagh diisiis dlgiilerek toplam
antioksidan aktivite hesaplanmaktadir (Cao ve ark. 1993, Cao ve Prior 1999). Serbest
radikal etkisini inceleyen ve miktar tayininde egri altinda kalan alan teknigi kullanilan
bu yontemde serbest radikalleri hem inhibe etme yiizdesi hem de inhibe etme siiresi

belirlenebilir.

2.4.1.12. Siklik Voltametri Yontemi

Biyolojik sivilarda veya doku homojenatlarindaki diisiik molekiil agirlikl
antioksidanlarm toplam indirgeme gii¢lerini 6lgen bir yontemdir. Ornek hazirlandiktan
sonra camsi1 karbon bir ¢alisma elektrot, Ag/AgCl’den olusan referans elektrot ve platin
telden olusan yardimci elektrot olmak iizere ii¢ elektrotlu bir sistem i¢ine yerlestirilir.
Calisma elektroduna sabit bir hizla (100 mV/dk) pozitif ve negatif potansiyeller
uygulanmaktadir. Bu islem sirasinda potansiyel akim egrisi (voltamogram) elde edilir.
Ornegin indirgeme giicii, pik potansiyeli olan [Ep(a)] ve anodik akim olan (AC) ye
baghdir. Ep(a) akimin yar1 artisinda 6l¢iiliir ve yar1 dalga potansiyeli (E1/2) olarak ifade
edilir. Yar1 dalga potansiyelinin diisiik olmasi durumunda, analizlenen bilesiklerin
calisma elektroduna elektron verme yetenegi daha yiiksektir. Ancak bazi
antioksidanlarn camsi1 karbon elektroduna elektronlar1 yeteri kadar verememeleri
durumunda baska tip elektrotlarla ¢alisilmasi uygun olabilir. Ornegin, tiyol yapisindaki
glutatyon, camsi karbon elektrodu ile tayin edilemediginden bu elektrodun yerine

Au/Hg elektrodunun kullanilmas1 daha uygun olur (Kohen ve ark. 1999).

2.5. Alzheimer Hastaligh ve Kolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer hastaligi ilk kez 1906’da Alman ndropsikiyatrist Alois Alzheimer
tarafindan diislince kontrolii, hafiza ve konugma yetisi gibi baz1 fonksiyonlarin yer
aldig1 beyin boliimiinde, karmasik mesajlar1 milyonlarca sinir hiicresi arasinda tasiyan

kimyasallarin (norotransmitter) diizeyinin azalmasi ve sinir hiicrelerinin yok olmasi ile,
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normal diislinme ve hafiza yetilerinin kayboldugu bir hastalik olarak tanimlanmistir

(Alzheimer 1906).

Alzheimerl1 hastalarda beynin neokorteks ve hippokampus gibi yiiksek mental
fonksiyonlarindan sorumlu bodlgelerinde beyin hiicreleri lizerinde patolojik bir protein
birikimi goriiliir. Bu protein birikimi f-amiloit plaklardir (Mann 1989). Amiloitler beyin
hiicreleri arasindaki haberlesmeyi Onler ve beyin hiicrelerinin yavas yavas 6lmesine

neden olurlar (Daniel ve ark. 2002).

Alzheimer hastalarinda beta amiloit (A-beta) iiretimi saglikli bir birey ile ayni
olmakla birlikte, beta amiloitlerin disar1 atilmasinda sorun yasanmaktadir. Normal
olarak beta amiloitler hiicrenin disina ¢iktig1 zaman erir, ancak bazen erimesi miimkiin
olmayan ve adma “fibril” denilen birikintiler olustururlar. Bu fibriller birbirine
yapisarak plakalar haline gelir. Her insan yaslandikca plaka iiretir. Gergek sorun, bu
plakalarm iltihaplanma ile sonuglanan reaksiyonlar1 tetiklemesidir. (Lanari ve ark.

2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stresin hiicre tahribatiyla
sonuclanan biyomolekiillerin oksitlenmesine neden oldugu bilinmektedir (Piazzi ve ark.
2008). Toksik beta amiloitlerin yavas yavas birikimi, stirekli oksidatif stres ve benzeri
olaylarla birlestiginde noronlarda yapisal bozukluga neden olmaktadir. Bu siireg;
fonksiyonel aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve hatta 6liime neden
olabilmektedir. Beyindeki beta amiloit birikimini hizlandiran patofizyolojik durumlar

Alzheimer riskini arttirmaktadir (Hartman 2010).

Sonug olarak; oksidatif stres Alzheimer hastaliginin ilk adimlarindan biri olup,

hastalikta patojenik bir rol oynama durumuna sahiptir (Piazzi ve ark. 2008).

Beyinde noronlar arasinda veya bir noron ile bagka bir (tiir) hiicre arasinda
iletisimi saglayan kimyasallara ndrotransmitter denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel
sinyaller bu kimyasal tasiyicilar yardimiyla iletilir. Temel olarak iki ndrotransmitter

madde bulunur:

I. Asetilkolin norotransmitter: Dokulardaki bilgiyi veya baska sinirlerdeki
bilgiyi tasiyan asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolinesteraz isimli enzim
tarafindan parcalanir. Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin iiretmek gerekir.

Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda yeterince iiretilmemektedir. Asetilkolini parcalayan
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asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonu ile Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi

disiiniilmektedir (Liston ve ark. 2004).

2. Glutamat: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Gorevi; 6grenme ve
hafizadir. Alzheimer hastalarinda glutamat ¢ok asir1 sekilde salgilanir ve bu durum sinir
hiicrelerinin tahrip olmasina sebep olur. Glutamat salgilamasi durdurulmasi ile sinir
hiicrelerinin Oliimiiniin yavaslayacagi ve Alzheimer hastasinin saghk durumunun

kotlilesmeyecegi diistiniilmektedir (Liston ve ark. 2004).

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki onemli tedavi secenegi kolinesteraz

inhibitorle ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir.

» Kolinesteraz inhibitdrleri bellek ve diisiince ile ilgili bir norotransmitter olan

asetilkolinin parcalanmasini 6nlemektedir (John ve Standridge 2004).

» N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri ise 0grenme ve bellek
fonsiyonlar1 agisindan 6nem tasiyan bir transmitter olan glumati diizenleyici etkiye
sahiptir (John ve Standridge 2004). Halen Alzheimer hastalig1 tedavisinde US Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmis tek NMDA orta ve ciddi Alzheimer

tedavisinde kullanilan memantindir (Zhao ve ark. 2006).

Viicutta asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE) olmak {izere iki1
kolinesteraz enzimi bulunmaktadir (Hartman 2010). Normal eriskin beyninde AChE
yaygin olarak bulunurken, BChE sinirli miktarlarda bulunmaktadir (Demans 2002).
Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tiim dokularda bulunurken, butirikolinesteraz
enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi, karaciger ve plazmada bulunmaktadir
(Hartman 2010). Kolinerjik noronlarda AChE, hiicre govdesinde, aksonlarda ve
dentritik uzantilarin proksimalinde yer alir. BChE ise hiicre govdesinde ve dendritlerde
bulunur. Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin %80'inden AChE, geriye kalan
%20’sinden BChE'nin sorumlu oldugu diistiniilmektedir. AChE'nin kolinerjik iletimdeki
rolii oldukc¢a iy1 bilinmekle birlikte BChE'nin rolii yeterince anlasilmis degildir. Sinir
sistemi gelisiminin erken donemlerinde BChE diizeyleri yiiksektir, ilerleyen evrelerde
ise bu diizey diismektedir. Normal beyinde sinaptik asetilkolin hidrolizinin esas olarak
ACHhE tarafindan yapildigi, BChE'nin buna ¢ok az katkisinin oldugu kabul edilmektedir
(Ercan 2002).
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Glinlimiizde Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde donepezil (Kelly
ve ark. 1997), galantamine (Scott ve Goa 2000), ve rivastigmine (Gottwald ve Rozanski

1999, Mukherjeea ve ark. 2007) kullanilmaktadir.

ACHhHE inhibitorleri ile ilgili calismalarin ¢ogu, galantamin gibi asetilkolinesteraz
inhibisyon aktivitesine sahip alkaloidler iizerine yogunlagsmistir. Bugiine kadar 35’ten
fazla alkaloidin AChE inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Bu aktiviteye
sahip oldugu belirlenen diger bilesenler ise terpenoidler, glikozidler ve kumarinler

olarak bildirilmistir (Mukherjeea ve ark. 2007).

Acanthaceae, Apocynaceae, Amaryllidaceae, Angelicae, Araceae,
Asclepiadaceae, Berberidaceae, Buxaceae, Combretaceae, Compositae, Coniferae,
Cyperaceae, Ebenaceae, FEricaceae, Euphorbiaceae, Fumariaceae, Gentianaceae,
Guttiferae, Lamiaceae, Leguminosae, Lilliaceae, Lycopodiaceae, Malvaceae,
Magnoliaceae, Menispermaceae, Molluginaceae, Moraceae, Musaceae,
Nelumbonaceae, Papaveraceae, Piperaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Sapotaceae,
Solanaceae ve Tamaricaceae, AChE inhibisyon potansiyeline sahip bitkilerin yer aldig1

familyalar olarak bildirilmistir (Mukherjeea ve ark. 2007).

Fakat bunlarin icinde Ozellikle alkaloit tasiyan familyalar Lycopodiaceae ve
Solanaceae’dir. Bitkisel kaynaklardan potansiyel AChE inhibitorlerinin tanimlanmasina
yonelik etnofarmakolojik yaklasimlar ve biyoanalizler giin gectik¢e artmaktadir. AChE
ve BChE inhibitorlerinin aktivitelerinin belirlenmesine yonelik pek ¢cok yontem, Ellman
tarafindan 1961°de tanimlanan Ellman reaksiyonlarina dayanmaktadir (Ellman ve ark.

1961, Mukherjeea ve ark. 2007).

2.6. Mutasyonlar ve Mutajenik Ajanlar

2.6.1. Mutasyonlar

Mutasyon en genel anlamiyla genetik materyalde meydana gelen degisimler
olarak tanimlanabilir. Bu terim ilk defa 1905 yilinda, Hugo de Vries tarafindan
Oenothera lamarckiana fenotiplerinde meydana gelen degisimleri tanimlamak icin
kullanilmistir (Korkmaz 2005, Stoltzfus 2006, Barig 2007, Klug ve ark. 2009).
Mutasyonlarin ele alinmasi sirasinda; nasil ortaya ¢iktiklari, genomlar ve organizmalar

iizerindeki etkileri, oranlarimin deneysel olarak arttirilmasi ve programlanmis mutasyon
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olasilig1 gibi konular da detayli olarak incelenmelidir. Bu noktada, arastirma sirasinda
siniflandirma kolaylig1 saglamak icin mutasyonlar; (a) kromozomlarm sayir veya
yapilarindaki degisiklikler ile (b) sitolojik olarak kromozom diizeyinde gdzlenemeyen
ancak bireyin fenotipinde ortaya cikan farkliliklarla saptanabilen gen mutasyonlari

olarak iki gruba ayrilabilir (Oraler 1990).

2.6.1.1. Kromozom Mutasyonlar

Gen mutasyonlarina oranla daha genis 6lgekli genetik materyal hasarlarini ortaya
cikaran kromozom mutasyonlari; (I) kromozom sayisi ve (II) kromozom yapisi
mutasyonlar1 olmak iizere iki alt grupta simiflandirilmaktadir (Kadioglu 2008, Klug ve

ark. 2009).

Kromozom sayis1 mutasyonlari; mutasyonun meydana geldigi organizmada,
kromozom sayisinin takimlar halinde degistigi 6ploidi ya da kromozom takimindaki bir
veya birka¢ kromozomun sayisinda degismelerin oldugu andploidi tipi mutasyonlardan
olusur. Buna karsin; meydana gelen mutasyonun ardindan organizmadaki kromozom
sayilarinin sabit kaldigi, fakat kromozom yapilarinda degisimlerin oldugu kromozom
yapist mutasyonlari; delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar ve translokasyonlardan

olusmaktadir.

2.6.1.2. Gen Mutasyonlar

Bir genin niikleotid sekansindaki herhangi bir degisim olup bir lokusunda
normal baz yerine, yeni bir baz ¢iftinin yanhslhkla girmesi sonucu meydana gelen bir
olgudur. Incelemede kolaylik saglanmasi amaciyla gen mutasyonlarini ileri, geri ve

baskilayic1 mutasyonlar seklinde ii¢ temel gruba ayrilir;

fleri mutasyonlar: Bir genin bircok allellik formunun mutasyon sonucu
meydana gelmesi nedeniyle, esas gen yani yabanil tip allel, standart (referans) alleli
temsil eder. Referans olarak esas genin yani yabanil tip allelin kullanildig1 bir durumda;
bu standarttan herhangi bir sekilde uzaklasan herhangi bir degisim (6rnegin, thr *nin thr’

‘ye doniigiimii) ileri mutasyon olarak tanimlanir (Klug ve ark. 2009).
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a) DNA seviyesinde mutasyonlar

i) Karsihkh gecis (transisyon): Bir piirin ¢iftinin diger bir piirin ¢iftiyle veya
primidin ¢iftinin diger bir primidin c¢iftiyle yer degistirmesi seklinde tanimlanir.

Ornegin; AT—GC, GC— AT veya CG—TA, TA—CG

ii) Caprazlama gecis (transversiyon): Bir piirin-primidin ¢iftinin, primidin-
piirin baz ¢iftiyle yer degistirmesi seklinde tanimlanir. Ornegin; AT—CG; AT—TA;
GC—CG; GC—CG; TA—-GC; TA—AT; CG—AT; CG—GC

b) Protein seviyesinde mutasyonlar

i) Sessiz mutasyon: Ayni aminoasidin farkli kodonlarla sifrelenmesi seklinde
tanimlanir. Ornegin; UCA ve UCG’nin ikisi de serin aminoasidini sifreler. Sonug olarak

UCA — UCG doniismesi proteinin yapisinda bir degisiklige sebep olmaz.

ii) Anlamsiz mutasyon (nonsense mutasyon): Bu mutasyon tipinde anlamli1 bir
kodon stop kodonuna doniislir ve protein olusumu daha tamamlanmadan sentezi
durdurulur. Bu sekilde sonlandirilan protein fonksiyonel degildir. GAG—UAG
degisimi, yani Glutamini sentezleyen kodonun stop kodununa doniisiimii buna 6rnek

verilebilir (Bahgeci 2007)

iili) Anlamh mutasyon (missense mutasyon): Bir baz sekansinda meydana
gelen bir degisim mRNA kodununda da degisiklik meydana getirir ve sonugta farkli bir
amino asidin proteinde yer almasina neden olur. AAA— AGA degisimi Lisin yerine

Arginin amino asidinin sifrelenmesi buna drnektir.

iv) Cerceve kaymasi (Frameshift): DNA molekiiliine fazladan bir veya daha
fazla baz ciftinin girmesi (insersiyon) veya c¢ikmasiyla (delesyon) olusan mutasyon
seklidir Bu degisiklikler sonucu okuma esnasinda ii¢lii kodonlarin kaymasi meydana

gelir (Dilsiz 2004).

Geri mutasyonlar: Referans olarak esas genin yani yabanmil tip allelin
kullanildig1 bir durumda; bu standarttan herhangi bir sekilde uzaklasan herhangi bir
degisim (6rnegin, thr 'nin thr’ye doniisiimii) ileri mutasyon olarak tanimlandig1 daha
once belirtilmisti. Ileri mutasyona ugramis herhangi bir allelin yeniden standart yani
yabanil tipe doniismesi (6rnegin, thr“nin thr™ ya doniisiimii) geri mutasyon olarak

adlandirilir.
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Baskilayict Mutasyonlar: Bir mutasyonun neden oldugu degisiklik sonucu,
organizmada bulunan mutant allelin yabanil allele baskin gelerek, mutant allelin
fenotipte kendini gdostermesine baskilayict mutasyon (6rnegin: poky mitokondrilerinin
yabanil tip mitokondrileri engellemesi) denir. Baskilayict mutasyonu agiklamak i¢in iki
ana hipotez One siiriilmiistiir. Bunlardan birine gore, poky mitokondri diye adlandirilan
mutant ya da delesyonu olan mitokondri DNA’s1 daha hizli replike olur ve mutant
mitokondri sayica iistiin hale gelerek fenotipte baskin olarak goriiliir. Ikinci hipoteze
gore, mutant ve yabanil tip mitokondri DN A’s1 arasinda rekombinasyon olur ve sonucta
normal mitokondri DNA’sinda hata olusumu ya da yapisinin bozulmasi gergeklesir.
Bazen de, bir gende mutasyon meydana geldiginde ikinci bir gendeki farkli bir
mutasyon ilk mutasyonun baskilanmasina neden olur. Bu durumda, ilk mutasyonun

etkisini baskilayan ikinci mutasyona da baskilayic1t mutasyon denir (Klug ve ark. 2009).

i) Gen ici supresyon: Baskilayici tipteki bir mutasyonun etkisiyle ayni1 gende
daha 6nce meydana gelmis olan ilk mutasyon etkisinin kalkmasi seklinde tanimlanir.
Ornegin; insersiyon tipi mutasyonu izleyen delesyon tipi mutasyonun gerceklesen ilk

mutasyonun etkisini baskilamasi.

ii) Gen dis1 supresyon: DNA molekiiliinde mutasyona ugramis genden baska
bir gende meydana gelen mutasyonun ilk mutasyonun etkisini ortadan kaldirmasi
seklinde tanimlanir. Ornegin; tirosini kodlayan UAC kodonu bir mutasyon sonucu
anlamsiz kodon UAG’ye doniisebilir. Tirosine 6zgli tRNA molekiillerinin birinin
antikodonunun (AUG) ikinci mutasyon sonucu mRNA’daki UAG’yi taniyan AUC
antikodonuna doniismesiyle anlamsiz mutasyona karsin normalde beklenen proteinin

yapilmas1 miimkiin olabilir (Klug ve ark. 2009).

2.6.2. Mutajenik Ajanlar

En genis anlamda mutajen terimi, mutasyonlara sebep olan fiziksel ya da
kimyasal ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Mutajen tanimi1 ve mutajenik maddelerin
siniflandirilmasi; gergek mutajenler ile mutasyona yol agmaksizin DNA hasar1 yapan
diger ajanlar arasindaki ayrimin ortaya konulmasi acisindan da 6nemlidir. DNA
kirilmalarina sebep olan maddeler mutasyon olusturmaksizin DNA hasarma yol acan

ajanlar icin 0rnek olarak verilebilir. Meydana gelebilecek boyle bir hasar, ¢ogu zaman
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replikasyonun durmasina ve hiicrenin 6lmesine neden olur. Ancak meydana gelen bu

etki mutasyon olarak degerlendirilmez (Brown 2007).

Mutajenlerin mutasyon formasyonundaki rolleri ii¢ farklt mekanizma ile

aciklanmaktadir (Brown 2007):

1. Bu maddelerden bir kismi baz analoglari gibi davranarak DNA sentezi

sirasinda replikasyon hatalarma sebep olur.

2. Diger bir kismi dogrudan DNA ile etkilesime girer ve DNA’nin
kopyalanacagi zaman hatali eslesmeler yapmasina yol agabilecek yapisal degisimlere

sebep olur.

3. Bir kismi1 ise DNA {izerinde indirekt etkiye sahiptir. Bu maddeler DNA yapis1
iizerine dogrudan etki gostermez, bunun yerine hiicrelerde bazi 6zel kimyasallarin
(6rnegin peroksitler) sentezlenmesine yol agarlar. Sentezlenen bu maddeler DNA

yapisinda hasara ve mutasyon olusumuna neden olabilecek 6zelliktedir.

2.6.2.1. Kimyasal Mutajenler

Tarimda, tipta, sanayide ve bir¢ok farkli alanda kullanilan bazi kimyasal
maddenin birikimi ve dogrudan etkisi ile DNA’da mutasyonlara neden olan bilesiklere
kimyasal mutajenler denir. Cogu endiistriyel aktivitelerin yan iiriinleri olarak dogal
ortama verilen, mutasyona sebep oldugu bilinen genotoksik kimyasal maddelerin belli

baslt gruplar1 asagidakilerden olusmaktadir (Dilsiz 2004).

Baz analoglar: Baz analoglar1t DNA’nin yapisma katilan bazlar ile benzer
ozellikler gosteren dinamik tautomer yapisina sahip pirimidin ve plirin bazlaridir. Baz
analoglar1t DNA replikasyonu sirasinda ortamda bulunduklarinda analoglar1 olduklar:
orijinal bazlarmn yerine DNA yapisina katilabilir. En 1yi bilinen baz analoglarindan biri
olan 5-Bromourasil (5-bU) baz eslesmesi bakimindan timin ile ayn1 6zelliklere sahiptir.
Bu madde sentez sirasinda ortamda bulundugunda DNA zincirindeki herhangi bir
timinin yerini alabilir. (Kuru ve Goziikara 2001, Ozbek 2006, Bahceci 2007, Brown
2007, Klug ve ark. 2009). DNA yapisina katildiktan sonra enol formuna dontisecek olan
5-bU, bir sonraki replikasyon sirasinda adenin yerine guanin ile eslesecek ve bir nokta

mutasyonun olugsmasina sebep olacaktir.
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Interkalasyon yapan ajanlar: Bu gruba dahil olan mutajenler, genis hidrofobik
ylizeylere sahiptirler. Kendileri gibi hidrofobik olan bazlar arasina girerek komsu
bazlarin birbirinden uzaklasmasma neden olurlar. ki baz arasmda acilmis olan
mesafeye bir veya daha fazla baz ilavesi veya delesyonu olabilir. Etidyum bromid,
akridin oranj, proflavin, akriflavin, fenantridin, azakuinakrin, benzakridin, kuinakrin,
etidiyum bromiir ve propidiyum diiyodiir gibi mutajenler interkalasyon yapan

mutajenlere drnektirler (Konuk 2004).

