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OZET

LAMIACEAE FAMILYASINA AiT BAZI BITKILERIN UCUCU YAG iCERIKLERININ
BELIRLENMESI, ANTIMIKROBIYAL VE ANTIMUTAJENIK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

Yapilan ¢alismada Stachys rupestris Montbret Et Aucher, Salvia heldreichiana Boiss. Ex
Bentham ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta Boiss. P.

H. Davis & Doroszenko, endemik bitkilerinin ugucu yag bilesimlerinin aydinlatilmasi,
antimikrobiyal ve mutajenik 6zelliklerinin ortaya amaglanmistir. Lamiaceae familyasindan olan
bu bitkiler, 2011-Haziran-Temmuz aylarinda Mersin yaylalarindan toplanmistir. Bitkilerin
ucucu yaglar1 Gaz kromatografisi-Kiitle spektrometresinde (GC-MS) incelenmistir. En ytliksek
yag verimi Salvia heldreichiana bitkisinde, %0.75 olarak belirlenmistir. Stachys rupestris ve
Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitkilerinin u¢ucu yaglarinin ana maddelerini seskiterpen
ve diterpenlerler olustururken, Salvia heldreichiana bitki ugucu yaginin ana maddesini
monoterpenler olusturmaktadir.

Her {i¢ bitkinin ucucu yaglarinin antimikrobiyal, mutajenik ve olasi antimutajenik
aktiviteleri arastirtlmistir. Antimikrobiyal aktivite icin makrobroth diliisyon teknigi kullanilmis
ve bazi patojen mikroorganizmalara karsi Minimal inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlenmistir.

Ucucu yaglarin mutajeniteleri kisa zamanli prokaryotik mutajenite testi olan Umu-test
(Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002), Ames /Salomonella/ Microsom ve kisa zamanl
Okaryotik test olan Neurospora crassa (N23 and N24 strains) testi ile arastirilmistir.

Calismamizda, Stachys rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta ugucu yaglarinin test mikroorganizmalarina karsi ortalama bir antimikrobiyal
aktivitite belirlenmistir. Ugucu yaglarin Umu ve Ames testi hem S9 (metabolik aktivasyon)
kullanmadan hem de S9’suz ortamda mutajeniteye neden olmadig1 belirlenmistir. Neurospora
crassa N23 susu ile yapilan calismada her ii¢ bitkide de herhangi bir mutajenite
belirlenmemistir. Ancak, Salvia heldreichiana ugucu yaginin N24 susu Uzerinde zayif
mutajeniteye neden oldugu gozlenmistir. Stachys rupestris ve Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta bitkilerinin ugucu yaglarinda N24 susunda herhangi bir mutajenite
belirlenmemistir.

Sonug¢ olarak, Stachys rupestris, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ve Salvia
heldreichiana ugucu yaglarinin biyolojik etkinlik yoniinden aktif, ancak mutajenik potansiyelinin
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Stachys rupestris, Salvia heldreichiana, Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta, Mutajenite, Antimikrobiyal aktivite, Antimutajenite

Danmisman: Prof. Dr. Ayse EVEREST, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali Es

Damigsman: Prof. Dr. Mehmet Sami SERIN, Mersin Universitesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Ana
Bilim Dah
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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF ESSENTIAL OIL OF SOME OF PLANTS WHICH BELONG TO
LAMIACEAE, INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIMUTAGENIC ACTIVITIES

The aim of the current study was to determine the chemical composition antimicrobial
and mutagenic activities of the essential oils of Stachys rupestris Montbret Et Aucher, Salvia
heldreichiana Boiss. Ex Bentham and Ballota saxatilis subsp. brachyodonta Boiss. P. H. Davis &
Doroszenko which are endemic plants. These plants, which belong to Lamiaceae were collected
from Mersin plateaus in April-July, 2011. The essential oils of plants were investigated by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The highest oil efficiency was determined to be
0,75% and it belonged to Salvia heldreichiana.

The antimicrobial, mutagenic and possible antimutagenic activities of all plant species
were investigated. The antimicrobial activity was evaluated using macrobroth dilution assay.
MIC (Minimal inhibitory concentration) values were determined against some pathogen
microorganisms.

The mutagenicity of essential oils was assessed by Umu-test (Salmonella thyphimurium
TA1535/pSK1002) and Ames/Salomonella/Microsom which are short-term bacterial test
systems and Neurospora crassa (N23 and N24 strains) which is a short-term eukaryotic test
system.

In our study, it was determined that essential the oils of Salvia heldreichiana, Stachys
rupestris and Ballota saxatilis subsp. brachyodonta exhibited moderate antimicrobial activity
against the test microorganisms.

It was showed that essential oils had no mutagenic activity with S9 (metabolic
activation) and without S9 conditions by Umu and Ames tests. In addition, it was determined
that the essential oils of Stachys rupestris, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta and Salvia
heldreichiana had no mutagenic activity by Neurospora crassa (N23 strains) test while the
essential oil of S. heldreichiana had a mutagenic effect on N24 strain. Essential oils of Stachys
rupestris and Ballota saxatilis subsp. brachyodonta did not show mutagenic activity on N. crassa
N24 strains.

As a result, the biological efficiency of essential oil components of Stachys rupestris,
Ballota saxatilis subsp. brachyodonta and Salvia heldreichiana have been seen to be active but it
was found that their potentials of mutagenic were low on microorganisms.

Key Words: Stachys rupestris, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana,
mutagenic activity, antimicrobial activity.

Advisor: Prof. Dr. Ayse EVEREST, Department of Biology, University of Mersin.

Co-advisor: Prof. Dr. Mehmet Sami SERIN, Deparment of pharmaceutical Microbiology,
University of Mersin.
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1. GiRiS

Bitkiler insanligin varolusundan beri hayatin vazgecilmez temel kaynaklarindan biridir.
ilkcaglardan beri insanlar bitkileri cesitli amaglarla kullanmislar ve icerigini tanimlamaya
calismislardir. Bitkilerin tibbi amagh kullanimini ifade eden etnobotanik alani1 hakkindaki ilk
yazil bilgiler M.0.3000"li yillara kadar eski Misir, Hitit, Grek ve Roma donemlerine dayanur.
Anadolu tibbi bitkileri ile ilgili bilgilerimizin kokenleri ise Hititler donemine kadar dayanmakta
olup bitkilerin tibbi alanda, Sifahanelerde kullanilmasi Selguklu donemine kadar uzanir. Bitkisel
kaynakli droglar cok eski caglardan beri hastaliklarin tedavisinde kullanilirken igerigindeki
etkin bilesikler ve etkileri XIX. yiizyilin ortalarinda arastirilmaya baslanmistir. Glinlimiizde
bitkiler ve bitki ilag hammaddeleri tedavide kullanilan ilaglarin biiyiikk bir kismini
olusturmaktadir. Son yillarda artan hastaliklara karsi iiretilen sentetik ilaglarin yetersiz kalmasi
ve yan etkilerinin bulunmasi dogal iirtinlerin kullanilma zorunlulugunu arttirmaktadir. Bu
amagla yeni dogal ilagc hammadde arayis1 giin gectikce artmaktadir [Dagcit ve Digrak, 2002;
Cellat vd., 2007; Ahiskalioglu, 2007; Kili¢ 2013].

Glnlimiizde tibbi bitkilerin ugucu yag iceriklerinin arastirilmasi hem bilimsel hem de
ekonomik yo6nden olduk¢a O6nemlidir. Bilinen tiim antibiyotiklere karsi mikroorganizma
direncliligin artabilmesi, bitki kaynaklarinin ve bunlarin hiicrelerdeki etkilerinin arastirilmasini
zorunlu hale getirmistir. Ilaclarda selilloz, pektin, seker gibi bazi maddeler yaninda
¢ogunlugunu ucucu yaglarin olusturdugu esanslar da bulunmakta ve bu maddelerin 6nemli bir
farmakolojik etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir. Bitkilerden veya bitkisel droglardan elde
edilen esansiyel yaglar olarak da bilinen ugucu yaglar hiicre membranindan kolaylikla gegebilir,
deriden ve akcigerlerden kolaylikla absorbe olabilir. Bunlarin disinda direk viicuda ila¢ veya
gida katki maddeleri olarak alinan ugucu yaglarin genotoksik potansiyelleri hakkinda yeterli
bilgi bulunmamaktadir [Kili¢, 2005]. Bu dogal bilesenler, kanserin de dahil oldugu bir ¢ok
hastaligin tedavisinde potansiyel bir kullanim alanina sahiptirler [Sotto vd., 2008]. Hastaliklara
kars1 sentetik yapili ilaglarin ve terapotik maddelerin yetersiz kalmasi, bitki kimyasalini,
mikrobiyolojik ve farmakolojik yonlerden ¢ok yonlii arastirilmayr zorunlu hale getirmigstir
[Dagc1 ve Digrak, 2005; Panizzi vd., 1993].

Ucucu yaglar oda sicakliginda sivi, bazen donabilen ucucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi
karisimlardir. Metabolizmada asetat birimlerinden kéken alan sekonder metabolitlerdir. Ugucu
yaglar bakterilere, funguslara, hatta protistalara karsi oldukga aktiftirler. Hiicreler arasi iletisim,
hormon gibi bir¢ok gérevi bulunan ugucu yaglar, bitkilerin cicek, meyve, rizom, recine ve odun
gibi kisimlarinda bulunur [Cowan, 1999; C(elik, 2007; Hanamanthagouda vd. 2007).
Farmakolojik etkiye sahip ucucu yaglar antiromatizmal, okstiriik kesici, idrar soktiiriict, iltihap

azaltan, dezenfektan gibi bircok 6zelliklere sahiptirler ve yaygin olarak kullanilirlar. Son yillarda
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tibbin bir dali olarak goriillen aromaterapiye karsi duyulan ilgi, ucucu yag kullanimini da
artirmistir. Eterik yaglar (ucucu yaglar) terapilerde uygulanan masajlarda, koku ve tat
endiistrilerinde, ev temizlik tirtinlerinde, ilaglarin koku ve tatlarini diizeltmek amaciyla da
kullanilmaktadir. Tiim bunlarin disinda ucucu yaglarin analjezik (agr1 dindiren), antiseptik
(mikroplarin iiremesini engelleyen), sedatif (sakinleStirici), stimiilan (uyarici), antioksidan gibi
etkileri ilac sanayindeki Onemini daha da c¢ok arttirmaktadir (Lee, 2011). Ucucu yag
bilesenlerince zengin familyalar, basta Labiatae (Lamiaceae) olmak {izere Asteraceae
(Compositae), Rosaceae, Rutaceae, Iridaceae, (Apiaceae) Umbelliferae, Lauraceae, Zingiberaceae
ve Pinaceae familyalaridir [Piskin, 2007].

Tirkiye farkl iklim kuSaklarinin kesisme noktasinda yer almasi nedeniyle, bitki tiir ve
cesitliligi acisindan oldukc¢a zengin bir iilkedir. Diinya pazarinda, ¢ay bitkileri ve baharat
ihracatinda s6z sahibi iilkelerden biri olup, ticareti yapilan bitki tiirleri arasinda ilk sirayi
Lamiaceae (Labiatae) familyas: almaktadir. Ayrica, lilkemiz alternatif tipta da énemli bir yeri
olan Lamiaceae bitkileri bakimindan 6nemli bir gen merkezidir. [Kocabas ve Karaman, 2001;
Ozkan, 2007]. Bu familyaya ait olan tiirlerin yiiksek biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri
yillardir bilinmektedir. Bu bitkilerin fitoterapik 6zelligi cogunlukla icerigindeki temel yaglardan
ileri gelmektedir [Bozin vd., 2006]. Lamiaceae familyasi cogunlukla ot ve ¢ali formunda olup tek
yillik veya cok yillik aromatik bitkilerdir. Bu familya diinyanin her tarafinda bulunur ve
cogunlukla Kuzey-Bat1 Asya ve Akdeniz bolgesine yayilmis, yaklasik 220 cinsi ve 3500 tiirti de
biinyesinde barindirir. Turkiye“de 38 cins, 400 tiir yetisir ve bu tiirlerin 240" endemiktir.
Endemik bitki bakimindan oldukca zengin olan Lamiaceae familyasinin ugucu yag verimi
oldukga yliksek olup, bilinen énemli cinsleri, Thymbra, Thymus, Origanum, Satureja, Mentha,
Teucrium, Ballota, Stachys, Salvia, Ajuga, Prunella, Melissa, Lamium, Sideritis ve
Marrubium"“dur. Bu familya yaygin olarak Tiirkiye“nin Akdeniz Bolgesindeki daglik alanlarda
yayilis gostermekte olup familyanin endemizm orani %42.2 olarak belirtilmektedir [Kocabas ve
Karaman, 2001; Ozkan, 2007] Aromatik o6zellige sahip bu bitkiler ile ilgili bir cok ¢alisma
yapimistir. Ancak, 6zellikle endemik tiirler ile ilgili arastirilmay1 bekleyen ytizlerce bitki vardir.
Tiirkiye florasinin %30“unu olusturan aromatik bitkilerin cok 6nemli bir kisminin halen
kimyasal icerikleri bilinmemektedir. Diinya tlizerinde yetisen 250.000 cicekli bitkinin etken
madde bakimindan ¢ok azinin arastirilmis oldugu diisiiniiliirse keSfedilmeyi bekleyen cok
sayida bitki oldugu sdylenebilir [Celik, 2007; Solmaz, 2009].