Deaminasyon ajanlari: Nokta mutasyonlarin bir diger kaynagi deaminasyon
ajanlaridir. Genomda belli bir oranda baz deaminasyonu hiicre dongiisii sirasinda
kendiliginden meydana gelmektedir. Adeninin deaminasyonu sonucunda sitozin ile
eslesen hipoksantin ve sitozinin deaminasyonu sonucunda adenin ile eslesen urasil
olustugu i¢in; bu iki bazin deaminasyonu yeni sentezlenen DNA {izerinde meydana
gelen nokta mutasyonlar ile sonuglanir. (Kuru ve Goziikara 2001, Ozbek 2006, Bahgeci

2007, Brown 2007,Klug ve ark. 2009).

Alkilleyici ajanlar: Alkilleyici ajanlar nokta mutasyonlarin ortaya ¢ikmasinda
etkili olan bir diger kimyasal mutajen grubudur. Etil metan siilfonat (EMS) ve dimetil
nitrézamin gibi kimyasallar DNA molekiillerindeki niikleotidlere alkil gruplar: eklerler.
Niikleotidlerin metilasyonu siklikla yanlis baz eslesmeleri ve nokta mutasyonlarin
ortaya ¢ikmasiyla sonuglanir. Ayrica bir¢ok alkillenme olayr DNA zincirleri arasinda
capraz baglarm olusmasma ve replikasyonun erken durdurulmasma sebep olur (Ozbek

2006, Bahgeci 2007, Brown 2007, Klug ve ark. 2009).

2.6.2.2. Fiziksel Mutajenler

Sicaklik: Genom {lizerine yapilan sicaklik uygulamalari; niikleotidlerin
yapisindaki seker halkasini baza baglayan B-N-glikozidik baglarin kopmasma sebep
olur. Bu reaksiyon siklikla piirin iceren bdlgelerde, nadiren de pirimidin iceren
bolgelerde meydana gelir ve sonucunda baz igermeyen AP (apiirinik/apirimidinik)
bolgeleri olusur. Bazdan ayrilan seker ve fosfat gruplarinin da yikimi sonucunda ¢ift
zincirli DNA yapisinda 1 niikleotidlik bir bosluk (GAP) meydana gelir. Boyle bir
bosluk hiicresel DNA tamir mekanizmalarmin aksamaya ugradigi bir donemde
mutasyon ile sonuglanacaktir (Kuru ve Goziikara 2001, Ozbek 2006, Bahgeci 2007,
Brown 2007, Klug ve ark. 2009).
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Isinlar: o-, B- ve 7y- 1smlar1 gibi yiiksek enerjili iyonize radyasyonun
absorbsiyonu hedef molekiillerde elektron kaybina neden olur. Bu elektronlarda
DNA’da cesitli kimyasal degisimlere (zincir koparma, baz ve seker yikimi gibi) yol
acar. Iyonize olmayan radyasyon, molekiiler titresime veya hedef molekiildeki
elektronlar yiiksek enerji seviyesine ¢ikmasina neden olur. Bu durum da yeni
kimyasal baglarin olusmasina neden olabilir. UV radyasyonun zararl etkisi, 6zellikle
iki timin bazi arasinda dimerlerin olustugu pirimidinler iizerindedir. Bu dimerler DNA
konformasyonunu bozar ve normal replikasyonu durdurur. Replikasyonun durmasi, UV
radyasyonunun mikroorganizmalar tizerindeki oOldiiriicii etkisinin sorumlusu olarak

goriilmektedir (Klug ve ark. 2009).

pH: DNA’nin pH=3.0’da zayif asitlerle muamele edilmesi, pirimidin-
deoksiriboz arasindaki glikozidik baglar1 veya fosfodiester baglar1 etkilemeksizin, onun
tiim piirin bazlarmi segici olarak uzaklastirir. Bu olay sonucu piirin bazlarindan yoksun
olan bir DNA yapisinin meydana gelmesine depiirinasyon denir. Ortamin pH derecesi
de molekiiller arasi etkilesmelerde ve Ozellikle tautomerik doniisiimlerde rol oynar

(Konuk 2004).

2.7. Antimutajenite ve Baz1 Antimutajenik Bilesikler

Herhangi bir maddenin mutajenik etkinliginin, ¢esitli yollar kullanilarak ortadan
kaldirilmas: antimutajenite olarak tanimlanmaktadir (Ozbek 2006). Bu olayda aktif
olarak gdrev alan antimutajen maddeler, etki mekanizmalarina gore desmutajenler ve
biyo-antimutajenler olmak {izere iki grup altinda toplanabilir (Samejima ve ark. 1995,

Ozbek 2006).

Desmutajenler, mutajen ajanlarin hiicreye girisini bloke eden veya onlart DNA
ile etkilesimlerinden once etkisiz hale getiren antimutajenik ajanlardir (Samejima ve
ark. 1995, Ozbek 2006). Desmutajenlerin etki mekanizmalarina, nitrozolandirma
reaksiyonlarinin (nitrosation reactions) engellenmesi, serbest oksijen radikallerinin
(ROS: reaktif oksijen tiirevleri) giderilmesi, faz I ve faz II detoksifikasyon enzimlerinin

modiilasyonu gibi 6rnekler verilebilir (Nakasugi ve ark. 2000).

Biyo-antimutajenler ise mutajen maddelerin DNA ile etkilesmesinin ardindan
genetik materyal replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinin isleyisini diizenleyerek

antimutajenik etkinlik gosteren ajanlardir. Bu maddeler desmutajenlerden farkli olarak,
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mutasyonun meydana gelmesinin ardindan etkinlik kazanirlar. Mutajenlerin zararh
etkilerine maruz kalmis hiicrelerde DNA polimeraz 1 ve III enzimlerinin sentezini
arttrmak ve error-prone DNA tamir mekanizmasinin etkinligini azaltirken error-free
DNA tamir mekanizmasimin etkinligini arttirmak biyo-antimutajenlerin  etki

mekanizmalarina rnek olarak verilebilir (Samejima ve ark. 1995,0zbek 2006).

Gilinlimiizde mutajen maddeler ile basta kanser olmak tiizere bir¢cok genetik
hastaligin ortaya ¢ikismin iliskilendirilmesi, mutajenlerin etkilerini ortadan kaldirarak
bu hastaliklarin meydana gelisinin onlenmesinde veya tedavilerinde etkili olabilecek
antimutajenik kimyasallarin arastirilmasma yonelik caligmalara ivme kazandirmistir
(Feil ve Metzger 2007). Bu noktada, dogal kokenli bilesenlerin en temel kaynagi
konumundaki bitkiler, yapilarinda bulundurduklar1 zengin kimyasal madde icerigi ile

antimutajenik madde arastirmalarmin en gdzde grubunu olusturmaktadir (Ozbek 2006).

Tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen sekonder metabolitler iizerine yapilan
arastirmalar; c¢esitli hastaliklarin tedavilerinde kullanilan sentetik kimyasallarin
bazilarinda goriilen tehlikeli yan etkilerin bitkisel kokenli bilesiklerde daha az oranda
ortaya ciktigini gostermistir. Ayrica bitkisel kokenli preparatlarin genellikle tek bir
etkiye sahip sentetik bilesenlere nazaran daha ¢ok yonli etkilerinin oldugu da

bilinmektedir (Tsukagoshi ve Ohashi 1974, Ozbek 2006).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar, bitkilerin meyve, yaprak, govde, kok gibi
kisimlarindan elde edilen bazi dogal bilesiklerin ¢esitli mutajen ajanlara karsi

antimutajenik etkinlige sahip olduklarmi géstermistir.

Ornegin Franke ve ark.’larinm (2004) cesitli kaynaklardan elde edilen portakal
sular1 ile yaptig1 calisma; bu sularin antioksidan ve antimutajenik 6zelliklerinin ortaya
cikarilmast ile sonuclanmistir. Benzer olarak Negi ve ark. (2003) tarafindan nar
kabuklarindan elde edilen oziitler ile yapilan ¢alismada da Oziitlerin antioksidan ve

antimutajenik aktiviteleri arasindaki iliski ortaya konmustur.

Basta Ames olmak iizere c¢esitli bakteriyel mutajenite ve antimutajenite test
sistemleri kullanilarak yapilan arastirmalarda; Aspalathus linearis, Chrysanthemum
morifolium, Lavandula angustifolia, Maytenus ilicifolia, Mentha spicata, Peltastes
peltatus, Ocimum basilicum ve Origanum vulgare’nin de dahil oldugu bir¢ok bitki

Oziitiiniin Aflatoxin B1, Metil metan siilfonat, N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidin,

28



NESRIN HASIMI

Sodyum azid, 1-nitropyren, 2-aminofluoren, 2-aminoantrasen, 2-asetamido-fluoren, 2-
hidroksiamino-3-metil-3H-imidazo[4,5-f]quinoline, 2-(2-furil)-3-(5-nitro-2-furil)
akrilamid, 2-nitrofluoren, 3-amino-1,4-dimetil-5H-pyrido[4,3-b]indol, 3-nitrofluoranten,
4- 31 nitroquinoline 1-oksit ve 4-nitro-1,2-fenilendiamin gibi bir¢ok mutajen madde
iizerine istatistiksel acidan Onemli derece antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir
(Horn ve Vargas 2003, Miyazawa ve Hisama 2003, Yu ve ark. 2004, Evandri ve ark.
2005, Snijman ve ark. 2007, Beri¢ ve ark. 2008, Ozbek ve ark. 2008).

Tibbi bitkilerin anti-inflamatuvar, anti-arterisklerotik, antiviral, antibakteriyel,
antimutajenik, antikanserojenik ve antitiimoral gibi ¢esitli biyolojik aktivitelerinin
kaynagi olan antioksidan Ozellikli bilesenlerine fenolik bilesikler (fenolik asitler,
flavonoidler, quinonlar, koumarinler, taninler), nitrojen bilesikler (alkaloidler, beta-
alaninler, aminler), vitaminler ve terpenoidler 6rnek olarak verilebilir (Chai ve ark.

2004).

Fenolik bilesikler olarak da adlandirilan polifenoller, aromatik halkalarinda bir
ya da daha fazla sayida hidroksil grubu iceren bilesiklerdir. Biiyiik bir kismi1 hidrofilik

olan bu bilesikler meyve ve sebzelerde yogun olarak bulunur (Moss ve ark. 1993).

Fenolik bilesiklerin sahip oldugu antioksidan aktivite, bu bilesiklerin metal
selatlama ozelliklerinin, singlet oksijen giderme etkinliklerinin ve indirgeyici ajan
olarak davranmalarmi saglayan redoks aktivitelerinin kaynagini olusturmaktadir (Ancos
ve ark. 2000). Bu bilesikler ayn1 zamanda ROS radikallerini siipiiriicii 6zellige de
sahiptir. Fenolik bilesigin bu 6zelligi molekiiliin aromatik halkasi {izerindeki hidrojen-
donating hidroksil gruplarinin pozisyonuna ve sayisina, fenolik hidrojenlerin
mevcudiyetine ve hidrojen vererek olusan fenoksi radikallerinin kararli hale gecebilme

potansiyellerine baglidir (Silva ve ark. 2000, Chai ve ark. 2004).

Flavonoidler cesitli fenolik yapilara sahip dogal maddelerin olusturdugu bir
gruba dahil olup ¢esitli bitkisel kokenli tirtinlerde bulunurlar. Saglik {izerine olan yararl
etkilerinden dolay1 bilim agisindan her zaman dikkat ¢ekici olmuslardir (Backhouse ve
ark. 2008a, 2008b, Cosentino ve ark. 2008, Zhang ve Chen 2008, Ntandou ve ark.
2010). Giintimiize kadar 4000°den fazla flavonoid ¢esidi tanimlanmis olup; bunlarin
bliyiik c¢ogunlugu c¢iceklerin, meyvelerin ve yapraklarin g6z alict renklerinin

olusumundan sorumludur (De Groot ve Rauen 1998). Yapilan epidemiyolojik
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calismalar gidalarla birlikte flavonoid aliniminin kalp-damar hastaliklarma karsi
koruyucu etkisinin oldugunu géstermistir. Yine bu yonde yapilan ¢aligmalar, flavonoid
almimi ile d6miir uzunlugu arasinda korelasyon oldugunu agiga ¢ikarmistir (Nijveldt ve

ark. 2001).

Flavonoidlerin etki mekanizmalarina ait caligmalar yaklasik 50 yil 6ncesine
kadar gitmektedir. Buna karsin ilk flavonoid (rutin) izolasyonu 1930 yilinda portakaldan

yapilmistir ve bundan sonra ¢aligmalar hizla artmistir (Hanasaki ve ark. 1994).

Flavonoidler molekiiler yapilarmma gore c¢esitli gruplara ayrilabilirlerse de;
temelde flavonlar, flavononlar, katesinler ve antosiyaninler olmak iizere dort gruba

ayrilirlar (Jang ve ark. 2008).

Flavonoidlerin en 6nemli etkilerinden biri serbest oksijen radikallerine karsi
koruma saglamalaridir. Bununla birlikte, yapilan in vitro c¢aligmalar flavonoidlerin
antiinflamatuvar, antialerjik, antiviral, antimutajenik ve antikanserojenik etkilerinin
oldugunu gdostermistir (Tshikalange ve ark. 2005, Cimanga ve ark. 2006, Ooi ve ark.
2006, Kuete ve ark. 2008, Gulluce ve ark. 2010).

E vitaminin bir formu olan a-Tokoferol sekiz (a-, B-, 6-, y-tokoferol ve a-, -, o-,
y-tokotrienol) bilesenden olusan bir grup igerisinde yer almaktadir. Bu bilesenler
kimyasal yapilarindaki doygunluk durumlar1 ve metil gruplarinin yerlesim sekillerine
gore birbirinden ayrilmaktadir. Bununla birlikte, yapilan arastirmalar insan viicudunda
en baskin oranda bulunan E vitamini formunun o-tokoferol oldugunu gdstermistir

(Nikoli¢ ve ark. 2004, Ozbek 2006).

Yagda eriyebilen Onemli bir vitamin olan a-tokoferol’iin antimutajenik
etkinliginde, bu maddenin serbest radikal reaksiyonlarinin yayilimmi engelleyen
antioksidan aktivite gostermesi 6nemli rol oynamaktadir (Karekar ve ark. 2000, Nikoli¢

ve ark. 2004, Ramanathan ve ark. 2005).

Literatiirde baz1 E vitamini formlarmin insan kanser hiicrelerinde antiproliferatif
etki gosterdigi ve belirli kanser hiicrelerine karsi se¢ici olan apoptozis mekanizmalarini

uyardigi rapor edilmistir (Cameron ve ark. 2003).

C vitamini olarak da bilinen askorbik asit, etkili bi¢imde serbest radikalleri

toplama o6zelligine sahip kuvvetli bir antioksidan maddedir. Yapilan c¢alismalar bu
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maddenin bilinen birgok mutajene karsi antimutajenik aktivite gosterdigini ortaya

koymustur (Gentile ve ark. 1998).

Askorbik asidin antimutajenik aktivitesindeki bilinen etki mekanizmalarina;
hiicrelerde bulunan a-tokoferoliin rejenerasyonuna katki saglamasi ve genetik
materyalde hasarlara sebep olan serbest radikallerin bu etkilerini antioksidan 6zelligi ile

ortadan kaldirmasi drnek olarak verilebilir (Ozbek 2006).

Karotenoidler, basta sar1 ve turuncu renkli sebze ve meyveler olmak {izere
bircok bitkide bol miktarda bulunur. Yapilan ¢alismalar bu maddelerin antioksidan,
antimutajenik ve antikanserojenik etkilerine bagl olarak mutasyonlar ile iligkilendirilen
bircok hastaliktan korunmada énemli rol oynadiklarini gdstermistir. Ornegin; 6nemli
karotenoidlerden biri olan f-karoten yoniinden zengin gidalarin tiiketilmesi ile kanser
olma riski arasinda ters orantinin oldugu bilinmektedir (Peto ve ark. 1981, Scolastici ve
ark. 2008). Ayrica likopen ile yapilan benzer caligmalarda; kuvvetli antioksidan etki
gosteren bu maddenin; kalp hastaliklarin1 6nleyici, anti-inflamatuvar, antimutajenik ve
antikanserojenik Ozellikte oldugu belirlenmistir (Bhuvaneswari ve Nagini 2005,

Scolastici ve ark. 2008).

Karotenoidlerin mutasyon ve kanser gelisimi lizerine olan engelleyici etkilerinin
mekanizmasi; onlarin  serbest oksijen radikallerini inaktive etme, hiicresel
detoksifikasyon olaylarma olumlu yonde katkida bulunma, hiicre proliferasyonunu
diizenleme, hiicreler arasi haberlesme oranini arttirma, hiicre dongiisiinii sinirlama ve
sinyal transdiiksiyon yollarmin modiilasyonunu saglama gibi ozelliklerine
dayanmaktadir (Zhang ve ark. 1991, Astorg ve ark. 1997, Pastori ve ark. 1998,
Bhuvaneswari ve Nagini 2005, Scolastici ve ark. 2008, Barcelos ve ark. 2009).

2.8. Kisa Zamanh Mutajenite — Antimutajenite Testleri

Giinliik hayatta siklikla kullanilan dogal ya da sentetik kimyasal bilesiklerin
biiylik cogunlugu canlilarin kalitsal materyallerinde istenmeyen degisikliklere neden
olacak genotoksik ve kanserojenik etkilere sahiptir. Bu kimyasallarin olumsuz
etkilerinden korunmak; onlarin tespiti, tanilanmasi ve etkilerinin arastirilmasi ilkelerine
dayanmaktadir. Bu baglamda bircok maddenin mutajenik ve kanserojenik etkilerini
ortaya ¢ikarmak i¢in uygulanabilecek en akillica yaklasim, deney hayvanlari ile yapilan

in vivo arastirmalardir. Bu testler, kimyasal maddelerin uygulanmasiyla deney
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sonuglarinin almmasi arasindaki stirenin fazla olusundan dolay1r uzun zamanl testler

olarak da adlandirilmaktadir (Petek 1999, Ozbek 2006).

Uzun zamanl test sistemleri, mutajenite ve kanser arastirmalarinda bilinen en
hassas ve en giivenilir test sistemleri olmalarma karsm; yiliksek maliyet ve zaman
gereksinimlerinden dolayr yiizlerce kimyasalin mutajenik ve kanserojenik

etkinliklerinin arastirildig1 dncii testlerde kullamsli degildir (Ozbek 2006).

Bu nedenle arastiricilar, mutajen veya kanserojen ozellikteki kimyasallarin bu
potansiyellerinin arastirilmasinda esas teskil edebilecek birgcok in vitro kisa zamanl test
sistemi gelistirmistir (Cizelge 2.2.). Uzun zamanl test sistemlerinin aksine daha kisa
siirede sonug veren ve daha ekonomik olan bu testler; cok sayidaki kimyasal madde ile
yapilacak olan oncii testler i¢in olduk¢a uygundur. Bu testlerin uygulama esasi; test
edilen kimyasal maddelerin belirli genetik 6zelliklere sahip sistemlerde belirli sonuglar
vermesi ve elde edilen bu sonuglarla test materyalinin mutajenik ya da kanserojenik
potansiyeli arasindaki iliskinin kurulmasina dayanir. Ayrica bu sonug¢larin insan da dahil
bircok canliya uygulanabilir olmasi genetik kodun evrenselligi ve mutajenite ile
kanserojenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusuna baglanmaktadir (Mortelmans ve

Zeiger 2000, Ozbek 2006).

Kisa zamanlh test sistemlerinden elde edilen pozitif sonuglar, genellikle bu
testlerin ardindan yapilan uzun zamanh test sistemlerinin kullanildig: arastirilmalar ile

teyit edilmektedir.
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Cizelge 2.2. Mutajenlerin saptanmast i¢in gelistirilmis kisa zamanli test sistemleri

izlenen Genetiksel/

Kaynak
Kisa Zamanh Testler Biyokimyasal Yol y
(Ames ve ark. 1973b,
Salmonella typhimurium Histidin okzotroflar1 Maron ve Ames 1983)

Escherichia coli

Arjinin/triptofan oksotroflar

Profaj indiiksiyonu

Onarim eksikligi olan suglarm
biiyiimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi

Biiylime inhibisyonu

DNA onarimu hatali suslar

(Green ve Muriel 1976)

(Elesperu ve
Yarmolinsky 1979)

(Moreu ve ark. 1976)
(Rosenkranz ve Mermelstein

1983)

(Slater ve ark. 1971,
Leifer ve ark. 1981)

(Quillardet ve Hofnung 1985)

(Giimiis ve ark. 1996)

Vibrio harveyi

GTP baglayici proteini (cgtA
geni) hasar1 olan suslarin
kimyasal ile muamelesinden
sonra neomisin direngli
mutantlarin tespiti

(Czy’z ve ark. 2002)

Bacillus subtilis

Biiylime inhibisyonu

DNA onarimu hatali suslar

(Leifer ve ark. 1981)

(Kada ve Hirano 1980)

Neurospora crasa

Adenin okzotroflari

(Brockman ve ark. 1984)

Cin hamsteri ovaryum ve
akciger hiicreleri ile

HGPRT (Hipoksantinguanin
fosforiboziltransferaz)
lokusunda mutasyonlar

(Beaudet ve ark. 1973)

Drosophila melanogester

Kromozomal hatalar

(Vogel ve Sobels 1976)

33



2. ONCEKI CALISMALAR

Mutajenlerin ya da kanserojenlerin belirlenmesi icin kullanilan kisa zamanli test
sistemleri, cesitli modifikasyonlar ile antimutajenlerin veya antikanserojenlerin
belirlenmesini saglayan test sistemlerine kolayca déniistiiriilebilir (Ozbek 2006). Bu test
sistemleri sitogenetik yontemler ve mikrobiyal yontemler olmak iizere iki alt gruba ayrilir

(Korkmaz 2005).

2.8.1. Sitogenetik Yontemler

Biiyiik c¢apli kalitsal materyal hasarlarina sebep olan ¢esitli ajanlarin
arastirilmasinda kullanilan sitogenetik yontemlere yapisal kromozom bozuklugu (CA),
kardes kromatid degisimi (SCE) ve mikroniikleus (MN) testleri 6rnek olarak verilebilir.
Bu test sistemleri genellikle; kimyasallarin uygulanmasi ve ¢esitli boyama asamalariin
ardindan genetik materyaldeki degisimlerin dogrudan mikroskop altinda incelenmesi

esasina dayanmaktadir (Korkmaz 2005).

2.8.1.1. Yapisal Kromozom Bozuklugu Testi (CA: Chromosome

Aberration)

Bu test sistemi; andploidi ve poliploidi olgularmi igeren kromozom sayisi
mutasyonlart ile kromozom-kromatid kopmalarin1 igeren kromozom yapisi
mutasyonlarmin belirlenmesinde oldukga etkilidir. Yapilan uygulamalarda, kullanilan
hiicrelerin boliinmesi test materyaline maruz birakilmalarinin ardindan kolsisin gibi
inhibitor ajanlarin kullanilmasiyla metafaz sathasinda durdurulur. Bu sathada yapilan
mikroskop incelemeleri ile test materyalinin mutajenik potansiyeli degerlendirilir

(Korkmaz 2005).

2.8.1.2. Kardes Kromatit Degisimi Testi (SCE: Sister Chromatid
Exchange)

Bu test sistemi Ozellikle kalitsal materyalde kirilmalar meydana getiren
mutajenik ajanlarin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. SCE testlerinde,
uygulanan kimyasallardan dolayr DNA yapisinda meydana gelen kirilmalar, hiicrelerde
bulunan DNA onarim mekanizmalarmi aktive eder. Bu onarim siirecinde, belirli
kosullar altinda, karsilikli duran iki kardes kromatidin (sister chromatids) homolog
parcalar1 yer degistirir. SCE testinin uygulanmasi, kardes kromatidlerin her birinin 6zel

boyama teknikleri kullanilarak birbirinden farkli boyanmas: ve yer degistiren bu
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parcalarin mikroskop altinda incelerek sayilmasi esasina dayanmaktadir (Albanesi ve

ark. 1999, Korkmaz 2005).

2.8.1.3. Mikroniikleus Testi (MN)

Cesitli hiicrelerin mitoz boliinmeleri sirasinda ortaya c¢ikan mikroniikleuslar;
hiicrenin esas c¢ekirdegine dahil olmayan, sentromer icermeyen kromozom
parcalarindan ya da tam kromozomlardan koken alabilen olusumlardir. Cesitli
kimyasallara maruz birakilan hiicrelerin MN frekanslarindaki artis, bu kimyasallarin
hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu teknik ile belirlenebilen andjenler (andploidiye
sebep olan ajanlar), sentromer boliinme hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon
bozukluklarina yol agarak; klastojenler (kromozom yapis1 diizensizliklerine sebep olan
ajanlar) ise kromozom kiriklarina sebep olarak MN olusumuna katkida bulunur (Fenech

1993, Demirel ve Zamani 2002).

Bu test sistemi sitogenetik harabiyetin belirlenmesinde, yapisal kromozom
bozuklugu testine gore daha kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi
ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar saglamasi
sonucunda yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur (Fenech 1993, Demirel ve

Zamani 2002).

2.8.2. Mikrobiyal Yontemler

Genellikle bakterilerin kullanildigi mikrobiyal yOntemler, kisa zamanl test
sistemleri igerisinde yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda yer alir.
Mikroorganizmalarin basit besiyerlerinde kolayca iiremesi, kisa hayat devirlerine sahip
olmalar1 ve buna bagl olarak yapilan uygulamalarin pratik, hizli ve diisiik maliyetli
olmas1 gibi 6zellikler bu test sistemlerinin genel avantajlaridir (Mortelmans ve Zieger

2000).

Mikrobiyal yontemlerin kullanildigi mutajenite ve antimutajenite testlerinin

kullanim alanlar1 7 baslik altinda toplanabilir (Barig 2007);

1. Cesitli kimyasallarin potansiyel mutajenik ve kanserojenik etkinliklerinin

arastirilmasi

35



2. ONCEKI CALISMALAR

2. Kompleks icerikli materyallerden biyolojik olarak etkin bilesiklerin

saflastirilmasi
3. Prokanserojenlerin dnciil veya nihai metabolitlerinin saptanmasi

4. Cesitli viicut sivilarmin analizine bagli olarak, insanlarin mutajenlere ve

kanserojenlere maruz kalma potansiyelinin takibi

5. Mutajenik, antimutajenik, kanserojenik ya da antikanserojenik

bilesiklerin etki mekanizmalarmin aydinlatilmasi

6. Mutasyonlar ve konuk¢u organizma iligkileri (host mediated) ile ilgili

arastirmalar

7. Mutajen veya kanserojen kimyasallarin sebep oldugu 06zgil DNA

hasarlarmin siniflandirilmasina yonelik caligmalar

Mikrobiyal yontemlerden yaygin olarak kullanilan test sistemlerine, mutant
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin kullanildigi maya delesyon testi (Yeast DEL
Assay), histidin oksotrofu Salmonella typhimurium mutant bakteri wklarinin kullanildig:
Ames/Salmonella test sistemi ve triptofan oksotrofu Escherichia coli mutant bakteri
wrklarmin kullanildigt E. coli WP2 test sistemi ornek olarak verilebilir (Mortelmans ve

Riccio 2000, Mortelmans ve Zeiger 2000, Kirpnick ve ark. 2005).

2.8.2.1. Maya Delesyon Testi (Yeast DEL Assay)

Rekombinasyon, delesyon ve kanserogenezis arasindaki iligkiden dolayi,
genomik  delesyonlar (DEL) ile sonuglanan intrakromozomal homolog
rekombinasyonlarin frekanslarini dlgebilen test sistemlerine ihtiya¢ duyulur. Bu amagla
gelistirilen birgok test sisteminde; maya, fare, hamster, tiitiin ve Arabidopsis gibi gesitli

organizmalar kullanilmaktadir (Brennan ve Schiestl 2004).

Maya delesyon testi, his34 allellerinin birbiriyle yaklasik 400 baz ¢ifti mesafede
homoloji gosteren iki ucu arasindaki (his343° ve his345’) rekombinasyon frekansinin
Olciilmesi esasina dayanir. Bu test sistemi, Saccharomyces cerevisiae’nin genomunda
bulunan #is3 operonu igerisine aktif Leu2 gen bdlgesini tasiyan pRS6 plazmidinin
yerlestirilmesi suretiyle bu bélgenin histidin yoniinden inaktif hale getirilmesi seklinde

dizayn edilmistir. Boylelikle calismada kullanilacak olan hasara ugratilmis iaktif Ais3
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ve aktif Leu2? marker genlerini tasiyan maya wki elde edilmistir. Uygulamalar
sonucunda iki his3A alleli arasinda meydana gelen homolog rekombinasyonlar Leu?2
gen bolgesinin genomdan c¢ikarilmasma (DEL) ve his3 gen bolgesinin yeniden
aktiflesmesine sebep olur. Bu sayede calisma basinda histidin oksotrofu olan maya,
uygulanan kimyasallarin etkisiyle prototrof haline geri doner (Brennan ve Schiestl 2004,

Kirpnick ve ark. 2005).

Maya delesyon testi, intrakromozomal rekombinasyon sistemleri icerisinde,
uygulanmast en kolay ve sonuglari en giivenilir olan test sistemi olarak
tanimlanmaktadir. Mayalardaki delesyon rekombinasyonu; iyonizan ve iyonizan
olmayan radyasyon, alkilleyici ajanlar, oksidatif stres, DNA zincir kiriklarma neden
olan maddeler ve sicaklik soku gibi ¢esitli mutajen ajanlar tarafindan genis Olciide
tesvik edilebilir. Bu test sistemi; diger kisa zamanli test sistemleri tarafindan
saptanamayan, ancak deney hayvanlar1 kullanilarak yapilan uzun siireli in vivo test
sistemleriyle tespit edilebilen birgok kanserojen maddeye karsi duyarli olmasiyla da bu
yonde yapilan arastirmalar agisindan onem arz etmektedir (Brennan ve Schiestl 2004,

Kirpnick ve ark. 2005).

2.8.2.2. Escherichia coli WP2 Test Sistemi

Onemli bakteriyel geri mutasyon testlerinden bir digeri olan E. coli WP2 test
sistemi, ilk kez 1976 yilinda Green ve Muriel isimli arastiricilar tarafindan; kimyasal
maddelerin mutajenik ve antimutajenik potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla

gelistirilmistir (Green ve Muriel 1976).

Bir¢ok arastirma laboratuvarinda Ames/Salmonella testi ile birlikte uygulanan
bu test sisteminde, triptofan oksotrofu olan E. coli bakteri suslar1 kullanilmaktadir. Bu
suglar ile yapilan genomik diizeydeki arastirmalar; mutajenite ve antimutajenite
testlerinde en sik kullanilan E. coli WP2, WP2(pKM101), WP2 uvrA ve WP2 uvrA
(pKM101) suslarmnin da dahil oldugu her bir test susunun, triptofan sentezindeki 6nemli
enzimlerden birini kodlayan #7pE geninde AT baz degisimi nokta mutasyonu tasidigini
gostermistir. Bu mutasyonu tasiyan E. coli test suslarinda goriilen triptofan
oksotroflugunun sebebi; meydana gelen AT baz degisiminin, trpE gen bolgesinde bir
ochre (anlamsiz, non-sense) mutasyonla sonuglanmasi ile agiklamaktadir (Mortelmans

ve Riccio 2000).
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Ayrica E. coli WP2uvrA test susunda triptofan mutasyonuna ek olarak uvrA
mutasyonu, E. coli WP2(pKM101) susunda pKM101 plazmiti ve E. coli WP2uvrA
(pKM101) test susunda ise hem uvrA mutasyonu hem de pKMI101 plazmiti
bulunmaktadir. Yeni nesil test bakterileri olarak tanimlanan bu suslardaki ekstra
mutasyonlarm varlhigi, Ames/Salmonella test sisteminde kullanilan bakteri suslarinda da
oldugu gibi, bakterilerin g¢esitli mutajenlere karsi olan hassasiyetlerinin artmasi ile

sonu¢lanmistir (Mortelmans ve Riccio 2000).

2.8.2.3. Ames (Salmonella/Mikrozom) Test Sistemi

Ames Salmonella/Mikrozom test sistemi, gen mutasyonlarina neden olabilen
kimyasal maddelerin 6nemli bir kismin1 saptamak amaci ile gelistirilmistir. Bu test, pek
cok llkenin laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan kisa zamanli bakteriyel test
sistemlerinden birisidir. Dr. Bruce N. Ames tarafindan gelistirilmis oldugu i¢in Ames

testi olarak da adlandirilmaktadir (Maron ve Ames 1983).

Ames test sisteminde in vifro mutasyonlar ile elde edilen histidin sentezini
yapamayan bir dizi Salmonella mutant suslar1 kullanilmaktadir. Histidin bulunmayan
ortamlarda bu bakterilerin iiremesi, dolayist ile de koloni olusumu gerceklesemez.
Histidin genindeki mutasyon bolgesinde veya bu genin yakinindaki bir bolgede olusan
yeni bir mutasyonla bu genin fonksiyonu diizeltilebilir ve hiicreler histidin olmayan
ortamda iireyebilirler. Bu nedenle, bu test siklikla bir ‘reversiyon (geri doniis) yontemi’

olarak bilinmektedir (Mortelmans ve Zeiger 2000).

Bu yontem, metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyan in vitro genotoksik ajanlarin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilan en yaygin yontemdir. Bu test, pek ¢cok enzimi i¢eren
metabolik sistem ile (S9 Fraksiyonu) birlikte ‘metabolik karsilastirma’ olanagi
sunmaktadir. S9 Fraksiyonu; Sitokrom-P450 bagimli monooksidazlar, Sitokrom-P450
bagimsiz oksidazlar, epoksit hidraz, glukuronil transferaz, azorediiktaz, nitro rediiktaz,
amidaz ve esteraz’dan olusmaktadir. Bu enzimlerin eklenmesiyle kimyasal maddelerin
biyotransformasyon sonucu gosterebilecegi etkinin saptanmasi ve kisa zamanda oldukg¢a
diisiik bir maliyetle kanser olusturma potansiyelleri hakkinda bir tahmin ytiriitiilmesi
amaglanmaktadir (Mortelmans ve Zeiger 2000, Paolini ve Forti 1997, Maron ve Ames

1983).

38



NESRIN HASIMI

Bu test sisteminde, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro
mutasyonlar ile elde edilmis bir seri S. typhimurium TA1535 TA1537, TA1538, TA98,
TA100, TA97, TA102.... mutant suslar1 kullanilmaktadir. Salmonella suslari, histidin
operonundaki ¢esitli genlerde farkli mutasyonlara sahiptir. Bu mutasyonlarin her biri
farkli mekanizmalar ile etki gosteren mutajenlere karsi cevap olusturmak icin dizayn
edilmistir (Maron ve Ames 1983, Aeschbacher ve ark. 1983, Levin ve Ames 1986,
Mortelmans ve Zeiger 2000]. S. #yphimurium mutant suslarinin genetik O6zellikleri

Cizelge 2.3.” de verilmistir.

Histidin Mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik bdlgelerinde
cesitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar ya DNA’daki tek bir bazin degismesiyle ortaya
cikan baz degismeleri yada c¢ikarimas: ile kendini gosteren c¢erceve kaymasi
mutasyonlaridir. Test edilen bilesigin neden oldugu mutasyonun esas mekanizmasi,

molekiiler diizeyde bu suslarla gosterilebilir (Mortelmans ve Zeiger 2000).

S. typhimurium his™ (histidine gereksinim duyan) mutantlarin DNA baz dizilim
analizleri yapilarak mutasyonlarin yerleri ve karakterleri saptanmistir (Maron ve Ames
1983). S. typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suslarinda bulunan hisG46
mutasyonu, histidin biyosentezindeki ilk enzim olan pirofosforilazi kodlayan PR-ATP
hisG geni lizerindedir. Bu mutasyon, sisG geninde, 16sin amino asidi kodonu yerine

prolin amino asidi kodonu gelmesine neden olur.
-GAG- -GGG-
_— >
-CTC- -CCC-

S. typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suslari, baz c¢ifti degisimine
neden olan mutajenler tarafindan geri dondiiriilmektedir (Levin ve Ames 1986,

Mortelmans ve Zeiger 2000).

hisD3052 mutasyonu, S. typhimurium TA1538 ve S. typhimurium TA98 test
suslarinda bulunur. Bu mutasyon, histidinolii histidine ¢eviren, histidin biyosentezindeki

son enzim olan L-histidinol dehidrogenazi kodlayan AisD geni lizerindedir.

hisD3052 mutasyonu, g¢er¢eve kaymasi seklinde bir mutasyon olup tek bir

niikleotidin eksikligi sonucu olusmustur (Bryan ve ark. 1993, Mortelmans ve Zeiger
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2000). hisD3052 mutasyonu, hisD geni icinde 8 kez tekrarlanan GC dizisine sahiptir.
Bu dizi, —1 ¢erceve kaymasi mutasyon bdlgesinin yanindadir (Isano ve Yourna 1974).
Cerceve kaymasmma neden olan mutajenler, DNA’nin tekrarlanan dizileri ya da sicak
noktalar denilen bdlgelerinde goriilen kodon kaymalarin1 geri doniistiirerek bu

kodonlarin yeniden dogru okunmalarini saglarlar (Ames ve ark. 1975).

S. typhimurium TA1538 ve S. typhimurium TA98 suslari, ¢ergeve kaymasi tipi
mutasyonlara neden olan 2- nitrofloren ve amino tiirevleri, ¢esitli aromatik nitroso
tirevleri gibi farklt mutajenler tarafindan indiiklenmesi ile tekrar his® hale geri

dontstiiriilmektedir (Maron ve Ames 1983, Mortelmans ve Zeiger 2000).

S. typhimurium TA102 susuna ait hisG genindeki TAA, tiim alt1 muhtemel baz
cifti degisimi (transisyon/transversiyon) ile geri dondiiriilebilir. Bu mutasyon ayni
zamanda oksidatif mutajenler, x 1smlari, UV 15181, bleomisin, hidrojen peroksit,

streptonigrin ve cesitli aldehitler tarafindan da geri dondiiriilebilir.

DNA onarim sistemi saglam olan S. #yphimurium TA102 susu bleomisin ve
mitomisin C gibi DNA ya capraz baglanan ajanlar1 da tespit etmektedir (Levin ve ark.
1984, Mortelmans ve Zeiger 2000). Capraz bagli ajanlarin DNA {izerinde etkilerini
gosterebilmesi i¢in kesip ¢ikarma onarim sisteminin ¢alisir durumda olmasi zorunludur

(Levin ve Ames 1986, Mortelmans ve Zeiger 2000).

Baslangicta gelistirilen his~ mutantlarinin ¢esitli kimyasallara kars1 duyarliligini

arttirmak tizere, bu suslara asagida bahsedilen bazi1 mutasyonlar eklenmistir.

uvrB mutasyonu: DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini iistlenen
enzimi kodlayan wuvrB genindeki delesyon sonucu olusur. uvrB delesyonu, kesip
cikarma mekanizmasinin dogrulugunu elemine ettigi i¢in hata orani yliksek onarim
mekanizmasi (SOS) tarafindan daha fazla DNA lezyonunun onarilmasi miimkiin olur.
Boylece uvrB mutasyonu, birgok mutajenin ortaya ¢ikarilmasinda duyarliligin artmasina
neden olur (Mortelmans ve Zeiger 2000). Ancak uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi
sirasinda bu delesyon biyotin genine kadar uzanmaktadir. Bu nedenle, bakteriler
ireyebilmek i¢in histidinin yanida biyotine de gereksinim duyarlar (Maron ve Ames

1983).
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Cizelge 2.3. S. typhimurium mutant susglarmin genetik 6zellikleri

Sus Histidin LPS Onarim pKM101 Mutasyonun Belirlenecek Bilesik
Mutasyonu Niteligi Simiflan
Baz cifti yer
AT—GC o
TAI535  hisG46 Rfa  AuwB transisyon degisimine neden
olan mutajenler
Cerceve kaymasina
Coee. C Y
neden olan
TA1537  hisC3076 Rfa  AuvrB yanina + 1 )
mutajenler
CG....CG Cerceve kaymasina
TA1538  hisD3052 Rfa  AuvrB yanindan neden olan
-1 mutajenler
G Cerceve kaymasina
TA98 hisD3052 Rfa  AuvrB neden olan
yanindan — 1 ]
mutajenler
AT—-CG Baz cifti degisimine
TA100  hisG46 Rfa  AuvrB transisyon neden olan
mutajenler
CCC Cerceve kaymasina
TA97 hisD6610 Rfa  AuvrB yanina + 4 neden olan
mutajenler
PA QI Oksidantlar,
TAI02  hisG428 GOchre AT X smlar, UV,
Rfa + Mitomisin C,
Ahis

Bleomisin, H,O, ve

kinonlar

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmnin lipopolisakkarit (LPS)
tabakasmi kodlayan genlerde meydana gelir. Bu durum hiicre duvarmin gegirgenliginin
artmasina ve biiyiik molekiillerin gecisine neden olur. Bu mutasyonla kimyasallarin

toksik etkisi ve mutajenitesi artmis olur (Claxton ve ark. 1987).
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R faktorii: S. typhimurium TA98 susu, TA1538’e¢ ve TA100 susu da TA1535
susuna ampisiline direnclilik geni tasiyan pKM 101 R plazmidinin eklenmesiyle elde
edilmistir. pKM 101 plazmidinin eklenmesiyle hata orani yliksek onarim (SOS) ve
rekombinasyonel DNA onarim yollar1 daha fazla devreye gireceginden kimyasal ve UV

ile indiiklenen mutajenite de artirilmis olur (Mortelmans ve Zeiger 2000).

pPAQ1 Plazmidi: Tetrasiklin direnglilik geni tasir ve S. typhimurium TA102
susunda bulunur. S. typhimurium TA1535 ve TA100 suslar1 ile saptanamayan ve baz
cifti degisimine neden olan mutajenleri tespit edebilmek amaci ile gelistirilmistir

(Mortelmans ve Zeiger 2000).