Ucucu yaglarin da dahil oldugu bitki ekstraktlarinin halk arasinda ¢ok yaygin bir
kullanimi vardir. Ancak bu bitkilerin saglhik acisindan potansiyel tehdit olusturup
olusturmadiklariyla ilgili bilgilerimiz sinirhdir. Yesil bitkilerin genel olarak dogal toksik ajanlar
olduklar1 kadar mutajenik yada kanserojenik olduklari bilinmektedir. Bir¢ok tibbi bitkinin

mutajenik, antikarsinojenik bilesenlere sahip olduklar: tespit edilmistir. Bu durum, son yillarda
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alternatif tiptaki yaygin bitki kullanimi ekstraktlarin giivenilirliginin sorgulanmasina neden
olmustur [Basaran vd., 1996]. Bitki ekstraktlarinin sadece antimikrobiyal degil mutajen ve
antimutajen ya da antikarsinojen etkileri ile ilgili calismalar da giderek artmaktadir [Caillet vd.,
2011; Verschaeve ve Staden, 2008]. Mutajeniteye neden oldugunu disiindiigiimiiz radyo,
televizyon, sentetik gidalar gibi ajanlarin disinda dogal mutajenleri saptamak, kanser ve
mutajen kaynakli hastaliklarin tedavisi icin o6nemlidir [Korkmaz, 2005]. Bu ajanlarin
mutajen/antimutajen  veya  karsinojen olup olmadiklari ise bircok  yolla
degerlendirilebilmektedir. Bunlar deney hayvanlariyla yapilan arastirmalari ve devaminda uzun
stirebilecek histolojik calismalar1 kapsamaktadir. Fakat bu calismalar oldukca yiiksek maliyetli
ve ¢ok zaman alan testler olduklarindan arastirmacilar giiclii mutajenleri belirlemek icin daha
basit, ucuz ve kisa siirede sonuc¢ veren kisa zamanl test sistemlerine ihtiya¢c duymaktadirlar.
Karsinojenite taramalarina esas olabilecek, kisa zamanda sonuglanan ve diisiik maliyetli bir¢cok
mutajenite test sistemi bu amacla gelistirilmistir. Bunlar icinden yaygin olarak kullanilan bir
mikrobiyolojik test sistemi olan Ames Salmonella/mikrozom yontemide yer almaktadir [iScan,
2002].

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium (Ames) gibi mutant suSlarin
kullanildig1 mikrobiyolojik kisa-siireli testler, mikroorganizmalarin hizli tiremeleri, genetik
yapilarinin ortaya c¢ikarilmis olmasi ve genlerdeki degisimlerin takip edilebilir olmasi nedeniyle
mutajenite tespitinde oldukc¢a kullanish olabilmektedir [sen, 2005; Korkmaz, 2005].
Calismamizda kullanilan Umu-testi ise, son yillarda taninan bir prokaryotik mutajenite testi olup
Ames testine gore daha hizli sonug verdigi belirtilmektedir. Her iki test arasindaki korelasyonun
arastirildigl calismalar da mevcuttur [senel, 2006]. Umu-test, Ames test ile uyumlu olup, teknigin
kullanilmasi agisindan daha hassas, hizli ve basittir [Miyazawa ve Hisama, 2000]. Prokaryotik
organizmalarla yapilan mutasyon analizlerinin yaninda 6karyotik mutasyon testlerin yapilmasi
iki hiicresel ve genetiksel yapiy1 karsilastirma olanagi sunar [sen, 2005]. Bu nedenle
calismamizda o6karyotik mutasyon testleri de kullanilmistir. Bilimsel ¢alismalarda daha ¢ok
mutant Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pompe ve Neurospora crassa gibi 6karyotik
mikroorganizmalarin kullanildig: testler s6z konusudur. Bu testlerde kromozom ayrilmamasi,
baz degisimi, cerceve kaymasi, gen degisimi gibi mutasyonlar belirlenebilmektedir [sen, 2005].

Bu tez calismasinda Lamiaceae familyasina ait bir¢ok bitki ucucu yag bilesenlerinin
arastirilmasi ve antimikrobiyal calismalarin yaninda olasi mutajenik/antimutajenik etkilerin de
belirlenmesi amacglanmaktadir. Literatiire bakildiginda, Salvia, Ballota ve Stachys tiirlerinin
biyolojik aktivitelerinin arastirildig1 goriilmekle birlikte Mersin (C4) endemik tiirleri olan
Stachys rupestris Montbret Et Aucher, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta Boiss. P. H. Davis &
Doroszenko ve Salvia heldreichiana Boiss. Ex Bentham"a iliskin antimikrobiyolojik ve mutajenik

kiyaslamalarla ilgili herhangi bir veriye rastlanamamistir. Calismamizda, Stachys rupestris,
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Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ve Salvia heldreichiana endemik bitkilerinin
makrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri, Umu-test (Salmonella thyphimurium
TA1535/pSK1002), Ames/ Salmonella/ Mikrosom ve Neurospora crassa testleri ile mutajenik
ozellikleri ve olas1 antimutajenik etkileri arastirilmistir. Bu bitkilerin ugucu yaglarinin,
mutajenik veya antimutajenik potansiyellerinin, hem prokaryotik hem de 6ékaryotik testlerle
kiyaslanmasi ve mikrobiyolojik yontemlerle mutasyon testlerinin gilivenilirligi ve pratikliginin

tartisilmasi, bundan sonraki ¢alismalar icin faydali olacagini diistinmekteyiz.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Ucucu Yaglar

Ucucu yaglar, aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan elde edilen, kuvvetli kokulu
ve buharla siiriiklenebilen, yagimsi bilesenlerinin kompleks bir karisimidir. Bulunduklari
ortamdan su, buhar, kuru destilasyon veya sikma yoluyla serbest hale gelebilirler. Ugucu yaglar,
bitkilerin basta cigcek ve yapraklarinda olmak iizere kok, meyve, tohum, yaprak, rizom gibi diger
dokularinda da gorilmektedir. Bagli olduklar1 familyaya bagh olarak belli oranlarda salgi
tiiyleri, salgi kanallar1 ve salg1 ceplerinde bulunurlar. Bitki hormonlarinin yapisini olusturmakla
birlikte hiicreler arasi bilgilerin taSinmasi gibi bitkide temel rollere sahiptirler. Ugucu yaglar oda
sicakliginda sivi halde bulunan, kolayca kristalleSebilen terpenoid veya terpenoid olmayan
bilesenlere sahiptirler [iscan, 2002; Cheng vd., 2007, Piskin, 2007; Celik, 2007). Terpenler ve
terpenoidler; monoterpenler, seskiterpenler, triterpenler, alkoller, eterler, aldehitler, esterler ve
ketonlardan olusurlar [Cowan, 1999]. Ayrica terponoidler, fenil propanoid, yag asitleri, bunlarin
esterleri veya parcalanma trtinleri Seklinde de olabilirler. Tiim ucucu yaglar hidrokarbonlar ve
onlarin oksijenli tiirevleridir. Oksijenli bilesiklerin bir kisminin suda ¢6ziiniir 6zelliklerinden
faydalanilarak aromatik sular hazirlanmaktadir. Bazi ugucu yaglar azot ve kiikiirt tiirevleri
icerebildikleri gibi, alkol, asit, ester, epoksit, aldehit, keton amin, siilfit gibi bilesenler de ihtiva
edebilirler. Hiicrelerde karbonhidrat ile baghdirlar ve bu durumda glikozitik bagin hidrolizi ile
serbest kalirlar [Tiirk, 2010].

Ucucu yaglarin bitkilerde neden varoldugu ile ilgili bircok fikir éne siiriilmiiStiir. Baz1
arastirmacilara gore artik Uriin olarak kabul edilen ugucu yaglar, koruyucu ajanlardir ve
bitkilerin yaralanmasi sirasinda meydana gelen reginelerin ¢oziinmesinde gorev alirlar. Ugucu
yaglarin bocekleri kacirma ya da ¢ekmek icin tiretildigi de diisiiniilmektedir. Ugucu yaglari
taSiyan bitkilerin hayvanlar tarafindan yenilmedigi ve c¢evresindeki yabanci otlarin da
¢imlenmedigi diisiiniildiigiinde, bitkinin korunmasi ve neslinin stirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli bir
yer tuttuklar1 anlaSilmaktadir. Ayrica ugucu yag bitkileri sicak iklim bélgelerinde serin iklim
bolgelerine gore daha fazla sayida bulunmaktadir. Bazi1 arastirmacilar bunun nedenini,
sicaklardan korunmak i¢in ugucu yag tiretmeye baglamaktadirlar. Ugucu yaglar, sicak havalarda
buharlasarak bitki tizerinde bir serinlik etkisi birakmaktadir. [Celen, 2011].

Bilindigi gibi ugucu yaglarin ucguculuk, hidrofobiklik ve solunum sisteminde etki
gosteren 0zel kokulara sahip olma gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Bitkilerden ve bitkisel
droglardan elde edilen esansiyel yaglar, deriden ve akcigerlerden kolaylikla absorbe
edilebilirler. Arastirmacilar viicuda direk ila¢ olarak ya da besinlerden katki maddeleri olarak

alinan ucucu yaglarin farmasotik ve genotoksik potansiyelleri hakkinda daha fazla bilgiye sahip
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olmak istemektedirler. Bircok calisma esansiyel yaglarin pek ¢ok etkisinin olabilecegini
gostermistir [Kilig, 2005]. Ugucu yaglarin antibiyotik etkileri en yaygin bilinen 6zellikleridir.
Bakterilere, viriislere ve protozoolara karsi oldukea aktiftirler. Temel yaglarin % 60"1inin fungus,
% 30"unun ise bakteri biliyiimesini inhibe ettigi belirtilmektedir [Cowan, 1999]. Ucucu yaglar
farkl bilesenleri iceren kompleks karisimlar olduklarindan mikroorganizmalari etki dereceleri
de bitkiden bitkiye degisebilmektedir. Hatta, ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisi, bitkinin
ekolojik kosullarina ve tiirtine bagl olarak da degisebilmektedir. Ancak, antimikrobiyal
ozellikten yararlanilarak iiretilen ilaclara karsi, zaman i¢cinde mikroorganizmalar direnclilik
kazanabilmektedir. Farkli olarak, antibiyotik direncliligine karsin mikroorganizmalarin bitkilere
kars1 diren¢ kazandigl goriilmemektedir. Bu durum bitki veya bitki karisimlarindan olusan
droglarin 6nemini kaginilmaz olarak arttirmaktadir [Toroglu ve Cenel, 2006].

Son zamanlarda yapilan diger calismalar, temel yaglarin oOkaryotik hiicrelerde
mitokondri gibi organellerin i¢ hiicre membranini etkileyerek prooksidan benzeri davrandigini
gostermistir. Ancak ucucu yaglarin canh hiicrelerdeki cesidine ve konsantrasyonuna bagh
olarak degisen bu sitotoksik etkiler, cogunlukla antigenotoksik 6zellige sahiptirler [Bakkali vd,,
2008]. Bu ylizden, ucucu yaglarin sitotoksik etkileri ile ilgili bir cok arastirma yapilmakta ve etki
mekanizmalar tartisilmaktadir. Sitotoksisite, hiicre membraninin zarar goérdiigii, membran
potansiyelini veya gecirgenligini kaybettigi Seklinde ortaya cikan etkilerdir. Bu etki mitokondri
zarinda iyon kanallarinin kaybi, membranda bulunan lipid, protein yapilarinin bozulmasi ya da
stoplazmanin koagiile olmas1 Seklindedir. Bakteriyel hiicrelerde ucucu yag konsantrasyonuna
bagh olarak degisen bu sitotoksik etki, ayni zamanda bakterinin iireme egrisinde hangi
donemde ortaya ¢iktig1 ile de yakindan ilgilidir [Bakkali vd., 2005; Bakkali vd., 2008]. Ugucu
yaglarin sitotoksik etkisinin daha c¢ok icerigindeki fenoller, alkoller ve aldehidlerden
kaynaklandigi belirtilmektedir [Sacchetti vd., 2005].

Ugucu yaglarin bir diger etkisi ise fitotoksik etkidir. Ugucu yag icerisinde bulunan ve
1sikla uyarilan bazi molekiiller uyarildiklarinda hiicrede radikal reaksiyonlarin olusmasina
neden olurlar. Ornegin oksijen radikalleri gibi molekiiller olustuklarinda hiicrede organeller
veya DNA"ya bagh proteinler izerinde tahribata neden olmaktadirlar [Nathalie vd., 2006].