2.9. Ames (Salmonella/Mikrozom) Test Sistemiyle Yapilmis Mutajenite ve

Antimutajenite Calismalar

Salmonella/ mikrozom test sisteminin kullanima baslandigi 1975 yilindan 1982
yilina kadar gecen siire i¢inde, bes binden fazla kimyasal maddenin mutajenik etkileri
arastirilmistir. Bu test sisteminde, kanserojen olarak bilinen 179 madde teste tabi
tutulmus ve bunlardan 156’sinm (% 87’s1) mutajenik oldugu bulunmustur. Ayni sistem
ile 117 kanserojenik olmayan maddeyi de % 86’lik bir oran ile nonmutajenik olarak
siniflandirmistir. Bu degerden anlasilacagi gibi Salmonella/mikrozom test sistemi,
kanserojenik maddelerin % 13’linii mutajenik etkili olarak saptayamamaktadir. Diger
taraftan ayni test sistemi ile kanserojenik olmayan maddelerin de % 14’i mutajenik
olarak tanimlamaktadir (Aki 1990). Cesitli ugucu maddelerin, suda az ¢oziinen gaz ya
da sivi bilesiklerin mutajenik 6zelliklerini bu test sistemi ile ortaya c¢ikarmak
miimkiindiir. Salmonella/mikrozom test sistemi ile vinil kloriir gazinin mutajenik etkisi
gosterilmistir (Pavanello ve ark. 2002). Sigara igenlerin idrarinda mutajenik etkili
kimyasal maddeler oldugu ilk kez Yamakaski ve Ames tarafindan 1977 yilinda
gosterilmistir. Ayrica sigara dumani bilesenlerinin Ames testindeki pek cok sus
iizerinde mutajenik etkili oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (White ve ark.

2001, Pavanello ve ark. 2002).

Cin targminin S9 yoklugunda Bacillus subtilis tlizerinde mutajenik aktivite
gosterdigi fakat Ames Salmonella/ mikrozom ve Escherichia coli WP2 uvrA test
sisteminde ise mutajenik aktivite gdstermedigi tespit edilmistir (Sekizawa ve Shibamoto

1982).
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Ak ve Stimer (1989), Sodyum benzoatin S9 varliginda ve yoklugunda test
suslar1 lizerinde mutajenik etkisi olmadigini, sodyum nitratin ise S9 varliginda
Salmonella typhimurium TA100 susu lzerinde zayif mutajenik etkili oldugunu

belirlemislerdir.

Izbirak ve ark. (1990), gidalar1 renklendirmede yaygimn olarak kullanilan 4 azo
boyasinin (Ponceau 4R, Amaranth, Sunset Yellow FCF ve Tartrazine) Salmonella

typhimurium TA98 ve TA100 iizerine mutajenik etki géstermedigini tespit etmislerdir.

Stimer ve ark. (1990), bazi insektisitlerin Salmonella typhimurium TA98 ve
TA100 suslar1 {izerindeki mutajenik etkilerini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda;
Bioallethrin’in, S. typhimurium TA98 ve TA100 susu, Propoxur ve Formulation I’in ise
sadece S. typhimurium TA98 susu lizerinde zayif mutajenik etki gosterdigini

saptamiglardir.

Rasool ve Musthaq (1991), alt1 alkoloid madde ve bir sivrisinek kovucu maddeyi
mutajenik aktiviteleri yoniinden Ames Salmonella/mikrozom test sistemi ile incelemis;
test edilen alkoloidlerin tiimiiniin ve sivrisinek kovucunun mutajenik aktiviteye sahip

oldugunu belirlemislerdir.

Baz1 ilag hammaddelerinin, bazi gida katki maddelerinin ve bazi tekstil

boyalarinin mutajenik etki gosterdigi Ames test sistemi ile belirlenmistir.

Bir arastirmada, benzidin (azo boyalarmni olusturan esas madde) yapisindaki
hydrazon boyalarinin mutajenik etkisi incelenmistir. Benzidinlerin aksine, hydrazonun

mutajen olmadig gosterilmistir (Chung ve Stevens 1992).

Le Curieux ve ark. (1993), yedi kimyasal maddeyi SOS kromotest, Ames test
sistemi ve newt mikronukleus test sistemleri ile incelemis; test edilen kimyasal
maddeleri Ames test sisteminde sodyum hipoklorit hari¢ diger biitiin kimyasallarin
Salmonella typhimurium TA100, TA102 ve TA98 iizerinde mutajenik aktivite

gosterdiklerini belirtmislerdir.

Diger bir arastirmada, gidalarda ve ilaglarda kullanilan sodyum karboksimetil
nisasta ve sodyum karboksimetil selulozun mutajenik etki olusturmadigi Ames testi ile

gosterilmistir (Strizhel 1994).
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Bir caligmada, gida iiretiminde kullanilan bazi heterosiklik aromatik aminlerin
(HAAs) mutajenik aktiviteleri Ames/Salmonella yontemi ile test edilmistir. 3 —amino —
1,4 dimetil — SH — prido (4,3 — b) indole adl1 maddelenin giiclii mutajenik etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir (Starvric 1997).

Yapilan bir ¢alismada, gida katki maddesi olarak kullanilan uc¢ucu yaglardan
mentol, terpineol, sitral ve 1-8-sineol sitralin mutajenik etkisi Ames testi ile
incelenmistir. Bunlardan terpineoliin mutajenik etkisi oldugu tespit edilmistir (Gomes

1998).

Ramos ve ark. (2001), Parthenium hysteropharus bitkisinden elde edilen ham
ekstraktt mutajenik potansiyeli yoniinden Salmonella/mikrozom test sisteminde ve fare
kemik iligi mikroniikleus testinde incelemislerdir. Bakteriyel mutajenite testi sonuglari
bes farkl susta (Salmonella typhimurium TA1535, TA1537, TA98, TA100 ve TA102)

negatif olarak bulunmustur.

Havada ve suda kirlilik yaratan polisiklik hidrokarbonlarm, agir metallerin
yiiksek derecede mutasyon olusturma yeteneginde oldugu tespit edilmistir (Monarca ve

ark. 2002, Feilberg ve ark. 2002, Ohe ve ark. 2003).

Gida sanayinde siklikla kullanilan gida katki maddelerinden askorbik asit, Fe
tuzlar1 ve potasyum sorbat metabolitlerinin mutajenik etki gosterdigi Ames test sistemi

ile gosterilmistir (Kitano ve ark. 2002).

Al-Batina ve ark. (2003), anason, aspir, ¢orek otu, kakule ve kimyon gibi bazi
baharatlardan elde edilen u¢ucu yaglarin Salmonella typhimurium’un TA 97, TA 98, TA

100 ve TA 102 suslar1 iizerinde mutajenik aktivite gostermediklerini gdzlemislerdir.

Kasimpati bitkisinin ¢ogunlukla apigenin, quersin, asesetin ve luteolin i¢eren
ekstraklarinin Ames testinde kullanilan S. #yphimurium TA1535 ve S. typhimurium
TAI100 suslarindaki 2-AF, N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) ve 4-NQO
mutajen maddeleri tarafindan olusturulan mutajenik etkiyi 6nemli derecede diisiirdiigii,
bu mutajenler tarafindan indiiklenen SOS tamir mekanizmasini baskiladigi belirtilmistir

(Miyazawa ve Hisama 2003).
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Sumak bitkisinin metanol ve etil asetat ekstraksiyonlarmin Ames/Salmonella
testiyle yapilan calismada flavonoid icerikli etkstarktlarin alfatoksin B1 mutajen

maddesinin aktivitesini engelledigi gosterilmistir (Park ve ark. 2004).

Vattem ve arkadaslar1 (2005), kizilcik bitkisinin meyve suyu ekstresinin igerigi
olan fenolik bilesiklerin (rosmarinik asit ve ellagik asit) Salmonella typhimuriumun
TA100 susunu kullanarak sodyum azid (NaN3;) ve MNNG mutajenlerine karsi
antimutajenik aktivite gosterdikleri ve oksidatif hasara karst DNA’y1 koruduklari

belirtilmistir.

Gida katki maddesi olarak kullanilan bitki u¢ucu yaglarindan B-mirisin, o-
terpen, a-pinen ve monoterpenlerin mutajenik etkileri Ames testi ile yapilan bir
calismada incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore his" revertant (geri doniisen) koloni
sayilar1, negatif kontrol degerlerinden yiiksek bulunmamistir. Bu nedenle bu maddelerin

mutajen olmadigi ifade edilmistir (Gomes 2005).

Kutlu ve ark. (2006), calismalarinda ilag ham maddesi olarak kullanilmasi
diistiniilen iki tetrahidrobenzimidazol tiirevi bilesigin mutajenik 6zelliklerini Salmonella
typhimurium TA98 ve TAI100 suslar1 tlizerinde metabolik aktivasyon varligi ve
yoklugunda arastrmiglardir. Negatif kontrollerle karsilastirildiginda bilesiklerin

mutajenik 6zellik géstermedigi belirtilmistir.

Tolan ve arkadaslar1 (2009), Hypericum Iysimachioides ekstrelerininin
mutajenik etkisini arastirdiklar1 ¢caligmalarinda ekstrelerin Salmonella typhimuriumun
TA98 ve TA100 suslar1 tlizerinde S9 varliginda ve yoklugunda mutajenik etki
gosterdiklerini ancak Escherichia coli PQ37 (SOS kromotest) iizerinde mutajenik etki

gostermediklerini saptamislardir.

Yine Tolan ve arkadaslar1 (2009), Thymbra spicata L. var spicata ugucu yagmin
Salmonella typhimuriumun TA98 ve TAI100 suslar1 iizerinde S9 varliginda ve
yoklugunda zayif mutajenik etki gosterdigini, Escherichia coli PQ37 (SOS kromotest)

iizerinde mutajenik etki géstermedigini bildirmislerdir.

Onciil (2009), baz1 gida boyalarinin mutajenik potansiyellerini ve f-galaktozidaz
iizerine etkilerini arastirdig1 ¢alismasinda, test edilen gida boyalarindan ponceau 4R,

tartrazin, indigotin ve sunset yellow’un Salmonella/mikrozom test sistemi ve [-
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galaktozidaz enzim aktivitesi degisimi yontemlerine gore mutajenik maddeler oldugunu

saptamustir.

Akin (2010), Celtis glabrata Steven ex Planch’m yaprak, meyve ve g¢ekirdek
ekstraktlarini, antimutajenik aktiviteleri yoniinden Salmonella/mikrozom test sistemi ile
incelemis ve tim ekstraktlarm O6nemli derecede antimutajenik aktiviteye sahip

olduklarini bildirmistir.

Orhan (2010), Ames/Salmonella test sistemi ve Maya delesyon test sistemi
(Yeast DEL assay) kullanilarak Dogu Anadolu Bélgesinde yetisen Mentha longifolia L.
Hudson ssp. longifolia bitki tiiriinden izole edilen Luteolin-7-O-glukozit, Luteolin-7-O-
rutinozit, Luteolin-7-O-glukuronit, Apigenin-7-O- glukozit, Apigenin-7-O-rutinozit ve
rozmarinik asit maddelerinin mutajenik ve antimutajenik ozellikleri arastirmis ve
Mentha longifolia ssp. longifolia nin bazi etken maddelerinin Ames test sisteminde
kullanilan Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1537 suslarinda doza bagh olarak %93’e
varan antimutajenik aktivite goézlendigini, Saccharomyces cerevisiae RS112 susunda ise
doza bagl olarak bazi etken maddelerin %75’e varan oranlarda antimutajenik, mutajenik,

komutajenik aktivite gdzlendigini bildirmistir.

Gilliice ve ark. (2012), Dogu Anadolu Bolgesi’'nden toplanan Origanum vulgare
L. spp. vulgare bitkisine ait metanol, petrol eteri, kloroform, etil asetat, n-butanol ve su
oOziitleri ile n-butanol 6ziitlinden saflastirilan Luteolin-7-O-glukuronit, Luteolin-7-O-
ksilozit, Rozmarinik asit, Litospermik asit ve Litospermik asit B etken maddelerinin
mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerini Ames/Salmonella ve E. coli WP2 kisa zamanl
test sistemleri kullanarak arastrmistir. Bitki Oziitleri ve etken maddelerin uygulanan
konsantrasyonlarda mutajenik etki gostermedigini, buna karsin Oziitlerin bazi
konsantrasyonlarinin bazi pozitif mutajenlere karsi ¢esitli oranlarda antimutajenik etki

gosterdigini belirlemistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Ajuga vestita BOISS. Diyarbakir’mn Ergani ilgesi Hilar Magaralar1 civarindan
Ajuga xylorrhiza KIT TAN Diyarbakir’m Cermik ilgesinden 19.05.2011 tarihinde
toplanmis ve Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr.
A. Selcuk ERTEKIN tarafindan teshis edilmistir. 4. vestita drnekleri ASE2005-126
(DUF) kodu A. xylorrhiza ASE2005-318 (DUF) kodu ile Dicle Universitesi Fen

Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

B-karoten, linoleik asit, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), Tween-40, bakir
kloriir, neokuproin, ferrozin, 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS),
asetilkolinesteraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), kersetin, pirokatekol, katesin, a-
tokoferol, galantamin hidrobromiir, magnezyum siilfat, sitrik asit monohidrat, D-
biyotin, sodyum kloriir, potasyum kloriir, magnezyum kloriir, nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADP), glukoz-6-fosfat, S9 (memeli karaciger o6ziitii), ampisilin
trihidrat, sodyum hidroksit, D-glukoz, gallik asit Sigma firmasindan, sodyum karbonat,
amonyum asetat, sodyum hidrojen fosfat Riedel-de-Haen firmasindan, Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR), asetil tiyokolin iyodiir (Acl), 5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik asit) (DTNB),
Applichem firmasidan, potasyum asetat, potasyum peroksi disiilfat (K,S,0g), sodyum
bikarbonat, sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, 2,6-di-t-biitil-1-
hidroksitoluen (BHT), askorbik asit, sodyum amonyum fosfat, potasyum fosfat, L-
histidin, kristal violet, sodyum azid, nutrient agar, nutrient broth, petrol eteri, aseton,
metanol, etanol Merck firmasindan, aluminyum nitrat Carlo-Erba firmasindan, demir
kloriir, , biitillenmis hidroksi anisol (BHA), butiril tiyokolin iyodiir (Bcl), 2-aminofloren

Fluka firmasindan, bakto agar Difco firmasindan temin edilmistir.
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3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Steril Kabin ( Telstar AV-100)

Spektrofotometre (UV mini 1240 SHIMADZU)

Etiiv ( Heraus )

Magnetik Karistiric: ( Stuart )

Deep-Freeze ( Harris, -95 °C)

Vorteks ( VWR International )

Calkalayici ( Selecta )

Inkiibator ( Sanyo )

Hassas Terazi ( Avery )

Otoklav (Hiclave HV-50L)

Sterilizator ( Heraus )

Rotaevaporator ( Biichi )

pH-metre ( Thermo )

Powerwave XS mikroplate spektrofotometre ( BioTek )
Ultra saf su cihaz1 (Younglin Instrument, aquaMAX-Ultra)
Elma S15 ultrasonic bath

Otomatik pipetler (20-200 pl, 100-1000 ul, 500-5000 pl) (Eppendorf)

3.1.4. Kullanilan Bakteri Suslan

Antimikrobiyal aktivite belirlemede kullanilacak olan Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Candida albicans ATCC 10231 suslar1 Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi’nden (Ankara, TURKIYE), Salmonella/mikrozom test
sisteminde kullanilan Salmonella typhimurium TA98 veTA100 suslar1 Salmonella

Genetik Stok Merkezi’nden (SGSC) (Calgary, Kanada) temin edilmistir.
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3.1.5. Besi Ortamlar, Cozelti ve Tamponlar

3.1.5.1. Antimikrobiyal Aktivite Belirlemede Kullanilan Besi Ortamlar

Stv1 besiyerleri hazirlamak i¢in 25 g nutrient broth distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanirken, kat1 besiyerleri hazirlamak i¢in 20 g nutrient agar distile su ile 1000
ml’ye tamamlanip 121°C basingta 20 dakika otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur.

3.1.5.2. Toplam Fenolik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2 g Na,CO; 100 ml’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar distile su ile ¢oziildii. Coziinme tamamlandiktan

sonra distile su ile hacmine tamamlandi.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO4):

Satin alindig1 sekilde kullanildi.

3.1.5.3. Toplam Flavonoit Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 10’luk Aliiminyum nitrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 17.6 g AI(NO;3);.9H,0

100 ml’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar distile su ile ¢6ziildi. Coziinme

tamamlandiktan sonra distile su ile hacmine tamamlandi.

1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 9.6150 g CH;COOK 100 ml’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar distile su ile ¢oziildi. Cozlinme tamamlandiktan

sonra distile su ile hacmine tamamlanda.
3.1.5.4. Antioksidan Aktivite Belirlemede Kullanilan Cozeltiler

e [B-Karoten Renk Acilim Yonteminde Kullanilan Cozelti

p—Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0.2 mg f-Karoten 1 ml kloroformda
¢oziilerek bir balona aktarildi. Uzerine 200 ul Tween—40 ve 20 ul lineloik asitten ilave
edip karistirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra lizerine daha 6nceden

oksijen ile doyurulmus 50 ml su ilave edildi ve kuvvetlice ¢alkalandi.

e DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti

0.1 mM DPPH c¢ézeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 ml metil

alkolde ¢ozildii.
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e ABTS Yonteminde (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) Kullamlan
Cozelti

7 mM ABTS katyon radikalinin hazirlanmasi: 19.2 mg ABTS tartilarak 5 ml
suda ¢oziildii. Uzerine toz halinde 3.3 mg potasyum peroksi disiilfat (K,S,Og) eklenip
karigtirildi. Karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat beklendi. Bekleme siiresi sonunda

¢ozelti kullanilmaya baslamadan 6nce absorbsiyonu ~0.70 olacak sekilde seyreltildi.

e CUPRAC Yonteminde (Bakir (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan

Kapasitesi) Kullanilan Cozeltiler

Bakir (II) kloriir dihidrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 42.62 mg CuClL.2H,0

tartilarak 25 ml suda ¢oziildii.

Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1.927 g NH4OAc tartilarak 25 ml

suda ¢oziildii, pH= 7’ye ayarland1.

Neokuproin ¢ozeltisinin _hazirlanmasi: 76.6 mg neokuproin tartilarak 50 ml

%96’1lik alkolde ¢oziildii.
e Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kersetin ¢zeltisinin hazirlanmasi: 25.8 mg kersetin 25 ml etil alkolde ¢oziilerek

1000 ppm’lik konsantrasyonda kersetin ¢ozeltisi hazirlandi.

Pirokatekol ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 10 mg pirokatekol 100 ml su ile ¢oziilerek

100 ppm’lik pirokatekol ¢cozeltisi hazirlandi.

BHT (2,6-di-#-biitil-1-hidroksitoluen) ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 10 mg BHT 10

ml etanol i¢ide c¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT c¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 50 000
ppm’lik ¢6zelti de hazirland:.

BHA (2- t-biitil-4-hidroksianisol) ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 10 mg BHA 10 ml

etanolde coziilerek 1000 ppm’lik BHA c¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 50 000 ppm’lik

¢Ozelti de hazirland:.

o-Tokoferol cozeltisinin hazirlanmasi: %97’lik 10.31 mg a-tokoferol 10 ml

etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik a-tokoferol ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 50 000 ppm’lik

¢Ozelti de hazirland:.
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Katesin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg katesin 10 ml etanolde ¢oziilerek 1000

ppm’lik katesin ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 50 000 ppm’lik ¢6zelti de hazirland.

Gallik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 47 mg gallik asit 10 ml etanolde ¢oziilerek

2500 ppm’lik gallik asit ¢ozeltisi hazirlanmis olur.

3.1.5.5. Antikolinesteraz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

0.1 M H,PO, c¢dbzeltisinin hazirlanmasi: 1.56 g H,PO,4™ tartilip 100 ml distile

suda ¢oziildii.

0.1 M HPOf" ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 3.556 g HPO,” tartilip 200 ml distile

suda ¢oziildii.

0.1 M pH=8 tampon coOzeltisinin hazirlanmasi: 94.7 ml HPO42' ve 5.3 ml H,PO4

¢Ozeltilerinden alindiktan sonra 100 ml distile su eklenerek hazirlandi.

0.1 M pH=7 tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 3.9 ml H,PO4 ve 6.1 ml HPO42'

¢Ozeltilerinden alinarak 10 ml distile su eklenerek hazirlandi.

DTNB ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 16 mg DTNB 1 ml pH=7 tampon ¢6zeltisinde

ve 7.5 mg NaHCOs; 1 ml pH=7 tampon c¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti
karigtirildi. Hazirlanan bu ¢ozelti karisimi, 2 ml pH=7 tampon ¢ozeltisi ile 4 ml’ye

tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 ml pH=8 tampon ¢6zeltisi ilave edildi.

Asetil tiyokolin iyodiir (Acl): 32.8 mg Acl aliarak, 8 ml distile su eklendi.

Kullanma asamasinda 8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml’ye tamamlandi.

Butiril tiyokolin iyodiir (Bul): 4 mg Bul alinarak, 8 ml distile su eklendi.

Kullanma asamasinda 8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimleri: 1.17 mg AChE enzimi alinarak 5 ml pH=8

tampon ¢ozeltisinde ¢oziildi ve 1’er ml’lik bes boliime ayrildi. Her biri i¢in 0.235
mg/ml’lik konsantrasyon saglanmis olur. 8 ml distile su eklenmesi sonucu 125 pl’lik
enzim ¢ozeltileri elde edildi. Her bir 125 ul’lik 6rnekte 0.02925 mg enzim bulunur. 125
pl’lik enzim ¢ozeltisine 460 pul pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi. 585 pl ¢ozelti 25 pl’ik
23 kiiclik siselere doldurulup ve daha sonra kullanilmak {izere derin dondurucuda
bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 3000 pl’ye

tamamlanir.
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Butirilkolinesteraz (BChE) Enzimleri: 1 mg BChE enzimi alinarak 5 ml pH=8

tampon ¢ozeltisinde ¢oziildli. Bu ¢ézeltiden 300 pl’lik stoklar olusturulup kiictik siselere
dolduruldu ve daha sonra kullanilmak {izere derin dondurucuda bekletildi. Stok
cozeltiler kullanilmadan 6nce 1800 ul pH=8 tampon ¢dzeltisinden eklenerek kullanima

hazir hale getirilir.
3.1.5.6. Ames Salmonella/Mikrozom Test Sisteminde Kullanilan Bakteri
Besi Ortamlari ve Stok Cozeltiler

Vogel-Bonner-E Ortami (50xVB tuzlar): Minimal glukoz agarda (MGA)

kullanilmak tizere hazirlandi.

1000 ml i¢in

Distile su (45°C) 670 ml
Magnezyum siiltat (MgSQO4. 7H,0) 10g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K, HPO,) 500 g
Sodyum amonyum fosfat 175 g
(NaHNH 4P04.4H,0)

Tuzlar distile suya swrasiyla ilave edilerek otoklavda 121°C’de 20 dakika

sterilizasyona tabi tutuldu.

0.5 mM Histidin/Biyotin Cozeltisi: Mutajenite/antimutajenite ~ deneylerinde

kullanilmak tizere hazirlandi. 100 ml’lik yumusak agara 10 ml eklendi.

250 ml igin
D-biyotin (MA: 247.3) 30.9 mg
L-histidin-HC1 (MA:191.7) 24.0 mg
Distile su 250 ml

Su kaynama derecesine kadar 1sitilarak biyotin ¢oziildii. Otoklavda 121°C’de 20

dakika sterilizasyona tabi tutularak 4 °C ‘de muhafaza edildi.

52



NESRIN HASIMI

Yumusak (iist) Agar:

100 ml i¢in
Agar 06¢g
Sodyum kloriir 05¢g
Distile su 100 ml

Cozelti otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyona tabi tutuldu.

Ampisilin Cozeltisi (8 mg/ml): Suslarin ampisiline direnclilik 6zelliginin
kontroliinde, R faktor plazmidi tasiyan suslarin master plaklarinin hazirlanmasinda

kullanildz.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 08¢
Sodyum hidroksit (0.02 N) 100 ml

Kfristal Viyole Cozeltisi: Suslarin rfa mutasyonunu kontrol amaciyla kullanildi.

100 ml i¢in
Kristal viyole 0.1g
Distile su 100 ml
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Tuz Cozeltisi (1.65 M KCl + 0.4 M MgCly): S9 fraksiyonu karisiminda
kullanilda.

500 ml i¢in
Potasyum kloriir (KCI) 615¢g
Magnezyum kloriir (MgCl,.6H,0) 40.7 g

Distile suyla son hacim 500 ml’ye tamamlanarak otoklavda 121°C’de 20 dakika

sterilizasyona tabi tutuldu.

0.2 M Sodyum Fosfat Tamponu pH 7.4: S9 fraksiyonu karisiminda kullanildi.

500 ml i¢in
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat 60 ml
(NaH2P04H20)
0.2 M Disodyum dihidrojen fosfat 440 ml
(Na;HPOy4)

Cozelti pH=7"ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyona tabi
tutuldu.

0.1 M B-NADP (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) Cozeltisi:

S9 fraksiyonu karigiminda kullanildi.

5 ml i¢in
B-NADP (MA: 765.4) 383 mg
Steril distile su 5 ml

Kullanilmadan kisa sture 6nce kuru buz tizerinde taze olarak hazirlandi.
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1 M Glukoz-6-Fosfat Cozeltisi: S9 fraksiyonu karisiminda kullanildi.

10 ml i¢in
Glukoz-6-fosfat 282¢g
Steril distile su 10 ml

S9 Fraksiyonu Kansimi (Rat Karacigeri Mikrozomal Enzimleri ve

Kofaktorler): Mutajenite deneylerinde kullanilmak iizere hazirlandi.

50 ml i¢in
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2 ml
MgClL-KCl tuz ¢ozeltisi I ml
1 M glukoz-6-fosfat 0.25 ml
0.1 M B-NADP 2 ml
0.2 M fosfat tamponu 25 ml
Steril distile su 9.75 ml

Karisim kuru buz {izerinde kullanilmadan kisa siire 6nce taze olarak hazirlandi.

Minimal Glukoz Agarh Ortam (MGA): Mutajenite/antimutajenite

deneylerinde kullanilmak {izere hazirlandi.

1000 ml i¢in

Agar I5¢g

Distile su 930 ml
50xVB ¢ozeltisi 20 ml
Glukoz (%40’lik) 50 ml
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15 g agar erlene konduktan sonra 930 ml distile su ilave edildi, karistirildi ve 20
dk 120 °C’ de otoklavlandi. Daha 6nce otoklavlanmis steril tuz ¢zeltisi (50X VB) ve
%40’ lik glukoz ¢ozeltisi agara ilave edildi, karistirilip petrilere dokiildii.

Histidin/Biyotin Iceren Kati Besiyerleri: Suslarm histidin gereksinimi

kontrolii amaciyla hazirlandi.

1000 ml i¢in

Agar I5¢g

Distile su 914 ml
50xVB tuz ¢ozeltisi 20 ml
%40’ lik glukoz 50 ml
Steril Histidin-HCI. H,O 10 ml

(400 ml HO i¢in 2 g )

Steril Biyotin (0.5mM) 6 ml

15 g agar erlene konduktan sonra 914 ml distile su ilave edildi, karistirildi ve 20
dk 120 °C’ de otoklavlandi. Daha 6nce otoklavlanmis steril tuz ¢ozeltisi (50X VB),
%40’lik glukoz ¢ozeltisi, histidin ve biyotin agara ilave edilerek karistirilip petrilere

dokiildii.
Sivi Besi Yeri (Nutrient Broth): Bakterileri iretmek amaciyla kullanildi.

1000 ml i¢in

Oxoid nutrient broth No:2 25¢g

Distile su 1000 ml

Karisim otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyona tabi tutuldu.
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Nutrient Agarh Besi Yeri: Test suslarmin kristal viyole ve UV’ye duyarlilik

ozelliklerinin test edilmesi ve sitotostik etkinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

1000ml icin

Oxoid broth No:2 25¢g
Difco bacto agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Karisim otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilizasyona tabi tutuldu.

Pozitif Mutajenler : TA98 test susu icin 2-Aminofluoren (S9 varliginda) ve
Daunomycine (S9 yoklugunda), TA100 test susu i¢cin Sodyum azid (S9 varliginda ve

yoklugunda) pozitif mutajen olarak kullanilmistir.

100 ml i¢in 100 ml i¢in
2-Aminofluoren 10 mg Sodyum Azid 1.5 mg
DMSO 100 ml Distile su 100 ml

100 ml i¢in
Daunomycin 0.6 mg
Distile su 100 ml
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3.2. Metot

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlamisi

Dogal ortamindan toplanan A. vestita ve A. xylorrhiza’nin toprak iistii kisimlari
golgede kurutulup 6giitiildiikten sonra dnce petrol eteri (3x24 saat), sonra aseton (5x24
saat) ve en son metanol (6x24 saat) ile oda sicaklifinda ara sira ¢alkalanarak masere
edildi. Calismada kolaylik saglamak adina A. vestita petrol eteri ekstresi AVP, A. vestita
aseton ekstresi AVA, A. vestita metanol ekstresi AVM, A. xylorrhiza petrol eteri
ekstresi AXP, A. xylorrhiza aseton ekstresi AXA, A. xylorrhiza metanol ekstrest AXM
olarak kodlanip +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Ekstrelerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in Disk Diflizyon yontemi uygulanmistir
(NCCLS 1997). Taze kiiltiirden 6ze ile aliman mikroorganizmalar nutrient broth (NB)
stv1 besi yerinde 0.5 Mc Farland (1.5x10® Kob/ml) tiirbidite olusana kadar 37 °C’de
inkiibe edildi. Tiirbidite kontrolii spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda
absorbanslar1  0.08-0.10 olacak sekilde yapildi. Kiiltiiri  hazirlanan  test
mikroorganizmalarindan 100 pl alinarak nutrient agar kati besi yerine yayma ekim
yapildi. Ardindan DMSO’da hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki (10, 20, 40 mg/ml)
bitki ekstreleri emdirilmis steril diskler ekim yapilan petrilere yerlestirildi. Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes
bakterileri i¢in 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon, Candida albicans i¢in 30 °C’de 48
saatlik inkiibasyondan sonra inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢iilmiistiir. Ayni islem pozitif
(imipenem (10 pg), vankomisin (30 pg), eritromisin (15 pg), Nystatin (30 pg)) ve
negatif kontrol (DMSO) i¢in de tekrarlandi. Her test farkli zamanlarda 3 tekrar halinde
gerceklestirildi.

3.2.3. Ekstrelerin Toplam Fenolik Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). 4 pl FCR’ye
etanolde hazirlanmig 1000 ppm konsantrasyondaki bitki ekstrelerinden 4 pl ve son

hacmi 200 pul’ye tamamlamak i¢in 180 ul distile su eklenerek 3 dakika inkiibasyona
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brrakildi. Ardindan 12 pl %2 lik Na,COs eklenerek oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona
birakildi. Farkli konsantrasyonlardaki pirokatekol c¢ozeltileri icin de ayni islem
uygulanarak inkiibasyon sonrasinda 760 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢ctim
alindi. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri standart pirokatekol grafiginden (Sekil 3.1.)

elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir 6rnekten {i¢ paralel 6l¢iim

yapild1.
Absorbans= 0.0256 pirokatekol (pg) + 0.0405
(R?=0.9965)
0,16
0.14 y.=.0.0256x+.0.0405 P

R? = 0.9965//

g

g o

£ 0,08 /
£0.06 /

0 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.1. Pirokatekol dl¢ii grafigi
3.2.4. Ekstrelerin Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 kersetine esdeger olarak aliiminyum
nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 4 pul 1 M potasyum asetat
cozeltisine etanolde hazirlanmis 1000 ppm konsantrasyondaki bitki ekstrelerinden 20 pl
ve son hacmi 200 pl’ye tamamlamak i¢in 172 pl %80’lik etanol eklenerek 1 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan 4 pl %10’luk AI(NOs)s eklenerek oda sicakliginda 40
dakika inkiibasyona birakildi. Farkli konsantrasyonlardaki kesretin ¢ozeltileri i¢in de
aynt islem wuygulanarak inkiibasyon sonrasinda 415 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim alindi. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 standart kersetin
grafiginden (Sekil 3.2.) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi. Her bir

ornekten ii¢ paralel 6l¢iim yapild1.

59



3. MATERYAL ve METOT

Absorbans = 0.0193 kersetin (ug) + 0.0245 (R2=0,9909)

0,9

0.8 y=0.0193x +0.0245
g0 R2=10.9909
: b
v, 0,6
e
205
g 0,4
E 0,3
2 *
202 //

0,1

0 ?/
0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.2. Kersetin dl¢ii grafigi

3.2.5. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlemesi

3.2.5.1. p—Karoten Renk Acilim Yontemi

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge
dien hidroperoksitlerinin inhibisyonunun Ol¢iilmesine dayanan B-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi (Miller 1971). Bu yontem, B-karotenin renginin ag¢ilmasina
dayanan bir yontemdir. 1 mg pB-karoten bir miktar kloroformda ¢6ziiliip tizerine 100 pl
Tween 40 eklendi. Evaporatdr yardimiyla kloroform uzaklastirilip iizerine 200 pl
oksijenle doyurulmus su ilave edildi. 10 dakika kuvvetlice calkalanarak emiilsiyon
sistem hazirlanmis oldu. Bu testte pozitif kontrol olarak BHT, BHA ve a-tokoferol
kullanild1. Pozitif kontroller ve d6rneklerden stok ¢ozeltiler hazirlanarak bu stok ¢ozelti
iizerinden farkli konsantrasyonlarda ornekler hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki
orneklerden 40 pl alinarak iizerine 160 pl emiilsiyon sistemden eklendi ve 490 nm dalga
boyunda baglangi¢ (t=0) absorbanslar1 alindi. 50 °C’de 120 dakika inkiibasyona
birakilarak sonrasmnda tekrar absorbanslar1 alindi (t=120 dk). Orneklerin absorbans
degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. B-Karotenin renk agilim orani asagidaki formiil

ile hesaplanda.
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R = In (a/b)/t

In: Dogal logaritma, a: Baslangi¢c absorbansi, b: Inkiibasyonundan sonraki

absorbans
t: Zaman (dakika)

Toplam antioksidan aktivite, kontrole goére % inhibisyon olarak asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmstir.
Toplam Antioksidan Aktivite (%1nhibisy0n) = [(Rkontrol — Rémek) / Rkontrol] X 100
Riontror kontroliin renginin agilma hizi ve Rgrmex Ornegin renginin acgilma hizidir.

Her bir 6rnekten ti¢ paralel calisma yapildi.

3.2.5.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

Ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois 1958). 160 ul %0.004 metanol
DPPH c¢ozeltisine metanolde hazirlanmis farkli  konsantrasyonlardaki  bitki
ekstrelerinden 40 pl eklenerek karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
Ardindan 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢ciim alindi. Ayni islem pozitif
kontrol olarak kullanilan BHT, BHA ve a-tokoferol i¢in de uygulandi. Elde edilen
absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine yerlestirilerek inhibisyon yiizdesi (%])

hesaplandu.
%l = (Akontrol - Aérnek/ Akontrol)X100

Axontrol kontrol tiipliniin (test bilesikleri disinda tiim ayiraglar1 iceren tiip)
absorbans degerini, Asmek 1S€ her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan tiipiin absorbans

degerini ifade etmektedir. Her test farkli zamanlarda 3 tekrar halinde gerceklestirildi.

3.2.5.3. ABTS (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) Yontemi

Ekstrelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999). ABTS,
K,S,05, MnO,, H,0, gibi giiclii yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS™
olusturulur. 7 mM 5 ml ABTS c¢ozeltisi lizerine 3.3 mg K,S;0g eklendi ve oda
sicakliginda karanlikta 16 saat bekletildi. Ardindan 734 nm dalga boyunda absorbansi
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0.7 olacak sekilde etanol ile seyreltildi. 160 pl ABTS' reaktifine 40 ul farkli
konsantrasyonlardaki Orneklerden eklenerek karanlikta bekletildi. 6, 15 ve 30.
dakikalarda 734 nm dalga boyunda 6lgiim alindi. Orneklerin absorbans degerleri
kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)
asagidaki esitlik kullanilarak hesapland:.

% Inhlblsyon = (Akontrol - Aérnek) / Axontrol X 100

Her bir ornekten tli¢ paralel caligma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve
katesin kullanildi.

3.2.5.4. CUPRAC Yontemi (Bakir (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan
Kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, Orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(Il)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450 nm
dalga boyunda absorbansi Olciiliir (Apak ve ark. 2004). 67 ul 6rnek iizerine 61 pl
CuCl,.2H,0, neokuprin ve amonyum asetat tamponu eklendi ve 1 saat sonra 450 nm
dalga boyunda absorbans &lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi

degerlendirildi.

Her bir 6rnekten ti¢ paralel calisma yapildi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA, a-
tokoferol kullanilda.

3.2.6. Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu
olarak (Ellman ve ark. 1961) bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak ol¢iildii
(Kivrak ve ark. 2009). Enzim olarak elektrik baligindan elde edilen asetilkolinesteraz ve
at serumundan elde edilen biitirilkolinesteraz enzimleri, substrat olarak asetil tiyokolin
iyodiir ve butiril tiyokolin iyodiir kullanildi. Aktivitenin 6l¢iimii i¢in sar1 renkli 5,5-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) kullanildi. Kontrol olarak etanol, standart olarak

ise galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ila¢ olan Galantamin kullanildi.
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3.2.6.1. AChE % Inhibisyon Testi

130 pl1 0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=8) lizerine 200 pg/ml konsantrasyonda
hazirlanmis olan 6rneklerden 10 pl ve AChE enzim ¢6zeltisinden 20 pl konuldu. Bu
soliisyon 10 dakika siire ile 25 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 20 pl DTNB
reaktifi ve 20 pl Acl ilave edildi.

3.2.6.2. BChE % inhibisyon Testi

130 pl1 0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=8) lizerine 200 pg/ml konsantrasyonda
hazirlanmis olan 6rneklerden 10 ul ve BChE enzim ¢o6zeltisinden 20 pl konuldu. Bu
soliisyon 10 dakika siire ile 25 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasida 20 pl DTNB
reaktifi ve 20 pl Bel ilave edildi. Ayn1 islem standart olarak kullanilan galantamin igin

de uygulandu.

Substratlarin (Acl ve Bcl) hidrolizi ile aciga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu 412 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlendi. Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole

gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

%l = (Akontrol - Aérnek/ Akontrol)X100
3.2.7. Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite ve AntimutajeniteTestleri

3.2.7.1. Test Suslarinin Uretilmesi

Salmonella typhimurium TA98 ve TAI100 test suslar1 liyofilize olarak temin
edilmistir. Aseptik kosullarda kiiltiirii sulandirmak i¢in 1 ml nutrient broth eklenmistir.
Daha sonra, sulandirilmis kiiltiir 4 ml nutrient buyyon igerisine transfer edilmistir.
Sulandirilmis kiiltlirtin bir damlas: alinarak nutrient agarli plaklara tek koloni ekimi
yapilmistir. Suslarin genetik 6zelliklerinin kotrolii yapilana kadar tek koloni diisiiriilen

plaklar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.7.2. Test Suslarimin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

Mutasyon testlerinde test maddesinin mutant susu, atasal sus tipine dondiirme
glicii Olciildiigii i¢cin, susun genotip bakimindan mutant karakterlere sahip olup

olmadiginin kontrol edilmesi, testin giivenilirligi ag¢isindan gereklidir. Ames
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Salmonella/Mikrozom mutajenite testinde kullanilan Salmonella typhimurium TA98 ve
TA100 bakteri suslarinin genetik 6zelliklerinin kontrolii ¢caligmalar 6ncesinde asagidaki

sekilde yapilmistir.

Histidin Gereksinimi Kontrolii: Test suslari, histidin okzotrofu olduklarindan
histidini sentez edememektedirler. Besin eksikliginde veya mutajenik kimyasallar
varliginda iireyemezler. Ortama konan az miktardaki histidin ¢ozeltisi bakterinin bir ya
da iki kez boliinmesine olanak saglar. Suslar; uvrB delesyonu nedeniyle histidine ek
olarak biyotine de gereksinim duyduklar1 icin histidin/biyotin igeren ve histidin
icermeyen minimal glukoz agar plaklarmna ekilerek lireme yetenekleri kontrol edildi.
Suslarin histidin varhiginda iireyip, histidin yoklugunda iirememeleri, his karakterini

dogrulamaktadir (Maron ve Ames 1983, Mortelmans ve Zeiger 2000).

R Faktoriiniin Kontrolii: Ampisilin igeren nutrient agara ekim yapilarak R

faktorii test edilmistir. Suslarm plakta liremesi ampisilin direncliligi gostermektedir.

Rfa Mutasyonu Kontrolii: Test suslarinin gecelik kiiltiirtinden alman 0.1 ml’lik
ornekler, Nutrient agarl petrilere yayma ekim yontemiyle ekildi. 10 pl kristal viyole
cozeltisi (1mg/ml) emdirilmis steril hazir bos diskler, petrilere yerlestirilerek 37 °C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu
biiyiik molekiillii kristal viyole ¢ozeltisinin bakteri igerisine girip, onu oldiirmesine izin

veren rfa mutasyonunun varliginin gostergesidir (Ames ve ark. 1973b).

uvrB Mutasyonu Kontrolii: Bu mutasyonun varligi ultraviyole ismnlarma
duyarhlik testi ile Olgiildii. Tek koloni diisiiriilen test suslari, steril kiirdanla alinarak
niitrient agarli plaga ¢izgi ekim yontemi ile ekildi. Plagin kapagi agilip 30 watt’lik
germisidal UV lambasi altinda 33 cm uzakliktan 8 saniye siire ile 1smlandi. UV’ye
maruz birakilan plak 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. uvrB delesyonu tasiyan suslarin

UV ile 1sinlanmis plakta tiremedigi gozlendi (Ames ve ark. 1973a).

Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayisinin Kontrolii: Test suslarinin,
histidinsiz ortamda {reyebilmelerine yol acan kendiliginden geriye doniis,
mutajenite/antimutajenite deneylerinde rutin olarak Olgiiliir ve her plakta kendiliginden
geriye donen bakteri sayis1 olarak ifade edilir. S6zkonusu kendiliginden geriye doniis

her sus i¢in belirli limitler iginde olmaktadir. (TA98 i¢cin 20-50 revertant / plak, TA100
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icin 80-200 revertant / plak). Bu bakterilerin kolonileri, oksotrofik mutant bakterilerin

gelistigi bir besi yerinde kolayca gozlenebilir.

Kendiliginden geriye doniis frekansini saptayabilmek i¢in minimal glukoz agar
plaklar1 hazirlandi. 50 °C’de 2 ml yumusak agara 0.1 ml gecelik bakteri kiiltiirii, 0.1 ml
0.5 mM histidin/biyotin ¢ozeltisi eklenerek karisim MGA plaginin yiizeyine yayildi. 37

°C’de 48-72 saat aras1 inkiibasyondan sonra geriye donen kolonilerin sayimi yapildi.
3.2.7.3. Test Suslarinin Saklanmasi

° Master Plaklarimin Hazirlanmasi

Bakteri suslarinin +4 °C’de iki ay slireyle saklanabilmesi i¢cin master plaklar
hazirlanmistir. Master plaklarin hazirlanmasi genetik 6zelliklerin kontrolii ile es zamanlh
olarak yapildi. Her bir 6zelligin kontrolii i¢in hazirlanan secici besi yeri i¢eren plaklara
tek koloni diisiiriilen test suslarindan steril kiirdan ile srrasiyla MGA,
MGA-+histidin/biyotin, ampisilinli nutrient agar ve iki adet nutrient agar (UV ve master
plak i¢in) plagma ayni koloniden ¢izgi ekim yapildi. Her biri ayr1 bir genetik 6zelligi
test edecek olan plaklar 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda genetik
ozelliklerin tiimiinii tasiyan koloniler master plakta isaretlendi ve kiiltiir hazirlamada

kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edildi.

e Dondurulmus Orneklerin Hazirlanmas:

Genetik isaretleri dogrulanan test suslarmin, genetik isaretleri korunarak, uzun
sure saklanabilmesi i¢cin dondurulmus O6rnekler hazirlanmistir. Bunun igin, test suslari
ncelikle nutrient broth besi yerinde 1-2.10° bakteri / ml olacak sekilde tiretilmislerdir.
1 ml bakteri kiiltiirlerine 0.09 ml spektrofotometrik saflikta dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenip yavasga karistirilmistir. Bu sekilde hazirlanmig kiiltiirler, aseptik kosullarda 2
ml’lik plastik tiiplere dagitilmistir. Tipler hemen kuru buz {izerine yerlestirilerek
dondurulduktan sonra —80 °C’lik derin dondurucuya kaldirilmistir. Test suslarinin
genetik isaretleri kaybolmaksizin bu sekilde 3 yi1l muhafaza edilebildigi bildirilmektedir
(Maron ve Ames 1983).
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3.2.7.4. Pozitif ve Negatif Kontroller

Bakterilerin bilinen standart mutajenlere kars1 tepkilerini saptamak i¢in
belirlenmis bir mutajen, pozitif kontrol amaciyla esas denemeye paralel olarak yapildi.
Salmonella typhimurium TA98 susu i¢in indirekt mutajen olan, 2-aminoflouren S9
karisimi varliginda ve direkt mutajen olan dounomycine S9 karisimi yoklugunda
kullamild1. Salmonella typhimurium TA100 i¢in direkt mutajen olarak S9 karigimi
varliginda ve yoklugunda sodyum azid kullanildi (Maron ve Ames 1983).

Bitki ekstreleri ve mutajen maddeleri ¢ozmek i¢in kullanilan DMSO’nun her iki
bakteri susu iizerine etkisi olup olmadigini kontrol etmek amaci ile esas denemeye

parallel olarak yapilda.

3.2.7.5. Mutajenite Testi

Ames Salmonella/mikrozom test sistemini calisirken ‘standart plate
incorporation’ yontemi kullanildi. Bu teknikte; S9 varliginda ve yoklugunda olmak

iizere iki farkl deney yapildi.

Salmonella typhimurium standart test suslar1 ile yapilan
mutajenite/antimutajenite ¢alismalarinda, bakteri kiiltiiriinin bir ml’sinde 1-2 x 10°

Koloni Olusturan Birim (kob) olmasi 6ngdriilmektedir.

Deney i¢in oOncelikle gecelik kiiltiir hazirlandi. Master plaktan 6ze ile alman
koloni 40 ml’lik siv1 besi yerine ekilerek 37 °C’de 120 rpm’de 11-13 saat calkalayicida
iiremeye birakildi (1-2 x 10° kob/ml, ODs40=0.1-0.2).

S9 yoklugunda yapilan deneylerde, onceden sicak su banyosunda sivi hale
getirilip sicakligi 45-50 °C’ye ayarlanan 100 ml yumusak agara 10 ml 0.5 mM
Histidin/biyotin ¢ozeltisi eklenerek 2’ser ml 13x100 mm’lik steril cam tiiplere dagitildi.
Ardindan tiiplere 0.1 ml bakteri kiiltiirii ve 0.1 test bilesigi (farkli konsantrasyonlardaki
bitki ekstreleri) eklenerek 3 saniye diisiik devirde vortekslendikten sonra oda
sicakligindaki MGA igeren plaklara yayildi. Yumusak agarin donmadan, plagm tiim
ylizeyine yayilmasmi saglamak i¢in karistirma-dokme-yayma islemi 20 saniyeyi

gecmeyecek sekilde yapilmistir. Pozitif ve negatif kontrollere de ayn1 islem uygulanda.

S9 varliginda yapilan deneylerde de ayni sekilde, dnceden sicak su banyosunda

siv1 hale getirilip sicaklig1 45-50 °C’ye ayarlanan 100 ml yumusak agara 10 ml 0.5 mM
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Histidin/biyotin ¢ozeltisi eklenerek 2’ser ml 13x100 mm’lik steril cam tiiplere dagitildi.
Ardindan tiiplere 0.1 ml bakteri kiiltiirii, 0.5 ml S9 karisimi ve 0.1 ml test bilesigi (farkl
konsantrasyonlardaki  bitki  ekstreleri) eklenerek 3 saniye disiik devirde
vortekslendikten sonra oda sicakligindaki MGA igeren plaklara yayildi. Pozitif ve
negatif kontrollere de aymi islem uygulandi. Plaklar 48-72 saat arast 37 °C’de
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda olusan koloni sayis1 kaydedildi. Her doz

paralel li¢ plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda ii¢ bagimsiz deney yapilmistir.

3.2.7.6. Antimutajenite Testi

Antimutajenite deneyleri Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 ile S9
yoklugunda gergeklestirildi.

Antimutajenite deneylerinde, mutajenite testinde ac¢iklandigi sekilde oncelikle
gecelik kiiltiir hazirlandi. Sicak su banyosunda sivi hale getirilip sicakligi 45-50 °C’ye
ayarlanan 100 ml yumusak agara 10 ml 0.5 mM Histidin/biyotin ¢ozeltisi eklenerek
2’ser ml 13x100 mm’lik steril cam tiiplere dagitildi. Ardindan tiiplere 0.1 ml bakteri
kiiltiirii, 0.1 ml pozitif mutajen (TA98 i¢cin dounomycine, TA100 i¢in sodyum azid) ve
0.1 ml test bilesigi (farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri) eklenerek 3 saniye
diisiik devirde vortekslendikten sonra oda sicakligindaki MGA igeren plaklara yayildi.
Plaklar 48-72 saat aras1 37 °C’de inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda olusan
koloni sayis1 kaydedildi. Her doz paralel ii¢ plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda
iic bagimsiz deney yapilmistir. Koloni sayisindaki diisiis inhibisyon yiizdesi olarak

asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.
%I = (1- (a-b)/(c-b) ) X 100
a: Denenen dozdaki koloni sayisi1 (test bilesigi+bakteri susu+pozitif mutajen)
b: Kendiliginden geriye donen koloni sayisi (sadece bakteri susu)
c: Pozitif mutajen uygulanan plaktaki koloni sayisi (bakteri susutpozitif
mutajen)
3.2.8. Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Bu calismada yapilan tiim testler paralel {i¢ tekrar halinde calisilmis ve sonuglar

bu tekrarlarin ortalamasi + standart sapmasi olarak verilmistir.

67



3. MATERYAL ve METOT

68



NESRIN HASIMI

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulan

Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.°de A. vestita ve A. xylorrhiza bitkilerinin petrol
eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin disk diflizyon yOntemine gore yapilan
antimikrobiyal aktivite sonuglar1 ii¢ paralel testin inhibisyon zon ¢ap1 Ol¢limiiniin

ortalama ve standart sapmasi olarak verilmistir.

AVP, calisilan tiim mikroorganizmalar {izerinde aktivite gostermezken, AVA ve
AVM farkli konsantrasyonlarda bazi mikroorganizmalar {izerinde orta ve diisiik
derecede aktivite gostermistir. Calisilan mikroorganizmalar arasinda Ajuga vestita
ekstrelerine karst en duyarli mikroorganizmanin S. pyogenes oldugu gorilmektedir.
AVA ve AVM, S. pyogenes’e karsi1 orta derecede antimikrobiyal aktivite gdsterirken
(inhibisyon zonu <20-12 mm), P. aeruginosa ve S. aureus Tlzerinde cesitli
konsantrasyonlarda diislik aktivite géstermistir (inhibisyon zonu <12 mm). E. coli ve C.
albicans’in tim Ajuga vestita ekstrelerine karsi direngli oldugu gozlemlenmistir

(Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. A. vestita bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi ortalama degerleri®

Mikroorganizmalar
E.coli S.pyogenes  S.aureus P.aeruginosa  C.albicans

10mg/ml 7Y 7Y 7Y 7Y 7Y

% 20mg/ml ZY ZY ZY VA% VA%

- A mg/ml— 7y 7A' 7A' 7A' 7A'

if/ 10 mg/ml 7Y 11+1.1 Y 10+1.1 7Y
2.

g" :>: 20mg/mt - 7y 133£1.1  7+0.5 10+1 zY

é 40mg/mt - 7y 15+0.5 70 10+0.5 zY

:é 10 mg/ml 7Y 10+£1.5 9+1 9.3+0.5 7Y

= E 20 mg/ml 7Y 12+1 Y 11.6+0.5 7Y

“ 40 mgmi zY 15+0.5 zY 12+1 zY

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir
ZY: Zon Yok
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Genel olarak bakildiginda A. xylorrhiza ekstrelerinin antimikrobiyal agidan aktif
olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.2.). AXP calisilan tiim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite gostermezken AXA S. pyogenes ve E. coli’ye karsi orta
derecede (inhibisyon zonu < 20-12 mm), AXM ise P.aeruginosa’ya karsi diisiik dercede
antimikrobiyal aktivite gostermistir (inhibisyon zonu <12 mm). AXA’nm en yiiksek
aktiviteyi 40 mg/ml konsantrasyonda S. pyogenes’e karsi gosterdigi gozlemlenmistir
(inhibisyon zonu 15+0.5). C. albicans’in g¢alisilan tiim ekstrelere karsi direngli oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. A. xylorrhiza bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi ortalama degerleri®

Mikroorganizmalar
E.coli S.pyogenes S.aureus P.aeruginosa C.albicans

10 mg/ml 7Y 7Y 7Y 7Y 7Y

% 20 mgml 7Y zY zY zY zY

40 mg/ml 7Y 7Y 7Y Y Y

g 10 mg/ml 11=+1 7Y 7Y 7Y Y
§ % 20 mg/ml  11.6+0.5 11+1.1 740 7Y 7Y
2 40 mg/ml 14+1 15+0.5 7.5+0.7 7Y 7Y
:% 10 mg/ml 7Y 7Y 7.3+0.5 7.6+0.5 7Y
= % 20 mg/ml 7Y 7Y 7Y 8+1 7Y
40 mg/ml 7Y 7Y Y 9.3+0.5 Y

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir

ZY: Zon Yok

Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin (imipenem, eritromisin,
vankomisin) mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisine bakildiginda; imipenem
ve eritromisinin S.pyogenes ve S.aureus’a karsi gliclii aktivite gosterdigi, diger
mikroorganizmalara karsi diisiik ve orta derecede aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
Vankomisin P. aeruginosa’ya kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermemistir (Cizelge

43)).
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Cizelge 4.3. Pozitif ve negatif kontrollerin test mikroorganizmalarma karsi antimikrobiyal
etkisine iligkin ortalama degerleri®

Inhibisyon zonu (mm)
Mikroorganizmalar  imipenem®  Eritromisin® Vankomisin® Nystatin® DMSO*

(10ng) (5 ng) (30 ng) (30 ng)
E.coli 19+1.4 12.6+2.7 7Y - 7Y
S.pyogenes 39.5+0.7 20.2+2.6 11.5+0.7 - 7Y
S.aureus 27.5+0.7 22.25+0.6 12.5+2.12 - 7Y
P.aeruginosa 12+0 12.6+3.1 Y - 7Y
C. albicans - - - 25+0.5 7Y

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir
b:Pozitif kontrol (bakteriler i¢in imipenem, eritromisin, vankomisin; maya i¢in nystatin kullanildr)
¢: Negatif kontrol ZY: Zon Yok

4.2. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Miktar Tayinleri Sonuclar

Tim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla

pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlendi.

A. vestita ekstrelerinden metanol ekstresinin fenolik ve flavonoit miktarmin
diger ekstrelerden fazla oldugu, 4. xylorrhiza ekstrelerinden metanol ekstresinin fenolik
miktarinin ve aseton ekstresinin de flavonoit miktarmin diger ekstrelerden daha fazla

oldugu belirlendi (Cizelge 4.4).

I mg AVM’deki pirokatekole esdeger toplam fenolik madde miktar1 31 pg,

kersetine esdeger toplam flavonoit miktari ise 55 pg oldugu tespit edilmistir.

1 mg AXM’deki pirokatekole esdeger toplam fenolik madde miktar1 39 pg, 1 mg
AXA’daki kersetine esdeger toplam flavonoit miktar1 64 pug olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlari *

Fenolik Miktar Flavonoit Miktar
Ekstreler (ngPEs/mg ekstre)” (ngQEs/mg ekstre)®
AVP 26.37 +0.00 37.22 +1.50
AVA 21.16 £ 1.13 36.87 +2.85
AVM 31.25+1.38 55.53 £3.45
AXP 14.00+1.13 33.07+£1.20
AXA 21.16 + 1.13 64.68 + 2.85
AXM 39.06 +=1.38 28.41 £2.56

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmast olarak verilmistir
b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik (y= 0.0256x+0,0405 R*=0,9965)
c¢: Kersetine esdeger flavonoit igerik (y=0,0193x-0,0245 R2=0,9909)

4.3. Antioksidan Aktivite Tayini Bulgulan

4.3.1. f-Karoten Renk A¢ilim Yontemi Bulgular:

A. vestita ve A. xylorrhiza bitkilerinden hazirlanan petrol eteri, aseton ve
metanol ekstrelerinin fS-karoten renk acilim yOntemine gore antioksidan
aktiviteleri en yiksek aktivite degerini belirleyene kadar farkli

konsantrasyonlarda ¢aligild1.

AVP’nin 5 mg/ml konsantrasyonda %85, AVA’nin 500 pg/ml
konsantrasyonda %95, AVM’nin 100 pg/ml konsantrasyonda %38, AXP’nin
500 pg/ml konsantrasyonda %87, AXA’nin 100 pg/ml konsantrasyonda %72,
AXM’nin ise 100 pg/ml konsantrasyonda %56 inhibisyonla en yiiksek aktiviteyi
gosterdigi tespit edildimistir (Cizelge 4.5., Sekil 4.1., Sekil 4.2.).

Sonuglara gore en yiiksek aktiviteyi 500 pg/ml konsantrasyonda
AVA’nm gosterdigi ve ayni konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan

BHT’den daha yiiksek etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5.).
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4.3.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi Bulgulan

A. vestita ve A. xylorrhiza bitkilerinden hazirlanan petrol eteri, aseton ve
metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemine gore
antioksidan aktiviteleri yedi farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 100, 500 pg/ml, 1, 5
mg/ml) belirlendi.

Ekstrelerden AVP’nin 1 mg/ml konsantrasyonda (%75 inhibisyon), AVA’nm 1
mg/ml konsantrasyonda (%77 inhibisyon), AVM’nin 500 pg/ml konsantrasyonda (%86
inhibisyon), AXP’nin 1 mg/ml konsantrasyonda (%49 inhibisyon), AXA’nin 500 pg/ml
konsantrasyonda (%79 inhibisyon), AXM’nin ise 500 pg/ml konsantrasyonda (%85
inhibisyon) en yiiksek aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.6., Sekil 4.3., Sekil
4.4.).

Sonuglara gore bu yontemde en yiiksek aktiviteyi 500 pg/ml konsantrasyonda
AVM ve AXM’nin gosterdigi ve ayni konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan

BHT den daha yiiksek etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.6.).

4.3.3. ABTS Yontemi (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) Bulgular

Ekstrelerin katyon radikali giderim aktivitesi yontemine gore antioksidan

aktiviteleri farkl konsantrasyonlarda belirlendi.

Orneklerin en yiiksek aktiviteyi 1 mg/ml konsantrasyonda gosterdigi belirlenmis
olup, bu konsantrasyonda AVP %25, AVA %74, AVM %86, AXP %22, AXA %75 ve
AXM %386 inhibisyona sahiptir. (Cizelge 4.7., Sekil 4.5., Sekil 4.6.).

Katyon radikali giderim aktivitesi en yiiksek ekstreler %86 inhibisyon ile AVM
ve AXM olarak belirlenmistir. Tim ekstrelerin standart olarak kullanilan BHT, BHA, a-

tokoferol ve katesin’den daha diisiik etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.7.)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.3.4. CUPRAC Yontemi (Bakir (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan
Kapasitesi) Bulgulan

A. vestita ve A. xylorrhiza bitkilerinden hazirlanan petrol eteri, aseton ve
metanol ekstrelerinin CUPRAC yOntemine gore antioksidan aktiviteleri en yiiksek

absorbans degerini belirleyene kadar farkli konsantrasyonlarda ¢alisildi.

AVP 10 mg/ml konsantrasyonda 2.67, AVA 1 mg/ml konsantrasyonda 3.24,
AVM 1 mg/ml konsantrasyonda 3.99, AXP 10 mg/ml konsantrasyonda 3.86, AXA 1
mg/ml konsantrasyonda 3.61, AXM ise 500 pg/ml konsantrasyonda 3.43 absorbans
degerleriyle en yiiksek aktiviteye sahiptir (Cizelge 4.8., Sekil 4.7., Sekil 4.8.).

1 mg/ml konsantrasyonda AVM’nin pozitif kontrol olarak kullanilan -

tokoferolden daha yiiksek aktivite gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.8.)
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Cizelge 4.5. Ekstre ve pozitif kontrollerin f-karoten renk a¢ilim yontemiyle belirlenen inhibisyon yiizdesi degerleri®

Konsantrasyonlar AVP AVA AVM AXP AXA AXM BHT BHA a-TOC
10 pg/mi 37.31£2.70  28.51+0.47 23.61£0.49 49.36+£0.98 45.25+1.19 42.25+0.60 81.83+1.17 81.91+£1.27 41.58+1.19
25 pg/mi 53.98+0.53  40.05+1.17 34.02+0.23  53.89+0.86 48.75+3.04 49.30+0.68 85.97+0.53  83.29+3.52  84.48+0.49
50 pg/ml 58.72+1.56  51.99+£0.56 36.60+£3.88  62.54+1.27 51.90£0.68 56.51£3.99 87.25+1.96 83.51+0.23  93.69+3.51
100 pg/ml 75.69+£1.96 69.06+£5.86 38.92+3.52 78.04+1.54 72.89+3.51 56.99+2.62 90.07+£1.06 94.35+1.17 98.30+0.98

78.98+1.06  95.38+0.86 - 87.62+3.70 - - 92.28+0.56  95.55+0.53  98.32+2.62
500 pg/ml

74.2842.00 - - 63.434+2.59 - - 92.36+0.75 - 98.40+0.47
1 mg/ml

85.52+2.43 - - 58.10+£3.67 - - 94.18+0.86 - 98.76+2.70
5 mg/ml

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir

-: Olgiilmedi
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120 -
10 pg/mL W25 ng/mL 50 pg/mL m 100 pg/mL m 500 pg/mL ®1 mg/mL 5 mg/mL
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80 . ‘ '

9% Inhibisyon
=
]

40

20

TOC

AVP AVA AVM BHT BHA
Sekil 4.1. A. vestita ekstrelerinin S-karoten renk agilim yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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120

100

9% Inhibisyon

m10ng/mL W25 pg/mL B 50 ng/mL m100pug/mL B 500 png/mL m1 mg/mL M5 mg/mL

BHA TOC

AXA AXM BHT

AXP

Sekil 4.2. A. xylorrhiza ekstrelerinin S-karoten renk acilim yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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Cizelge 4.6. Ekstre ve pozitif kontrollerin DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi yontemiyle belirlenen inhibisyon yiizdesi degerleri®

Konsantrasyonlar AVP AVA AVM AXP AXA AXM BHT BHA a-TOC

10 pg/ml 9.37+0.94 8.93+£1.03  13.90+0.98  2.91+1.47 8.19£0.39  13.16+0.93 12.87+0.40 63.78+1.02 45.6242.02
25 ng/ml 11.54£0.93 11.64+1.42 15.70£0.93  4.04+0.13  10.91+0.28 19.77+0.39  11.23+0.81 84.30+0.94 83.92+2.15
50 pg/ml 13.46+£0.78  12.52+0.60  28.35+0.13  7.18+0.26  15.78+0.39  41.98+0.39  16.23+0.54  87.64+0.58 88.08+0

100 pg/ml 17.87+£1.06  22.78+0.68 64.22+0.40  7.45+0.53  29.19+0.53 80.82+0.53  30.73+2.58 88.15+0.11 87.83+0.11
500 pg/ml 41.85£0.53  70.67+0.43  86.09+0.10 25.59+0.18  79.24+0.61 85.13+0.43 82.32+0.27 88.53+0.13  88.08+0.13
1 mg/ml 75.83+£0.32 77.47+0.21 84.07+£0.10  49.03+0.93 75.26+0.39 82.22+0.10  88.15+0.11  88.40+0.22  87.89+0.21
5 mg/ml 20.23+0.40  14.66+0.01 69.16£2.26  2.05+0.32  12.87+0.26  39.92+1.47 88.60+£0.22  89.30+0.15  88.79+0.53

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmigtir
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Sekil 4.3. A. vestita ekstrelerinin DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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100 -
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% Inhibisyon

AXP AXA AXM BHT BHA TOC

Sekil 4.4. A. xylorrhiza ekstrelerinin DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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Cizelge 4.7. Ekstre ve pozitif kontrollerin ABTS yontemiyle belirlenen inhibisyon yiizdesi degerleri”

Konsantrasyonlar AVP AVA AVM AXP AXA AXM BHT BHA (+) Cat.