Ugucu yagin igerisinde yiizlerce ¢esit madde vardir ve bunlarin herhangi birinin ya da
hepsinin birbirleriyle etkileSimi ile mutajenik etki olusabilmektedir [Korkmaz 2005; Bakkali
vd., 2008]. Mutajenite ve Kkarsinojenite arasindaki pozitif korelasyon mutajenik etki
olusturabilecek maddelerin kansere de neden olabilecegi Seklindedir [Loh vd., 2009]. Benzer
bicimde baz1 maddelerin mutajen etkileri disinda antimutajen etkilerinin de olabilecegi bir
gercektir. Mutajen maddenin aktivasyonunu durduran bazi ajanlar yoluyla yapilan kanser
arastirmalarinda oldukga giinceldir. Ornegin, yapilan bir ¢alismada ugucu yaglarda bulunan a-

bisabolol bilesiginin, aflatoksin B1 iizerinde inhibe etkisi oldugu, yani aflatoksin mutajenine
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antimutenik etki gosterdigi Ames testi ile belirlenmistir [Gomes-Carneiro vd., 2005]. Bazi ucucu
yaglarin mutajenik o6zelligi olmadig1 gosterilmis ise de antimutajenite o6zellikleri ele
alinmamistir [Uysal, 2006; Martino, 2009].

Antimutajenite; Mutajenik maddelerin mutajen veya kanserojen etkilerinin ortadan
kaldirilmasi ya da bunlarin DNA ile etkileSimlerinin 6nlenmesidir.

Antimutajenler etki etme Sekillerine gére desmutajenler ve biyoantimutajenler olmak
lizere iki Sekildedir. Mutajen ajanlarin hiicreye girisini bloke eden yani DNA"nin yapisina dahil
olmadan onlar1 inaktif hale getiren antimutajenik maddeler desmutajenler olarak
tanimlanmaktadir. Mutajenin DNA“nin yapisina katilmasindan sonra DNA replikasyonu ve DNA
tamir mekanizmalarinin iSleyisini diizenleyerek mutagenezisi azaltan maddeler ise
biyoantimutajenik maddelerdir. Biyoantimutajenler, DNA polimeraz I ve DNA polimeraz III
sentezini arttirarak ve hata-egilimli DNA tamir mekanizmasini engelleyerek etki gosterirler.
Antimutajenik 6zellige sahip oldugu bilinen baz1 bilesikler ise Sunlardir; polifenoller,
flavonoidler, a-tokoferol, askorbik asit ve karotenoidler [Ozbek, 2006].

Ucucu yaglar, petrol eteri, hekzan, eter, etanol gibi organik ¢o6ziiclilerde c¢oziiniirler.
Ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlari ise Gaz Kromotografisi ve Kiitle spektrometresi ile
belirlenebilmektedir. Bugline kadar ugucu yag bileSiminde 2000“den fazla madde
keSfedilmistir. Bunlarin en 6nemlileri terpenler ve fenilpropanlardir [iscan, 2002; Cerit, 2008].

Ucucu yaglar yapilarinda terpenoid veya terpenoid olmayan alkoller, asitler, aldehidler
ve ketonlarin bulundugu karmaSik kimyasal bilesenleri icermektedirler. Kimyasal yapilarina,
aromatik 6zelliklerine ve farmakolojik-terapik etkilerine gore olmak iizere li¢ farkli Sekilde

siniflandirilirlar.

2.1.1. Kimyasal Yapilarina Gére Siniflandirilmasi

Ugucu yaglarin bilesimleri her bir bitkinin kosullarina gore farklilik gésterebilmektedir.
Bunlar; terpenik bilesenler, aromatik bilesikler, diiz zincirli hidrokarbonlar, azot ve kukiirt
taSiyan bilesikler gibi bir cok cesitli kimyasal formasyonlara sahiptirler. Ucucu yaglarin temel
yapisi olan terpenler farkli yapilarda fakat belli sayida izopren birimlerine sahip olan bir
molekiil grubu olarak tanimlanmaktadir. Cizelge temel molekiiler iskelette izopren sayilarina

dayanan terpenlerin siniflandirilmasini géstermektedir [Durceylan, 2007].
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Cizelge 2.1.1.1. Terpenlerin izopren birimi sayilar1 ve karbon atom sayilarina goére

siniflandirilmasi.

Terpenler lzopren birimi sayisi Karbon atom sayisi
Monoterpenler 2 10

Seskiterpenler 3 15

Diterpenler 4 20

Sesterpenler 5 25

Triterpenler 6 30

Karotenoitler 8 40

Politerpen > 100 > 500

Ugucu yaglarin %90"nin1 olusturan terpenler, iki veya daha fazla isopren molekiillerinin
bas-kuyruk diizenlemeleri yoluyla olusan hiicrenin ikincil metabolit bilesenleridir. Temel
yapisal formiilii C1oH16 olup, iki isopren molekiiliinden bir monoterpen olusur. CsHg bilesikleri
hemiterpenlerdir. Ugucu yaglarin asil 6nemli olanlar1 oksijenli formlaridir. Clinkii, terpenlerin
oksitlenmesiyle olusan oksijenli tiirevler yagin kendine 6zgii koku ve terapik 6zelligini olusturur

[Cellat vd., 2011; Cowan, 1999].

2.1.1.1. Monoterpenler

Monoterpenler, iki isopren biriminden (CioHis) olusur. En basit iskelet yapisi 2,6-
dimetiloktan“dir. Bitki ucucu yaginda en fazla monoterpenler bulunur. U¢ grup altinda
toplanirlar. Asiklik monoterpenler grubunda, osimen, citral, nerol, linalol, citronellal, geraniol
bulunur. Giil, bergamut, kisniS, melisa, limon, safran gibi bitkilerde saptanmislardir. Monosiklik
monoterpenler, nane, kimyon, okaliptus, defne gibi bitkilerin yapisinda bulunan bilesenlerdir.
Terpinen, mentol, menton, kuminal, limonen bu grubun iyeleridir. Bisiklik monoterpenler
grubunda ise, sabinen, tujon, kamfen, kamfor, fencon sayilabilir. Bu bilesiklerin yaygin olarak
bulundugu bitkiler ise, pelin otu, kuS§ dili, kedi otu, solucan otu, pire otu olarak sayilabilir [Tirk,

2010; Cellat vd., 2011].

2.1.1.2. Seskiterpenler (C15)

Ug izopren iinitesinden olusan seskiterpenler, terpenlerin en genis sinifin1 olustururlar.
Lineer, dallanmis yada siklik olarak bulunurlar. Ozellikle tat ve ila¢ bileseni olarak endiistride
onemli bir yeri vardir. Seskiterpenler, kimyasal yapilarina gére monosiklik, bisiklik ve trisiklik
seskiterpenler olarak isimlendirilirler. Monosiklik seskiterpenlere 6rnek olarak a-bisabolen
dogada genis olarak yayilmistir. Bu seskiterpen bilesigi, bergamot (turunggil), miir (recine) ve

cesitli ugucu yaglarin bir bilesenidir. Bunun oksijenli tiirevleri, papatyada bolca bulunan a-
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bisabolol ve b- bisabolol“dur. Bisiklik seskiterpen yapisinda olan Cadinen, hint biberi tohumu
yagi1 gibi ugucu yaglarin pek ¢ok ¢esitlerinde bulunan, bir¢ok izomerik bilesigin adidir. Aslinda,
ardictan tiliretilir. Temel iskeleti kadalan (4-izopropil-1,6- dimetildekahidronaftalin)
molekiiliinden olusur. Onemli sterokimyasal izomerler a- kadinen, g-kadinen ve d-kadinen"“dir.
Bu grup naftalin tipli seskiterpenler olarak da bilinir. Bir diger grup bisiklik seskiterpen bilesigi
a-selinen, S-selinen, g-selinen ve d-selinendir, Kereviz yag1 ve diger bircok yagda bulunur.
Bircok yagda bulunan tersiyer alkoller olan a-eudesmol, S-eudesmol ve g-eudesmol selinenlerin
oksijenlenmis formlaridir. Asiklik seskiterpenler ise Serbetciotu yagi ve diger pek ¢ok yagda
bulunan f-farnesen ve a-farnesen yapi izomerleridirler. Bir baska asiklik seskiterpen olan
farnesol giil, akasya ve siklamen gibi ¢icek yaglarinda yaygin olarak bulunabilmektedir [Turk,

2010; Cellat vd., 2011].

2.1.1.3. Diterpenler (C20), Triterpenler (C30) ve Tetraterpenler (C40)

Isopren birimlerinin farkhi bas-kuyruk jeklinde yeniden diizenlenmesi ile diterpen
(C20), triterpen (C30), tetraterpen (C40) formasyonlari olusur (Cowan, 1999). Diterpenler
genel olarak reginelerde (6rnegin pimerik asit ve abietik asit) bulunur. Baz1 diterpenler 6rnegin
fitol gibi ucucu yaglarin dabilesenleridir.

Terpenli bilesiklerin oksijenli tiirevlerinden bir¢ogu yagda karisik halde bulunmaktadir.
Oksijensiz olanlar kolay ucucudurlar. Bazi ugucu yaglarda ¢oken kisimda doymu$S
hidrokarbonlar bulunabilir. C6ken kismina stearoptene, bu kosullarda sivi halde kalan kismina
da elaoptene adi verilir. Ucucu yaglara fraksiyonlu destilasyon uygulandigi zamanda ilk ele

gecen fraksiyonlar eleoptenden olusan oksijensiz bilesiklerdir [Umay, 2007; Tiirk 2010].

2.1.2. Aromatik Ozelliklerine Goére Siniflandirilmasi

Aromatik maddeler, terpenlerden sonra wugucu yaglarda bulunan O6nemli
bilesiklerdendir. Benzen, propilbenzen ve p-simen 6nemli bilesenlerindendir. Yapilarinda asit,
alkol, ester, aldehit, keton, fenol ve eter gibi organik fonksiyonel gruplar bulundururlar. Ug farkh
gruba ayrilmaktadirlar.

I. Aromatika (¢ok kokulu ve tadi iyi olanlar)

il. Aromatika-aroma (kokulu ve tad1 aci olanlar)

lil. Aromatika-akria (kokulu ve tadi keskin olanlar) [Umay, 2007; Hacioglu, 2006].
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2.1.3. Farmakolojik ve Terapik Etkilerine Gore Siniflandirilmasi

Ucucu yaglarinin igeriginin zenginliginden dolay1 bir ucucu yag bir ¢ok hastalik i¢in
kullanilabilmektedir. Ugucu yaglar farmakolojik-terapik o6zelliklerine gore farkli gruplarda
incelenebilir. Bunlar;

Uyarici (stimulan), antiromatizmal

Balgam soktiiriicii (ekspektoran), 6ksiiriik kesici (antitusif) idrar séktiiriicii (diiiretik)
Gaz giderici (karminatif), safra soktiiriicii (kolagog) Solucan diisiiriicii (antihelmintik)

itihap azalticl (antienflamatuar)

Dezenfektan, antiseptik ve antibiyotik olarak

kullanilabilmektedirler [Hacioglu, 2006].

2.2, Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari

Arastirmacilara gore, dogal bilesikler hiicrelerde dogrudan ya da dolayll olarak
hiicrelerin biyokimyasal siireclerini etkilemekte, fizikokimyasal biitiinliigiinii bozmaktadir.
Ozellikle hidrofobik yapida olan terpenler, hiicre duvan ile etkileSime gecerek hiicre duvar
biitiinliglinii hasara ugratmaktadir. Terpenlerin hidrofobik 6zelligi hiicre duvarindaki lipitler ile
interaksiyonu lipitlerin bir arada toplanmasina ve zarin gecirgenliginin artmasina neden
olmaktadir. Dogal olarak fizikokimyasal yapinin bozulmasi, hiicrede proton hareketi ve elektron
akisinin ve dolayisiyla taSinim aksakliklarina ve hiicre iceriginin koagiilasyonuna neden
olacaktir. Herhangi bir dogal bilesenin hedef bolgeyi etkilemesiyle olusabilecek zincirleme
reaksiyonlarin da hiicrenin baska bir bolgesinde benzer hiicre tahribatina neden olabilecegi ve
ayrica hiicre duvarinda bulunan proteinleri de etkiledikleri saptanmistir [Silva ve Fernandes,
2010].

Gram pozitif ve Gram negatif hiicre duvar yapilar bilindigi gibi elektron mikroskobunda
oldukea farkli bir goériiniime sahiptirler. Gram negatif hiicre duvar1 ¢ok tabakali ve karmaSik
yapili iken, Gram pozitif bakteri duvar: tek tip bir molekiilden olusmaktadir. Bakteri hiicre
duvarinin temel yapisini olusturan bu molekiil peptidoglikan yapidadir ve Gram negatif hiicre
duvarimin %10"“unu olustururken, Gram pozitif hiicre duvarinda %90 oraninda bulunmaktadir.
Polisakkarit yapida olan peptidoglikan, N-asetil glukozamin ve N-asetilmuramikasit ve az sayida
0zgiil aminoasitten olusur. Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan yapu ile birlikte, teikoik asit
ve lipoteikoik asitler bulunmaktadir. Negatif yiiklii olan teikoik asitler hiicre yiizeyinin negatif

elektrik ylkiinden sorumludurlar [Sikkema vd., 1995].
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Gram negatif bakteriler, Gram pozitiflerden farkl olarak peptidoglikanin disinda ikincil
bir dis membrana sahiptir. Bu dis zar ¢ift kath lipidlerden olusmaktadir. Fosfolipid, protein ve
polisakkarit kompleksinden olusan bu yapi lipopolisakkarit (LPS) yapidadir. Gram negatif hiicre
duvarinda bulunan yogun lipit tabakaya ragmen, kiiciik ve hidrofilik bilesenlerin gecisine izin
veren porinler bulunur. Ayrica periplazmik boslukta bulunan onlarca protein, madde
parcalanimi, madde alimi ve taSinmasindan sorumludur [Cokmiis, 2010]. LPS tabakasi, bakterinin
hidrofobisitesini arttiran, ozmotik basinca karsi daha dayanikli olmasini saglayan ve
bakterilerin patojenik etkisine neden olan bir tabakadir [Beveridge, 1999; Navarre, 1999]. LPS,
aSirt hidrofobik (lipofilik) molekiillerin hiicreye giriSini belirgin bicimde yavaSlatirken, porin
kanal proteinlerindeki degisiklikler hidrofilik molekiillerin giriSinde bir bariyer
olusturmaktadir. Son yillarda dogal direncte etkili mekanizmanin stoplazmik membrana
yerleSim gosteren aktif pompa proteinleri oldugu bulunmuStur ve bunlar Gram pozitiflerde
yaygin olarak saptanmistir [Hasdemir, 2007].

Bitkiler sinirsiz sayida aromatik bilesikler iiretme yetenegine sahiptirler. Bu bilesikler
cogunlukla fenolik ve onlarin oksijene bagh tiirevlerinden olusmaktadir. lkincil metabolitler
olarak turetilen bu bilesiklerin Simdiye kadar 12.000 tanesi izole edilebilmistir ve bu say1 tim
aromatik bilesiklerin sadece %10“unu olusturmaktadir. Bu bilesenlerin ¢ogunlugu bitki
savunma sistemi icin gerekli olup, koku ve pigment olusumunda rol oynayan terpenler, kinonlar
ve taninler antimikrobiyal arastirmalarda kullanilmaktadir [Cowan 1999, Silva ve Fernandes,
2010]. Yiizyillar boyunca antienfektif olarak kullanilan sayisiz bitki droglar1 mevcuttur. Ozellikle
etken maddesi ilk keSfedilenlerden bazilar1 Allium sativum L."daki allininin antibiyotik etkisi ve
Hydrastis canadensis L."deki berberinenin antimikrobiyal etkisi gibi olmuStur [Iwu, 1999].
Benzer Sekilde, Cephaelis ipecacuanha Rich."in toprak kisimlarindan izole edilen izokinolin
alkoloid emetin, Escherichia histolytica enfeksiyonuyla yayilan apselerin tedavisinde ve
ameobesidal ila¢ olarak yillardir kullanilmaktadir [Iwu, 1999]. Cogunlukla distilasyonla elde
edilen aromatik yapidaki bu bilegenler, terpenler gibi ugucu molekiillerden, terpenoidlerden,
fenol tiirevli bilesiklerden ve alifatik yapidaki maddelerden olusan kompleks bir yap1
icermektedir. Ucucu yaglarin igerigindeki sayisiz bileseninden dolayi, direk olarak bir hedef
bolgeye etki ettigi soylenemez. Ucucu yaglarin neden oldugu sitoplazma koagiilasyonu ile lipit
ve proteinlerin hasari olusmakta ve bunun sonucunda hiicre duvarinda ve membranda goriilen
bu hasar, makromolekiillerin akisina etki ederek lizize neden olmaktadir. Saccharomyces
cerevisiae ile ilgili calismalar, ugucu yaglarin sitotoksitesinin ugucu yagin kimyasal bilesenine
bagl olmasinin yaninda, koloni olusturma yetenegi ve mikroorganizmanin bliyiime faziyla da
ilgili oldugunu gostermistir. S. cerevisiae blyime fazinda Origanum compactum Benth.
(0.45uL/ml), Coriandrum sativum (1.6 pL/ml), Cinnamomum camphora (8 pL/ml), Artemisia
herba-alba (8 pL/ml) ve Helichrysum italicum (8 pL/ml) ugucu yaglarinin yiizde elli orandaki
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olduriicii etkisi ortaya ¢ikarilmistir. Mikroorganizmalarin biiyiime fazinda, ugucu yaglara karsi
gosterdigi hassasiyetin, sitotoksik bilesenlerin hiicre duvarina bu fazda daha verimli bir Sekilde
niifuz etmesinden kaynaklandigi soOylenebilir. Genel olarak, ugucu yaglarin sitotoksitesi
yapisindaki fenoller, aldehidler ve alkollerden kaynaklanmaktadir [Bakkali vd., 2008].

Ucucu yaglarin antimikrobiyal o6zellikleri, yagin konsantrasyonuna, bilesenlerine,
bilesenlerinin yapisal 6zelliklerine, konfigiirasyonlarina, yan gruplarina ve bu bilesenlerin
birbirleriyle olan interaksiyonlarina bagh olarak degismektedir. Fenolik bilesikler olarak bilinen
carvacrol, eugenol ve thymol bilesenlerinin antimikrobiyal 6zelliklerinin oldukga yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Bu sinifin iiyelerinin hem bakteriyosidal hem de bakteriyostatik ajanlar oldugu
belirtilmektedir. Bu bilesikler bir dereceye kadar suda ¢6zlinmiis hallerinde gii¢lii bicimde
aktiftirler. Fenolik yapidaki karvakroliin hidroksil yan gruplu formu ve metil ester yan gruplu
yapist aktivite bakimindan KkarsilaStirdmistir. Hidroksil gruplar, farkli bilesikte farkl
antimikrobiyal aktivitesi olusturmaktadir. Fenol yapidaki bilesilerin asetat yan grublarinin
antimikrobiyal aktiviteyi arttirdig1 belirlenmistir. Alkollerin de bakteriostatik etkisinden ziyade
bakterisidal etkisi oldugundan vejetatif bakteriler lizerinde protein denatiirasyonuna neden
olmaktadirlar. Formaldehit, Glutaraldehid gibi aldehitler bakterilerde elektronegatifligi
arttirarak antimikrobiyal etki olustururlar. Bakteriyostatik ve fungistatik etkinin terpenlerin
karbonillenmesiyle arttig1 belirlenmigtir. Ayrica, strerokimyasal yapi da biyoaktivite iizerine
etkilidir. a- pinene gibi a-isomer yapilar -izomerlere gore daha inaktiftirler; cis-izomerleri
trans izomerlerine gore daha inaktiftir [Dorman ve Deans, 2000].

Lauraceae familyasina ait baz1 bitkilerle yapilan ¢alismada antifungal ajanlar
arastirdmistir. En etkili ucucu yagin sirasiyla, Cinnamomum zeylanicum (tar¢in), Aniba
rosaeodora ve Sassafras albidum ve Laurus nobilis oldugu belirtilerek bu calismada, tar¢in ugucu
yaginin yiiksek aktivitesinin, iceriginde bulunan yiiksek trans-sinnamaldehitten kaynaklandigi
ve antifungal aktiviteye de icerigindeki oksijenlenmis bilesiklerin neden oldugu saptanmistir
[Simicvd., 2004].

Bircok ilaca karsi yliksek direng gosteren Staphylococcus, Enterococcus ve Pseudomanas
bakterilerine kars1 Ocimum basilicum ugucu yaginin aktif oldugu belirlenmistir [Opalchenova ve
Obreshkova, 2003].

Bazi ugucu yaglarin ise ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bakterilere oranla
funguslarda daha etkili oldugunu gosteren calismalara rastlanmaktadir. Ornegin, a-bisabolol,
chamazulene, farnesene gibi seskiterpenik bilesenlerce zengin Matricaria recutita L. ugucu
yaginin 3 gl-! konsantrasyonunda Aspergillus ve Fusarium tiirlerinin bliyimesini %91 oraninda
inhibe ederken, Helicobacter pylori bakterisini ancak 125 gl-! konsantrasyonda ve %90 inhibe
ettigi ortaya ¢ikarilmistir [Petronillo vd., 2012].

Capsicum cinsi bitkilerin cogunun ana maddesini olusturan kapsaisin, 6zellikle Bacillus
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subtilis ve Saccharomyces cerevisia mikroorganizmalarina karsi olan yiiksek antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu bilinen 6rnekler arasindadir [Kurita vd., 2002].

Baz1 bitki ucucu yaglarinin temel bilesenlerini olusturan timol, karvakrol, ogenol,
sinnamik asit ve diasetil bilesenlerinin nisin ile etkileSimleri arastirilmistir. Nisin, Lactococcus
lactis tarafindan tretilen bir bakteriosindir ve gida endiistrisinde kullanilan antimikrobiyal bir
ajandir. Nisinin Gram pozitif bakterilerde sporulasyonu engelledigi, Gram negatiflerde ise
herhangi bir etki olusturmadig1 gésterilmistir. Bunun nedeninin Gram pozitif bakterilerdeki dis
membranin hidrofobik bilesiklere ve makromolekiillere karsi olusturdugu 6zel bariyer sebebi
oldugu bilinmektedir. Escherichia coli ve Salmonela typhimurium Gram negatif bakterilerine
karst nisin hicbir etki goOstermeyerek, mikroorganizmalar iizerindeki hiicre membrani
parcalayic 6zellikleri bilinen timol ve karvakroliin etkilerini degistirmemuistir. Sadece, nisin ile
diasetil kombinasyonu sonucu Salmonela typhimurium \izerinde diasetil aktivitesini etkilemistir.
Hiicre duvarina nisinin etkisi niifuz edememis ancak antagonist etki olusmuStur [Olasupo vd,,

2003].

2.3. Ucucu Yaglarin Mutajenik ve Antimutajenik Etkileri

Genetik materyalde herhangi bir kimyasal ajan tarafindan veya kendiliginde olusan
kalic1 baz degisimleri mutasyonlardir ve mutasyona sebep olan ajanlar ise mutajenlerdir.
Cevremizde biyolojik etkileri bilinmeyen ve olduk¢a fazla maruz kaldigimiz sentetik ve dogal
mutajenler bulunmaktadir. Mutasyonlar kansere neden olabilmektedir. Glinliilk yaSamda
televizyon bilgisayar gibi araclarla X 1sinlari, gama 1sinlar1 ve radyasyon kaynaklarinin biyolojik
sistemlere verdigi zararlar ve kanserojen etkisi bilinmektedir. Buna karsin bircok arastirmaci
dogal yolla alinan mutajen bilesiklerin, radyasyondan ¢ok daha zararh oldugunu savunmaktadir.
Ciinkt, ilaglarla veya gidalarla alinan mutasyon etkili maddelerin kontroliinii yapmak zordur
[Korkmaz, 2005].

Mutajenite ve karsinojenite arasindaki olasi paralel iligki yillardan beri bilinmektedir
[Loh vd., 2009]. Karsinojenlerin arastirilmasinda mutajenitenin temel teSkil etmesinin nedenleri
genetik kodun ve genetik sistemin tiim canlilarda evrensel olusu ve karsinojenite ve mutajenite
arasindaki korelasyonun yliksek olusudur. Yine de mutajen etkisi olan maddenin karsinojen
etkisi olabilecegi anlamina gelmez. Benzer Sekilde bazi maddelerin mutajen etkilerinin disinda
antimutajen etkilerinin de olabilecegi bilinmektedir. Antimutajenite 6zellige sahip ajan, mutajen
maddenin aktivasyonunu inaktif hele getiren yada genler lizerindeki mutasyonu degistirebilen
maddelerdir. Baz1 ugucu yaglarin mutajenik 6zelligi olmadig1 gdsterilmis ancak antimutajenite
ozellikleri bilinmemektedir. Bakteriyel test sistemleri, insanlarin maruz kaldigi maddelerin

mutajen ve antimutajen etkisinin belirlenmesinde, kimyasallarin genler {izerindeki
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degisimlerinin saptanmasinda ve maruz kalinan kimyasalin DNA {izerindeki hasar oraninin
saptanmasinda arastirmacilara isik tutmaktadir [Uysal, 2006; Martino vd., 2009].