10 pg/ml 8.23+0.37 11.29+0.46  14.40+£0.23  3.56+0.37 12.69+0.93 20.31£2.44  74.69+0.91 87.54+1.15 87.04+0.23
25 ng/ml 12.11£0.69  12.11£0.23  17.94+£0.50  4.53+0.98 12.37+¢0.32  25.36+£0.67 86.34+0.42 87.75+0.50  88.25+0.69
50 pg/ml 13.74+1.62  17.51£0.46  23.73+£0.05  7.43+0.18 17.84+0.87 41.25+2.98 87.85+0.50 87.75+0.69  88.35+2.44
100 pg/ml 16.69+1.15  28.09+0.50 38.62+0.69 12.63+0.99 27.67+£0.68 45.39+£1.59 88.05+0.87 88.04+0.99 88.35+0.93
500 pg/ml 23.07+0.46  58.59+0.69 86.90+0.56 15.91+0.64 60.21+2.96 80.50+1.13  89.01+0.64 88.15+0.68 88.59+0.37
1 mg/ml 25.85+0.69 74.30+0.23 86.90+0.11 22.51+4.32 75.51+0.91 86.68+0.18 89.25+0.23 87.47+1.59  88.72+0.23
5 mg/ml - 20.45+0.46  85.37+0.18 - - 69.71£0.45 90.02+0.69  87.82+1.13  88.91+0.46
10 mg/ml - - 72.83+2.31 - - - 90.12+0.85 87.88+2.31 88.91+0.37

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmigtir

-: Olgiilmedi
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Sekil 4.5. A. vestita ekstrelerinin ABTS yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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100
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Sekil 4.6. A. xylorrhiza ekstrelerinin ABTS yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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Cizelge 4.8. Ekstre ve pozitif kontrollerin CUPRAC yontemiyle belirlenen absorbans degerleri®

Konsantrasyonlar AVP AVA AVM AXP AXA AXM BHT BHA a-TOC
10 pg/ml 0.15+0.03 0.11+0 0.14+0.02 0.10+0 0.12+0 0.17+£0.02  0.90+0.07  0.96+0.05  0.29+0.01
25 ng/ml 0.25+0.05  0.21+0.05 0.24+0 0.14+0.01 0.19+0 0.33+£0.03 1.75+0.12  2.20+0.19  0.55+0.02
50 pg/ml 0.43+0.16  0.29+0.01 0.39+0.03 0.18+0 0.30+0 0.50+0.01 2.3340.51 3.30+£0.10  0.94+0.04
100 pg/ml 0.45£0.02  0.61+0.15  0.75+0.01 0.39+0.06  0.52+0.02 0.91+0 2.6+0.61 3.65+0.26 1.76+0.03
500 pg/ml 0.90+0.09 1.94+0.16  2.74+0.21 0.84+0.03  2.13+0.05  3.43+0.13 >4 >4 3.30+0.22
1 mg/ml 1.31+0.07  3.24+0.19  3.99+0.01 1.27+0.03  3.61+0.09 >4 >4 >4 3.90+0.04
5 mg/ml 2.24+0.1 >4 >4 2.67+0.13 >4 >4 >4 >4 >4

10 mg/ml 2.67+0.19 >4 >4 3.86+0.02 >4 >4 >4 >4 >4

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmigtir
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Sekil 4.7. A. vestita ekstrelerinin CUPRAC yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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Sekil 4.8. A. xylorrhiza ekstrelerinin CUPRAC yontemi ile antioksidan aktiviteleri
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4.4. Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Bulgularn

A. vestita ve A. xylorrhiza bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol
ekstrelerinin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metoduna gore belirlenmis olup

sonuclar Sekil 4.9. ve Cizelge 4.9.’da verilmistir.

100 -
B AChE EBChE

80

60 4

40

%o Inhibisyon

~60 -
Sekil 4.9. Ekstrelerin AChE ve BChE % inhibisyonu

AChE % inhibisyonu sonuglart AVP’nin %72, AVA’nin %72, AVM’ni -%53,
AXP’nin %3, AXA’nin %29, AXM’nin ise %70 inhibisyona sahip oldugunu
gostermektedir. En yiiksek aktiviteyi AVP ve AVA gostermistir ki bu da Alzheimer
hastalig1 tedavisinde kullanilan Galantamin’nin aktivitesine (%74) c¢ok yakin bir

degerdedir. AVM’nin negatif degerde aktivite gOstermesi antikolinesteraz aktivitesi
olmadigini ifade etmektedir.

Ekstreler BChE % inhibisyonuna gore degerlendirildiginde AVP’nin %33,
AVA’nin %63, AVM’nin %49, AXP’nin %38, AXA’nn %59, AXM’nin ise %16
inhibisyon gdosterdigi belirlenmistir. BChE inhibsyonunda en iyi aktiviteyi AVA ve
AXA’nin gosterdigi tespit edilmistir.

87



4. ARASTIRMA BULGULARI

Cizelge 4.9. Ekstrelerin AChE ve BChE % inhibisyon degerleri’®
y g

Ornekler AChE BChE

% inhibisyon % inhibisyon
AVP 72.20 £ 0.15 33.89 +4.85
AVA 72.42 +0.45 63.05 + 0.88
AVM -53.25+4.37 49.95 +5.51
AXP 3.19+2.26 38.10 £0.88
AXA 29.93 £6.02 59.77 +1.54
AXM 70.93 £ 5.27 16.89 +£0.22
Galantamin 74.12 £0.15 74.48 £0.63

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir

4.5. Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite ve AntimutajeniteTesti

Bulgulan

4.5.1. Mutajenite Bulgulan

Mutajenite deneylerinde her ekstreden 9 doz ile pozitif ve negatif kontroller es
zamanl olarak 3 tekrar halinde denenmistir. Calisma S. typhimurium TA98 ve TA100
mutant suslar1 ile S9 varliginda ve yoklugunda gerceklestirilmistir. Mutajenik etki
degerlendirmesi bu sisteme 6zgii olan ‘iki kat artis’ kurali ve ‘doza bagh artan yanit’a
gore yapilmistir. Cizelge 4.10., Cizelge 4.11., Cizelge 4.12., Cizelge 4.13., Cizelge

4.14., Cizelge 4.15.te her ekstrenin mutajenite test sonuglar1 goriilmektedir.

Sonuglara bakildiginda test edilen ekstrelerin S. typhimurium 'un her iki susunda
S9 varliginda ve yoklugunda, tiim dozlarda, koloni sayisinda artisa sebep olmadigi

dolayisiyla mutajenik etki gostermedigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.10. AVP’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile mutajenite testi sonuglari®

TA98 TA100

Dozlar S9 (-) S9 (+) S9 () SO (+)
0 ng/petri 42+2 404 141£18 149426
10 pg/petri 46=+13 417 147+60 15117
25 pg/petri 4344 40+2 144+£18 165+26
50 pg/petri 40+2 4318 152427 16317
100 pg/petri 43+9 44+5 144+21 185+12
250 pg/petri 44+6 40+10 145£19 178+14
500 pg/petri 40+13 4243 146+16 177424
750 pg/petri 43+6 4244 140£12 169+11
1000 ng/petri 45+7 44+6 136+16 152+18
(-)Kontrol 4243 4144 133+11 15150
(+)Kontrol 692+31 284+38 1302480 553+38

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi ve standart sapma olarak verilmistir

(-) Kontrol: DMSO

(+) Kontrol: TA98 susu i¢in S9 varliginda 2AF, S9 yoklugunda Daunomycine; TA100 susu igin S9
varliginda ve yoklugunda sodyum azid kullanilmistir

Cizelge 4.11. AVA’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile mutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100

Dozlar $9 (-) $9 (+) $9() 59 (1)
0 ug/petri 4249 40+4 141+18 149+26
10 pg/petri 4447 3342 174+43 155+9
25 ng/petri 4145 40+2 144+10 143421
50 pg/petri 4948 3245 152+13 146+8
100 pg/petri 4624 50+11 144+18 161+38
250 pg/petri 41415 39+7 152427 155421
500 pg/petri 3042 34+4 14519 14414
750 ug/petri 4245 43+2 139+8 153+8
1000 pg/petri 45+4 5147 150+17 158£11
(-)Kontrol 4243 4144 133+11 151+£50
(+)Kontrol 692431 284+38 1302+80 553+38

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi ve standart sapma olarak verilmistir

(-) Kontrol: DMSO

(+) Kontrol: TA98 susu i¢in S9 varliginda 2AF, S9 yoklugunda Daunomycine; TA100 susu i¢in S9
varliginda ve yoklugunda sodyum azid kullanilmistir
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Cizelge 4.12. AVM’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslar1 ile mutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100

Dozlar $9 () S9 (+) $90) )
0 pg/petri 4242 40+4 141+18 149426
10 pg/petri 4745 4247 146+7 153+8
25 pg/petri 4242 39+1 155+39 138+7
50 pg/petri 3043 349 174+43 163+17
100 pg/petri 45+4 3442 144+10 185+12
250 pg/petri 5043 3245 152+13 178+14
500 pg/petri 47+7 3142 126+8 177+24
750 pg/petri 49+5 38+6 148+10 165+12
1000 pg/petri 51+7 365 143+8 168+18
(-)Kontrol 40+3 4144 133+11 151+50
(+)Kontrol 692431 284+38 130280 553+38

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi ve standart sapma olarak verilmistir

(-) Kontrol: DMSO

(+) Kontrol: TA98 susu i¢in S9 varliginda 2AF, S9 yoklugunda Daunomycine; TA100 susu i¢in S9
varliginda ve yoklugunda sodyum azid kullanilmistir

Cizelge 4.13. AXP’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile mutajenite testi sonuglari®

TA98 TA100
Dozlar S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)
0 ng/petri 44+8 43+7 137£16 149+18
10 pg/petri 33+7 39+7 139+15 167420
25 ng/petri 45+7 44+6 140426 16949
50 pg/petri 43+6 39+4 136+21 12845
100 pg/petri 45+7 51+6 141426 137+14
250 pg/petri 56+7 4244 134+6 165+20
500 pg/petri 4642 45+8 139+23 11724
750 pg/petri 43+5 4443 135+12 145£12
1000 pg/petri 48+7 465 140+£15 152+18
(-)Kontrol 4243 4144 133+11 12245
(+)Kontrol 692431 284+38 1302480 553+38

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi ve standart sapma olarak verilmistir

(-) Kontrol: DMSO

(+) Kontrol: TA98 susu i¢in S9 varliginda 2AF, S9 yoklugunda Daunomycine; TA100 susu i¢in S9
varliginda ve yoklugunda sodyum azid kullanilmistir
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Cizelge 4.14. AXA’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile mutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100
Dozlar S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)
0 pg/petri 44+8 43+7 137+16 149+18
10 pg/petri 45+8 44+4 143+21 155420
25 pg/petri 48+8 45+5 14620 153+18
50 ng/petri 46+5 54+8 124+12 146 +13
100 pg/petri 44+8 70+11 142+17 147+10
250 pg/petri 4343 49+13 137+10 163£19
500 pg/petri 4243 43+7 145+19 150+22
750 pg/petri 4042 4243 140+13 153+8
1000 ng/petri 46+7 48+6 145+12 155+6
(-)Kontrol 42+3 41+4 133+11 12245
(+)Kontrol 692+31 284+38 1302+80 553438

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi ve standart sapma olarak verilmistir

(-) Kontrol: DMSO

(+) Kontrol: TA98 susu i¢in S9 varliginda 2AF, S9 yoklugunda Daunomycine; TA100 susu i¢in S9
varliginda ve yoklugunda sodyum azid kullanilmistir

a

Cizelge 4.15. AXM'nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslar1 ile mutajenite testi sonuglari

TA98 TA100
Dozlar S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)
0 ng/petri 44+8 4347 137£16 149+18
10 pg/petri 55+6 46:+11 135+15 125+15
25 ng/petri 46+3 50+7 146424 106+3
50 pg/petri 51+10 4742 12749 133+17
100 pg/petri 45+5 45+5 139+15 153+15
250 pg/petri 45+3 4343 13748 148+7
500 pg/petri 45+7 5543 12845 14045
750 pg/petri 47+2 52+4 146+12 142+7
1000 ng/petri 4615 48+5 140+8 150+10
(-)Kontrol 42+3 41+4 133+11 12245
(+)Kontrol 692431 284+38 1302480 553+38

a: Sonuglar geri donen koloni sayisi ortalamasi ve standart sapma olarak verilmistir

(-) Kontrol: DMSO

(+) Kontrol: TA98 susu i¢in S9 varliginda 2AF, S9 yoklugunda Daunomycine; TA100 susu i¢in S9 varliginda
ve yoklugunda sodyum azid kullanilmigtir
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4.5.2. Antimutajenite Bulgulan

Antimutajenite deneylerinde her ekstreden 9 doz ile negatif kontrol es zamanl
olarak 3 tekrar halinde denenmistir. Calisma S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant
suglar1 ile S9 yoklugunda gerceklestirilmistir. Antimutajenik etki degerlendirmesi
varolan mutasyonun geri ¢evrilmesi sonucunda koloni sayisindaki diisiise gore (%
inhibisyon olarak) yapilmistir. Cizelge 4.16., Cizelge 4.17., Cizelge 4.18., Cizelge 4.19.,
Cizelge 4.20., Cizelge 4.21.°de her ekstrenin antimutajenite test sonuglari

goriilmektedir.

A. vestita ekstreleri antimutajenik etki agisindan degerlendirildiginde AVP’nin
TA98 susu iizerinde antimutajenik etki gostermedigi, TA100 susu {izerinde 500 pg/petri
dozda %091 inhibisyonla en yiiksek antimutajenik etkiyi gosterdigi saptanmustir (Cizelge
4.16.).

AVA, TA98 susu iizerinde en yiiksek etkiyi 25 ug/petri dozda (%13 inhibisyon)
gosterirken TA100 susu iizerinde en 1yi etkiyi 500 pg/petri (%77 inhibisyon) ve 10
ug/petri (%63 inhibisyon) dozlarinda gostermistir (Cizelge 4.17.).

AVM, TA98 susu iizerinde en ylksek etkiyi 250 pg/petri dozda (%31
inhibisyon) gdsterirken TA100 susu iizerinde en 1yi etkiyi 100 pg/petri, 250 pg/petri ve
500 pg/petri (srastyla %59, %58, %59 inhibisyon) dozlarinda gdstermistir (Cizelge
4.18.).

Genel olarak degerlendirildiginde A. vestita ekstrelerinin TA 100 susunda TA 98

susuna gore daha yiiksek antimutajenik aktivite gosterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.16. AVP’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suglari ile antimutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100

Dozlar % Inhibisyon % Inhibisyon
0 pg/petri 66034 %0 130280 %0
10 pg/petri 65241 %1.24 766+23 %46.36
25 ng/petri 670+54 %1.61 961+16 %29.46
50 pg/petri 68229 %3.61 902424 %34.54
100 pg/petri 59970 %09.81 782471 %44.92
250 pg/petri 68616 %426 777241 %45.35
500 pg/petri 65072 %1.56 241281 %91.75
750 pg/petri 650430 %1.61 70121 %51.96
1000 pg/petri 65416 %0.86 90938 %33.93
(-)Kontrol 612495 %7.65 1224+31 %6.68
Kontrol 4242.1 %99.94 146+6 %99.95

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi+ standart sapma ve % inhibisyon olarak verilmistir
(-) Kontrol: DMSO

Cizelge 4.17. AVA’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile antimutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100
Dozlar % Inhibisyon % Inhibisyon
0 pg/petri 660+34 %0 1302480 %0
10 pg/petri 645+86 %2.37 562420 %63.95
25 pg/petri 577+57 %13.43 920-+58 %33.04
50 pg/petri 630+18 %4.74 941+87 %31.19
100 pg/petri 706+28 -%7.44 11734170 %11.13
250 pg/petri 683+44 -%3.82 982+155 %27.68
500 pg/petri 64646 %2.26 403+38 %77.76
750 pg/petri 637+11 %3.66 961+56 %29.46
1000 pg/petri 6619 -%0.26 992+18 %26.78
(-)Kontrol 612495 %7.65 1224+31 %6.68
Kontrol 42421 %099.94 146+6 %099.95

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi+ standart sapma ve % inhibisyon olarak verilmistir
(-) Kontrol: DMSO
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Cizelge 4.18. AVM’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslar1 ile antimutajenite testi sonuglari®

TA98 TA100

Dozlar % Inhibisyon % Inhibisyon
0 pg/petri 660+34 %0 1302480 %0
10 pg/petri 632+46 %4.24 798+89 %43.54
25 pg/petri 711£26 -%8.30 1075467 %19.60
50 ng/petri 654+72 %0.91 855+48 %38.63
100 pg/petri 656+30 %0.59 616+11 %59.28
250 pg/petri 466198 %31.28 625+7 %58.56
500 pg/petri 619420 %6.63 619490 %59.41
750 pg/petri 617422 %6.85 815426 %40.91
1000 pg/petri 615+30 %7.22 848+18 %40.36
(-)Kontrol 612495 %7.65 1224431 %6.68
Kontrol 4242.1 %99.94 146+6 %99.95

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi+ standart sapma ve % inhibisyon olarak verilmistir
(-) Kontrol: DMSO

A. xylorrhiza ekstreleri antimutajenik etki acisindan degerlendirildiginde;
AXP’nin TA98 susu lizerinde 10 pg/petri dozda %36 inhibisyonla, TA100 susu
iizerinde 500 pg/petri dozda %90 inhibisyonla en yiiksek etkiyi gosterdigi saptanmistir
(Cizelge 4.19.).

AXA, TA9S susu iizerinde en yiiksek etkiyi 50 pg/petri dozda (%9 inhibisyon)
gosterirken TA100 susu iizerinde en iyi etkiyi 500 pg/petri dozda %80 inhibisyonla
gostermistir (Cizelge 4.20.).

AXM, TA98 susu iizerinde en yliksek etkiyi 10 pg/petri dozda (%6 inhibisyon)
gosterirken TA100 susu iizerinde en iyi etkiyi 250 pg/petri (%73 inhibisyon) ve 500
ug/petri (%70 inhibisyon) dozlarinda gostermistir (Cizelge 4.21.).