Yapilan bir ¢ok calisma ucucu yaglarin ve bilesenlerinin ¢ogunlukla mutajen etki
gostermedigi yoniindedir [Bakkali vd., 2008; Evandri vd., 2005]. Beric ve arkadaSlar1 Ocimum
basilicum ugucu yaglr ve yagin temel bileseni olan linalool“lin Salmonella/microsome ve
Escherichia coli WP2 suSlar1 lizerinde mutasyona neden olmadiklarini belirtmislerdir [Beric vd.,
2008]. Ames testi ile ¢alismada, Melissa officinalis, Ocimum basilicum, Hyssopus officinalis,
Lavandula angustifolia, Origanum vulgare, Salvia officinalis, Thymus vulgaris, mutasyon
analizlerinin negatif oldugu gosterilmistir [Martino vd., 2009]. Daha az sayida da olsa ucucu
yaglarin mutasyon etkilerinin oldugunu gosteren ¢alismalar vardir [Lazutka vd., 2001]. Ugucu
yagin icerisinde yiizlerce cesit madde vardir ve bunlarin herhangi birinin ya da hepsinin
birbirleriyle etkileSimi ile mutajenik etki olusabilmektedir [Patenkovic vd. 2009]. Mentha
spicata (Menton) ve Pinus sylvestris (pine) bitki ugucu yaglar1 bircok iilkede giivenligi kontrol
edilmeden yiyecek ve iceceklerde, deterjanlarda, kozmetikte, sabunlarda koku katki maddesi ve
tarimda boceksavar olarak kullanilmaktadir. Mentha spicata (Menton) ve Pinus sylvestris (pine)
ucucu yaglarinin genotoksik etkileri somatik mutasyon-rekombinasyon testi (SMART) ile
arastirllmis ve sirasiyla Drosophila melanogaster ve insan lenfosit hiicreleri lizerinde mutasyon
etkisi oldugu saptanmistir [Bagdat, 2006; Korkmaz, 2005]. Ucucu yag bilesenlerinden karvakrol,
timol ve sinnamaldehit maddeleri Ames mutajenite testi ile arastirnlmistir. Sonucta, toksik
olmayan dozlarda, bu maddelerin zayif mutajen olabilecegi vurgulanmistir [Mezzoug vd., 2007].

Gida katki maddeleri disinda, geleneksel tedavide kullanilan Capsicum kékenli kapsaisin
ana maddeli bitkilerin, birincil sensor néronlarla interaksiyon olusturdugu ve eksitasyon,
desensitizasyon ve ndrotoksisiteye neden oldugu belirtilmistir. Kurita ve c¢alisma ekibinin,
kapsaisin dogal bileseninin Saccharomyces cerevisia tlizerindeki etkisini belirleyen DNA-
mikroarray ¢alismasi, mekanizma hakkinda detayl bilgiler sunmaktadir. Kirmizi bibere acimsi
tad1 veren bu maddenin mikroorganizmalar tizerindeki inhibitor etkisi, maya iizerinde bulunan
6,000 genden 39 genin etkilendigi sonucuna ulaStirmistir. Bu genlerin ise, ¢coklu ilag direnci ile
ilgili genler, membran biyosentezinden sorumlu genler, stres proteinlerini kodlayan genler ve
tespit edilemeyen diger genler oldugu belirtilmistir [Kurita,2002].

Bir maddenin kanserojenik potansiyeli, deney hayvanlari veya insanlarla yapilan
patolojik ve histolojik testlerinde akabinde yapilmasini gerektiren uzun zaman alici tekniklerle
belirlenebilmektedir. Bu nedenle canli hayvan yerine iiremeleri ¢cabuk gozlenebilen ve DNA
yapilar1 aydinlatilmis bakterilen kisa zamanl testler i¢in se¢imi mutasyon analizlerinde avantaj
olusturmaktadir. Ayrica, mutajenlere karsi bakterilerin memeli hiicrelerine gore cok daha
duyarli olmasi mutajenlerin belirlenmesi agisindan 6nem kazanmaktadir. Kisa zamanh

bakteriyel testlere memelilerdekine benzer metabolik siire¢ler olusturmasi acisindan metabolik
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aktivasyon yapabilen rodent hiicreleri veya insan karacigerinden elde edilen mikrozomlar
eklenmektedir [Baris, 2007].

Epidemiyolojik calismalar, ugucu yag bilesenlerinin kanseri onleme ve iyileStirme
aSamasinda o6nemli etkilere sahip olduklarini gostermistir. Son zamanlarda bu bilesenlerin
antikanser mekanizmalari ile ilgili baz1 hipotezler 6ne siiriilmektedir. Ugucu bilesenlerin
antikanser etkilerinin daha c¢ok hiicre apoptozisinin indiklenmesi, tiimor hiicrelerinde
farklilaSma, kanser hiicrelerinin molekiiler mekanizmalarinin diizenlenmesi Seklinde oldugu
belirtilmektedir. Monosiklik bir monoterpen oldugu bilinen D-limonene bileseninin doza bagh
olarak prostat, pankreas, karaciger, kolon, akciger kanserlerini onledigi belirtilmistir. D-
limonene ve tilrevlerinin antikanser etkilerinin, hiicre biiylimesi ve hiicresel sinyal iletimini
diizenleyen onkoprotein p21r=s“in post-translasyonel isoprenilasyonunun inhibisyonu Seklinde
oldugu belirtilmistir. Bu inhibisyon ise, gen ekspresyonunun degismesi, apoptozisin olusmasi,
hiicresel farklilaSma ve timoriin gerilemesi Seklinde olabilmektedir. D-limonenin kan
dolaSimindaki perillic acid, dihydroperillic acid ve D-limonene-1,2-diolmetabolitlerinin
farmakolojik etkilerinin D-limonene gore daha gii¢lii oldugu belirtilmistir. Bir diger antikanser
mekanizma ise Perillyl alkol monoterpeni ile yapilan calismalar sonucunda olugsmuStur. Kolon,
karaciger, mide ve pankreas kanserlerinde goriilen antitiimoér etkinin, Perillyl alkoliin,
antikanser etkisinin, proliferasyon ve hiicre farklilaSmasinindan sorumlu bir protein olan TGF-f3
sinyalinin (degistirici blyiime faktori) aktivasyonuna neden olmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir. TGF-f3 aktivasyonu ile Bax, Bak ve Bad gibi proapoptotik proteinler ve siklin bazl
kinazlarn indiksiyona ugramakta ve devaminda hiicre apoptotik siirece girmektedir. Perillyl
alkoliin tiimor hiicrelerinde aktif oldugu bir baska mekanizma ise, mitokondri solunum
sisteminin 6nemli bir elementi olan koenzim Q sentezini inhibisyona ugratmasidir. Plazma
membraninda bulunan Koenzim Q proteinin, perillyl alkol tarafindan rediiksiyonu, sinyal
iletimini ve metabolizmay1 etkilemekte, hiicreyi apoptozise gotiirmektedir. Ayrica,
Monoterpenler disinda ursolic asit, oleanolic acid gibi teriterpenlerin antikanser aktivitelerinin
ise timor nekrozis faktoriin (TNF) etkinligini arttirarak etkili olduklar1 belirtilmistir [Paduch
vd., 2007]. Melanoma hiicreleri tlizerinde yapilan calismada, betulinik asit triterpeninin, taxol
benzeri kanser ilaclarina goére daha etkin antikanser aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir

[Patocka vd., 2003].

2.4. Kisa Zamanli Prokaryotik Mutajenite Test Sistemleri

Dogal ve yapay mutajenler insanlarda goriilen bir¢ok kanserin asil nedenleridir.

EndiistrileSme ile birlikte dogal ve yapay kimyasallarin olusturdugu mutasyonlar hizla artmis ve

sonucta olusan kanser ve diger kalitsal hastaliklar ile iliskileri bilim adamlari tarafindan
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degerlendirilmeye calisilmaktadir. Bu degerlendirmenin en iyi yolu deney hayvanlarinda
olusturulan tiimoér indiiksiyonudur. Fakat bu test maliyeti olduk¢a yliksek ve cok zaman alan
testler olduklarindan arastirmacilar giiclii mutajenleri belirlemek icin daha basit, ucuz ve kisa
stirede sonug veren kisa zamanl test sistemleri geliStirmektedirler. Mevcut kisa zamanl testler
icerisinde bakterilerin kimyasalla muamele edilmesi sonucunda hizli biiylimesi ve olusan
populasyonlarin sayisinin ¢ok biiyiik olmasi nedeniyle bu testler ¢ok basit, cok hizli ve ucuz olan
testlerdir. Bakteri genetiginin anlaSilir olmasi, mutajenik ajanlara daha duyarli suSlarin
olusturulmasini saglamistir. Ayrica, endistriyel kimyasallar ve ilaglardaki mutajenik iz
elementleri belirlemek, olusan mutasyonlar sonucu DNA"daki hasar tiplerinin anlaSilmasini
saglamak icin olduk¢a uygun testlerdir [sen, 2005].

Her bakteriyel kisa zamanl test sisteminin, avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Ornegin
her bir test, sadece birka¢ mutajeni belirleyebilir. Bu nedenle degisik testlerin birbirini izleyen
seriler halinde uygulanmasi, bakteriyel test sistemlerinin verimliligini arttirir [sen, 2005]. Kisa
zamanl test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlari bakteriyel testlerdir. Bakterilerin
hizli tiremeleri, basit ve ucuz tekniklerle kolay sonuca ulaSilabilmesi mutasyon arastirmalarinda
bir avantaj olusturmaktadir [Ozbek, 2006].

Bakteriyel mutasyon testlerinden en yaygin kullanilani, ilk kez 1975 yilinda Dr.B. Ames
tarafindan geliStirilen Ames testidir. Salmonella-mikrozom test sistemi olarak da isimlendirilen
Ames testi, test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen/karsinojen
ararStirmalarinda gecerliligi en fazla kabul edilmis test sistemlerindendir. Bu sistem, S9
varliginda veya yoklugunda, oksotrofik, histidin aminoasitine ihtiyac duyan, mutant, Salmonella

typhimurium test bakterileri kullanilarak yapilmaktadir [Ozbek, 2006].

Cizelge 2.1. Mutajenik ajanlarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bazi prokaryotik kisa

zamanli test sistemleri ve bunlarin dayandig genetiksel ve biyokimyasal yollar [Ozbek, 2006].

Kisa zamanli testler izlenen genetiksel /biyokimyasal yollar

Salmonella typhimurium Histidin okzotroflar

(Ames)

Escherichia coli IArjinin-triptofan okzotroflari Profaj indiiksiyonu
Onarim eksikligi olan suSlarin biiytimelerinin
inhibisyonu SOS cevabi

Bacillus subtilis DNA onarimi hatali suclari

Calismamizda ise Ames testi yaninda son yillarda gelistirilmis olan ve diger prokaryotik
mutajenite testlerine gore daha giivenilir oldugunu tespit ettigimiz Umu (Salmonella

thyphimurium TA1535/pSK1002) testi kullanilmistir.

16



Elif Ayse Erdogan, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

2.4.1. Umu-Test (Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002)

Umu-test, cesitli karsinojenlerin ve mutajenlerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi icin
gelistirilen kisa zamanl bakteriyel bir testtir. Bu testin calisma prensibi, DNA"ya hasar veren ve
kanserojen potansiyeline sahip ajanlari umu operonu tarafindan taninmasi esasina dayanir
[Durusoy ve Kambur, 2003; Caillet vd., 2011].

Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002 (Gram negatif, fakiiltatif anaerobik
Enterobacteriaceae) mutant suSunun Kkullanilmasi {izerine oturtulmu$S kisa zamanli bir
mutajenite testidir [Wittekindt vd., 2000]. Umu-Test“in prensibi, DNA"ya hasar veren ve
kanserojen potansiyeline sahip ajanlart Umu operon tarafindan taninmasidir. E. coli
CSH26/pSK1002 susundan pSK1002 plasmidi (UmuC-lacZ geni taSiyor) hazirlanip, 6énce S.
thyphimurium S]J10002 su$Suna modifiye edilmis olup, sonrasinda hazirlanan plazmid S.
thyphimurium TA1535 (hisG46, rfa, uvrB) sucuna transforme edilerek S. thyphimurium
TA1535/pSK1002 suSu elde edilmistir. TA1535/pSK1002 suSu trettigi bir bilesik gen ile B-
galaktosidaz aktivitesini, Umu operon ekspresyonunun seviyesini 6lcebilmektedir. UmuC-lacZ
bileSsik geninde; Umu operon, DNA-hasar ajanlar tarafindan etkilenerek recA ve lexA genleri
tarafindan genetik olarak dtzeltilir [Ono vd., 2000]. Umu-test ol¢limlerinin dayandigi
mekanizma ise bakteride zor kosullarda yaSama pahasina hatali DNA dizilimi yapmasina olanak
veren SOS gen bolgesidir. SOS kromotest bakteriyel hizli test olarak bilinen Umu testin
mekanizmasi ise Soyledir;

DNA hasarn ile indiiklenen SOS cevabi, potansiyel ve oliimciil stresler varliginda
hiicrenin kendini korumasina yardimci olan metabolik bir alarm sistemidir. UV 1sinlari, timin
yoklugu ve DNA-modifiye edici ajanlarin varligt SOS cevabinmi indiikler (sekil 2.1). SOS
cevabinin regiilasyon mekanizmasinin molekiiler seviyede a¢iklanmasinda, iki regtilator gen
onemli rol oynamaktadir. Bunlar recA ve lexA genleridir. DNA hasarinin olusmasi ve SOS
cevabinin indiiklenmesiyle birlikte recA proteini proteaz aktivitesi kazanarak SOS cevap
genlerini baskilayan lexA represor proteinini parcalar. Bu genin iiriinii olan lexA proteini,
SOS cevap genlerinin represoriidiir. B-galaktosidaz enziminin yapisal geni olan lacZ geni ile
SOS cevap genlerinden biri olan sfiA geni arasinda bir fiizyon olusturulmustur. UmuC==lacZ
flizyonunda, UmuC geninin promotorunun ortak kullanilmasiyla B- galaktosidaz enziminin
sentezinden sorumlu olan lacZ yapisal geni ifade edilebilmektedir. UmuC==lacZ operon
flizyonu taSiyan test suSlari, normal lac bolgesi icin bir delesyona sahiptirler. Bu nedenle test
suSlarinda [-galaktosidaz enziminin aktivitesi kesinlikle sfiA geninin ifade edilmesine
baghdir. Herhangi bir genotoksik ajan tarafindan indiiklenmeyen hiicrelerde lex A represor
proteini, UmuC==lacZ flizyonunun ifade edilmesini baskilar. Genotoksik bir ajan tarafindan

uyarilan hiicrelerde, DNA hasarinin olusmasi ve replikasyonun duraklamasiyla birlikte, recA
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proteini proteaz aktivitesi kazanarak, SOS cevap genlerinin indiiksiyonunu baskilayan lexA
represoOr proteinini pargalar. Bunun sonucu olarak, diger SOS cevap genleri ile birlikte UmuC

geninin de indiiksiyonu baglar [Oda, 1985].

rec & operon

rec A- Gen

lex & Gen

umuC operon  lacZ-Gen

'l
: L)

~

-— N

-~ \
Represor \
2 |
/ /

/ inaktif represor ’l

'
74

[ J

[>-galaktosidaz

Proteaz

DNA bozuklugu

Sekil 2.1. Umu-test" in molekiiler genetik seviyesinde prensibi [senel, 2006].

Olusturulan TA1535/pSK1002 sucu iirettigi bir bilesik gen ile (- galaktosidaz
aktivitesini, umu operon ekspresyonunun seviyesini Olcebilmektedir. UmuC"-,lacZ bilesik
geninde; umu operon, DNA hasar ajanlari tarafindan etkilenerek recA ve lexA genleri tarafindan
genetik olarak diizeltilir. Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002 sucu iizerinde bulunan
kontrol amagh mutasyon genler Sunlardir.

I. R faktorii:

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. thyphimurium TA1535/pSK1002
sucu lizerinde ampisiline diren¢ geni bulunmaktadir. Kimyasal ajanlara karsi cevaplar

kiyaslandiginda plazmid iceren suclarin, plazmid icermeyenlere gére oldukca yiiksek oldugu

gozlenmistir. Bu direng geni sayesinde bakteri sadece ampisilin igeren ortamda
treyebilmektedir.
il. HisG46 mutasyonu

Salmonella test sistemlerinde kullanilan her test su$lari, histidin operonunun degisik
bolgelerinde cesitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar ya DNA"daki tek bir bazin degismesiyle
ortaya c¢ikan tek baz mutasyonlart seklinde olmakta veya bir bazin eklenmesi yada
¢ikarilmasi ile olusan ¢erceve kaymasi mutasyonlari seklinde olmaktadir.

Salmonella thyphimurium his- (histidin gereksinen) mutant suSlarin DNA baz dizisi

analizleri yapilarak mutasyonlarin yerleri ve karakterleri belirlenmistir. S. thyphimurium
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TA1535/pSK1002 suSunda bulunan His G46 mutasyonu histidin biyosentezindeki ilk enzimi
kodlayan his G geni lizerindedir. Bu mutasyon -GAG- geninde, 16sin aminoasidinin kodonu olan -
CTC- yerine prolin amino asidinin - GGG kodonu olan -CCC- kodonunun gelmesine neden olur.
Baz cifti degisimine neden olan bu mutasyon mutajenler tarafindan geri dondiiriilmektedir.

lii. Rfa mutasyonu

Bakteri hiicre duvarininin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerde meydana gelen
bu mutasyon ile normalde hiicre duvarindan gecemeyen biiyiik molekiillerin hiicre igerisine
girisi kolaylaSmistir.

iv. UvrB mutasyonu

UvrB geni, DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma goérevini yerine getirmektedir. Bu
genin delesyona ugratilmasi, kimyasallarin mutajenitelerinin ortaya ¢ikartilmasinda duyarliligin
artmasina neden olmuStur. UvrB geninde delesyon olusturulurken teknik nedenlerden dolay:
bu delesyon biyotin (bio) genine kadar uzanmaktadir. Bu nedenle, bakteriler iireyebilmeleri icin
besi ortamlarina histidinin yaninda biyotine (vitamin H) de gereksinim duymaktadir [senel,

2006].

2.4.2. Ames/ Salmonella/ Mikrosom test yontemi

Ik kez Prof. Dr. Ames ve calisma ekibi tarafindan 1975 yilinda tasarlanan Ames testi,
cevre kirlenmesine neden olan mutajenlerin belirlenmesinde kullanilmaya baslanmistir. Son
yillarda ise tip ve farmakolojide toksik ve mutajenik ajanlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[Maron ve Ames, 1983; Hamasaki vd., 1992]. Ayrica, Umu-test gibi spektrofotometrik oélciimlere
dayali testlerin temelini olusturmaktadir.

Bu testin temeli, histidin sentezleme yetenegini kaybetmis Salmonella typhymurium
suSlarinin test bileseni ile muamelesi sonucu ikincil bir mutasyonun olusup, his - (oksotrof)
suclarinin his+ (revertant) hale gecmesidir. Geri dénen revertant suclarin belirlenmesi ise
koloni sayma metoduna gore belirlenmektedir. Calisma esnasinda, mutlaka kendiliginden
(spontan) geri donen kolonilerde olacaktir. Bu nedenle mutajenik etkinin belirlenmesinde,
revertant kolonilerinin sayisinin spontan geri dénenlerden fazla olmasi dikkate alinmaktadir.
Ames testinin uygulanmasinda kullanilan ¢ok sayida Salmonella suglar1 bulunmaktadir. En ¢ok
kullanilan bakteri suclari, TA97, TA98, TA100, TA102, TA1538 bunlardan bazilaridir. Hepsinin
prensibi temelde aynidir. [Forster vd., 1992; Kuramsan vd., 1994; Uenobe vd., 1997].

Calismamizda kullandigimiz Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suSlarinin genel
ozellikleri ise Soyledir;

I. R faktort

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. thyphimurium TA98 ve TA100
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suSlar1 lizerinde ampisiline direng geni (R) bulunmaktadir. Bu direng geni sayesinde bakteri
sadece ampisilin igeren ortamda tlireyebilmektedir [Gupta vd., 1996; Nobukawa ve Sanukida,
2002].

il. Histidin mutasyonu

Salmonella test sistemlerinde kullanilan her test suSlari, histidin operonunun degisik
bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar ya DNA" daki tek bir bazin degismesiyle
ortaya ¢ikan tek baz mutasyonlari seklinde olmakta veya bir bazin eklenmesi yada ¢ikarilmasi
ile olusan cerceve kaymasi1 mutasyonlari seklinde olmaktadir.

iii. Rfa mutasyonu

Bakteri hiicre duvarininin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyondur. Bu tabakanin kismen yok olmasi ile normalde hiicre duvarindan gecemeyen
biiyiik molekiillerin hiicre icerisine girisi kolaylasmistir.

Iv. UvrB mutasyonu

DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini yerine getiren genin delesyona
ugratilmasi, kimyasallarin mutajenitelerinin ortaya c¢ikartilmasinda duyarhilifin artmasina
neden olmuStur. UvrB geninde olusturulan bu delesyon ile teknik nedenlerden dolay1r bu
delesyon biyotin (bio) genine kadar uzanmaktadir. Bu nedenle, bakteriler tireyebilmeleri i¢in
besi ortamlarina histidinin yaninda biyotine (vitamin H) de gereksinim duymaktadir [Maron

and Ames, 1983].

2.5. Kisa Zamanli Okaryotk Mutajenite Test Sistemleri

Mutajenlerin ve karsinojenlerin belirlenmesinde prokaryotik testler disinda kiifler gibi
okaryotik hiicreler de kullanilmaktadir. Okaryotik organizmalarin kullanildifi mutajenite
testlerinin temel avantaji, prokaryotik organizmalarda belirlenemeyen birka¢ mutajenik etki
¢eSidinin taranmasini saglayan hizli ve basit testler olusudur. Kimyasallarin mutajenik,
antimutajenik ve kanserojenik potansiyellerinin belirlenmesinde Saccharomyces cerevisiae ve S.
pompe, kiif olarak Neurospora crassa ve A. nidulans yaygin Sekilde kullanilan funguslardir
(Cizelge 2.2). Ozellikle bu funguslarin kullanilmasinin nedeni ise, genetik sistemlerinin ¢ok iyi
Sekilde anlasilmis olmasidir. Bu testlerde belirlenen bazi mutajenik o6zellikler kromozom
ayrilmamasi, baz degisimi, cerceve kaymasi, gen degisimi Seklinde olabilmektedir.

Fungus testleri bakteriyel testlerle kiyaslandiginda funguslarin sporlanmalari ve koloni
olusturma siireleri daha uzundur. Bu durum bir dezavantaj olusturabilmektedir. Ayrica
okaryotik hiicrelerin daha geliSmis DNA onarim sistemlerine sahip olmalari, mutasyon
analizlerinin bakteriyel testlerde kullanilandan daha fazla kimyasal ajan kullanmay1

gerektirmektedir. Fungus tiirlerinin kullanildig1 mevcut dkaryotik testler icerisinde Neurospora
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crassa testinin diger testlere gore hizli olmasi bir avantaj olusturmaktadir. Bir diger énemli
avantaj, genetik sistemin daha kolay takip edildigi bakteriyel metodlar ile memelilerde bulunan
kiyasla daha

prokaryotiklere karmaSik olan genetik dizaynin karsilastirilmas1 ve

birlestirilmesidir [sen, 2005].

Cizelge 2.2. Okaryotik kisa zamanli mutajenite testleri [sen, 2005]

P1

mutasyonlar

Organizma Genetik Ozellik Koloninin fenotipik
degisimi

MP-1 mutasyonlar Kirmizi koloni/ Dbeyaz,
pembe koloni

5221,138 geri mutasyon prototrofi

Shizosaccharomyces pompe adenin lokusunda kirmizi koloni/ beyaz

koloni

Aspergillus nidulans P, P1

mitotik krossing-over

FPAS/ FPAR

Neurospora crassa ad3 [adenin lokusunda beyaz koloni/ mor koloni
suSlari mutasyonlar

N23, N24 geri mutasyon ad- koloni/ad* koloni
H59 mutasyonlar beyaz koloni/ mor koloni
H12 mutasyonlar beyaz koloni/ mor koloni

2.5.1. Neurospora crassa Test Sistemi

Kirmiz1 ekmek kiifii olan Neurospora crassa, dogal ortaminda, tropik ve subtropik
bolgelerde yaSar. Sporlarn {lizerindeki cizgilerin aksonlara benzemesinden dolay1 “sinir sporu”
anlamina gelen Neurospora ismini almistir. N. crassa, laboratuvarda kolay biyiitiilebildigi ve
haploit hayat dongiisii sayesinde genetik analizi kolay yapildigl i¢in bilimde bir model
organizma olarak kullanilmaktadir. Neurospora genetigi lizerinde yaptiklari arastirmalarindan
dolay1 Edwart Tatum ve George Wells Beadle Nobel Fizyoloji ve Tip Odiillerini 1958 yilinda
kazanmiglardir [Durceylan, 2007]. 1800"li yillardan beri genetik arastirmalarda kullanilan N.
crassa suSu, insanlar icin herhangi bir alerjik ya da patojenik bir etkisi belirlenmediginden,
akademik calismalarda son derece giivenilir oldugu belirtilmistir [Perkins ve Davis, 2000].

Neurospora crassa, ascomycetes sinifindan, sekstiel ve asekstiel hayat dongiisii olan bir
filamentdz fungustur. Yedi kromozoma sahip olan fungusun haploid (n) genomunun %54 “liikk
kismi guanin+sitozin baz cifti olusturmaktadir [Davis ve Perkins., 2002]. Fungusun aseksiiel
yaSam dongilsiinde, vejetatif hif, beslenme yetersizligi gibi durumlarda hifin u¢ kisminda
portakal renginde konidialar (asekstiel sporlar) iiretir. Olgunlasan konidialar uygun ortam
buldugunda yeniden gelismektedirler. sekil 2.2."de N.crassa“nin seksiiel yaSam doéngiisiinde
hermafroditlik ve heterotallik 6zellik gosterilmektedir. Heterotallik tiirlerde, erkek
(antheridium) ve disi (ascogonium) gametler ayr hiflerde bulunur. Disi sekstiel yapi1 olarak

tanimlanan Protoperithesium, kiiciik bir hif kiimesi ile gevrili, biri disi olan birka¢ biiylik
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hiicreden olusur. Bu hiicreden yeni bir hif, hif kiimesinin disina ¢ikar (trichogyne) ve erkek
gamet (antheridium) goérevini iistlenen konidia‘ya dogru ilerler. Iki farkl gametin
birlesmesiyle diploid (2n) niikleuslar olusur. Ardi ardina gercekleSen mayoz ve mitoz
boliinme ile haploid (n) niikleuslar, 8 askosporlu (seksiiel spor) askus olusturmaktadirlar.
Protoperithecium"“un gelismesiyle olusan ve askuslarin da icinde bulundugu bu yap1 perithecium
adim1 almakta ve her bir perithecium“un icinde yaklasik 100-200 ascus bulunmaktadir.
Perithecium"un ucunun acilmasiyla askosporlar etrafa yayilmakta uygun ortamda yeniden

cimlenerek hif ve miselleri olusturmaktadir [sen, 2005].