Her 1iki sus 1lizerindeki antimutajenite  sonuglarmi genel olarak
degerlendirildiginde 4. xylorrhiza ekstrelerinin TA100 susu tizerinde TA98 susuna gore

daha yiiksek antimutajenik aktivite gosterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.19. AXP’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suglari ile antimutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100

Dozlar % Inhibisyon % Inhibisyon
0 ng/petri 660+34 %0 1302+80 %0
10 pg/petri 436+35 %36.24 685+50 %53.34
25 ug/petri 630+18 %4.74 786+28 %44.63
50 pg/petri 598+72 %9.92 558+73 %64.30
100 pg/petri 650+70 %1.51 578+39 %62.62
250 pg/petri 558423 %16.45 416425 %76.58
500 pe/petri 568+68 %14.77 257+29 %90.39
750 pg/petri 583+11 %12.35 778430 %45. 27
1000 pg/petri 600+19 %9.65 907+28 %34.16
(-)Kontrol 612495 %7.65 1224+31 %6.68
Kontrol 4242.1 %99.94 146+6 %99.95

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi+ standart sapma ve % inhibisyon olarak verilmistir
(-) Kontrol: DMSO

Cizelge 4.20. AXA’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile antimutajenite testi sonuglar1®

TA98 TA100
Dozlar % Inhibisyon % inhibisyon
0 pg/petri 660+34 %0 130280 %0
10 pg/petri 636+5 %3.88 716420 %50.63
25 ug/petri 687+20 -%4.42 598+28 %60.89
50 pg/petri 604+31 %9.06 696+5 %52.42
100 pg/petri 638£19 %3.47 570+14 %63.26
250 pg/petri 609+31 %8.17 627£16 %58.39
500 pg/petri 621+28 %6.31 366+50 %80.96
750 pg/petri 647+34 %2.10 69248 %52.71
1000 pg/petri 651£37 %1.34 690£10 %52.94
(-)Kontrol 612+95 %7.65 1224431 %6.68
Kontrol 42421 %099.94 146+6 %099.95

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi+ standart sapma ve % inhibisyon olarak verilmistir
(-) Kontrol: DMSO
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Cizelge 4.21. AXM’nin S. typhimurium TA98 ve TA100 mutant suslari ile antimutajenite testi sonuglari®

TA98 TA100
Dozlar % Inhibisyon % Inhibisyon
0 pg/petri 660+34 %0 1302+80 %0
10 pg/petri 619+4 %6.63 709+73 %51.26
25 ng/petri 691+15 -9%5.01 524480 %67.24
50 pg/petri 662429 -%0.32 657+69 %55.73
100 pg/petri 667+15 -%1.13 627+52 %58.39
250 pg/petri 660+14 %0 447431 %73.93
500 pg/petri 625+7 %S5.66 48644 %70.58
750 pg/petri 648+32 %1.94 771£19 %45.87
1000 pg/petri 649+11 %1.97 786+17 %44.60
(-)Kontrol 612495 %7.65 1224431 %6.68
Kontrol 4242.1 %99.94 14646 %99.95

a: Sonuglar geri donen koloni sayist ortalamasi+ standart sapma ve % inhibisyon olarak verilmistir
(-) Kontrol: DMSO
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda Ajuga vestita ve Ajuga xylorrhiza bitkilerinin petrol eteri, aseton

ve metanol ekstrelerinin bazi biyolojik aktiviteleri belirlenmistir.

Ik olarak ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Disk difiizyon
yontemiyle yapilan calismada genel olarak ekstrelerin test edilen mikroorganizmalar
iizerinde antimikrobiyal agidan c¢ok aktif olmadiklar1 goriilmektedir. Ancak bazi
ekstreler (AVA, AVM, AXA) S. pyogenes lizerinde orta derecede aktivite gostermistir
(Cizelge 4.1., Cizelge 4.2.). Bu degerin de pozitif kontrol olarak kullanilan
antibiyotiklerden olan Vankomisin’in S. pyogenes lizerinde gosterdigi antimikrobiyal
etkiden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayni sekilde A. xylorrhiza aseton ekstresinin
E. coli izerinde orta derecede, metanol ekstresinin de P. aeroginosa lizerinde diisiik
derecede aktivite gosterdigi belirlenmistir ki, bu degerin Vankomisin’in ayni
mikroorganizmalar lizerindeki etkisinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. (Cizelge
4.2., Cizelge 4.3.). Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin ¢alisilan
mikroorganizmalar  iizerindeki  antimikrobiyal aktiviteleri  karsilastirildiginda,
antibiyotiklerin her mikroorganizma tizerinde farkli derecede aktivite gosterdigi veya
aktivite gostermedigi goriilmektedir. Bu acgidan bakildiginda; ekstrelerin farkli
mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin arastirilmasinin farkli
sonuglar elde edebilmek adina faydali olacagini diisiindiirmektedir. Bu ¢calismadan elde
edilen veriler temel alinarak daha genis mikroorganizma yelpazesinde ekstrelerin

antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi onerilmektedir.

Fenolikler, diyet yoluyla alinan, ateroskleroz ve kanser inhibisyonu ile iligkili
bilesiklerin biiylik bir grubunu olusturmaktadir (Williams ve Iatropoulos 1997).
Polifenolik bilesikler agisindan zengin sebze ve meyvelerin giinliik tiikketiminin insanda
mutagenez ve kanserogenezi inhibe edici etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Tanaka
ve ark. 1998). Flavonoidlerin antimikrobiyal, antitrombotik, antimutajenik,
antikanserojenik gibi farmakolojik ve biyokimyasal aktivitelerde rol aldigi cesitli
calismalarla kanitlanmistir (Cook ve Samman 1996, Kandaswami ve Middleton 1997,
Sahu ve Green 1997). Fenolik bilesikler antioksidatif etkiye dogrudan katkida
bulunabilmektedirler (Duh ve ark. 1999). Antioksadan aktivitenin fenolik madde icerigi
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ile dogrudan iliskili oldugu bildirilmistir (Velioglu ve ark. 1998). Bu nedenle, toplam

fenolik icerik ekstrelerin antioksidan etkinligi agisindan 6nem arz etmektedir.

Ekstreler toplam fenol ve flavonoid miktar1 acisindan degerlendirildiginde
metanol ekstrelerinin fenolik madde agisinda diger ekstrelerden daha zengin oldugu, 4.
vestita metanol ekstresi ile 4. xylorrhiza aseton ekstresinin flavonoid miktar agisindan
diger ekstrelerden daha zengin oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar, ¢alisilan bitkilerin
aseton ve metanole yakin polaritedeki fenolik ve flavonoid madde agisindan daha
zengin oldugunu gostermektedir. Bu veriler 15181nda metanol ve aseton ekstrelerinin
kromatografik yontemlerle sekonder metabolitlerinin saflastirilip elde edilen maddelerin
spektroskopik yontemlerle yapi tayinini yapilabilecegi Onerilmektedir. Literatiirde
calistigimiz s6z konusu endemik bitkiler ile ilgili herhangi bir biyolojik aktivite veya
kimyasal analiz sonucuna ulagilamamis olmas1 da bu durumun gerekliligini
desteklemektedir. Buradan yola ¢ikilarak, bu tez calismasma paralel olarak yiiriitiilen
TUBITAK (proje no:111T581) tarafindan desteklenen ‘Diyarbakir Cevresinde Yetisen
Endemik Ajuga vestita Ekstresinin Sekonder Metabolitlerinin ve Bazi Biyolojik
Aktivitelerinin Belirlenmesi® konulu proje ile Ajuga vestita BOISS. ekstrelerinin
sekonder metabolitleri kromatografik tekniklerle izole edilerek spektroskopik
yontemlerle metabolitlerin yap1 tayini yapilmis ve aktiviteden sorumlu maddelerin

belirlenmesi {izerine ¢alismalar devam etmektedir.

Antioksidan aktivite testleri literatiirde yer alan c¢esitli metodlar kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bitki ekstrelerinin, farkli fonksiyonel gruplara sahip onlarca
bilesigin karisimi halinde olmasi sebebiyle icerdigi bilesiklerin polarite ve kimyasal
davranislarma bagli olarak; ekstreler uygulanan test sisteminde farkli sonuglar
verebilmektedirler.  Bu  nedenle  ekstrelerin  antioksidan  potansiyellerinin
degerlendirilmesinde birden fazla test sonucuna gore degerlendirme yapilmasi
gereklidir. Bu calismada antioksidan aktivite S-karoten renk agilim, DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi, ABTS (katyon giderim aktivitesi) ve CUPRAC ydntemi
olmak tizere dort farkli testle belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda ekstrelerin genel
olarak yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Oyle ki; S-karoten
renk acilim ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesi bakimindan bazi ekstreler
(AVA, AVM, AXM ) pozitif kontrol olarak kullanilan BHT den daha yiiksek aktivite
gostermistir (Cizelge 4.5., Cizelge 4.6.). Ayni sekilde CUPRAC yonteminde de AVM,
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pozitif kontrol olarak kullanilan a-tokoferolden daha yiiksek aktivite gdstermistir
(Cizelge 4.8.). ABTS (katyon giderim aktivitesi) yontemine gore her iki bitkinin petrol

eteri ekstreleri diisiik aktivite gdstermistir.

Bu sonuglar dogrultusunda s6z konusu bitki ekstreleriyle yapilmis olan
antioksidan aktivite ¢alismalarmin sonug¢lart umut verici kabul edilmektedir.
Giliniimiizde, gelecege yoOnelik sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal
antioksidan arayislar1 hizla siirmektedir. Bu tip caligmalarla yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip bitki ekstreleri belirlenerek, bunlarin gida sistemlerindeki antioksidan
etkilerinin incelenmesi ile ¢aligmalarin endiistriyel uygulamaya yonelik devamliligi

saglanabilinmektedir.

Ekstrelerin antikolinesteraz aktiviteleri Ellman metoduna gore belirlenmis olup
AChE ve BChE % inhbisyonuna gore degerlendirme yapilmistir. AChE inhibisyonunda
bazi ekstreler (AVP, AVA, AXM) Alzheimer hastalig1 tedavisinde ilag¢ olarak kullanilan
Galantamin’e ¢ok yakin degerde aktivite gosterirken, BChE inhibisyonunda
Galantamin’den daha diisiik aktivite gostermistir. Her iki enzim inhibisyonunda da 4.
vestita aseton ekstresi en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Yiiksek antikolinesteraz
aktiviteye sahip ekstrelerin ayn1 zamanda yiiksek antioksidan aktiviteye de sahip oldugu
dikkat cekicidir. Oksidatif stres Alzheimer hastaligmin ilk adimlarindan biri olup,
hastalikta patojenik bir rol oynama durumuna sahip oldugu yapilan ¢alismalarla
desteklenmis ve bu da antioksidanlarm hastaligi tedavi etme potansiyeline sahip
olabilecegini akillara getirmistir (Lleo ve ark. 2006). Bu diisiincede ¢ok yonlii ilaglarin
yararlar1 savunulmakta ve bu da yeni, dogal kaynakli anti-AChE/BChE ve antioksidan
ilag arastirmalarma hiz katmaktadir. Son yillarda antioksidan-antikolinesteraz aktivite
iliskisi ve aktiviteden sorumlu bilesiklerin izole edilmesi lizerine ¢alismalar hiz kazanmustir.
Bu acidan calisilan bitkilerin yiiksek antioksidan-antikolinesteraz aktivitesiyle Alzheimer

hastalig1 tedavisinde yeni ajanlar bulunmasina katkis1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Loizzo ve arkadaslar1 (2009), iki Origanum tiiriinlin ugucu yagini antioksidan,
antiinflamatuvar ve antikolinesteraz aktiviteleri yoniinden arastirmislardir. Arastiricilar
antioksidan aktivite belirlemede DPPH ve f-karoten renk acilim yontemlerini
kullanirken, antkolinesteraz aktiviteyi belirlemede Ellman metodunu kullanmislardir.
Her iki bitki ugucu yagmmin yiliksek antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteye sahip

oldugunu bildirmislerdir.
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Orhan ve arkadaglar1 (2011), bes Pinus tiirtiniin (Juniperus communis ssp. nana,
Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus, Juniperus sabina, Juniperus foetidissima, ve
Juniperus excelsa) yaprak, olgun meyve ve gen¢ meyvelerinden elde edilen su ve etanol
ekstrelerini  antikolinesteraz ve antioksidan aktivite ac¢isindan arastirdiklari
calismalarinda; ekstrelerin AChE inhibisyonu agisindan aktivite gostermezken J.
foetidissima yaprak-su ekstresinin BChE inhbisyonu acisindan yiiksek aktivite
gosterdigini  (%93.94) ve c¢alisilan ekstrelerden yaprak-su ekstrelerinin  yiiksek

antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Adewusi ve arkadaslar1 (2011), Kuzey Afrika’da geleneksel tedavide kullanilan
baz1 bitkileri (Salvia tiliifolia Vahl., Chamaecrista mimosoides L., Buddleja salviifolia
(L.) Lam. ve Schotia brachypetala ) antikolinesteraz ve antioksidan aktivite agisindan
arastirdiklar1 ¢alismalarinda; calisilan tiim bitki ekstrelerinin antikolinesteraz aktivite
gosterdigini ancak C. mimosoides ekstresinin en yiiksek AChE inhibisyonu aktivitesine
sahip oldugunu (ICs5y=0.03+0.08 mg/ml) ve B. salviifolia ekstresinin de en yiiksek
antioksidan aktiviteye (ABTS; 1Cs50=0.14+0.08 mg/ml ve DPPH; ICs,=0.2340.01
mg/ml) sahip oldugunu bildirmislerdir.

Kiipeli Akkol ve arkadaslar1 (2012), Citrus laorifolius yapraklarindan elde
ettikleri etanol ekstresinin hegzan, kloroform, etil asetat, su ve biitanol froksiyonlarinin
antikolinesteraz ve antioksidan aktivitelerini arastirmiglardir. En yiiksek AChE
inhibisyonunu (%80 inhibisyon, 200 pg/ml) etanol ekstresinin, DPPH ve FRAP
yontemlerinde en 1yi antioksidan aktiviteyi ise etil asetat fraksiyonunun gdsterdigini

bildirmislerdir.

Calismamizda ekstrelerin mutajenik ve antimutajenik Ozellikleri Ames
Salmonella/mikrozom test sistemine gore belirlenmistir. Ames’e (1972) gore mutant
bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his~ durumundan his" durumuna doniismesi,
belirli sinirlar iginde miimkiindiir. Bu smirlar TA 98 i¢in 30-50 revertant/plak; TA100
icin 75-200 revertant/plaktir. Calismamizda belirlenen revertant koloni sayilar1 uygun
degerde bulunmustur. Revertant koloni sayilari; kullanilan MGA bilesimi i¢gine giren
glukoz ve tuz ¢ozeltisinin derisimi ile glukoz—6-fosfat, B-NADP, fosfat tamponu,
plaklardaki MGA’nin hacmi, top agarin miktar1 ve yayilma sekli, ortamdaki hava

sirkiilasyonu ve sicakligi, etiivdeki nem orani, S9 fraksiyonunun miktar1 gibi
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farkliliklardan dolayr degisebilmektedir. Ekstrelerin denenen tiim dozlarda S.
typhimurium un her iki susunda S9 varliginda ve yoklugunda koloni sayisinda artisa
sebep olmadig1 ve dolayisiyla mutajenik etki gostermedigi saptanmustir. (Cizelge 4.10.,

4.11,4.12.,4.13., 4.14., 4.15.).

Bu calismayla, ¢alisilan ekstrelerin S. #yphimurium TA98 susu iizerinde ¢erceve
kaymasi, TA100 susu lizerinde de baz ¢ifti degisimi mutasyonunu indiiklemedigi ortaya

konulmustur.

Ekstreler antimutajenik acidan degerlendirildiginde, ekstrelerin TA98 susu
iizerinde gosterdikleri inhibisyon oranmi genel olarak diisiik bulunmustur. TA100 susu
iizerinde antimutajenik aktivite petrol eteri, aseton ve metanol sirasina gore
bulunmustur. Petrol eteri ekstrelerinin %90 oraninda antimutajenik etki gosterdigi
saptanmistir. Ekstrelerin TA98 susu lizerinde gosterdikleri antimutajenik inhibisyon
oranlari, TA100 gore daha diisiik bulunmustur. Bu da g¢erceve kaymasi mutasyonuna
sahip olan susun (TA98), baz degisikligi mutasyonuna (TA100) sahip olan susa gore

daha kararli oldugunu gostermektedir.

Literatiire bakildiginda bitki ekstreleriyle yapilan ¢calismalar ¢alismamizla bir¢ok
yonden uyum gostermektedir. Edenharder ve arkadaglari1 (1993), flavonoidlerin ve
flavonoid yapt benzerleri maddelerin konsantrasyona bagimli veya bagimsiz

antimutajenik etki gosterebilecegini bildirmislerdir.

Zahin ve arkadaglar1 (2010) c¢alismalarinda, nar (Punica granatum) kabugu
ekstrelerinin antioksidan ve antimutajenik etkilerini arastirmistir. Metanol, etanol,
aseton ve etil asetat ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri DPPH, FRAP (Fe’" indirgeme
giicii), fosfomolibden ve CUPRAC yontemleriyle belirlenmis ve en iyi aktivitenin
metanol ekstresinde tespit edildigini bildirmislerdir. Arastiricilar calismada elde edilen
umut verici antioksidan aktivite sonuc¢larmi temel alarak metanol ekstresini Ames
Salmonella | mikrozom test sistemiyle antimutajenik agidan arastirmistir. Ekstrenin test
suslar1 (TA97a, TA98, TA100 ve TA102) lizerinde mutajenik etki gostermedigi,
sodyum azid ve metil metan siilfonata kars1 %66.76 — 91.86, 2-AF ve benzo(a)Pirene
kars1 %81.2-88.58 arasinda inhibisyon gosterdigi bildirilmistir.

Sghaier ve arkadaslar1 (2011) calismalarinda Teucrium ramosissium bitkisinin

total oligomer flavonoit, etil asetat ve petrol eteri ekstrelerinin S. #yphimurium TA9S,
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TA100 ve TA1535 suslar1 lizerindeki mutajenik ve antimutajenik etkileri ile antioksidan
aktivitelerini arastrmis ve antimutajenik etki ile antioksidan aktivite arasindaki
korelasyona dikkat cekmistir. Arastirmacilar ekstrelerin calisilan suslar iizerinde
mutajenik etkiye sahip olmadiklarini, bununla birlikte etil asetat ve petrol eteri
ekstresinin TA98 susu iizerinde %92.25 inhibisyon, etil asetat ekstresinin TA100 susu
iizerinde % 83.22 inhibisyon oraniyla yiliksek antimutajenik etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ekstrelerin ayn1 zamanda DPPH ve ABTS yontemleriyle antioksidan

aktivitelerinin de arastirilmis olup ytliksek aktivite sonuclari elde edildigi bildirilmistir.

Vinod ve arkadaslar1 (2011) Azadirachta indica bitki tohumlarinin mutajenik ve
antimutajenik aktivitelerini Ames Salmonella/mikrozom ve fare kemik iligi
mikroniikleus testi ile arastirmislardir. Arastiricilar Salmonella/mikrozom testinin farkli
suslar lizerinde (TA1535, TA1537, TA98, TA100 ve TA102) S9 varlig1 ve yoklugunda
gerceklestirildigini, tohumlarin ugucu yaginin ve bu yagdan elde ettikleri DMSO
ekstresinin her iki test sisteminde de mutajenik etki gostermedigini, ayrica ugucu yagin

DMSO ekstresine gore daha 1yi antiutajenik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Mutajenler tarafindan olusturulan hasara karsi korumada iki goriis mevcuttur.
Bunlardan biri; kanserojenlerin pirol pigmentlerinde (hemin ve klorofilin gibi) absorbe
olmasina benzer sekilde bitki ekstrelerinin de mutajenleri absorbe edebiliyor olmalaridir
(Ferguson ve ark. 2004, Ikuma ve ark. 2006). Digeri ise; bitki ekstrelerinin alkillenmis
DNA bazlarin1 onarma yetenegine sahip DNA glikozilaz enzimini indiikleyebilir olmasi

gorisidiir (Steele ve Kelloft 2005).

Mikrozomal enzim aktivasyonu siirecinde DNA’da zincir kiriklarina sebep
olabilen bircok metabolik ara iiriin ve reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Bitki
ekstreleri mikrozomal enzim aktivasyonunu engelleyebilir veya DNA’y1 dogrudan
elektrofilik kanserojenik metabolitler ve ara iirlin olarak olusan diger mutajenlerden
koruyabilmektedirler (Harris ve ark. 2003). Boylece enzim fonksiyonunda meydana
gelen bir bozukluk, mutajen ve kanserojen metebolizmasinda degisime ugramis
reaksiyon hizi ve farkli reaksiyon yollariyla sonuglanir. Bazi durumlarda bu
modifikasyon kimyasal nedenlerle olusmus mutajeneze karsi koruma saglamaktadir. Bu
etkinin bazi bitki ekstrelerinin antimutajenik aktivitelerinde rol oynadig1 bilinmektedir

(Horn  ve Ferrao 2003). Bitki ekstreleri DNA’y1r mutajenlerin  elektrofilik
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metabolitlerinden koruyabilmektedirler. Ekstrelerde bulunan flavonoitler giiclii
niikleofilik merkezler olustururlar ki; bu da onlarin elektrofilik mutajenlerle reaksiyona

girerek genotoksik hasarin dnlenmesiyle sonuclanir (Marnewick ve ark. 2000).

Sonug olarak; Diyarbakir ¢evresinde yetisen endemik Ajuga vestita BOISS. ve
Ajuga xylorrhiza KIT TAN bitkilerinin petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin
antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz aktiviteleri ile mutajenik ve antimutajenik
ozelliklerinin arastirildig1 bu tez ¢alismasinda antioksidan, antikolinesteraz, mutajenik
ve antimutajenik aktivite acisindan elde edilen sonuglar umut vadeci kabul edilmektedir.
Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip ekstrelerin gida sistemlerindeki antioksidan
etkilerinin incelenmesi ile ekstrelerin endiistriyel uygulamaya yonelik devamliliginin
saglanabilecegi ve ayn1 sekilde yliksek antikolinesteraz aktivitesiyle Alzheimer hastaligi

tedavisinde yeni ajanlar bulunmasina katkisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Calisilan bitkilerin endemik bitkiler olmasiyla ¢alismamiz sahip oldugumuz
dogal zenginligin ¢ok yonlii kullanimimi ortaya koymasi agisindan onem tasimaktadir.
Calisilan bitkilerin s6z konusu biyolojik 6zelliklerinin ilk kez bu ¢aligmayla arastiriliyor

olmasi, calismanin 6zgiin degerini arttirmaktadir.
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