Sekil 2.2. Neurospora crassa yaSam dongiisii [Davis ve Perkins, 2002]

Bu organizma mutasyon analizilerinde organizmanin, adenin-3 (ad-3) lokusunda olusan
gen mutasyonlarinin indiksiyonunu o6l¢mek icin kullanilmaktadir. Serres ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmis olan N.crassa ad-3 ileri mutasyon testi, kimyasal mutajenite testlerinde
ve mutasyon orjinli oldugu diisliniilen bazi kanserlerin, mutajenite ile iliskisinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. N crassa“daki teste gore fungusta homokaryonlarda(n) veya
heterokaryonlarda (n+n) adenin biyosentetik yolunda sirali basamaklar1 kodlayan ad-3 lokus
kompleksini (ad-3A ve ad-3B) olusturan iki farkli genden birinde meydana gelen mutasyondur.
Olusan mutasyon fungusta adenin gereksinimi ve hif vakuollerinde beyazdan mora dogru
renklenen pigment birikimine neden olur. Geri mutasyon c¢alismalarinda cesitli kimyasal
mutajenlere duyarh yiizlerce ad-3 mutanti arasindan N23 ve N24 suSlar1 kimyasallarin 6zel bir

grubu tarafindan geri dondiiriilebilir. N23 su$u, adenin bagimlidan adenin bagimsiza, baz cifti
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degisimine neden olan ajanlar tarafindan doniisiirtlebilir. N24 suSu ise, cerceve kaymasi
mutasyonuna neden olan mutajenleri belirler. N. crassa‘da ad-3A mutantlar1 arasinda alellik
komplementasyon yoktur. Bu nedenle bu suSlar spot, plak ya da silispansiyon testinde
kimyasallarla ayr1 ayr1 uygulanabilir ya da birleStirilerek tek bir suS olarak da kimyasallarla
muamele edilebilir. N23 ve N24 suSlarinin tek bir suS olarak kullanilmasinin, kimyasallarin
izlenmesi acisindan ¢ok kullanish olabildigi belirtilmektedir [sen, 2005; Ong, 1972].

Bu sebeplerden dolay1 ¢alismamizda 6karyotik test olarak Neurospora crassa fungusu

kullanilmistir.

2.6. Lamiaceae Familyasina Ait Bazi Caliimalar

Lamiaceae familyasi, otsu ve ¢ali formunda, govdesi salgi tiiylli, aromatik kokulu ve
cogunlukla dort koSeli bir yapiya sahiptir. Akdeniz havzasina yayilmis olan bu familyanin en
karakteristik 6zelliklerinden birisi 8 hiicreli pul seklinde salgi tiiylerine sahip olmalardir.
Epiderma {izerindeki bu tiiylerde ugucu yag bulundururlar [AktaS, 2011]. Bu familyaya ait
tiirlerde yapraklar karsilik capraz dizilisli ve genellikle basittir. indirgenmis erkek organa sahip
olmalarindan dolay1 c¢icekler genellikle hermafrodittir. Bu familyanin karakteristik
ozelliklerinden biri ¢igeklerinin iki dudakl bir yapiya sahip olmasidir. Alt dudak ve list dudak
Seklindeki ayrim bdceklerin nektar emmesini kolaylaStirmistir. Ovaryumlart tist durumlu olup
meyvelerinin 4 nutletli olmasi karakteristik yapisidir. Ayrica dort koSeli govde yapisi yine
Lamiaceae icin karakteristiktir [Tekeli, 2006].

Lamiaceae familyasina ait bitkilerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili cok sayida calisma
vardir. Oldukca ¢ok sayida antimikrobiyal arastirmalara, bunlarin yaninda giderek sayilari
artan mutajenite arastirmalarina da rastlamaktayiz. Bozin ve arkadaslarinin yapmis olduklar
¢alismada Lamiaceae familyasina ait Ocimum basilicum, Origanum vulgare ve Thymus vulgaris
bitki ucucu yag bilesenlerinin 13 bakteri ve 6 fungus lizerindeki antimikrobiyal etkisine
bakilmis ve en yiiksek antimikrobiyal etkinin Origanum vulgare bitkisinden alinan ugucu yag
bilesenlerinde oldugu belirtilmistir. Bu ucucu yaglara karsi ise Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli mikroorganizmalarinin olduke¢a direncli oldugu gézlenmistir [Bozin vd., 2006].
Lamiaceae familyasina ait Origanum minutiflorum ugucu yag bilesenleri incelenmis ve antifungal
etkisinin antibakteriyel aktivitesinden ¢ok daha kuvvetli oldugu gosterilmistir [iarer vd., 1996].
Sarac ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada ise Lamiaceae familyasina ait bazi tiirlerin
bazi bakteriler tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri calisilmistir ve Ballota acetabulosa, Ballota
nigra ssp. foetida, Phlomis lycia, Phlomisfruticosa, P. vulgaris, Salvia argentea, S. verbenaca,

S. candidissima, S. albiflora, S. leptoclada, Teucrium divaricatum ssp. villosum, T. polium,

Marrubium vulgare, M. globosum ssp. globosum, Stachys annua, S. cretica ssp. smyrnaea, Lamium
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moschatum, Melissa officinalis ssp. officinalis, Micromeria juliana, Ajuga chamaepitys ve
Clinopodium vulgare ssp. vulgare bitkilerinin ethanolik ekstratlarinin bazi Gram negatif
bakterilere karsi antimikrobiyal etki gostermezken bazi Gram pozitif bakterilere kars: etkili
oldugu belirlenmistir [Sarac ve Ugur, 2007].

Lamiaceae familyasina ait olan bir diger tiir Craniotome furcata"nin toprak Tusti
kisimlarinin etil asetat ve n-butanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri calisilmis ve her
iki ekstraktin da bazi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal 6zellik gosterdigi belirtilmistir.
Calismada Micrococcus flavus ve Escherichia coli mikroorganizmalarinin etil asetat ekstraktina
karst oldukca hassas oldugu belirlenmistir. Ayrica, Klebsiella pneumoniae mikroorganizmasi
lizerine etil asetat ekstraktinin oldukca etkili oldugu go6zlenmesine ragmen, n-biitanol
ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesinin etil asetat ekstrakt yoluyla Escherichia coli ve
Staphylococcus faecalis lzerine olan etkilerine benzer oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu
calismada her iki ekstraktin funguslara karsi daha az etkili oldugu belirtilmistir [Joshi vd., 2010].
Dagci ve arkadaSlarinin, Punica granatum L. (Punicaceae) “Nar”, Citrus paradisi Mc. Fad.
(Rutaceae) “Greyfurt”, Cydonia oblonga Miller (Rosaceae) “Ayva”, Musa sapientum L. (Musaceae)
“Muz” meyve sular1 ile kabuk ekstraktlarinin antibakterial ve antifungal aktivitelerini
karsilaStirdiklar1 ¢alismalarinda elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal etkisi disk difiizyon ve
oyuk agar metoduna gore Bacillus megaterium DSM 32, Aeromonas hydrophyla UC 9165,
Corynebacterium xerosis ATCC 15753, Escherichia coli DM, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071,
Staphylococcus aureus COWAN 1, Micrococcus luteus LA 2971, Enterococcus faecalis ATCC 7966
bakterileri ve Kluyveromyces fragilis DC 98, Rhodotorula rubra DC 86, Saccharomyces cerevisiae
WET 136 mantarlari lizerinde test edilmistir. Calismada P. granatum aseton, etil alkol ve sulu
ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalar lizerinde 12-34 mm inhibisyon zonu ile en etkili
oldugu tespit edilmis ve diger bitki ekstraktlarinin da degisen oranlarda antimikrobiyal
etkilerinin oldugu gézlenmistir [Dagci ve Digrak, 2005].

Arastirmacilar Lamiaceae familyasina ait bazi bitkilerin mutajenik aktivitelerine de
yonelmislerdir. Karsilastirmali mutajenite c¢alismalar1 son yillarda hem test ydntemlerinin
verimliliginin kiyaslanmasinda hemde bitki etkisinin aydinlatilmasinda énem kazanmustir.
Verschaeve ve arkadaSlarinin 2008 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, Giiney Afrikada
geleneksel bazi tibbi bitki ekstraktlarinin mutajenite ve antimutajenite 6zelliklerine bakilmistur.
Burada, Ames, Umu ve comet testleri kullanilarak bitki ekstraktlarinin genotoksik ve
antigenotoksik 6zellikleri belirlenmeye c¢alisilmistir. Bir Lamiaceae iiyesi olan Chlerodendrum
myricoides bitkisinin yliksek antimutajenite ve Asteraceae ailesinden Helichrysum simillimum
bitkisinin yiiksek genotoksik 6zelligi belirlenmistir [Verschaeve ve Staden, 2008].

Bir monoterpen olan linalool ve onun ester yapisindan koken almis linalil asetat

Lavandula angustifolia, Stachys iberica subsp. stenostachya, Ocimum basilicum ve daha bir¢ok
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Lamiaceae tiirlerinde bulunurlar. Bunun yani sira Coriandrum sativum ve Laurus nobilis‘de de
vardir. 3-caryophyllene ise Salvia tiirleri, Lamium angustifolia, Piper nigrum ve daha bir ¢ok
bitkide varlig1 belirlenmis seskiterpenler grubuna giren bir terpendir. Sotto ve arkadaslarinin
bu ii¢ terpenle yapmis olduklari calismada linalool, linalil acetat ve $-caryophyllene terpenlerin
mutajenik ve antimutajenik aktivitelerine Salmonella typhimurium TA 98 ve TA100 sunlar1 ve
Escherichia coli WP2uvrA suclari lizerinde bakilmistir. Linalool ve B- caryophyllene mutajenik
aktivite gostermemigsler ise de linalil acetat hem S9"lu hemde S9"suz ortamda E.coli WP2uvrA
sucunun geri donen kolonileri lizerinde énemli derecede mutajenik etki géstermistir. Linalol, 2-
nitrofluorene (2NF), sodium azide (SA), methyl methane sulfonate (MMS) ve 2-
aminoanthracene (2AA) maddelerine karsi eksik antimutajenite aktivitesi gosterirken, (-
caryophyllene, 2NF maddesine karsi oldukca gli¢lii antimutajenik 6zellik gostermis ve geri
donen koloni sayis1t %83.9 oraninda artmistir [Sotto vd., 2008].

Yapilan bir diger ¢alismada, linalool, linalil acetat ve B-caryophyllene gibi Lamiaceae
familyasinda da bulunan terpenlerin Salmonella typhimurium lizerine mutajen/antimutajen
etkileri Ames testi ile arastiritlmistir [Sotto vd., 2008]. Bu ¢alismada linalool terpeni Salmonella
typhimurium suSlarina hicbir mutajenik ya da antimutajenik etki gostermezken, linalil acetat
Salmonella typhimurium WP2uvrA suSu ilzerinde mutajen, B-caryophyllen ise Salmonella
typhimurium 2NF, 2AA, MMS suglan iizerinde antimutajen etki gostermistir [Sotto vd., 2008].
Martino ve arkadaslarinin yapmis olduklari arastirma, Lamiaceae familyasinin Origanum ve
Thymus tiirlerinin ugucu yag bilesenlerinin antifungal ve antibakteriyel aktiviteye sahip
olduklarini ortaya ¢ikarmistir. Ayni calismada bu iki bitkinin Salmonella typhimurium lizerinde
bir mutasyon etkisi gozlenmedigi ve bu ugucu yaglarin gida koruyucusu olarak giivenle
kullanilabilecegi de gosterilmistir [Martino vd., 2009].

Lamiaceae familyasina ait Salvia officinalis bitkisinin ucucu yaginin antimutajenik
aktiviteye sahip oldugu bakteriyel mutajenite testleri ile hem E. coli bakterisinde hem de
okaryotik bir mikroorganizma olan Saccharomyces cerevisiae lizerinde gosterilmistir [Vukovic,
2006]. Stephane ve arkadaslari, icerisinde Lamiaceae familyasina ait bitki ekstraktlarinin ve
gida katki maddelerinin bulundugu dogal ajanlarla yaptigi Umu- test ¢alismalar1 sonucunda,
bitki ekstraktlarinin diger ajanlara gore daha fazla antimutajenik 6zellige sahip olduklarim

belirtmislerdir [Caillet vd., 2011].

2.6.1. Stachys Tiirleri ile ilgili Yapilan Calismalar

Stachys, Lamiaceae familyasinin en genis cinslerinden biri olup, diinyada yaklasik olarak

200-300 ttre sahiptir. Dag cay1 ismiyle taninan Stachys tirlerinin antibakteriyel [Chiba vd.,
2007; Award Ali vd., 2010; Saeedi vd., 2008] ve antifungal [Skaltsa vd., 2003; Duarte vd., 2005]
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aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [Petrovic vd., 2006; Grujic-Jovanovic vd., 2004; Piozzi ve
Bruno, 2009]. Baz1 tiirlerinin halk arasinda antibakteriyel, antidiyareik, antiplazmodik, yara
iyilestirici ve agr1 kesici olarak kullanildig1 bilinmektedir [Kukic vd., 2006; Khanavi, 2012;
Laggoune vd., 2011]. Stachys tiirlerinin antikanser [Amirghofran vd., 2006], antioksidan [Aydin,
2006; Matkowski ve Piotrowska, 2006], antinefritik [Hayashi wvd. 1994] etkileri de
bilinmektedir.

Stachys officinalis, S. recta, S. sylvatica, S. palustris gibi tirleri iltihapli hastaliklarin
tedavisinde, romatizmal tedavilerde kullanilmakla birlikte, halk arasinda antibakteriyel, idrar
soktlriicli, spazm oOnleyici 0Ozelliginden yararlanilmakta ve hatta tiimo6r hastaliklarinin
tedavisinde de kullanilmaktadir [Haznagy-radnai vd., 2008].

Stachys chrysantha ve S. candida flavonoidlerinin yiliksek antiinflammator etkisi
belirlenmistir [Skaltsa vd., 1999]. Stachys ugucu yaglarinin sitotoksik aktiviteleri ile ilgili bir cok
calisma mevcuttur. Stachys cretica ssp. lesbiaca ve S. cretica ssp. trapezuntica ugucu yaglarinin
HL-60 tiimoér hiicre hatlar: iizerine [Serbetci vd., 2010], S. recta ve S. palustris extraktlarinin
HeLa hiicrelerini inhibe ettikleri ve S. rectum ekstraktinin MCF7 {izerine etkili olduklar1 yapilan
calismalar arasindadir [Haznagy-radnai vd. 2008]. Ayrica, Stachys laxa, S. turcomanica, S.
subaphylla ve S. trinervis ekstraktlarinin (HT-29), (Caco-2), (T47D) ve (NIH 3T3) karsinoma
hiicre hatlar lizerine sitotoksik etkisi bilinmektedir [Khanavi vd., 2012].

Bir monoterpen olan linalool ve onun ester yapisindan kdken almis linalyl acetate
bakimindan zengin Stachys iberica subsp. stenostachya bitkisinde, mutajenik ve antimutajenik
aktivite acisindan etkisi Salmonella typhimurium TA 98 ve TA100 suSlar1 ve Escherichia coli
WP2uvrA suSlarn tlizerinde incelenmistir. Arastirmada linalooliin mutajenik olmadig, linalyl

acetate bileseninin ise mutajenik oldugu belirlenmistir [Sotto vd., 2008].
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Sekil 2.3. Stachys rupestris Montbret et. Aucher

Stachys tiirlerinin mutajenite ¢alismalar ile ilgili calismalar cok sinirli sayidadir. Ayrica,
S. rupestris (Sekil 2.3) endemik bitkisinin mutajenitesi hakkinda herhangi bir bilgi

bulunmamaktadir.
2.6.2. Salvia Tirleri ile ilgili Yapilan Calismalar

Lamiaceae familyasinin Salvia cinsi (sage), diinya ¢apinda 900 tiirle temsil edilen ve
farmakolojik 6nemi oldukca fazla olan bir bitkidir. Adagay1 ismiyle taninan ¢ogu Salvia tiirti halk
arasinda, ateSlenme, romatizma, cinsel yetersizlik, enfeksiyonal hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. S. officinalis, S. viridis ve S. multicaulis“in antioksidan o6zelligi
[Erdemoglu vd., 2006], Salvia stenophylla,

S. repens, S. runcinat tiirlerinin ise yliksek antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri
bilinmektedir [Kamatou vd., 2005]. Halk arasinda kullanilan Salvia radula, S. africana-caerulea,
S. africana-lutea, S. albicaulis, S. chamelaeagnea, S. disermas, S. dolomitica, S. garipensis, S.
lanceolata, S. muiri, S. namaensis, S. repens, S. runcinata, S. schlechteri, S. stenophylla, S. verbenaca
bitki ekstraktlarinin antimalarial ve antikanser etkileri dogrulanmistir [Kamatou, 2006].

Salvia miltiorrhiza’dan ekstrakte edilen tanshinone ve Salvia sclarea ugucu yaginin
sirasiyla P388 lenfositik ve NALM-6 hiicre hatlarina sitotoksik etkileri belirlenmistir [Mosaddik,
2003; Kuzma vd., 2009]. Akin ve arkadaslari, Salvia heldreichiana ugucu yaginin Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea, Ecsherichia coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa

mikroorganizmalarina karsi etkili olduklarini belirlemislerdir [Akin vd., 2010].
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Sekil 2.4. Salvia helderichiana Boiss. ex Benth.

Farkli bir calismada, B-caryophyllene bakimindan zengin Salvia angustifolia bitkisinin
mutajenik ve antimutajenik aktivitelerine Salmonella typhimurium TA 98 ve TA100 suSlar1 ve
Escherichia coli WP2uvrA suSlarn ile bakilmistir. Calismada - caryophyllene bileseninin
mutajenik aktivite gostermedigini belirlemislerdir [Sotto vd., 2008]. Salvia officinalis bitkisinin
ucucu yaginin antimutajenik aktiviteye sahip oldugu ise, bakteriyel mutajenite testleri ile hem E.
coli bakterisinde hem de 6karyotik bir mikroorganizma olan Saccharomyces cerevisiae lizerinde
gosterilmistir [Vukovic-Gacic, 2006].

Akdeniz bolgesine 6zgii endemik bir tiir [Ulubelen vd., 1995] olan Salvia heldreichiana

(Sekil 2.4) mutajenitesi hakkinda hentiz bilgi sahibi olunmamis bir bitkidir.

2.6.3. Ballota Tiirleri ile ilgili Yapi1lan Calismalar

Lamiaceae familyasinin Akdeniz ve Avrasya bolgesine yayilmis olan Ballota cinsi 35 tiirle
temsil edilen ve 14 alt tiirii bulunan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Ballota acetabulosa, B. africana,
B. andreuzziana, B. aucheri, B. hirsuta, B. hispanica, B. lanata, B. nigra, B. pseudodictamnus, B.
rupestris, B. saxatilis, B. glandulosissima, B. inaeauidens tiirlerinin biyolojik aktiviteleri iizerine
yapilan az sayida ¢alisma mevcuttur. Ulkemizde Salba, calba, balotu, ballik otu, nemnem otu,
1sirgan, gezgezotu, kopek otu, karayerpirasasi, elkurtaran, pat pat otu, leylim kara ve somruk
gibi farkl yerel isimlerle taninan Ballota cinsine ait bir¢ok tiir, halk arasinda (6kstiriik) tusif,
astimda, migren tedavisinde; tipta ise, antiiilser, antispazmodik, diliretik, koleretik,
antihemoroidal ve yatistici ilaglarin yapimindan kullanilmaktadir [Yilmaz ve Citoglu, 2003].

Bir¢ok Ballota tiiriinlin igerigi arastirilmis ve diterpen, fenilpropanoid, flavonoidve
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ucucu yag bilesenleri tanimlanmistir. Ballota tiirlerinin biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugu
diigtiniilen diterpenlerle ilgili de bircok ¢alisma vardir. Ozellikle etil asetatli ve asetonlu
ekstraksiyon kullanarak bazi bilesenler belirlenmistir. Bunlardan bazilar1 soéyledir; B. nigra
subsp. foetida'nin yapraklarinin etil asetatl ekstresinde ballotinon ve ballotenol diterpeni, B.
nigra subsp. foetida'nin toprak iistii kisimlarinin asetonlu ekstresinden preleosibirin, B.
rupestris"ten ballonigrin, ballonigrinon, rupestralik asit diterpenleri izole edilmistir. Ayrica, B.
hispanicave B. andreuzziana'nin asetonlu ekstresinden ise hispanolon, hispanonik asit ve
hispaninik asit bilesikleri tespit edilen diger diterpenlerdir. Bir baska ¢alismada ise B. africana
incelenmis ve bu bitkinin aseton ekstraksiyonun dahispanolon ve dehidrohispanolon elde
edilmistir. Bu bitkinin yani sira, B. aucheri’dan persianon, B. lanata'dan elde edilen 13-hidroksi
ballonigrinolit ise tespit edilen diterpenlerdir [Yilmaz ve Citoglu, 2003].

Ballota nigra tiiriinden izole edilen fenilproparonoidlerin ve B. pseudodictamnus ugucu
yaginin antimikrobiyal etkileri belirlenmistir [Didry vd., 1999; Couladis vd., 2002]. Ayrica B.
undulata etanol ekstraktinin hipolipidemik aktivitesi yapilan ¢alismalar arasindadir [Qazan,

2008].

Sekil 2.5. Ballota saxatilis subsp. brachyodonta Boiss. P. H. Davis & Doroszenko.

Ballota saxatilis, B. damascena, B. kaiseri, B. pseudodictamnus ve B. undulata bitkileri ile

ilgili olarak detayli anatomik ve palinolojik arastirmalar vardir [Osman, 2012]. Aralarinda,
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Ballota saxatilis subsp. Brachyodonta (Sekil 2.5) ve Ballota saxatilis subsp. saxatilis endemik
tiirtiniin de bulundugu Ballota antalyense, Ballota macrodonta, Ballota glandulosissima, Ballota
larendana, Ballota pseudodictamnus, Ballota nigra subsp. anatolica, Ballota rotundifolia
tiirlerinin antioksidant 6zelligi Citoglu ve arkadaSlar1 tarafindan arastirilmistir [Citoglu vd.,
2004].

Ancak, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta endemik tiiriinlin bu antioxidant calismasi
disinda antimikrobiyal ve mutajenite 06zellikleriyle ilgili herhangi bir arastirma
bulunmamaktadir.

Arastirma konusu olarak secilen Stachys rupestris, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta
ve Salvia heldreichiana Mersin“de 50-1100 m"“lerde yaSayan endemik bitkiler olup, daha énce
icerik arastirmasi ve biyolojik aktivite arastirmasi yapilmadig icin arastirmamiza konu edilen

tarlerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Ucucu Yag Eldesi ve GCMS Analizleri

Daha oOnceden yapilan literatiir taramasinda bolgemize ait olan endemik tiirler
arastirllmis ve arazi calismasi yapilan bolgelerden ti¢ farkli endemik tiir toplanmistir. Stachys
rupestris Montbret Et Aucher, (Uzunka$ koyti), Salvia heldreichiana Boiss. Ex Bentham, (Akarca
koyii) ve Ballota saxatilis subsp. Brachyodonta Boiss. P. H. Davis & Doroszenko’dir. ilk iki tiiriin
teshisleri Prof. Dr. Ayse Everest tarafindan yapilmis ve son tiir ise, Bilim uzmamn Ersin Oztiirk ve
Yiiksek lisans 6grencisi Hikmet Celik tarafindan yapildiktan sonra Prof. Dr. Ayse Everest
tarafindan dogrulanmistir [Davis vd., 1988].

Toplanan bitkilerin toprak tstii kisimlar1 soguk oda kosullarinda -4°C ve giine$ almayan
herbaryumda kurutulmustur. On ¢alismalarimizda 6giitiilen bitkilerde ugucu yag verimi daha
yliksek oldugu gozlenmekle birlikte bitkilerin ucucu yag verimlilikleri ylizde olarak

hesaplanmistir.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar Santrifiij Clevenger Cihazi

GCMS (Agilent marka7890A GC 5975C MSD cihazi)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar n-CsH12 (n-Hekzan)

MgS04 Magnezyum siilfat

Her bir bitki 6rneginin ugucu yag bilesenleri hidrodestilasyon yontemi ile ekstrakte
edilmistir. Calismada kullanilan hidrodestilasyon (clavenger) cihazi (Sekil 3.1) ugucu yag
eldesinde kullanilan klasik bir yontemdir.

Bitkilerden ugucu yag eldesi i¢in, 1000 ml'lik cam balon igerisinde her bir bitkiden
50’ser gram, kuru bitki agirliginin 2 kati kadar da saf su koyularak clavenger sistemine
yerlestirilmistir. Ucucu yaglarin elde edilmesi, 1000 ml’lik cam balon icerisinde 3,5 saatlik
kaynatma iSlemi ile yapilmistir. Her bitki i¢in bu islem 3 paralel olarak tekrarlanmistr. Kapiller
borudan gegen ugucu yag tiiplerde toplanmistir. Bu tiipler MgS04 ile 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek suyun cokelmesi saglanmistir. Daha sonra pipetle list fazdan alinan yaglar, darasi
alinan viallere aktarilmistir. Ucucu yaglarin kiitle/ml olarak ylzde verimleri hesaplanmistir.

Daha sonra elde edilen ekstraktlar uygun ¢o6ziiciiler ile GC-MS’de analiz edilmistir.
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Ssekil 3.1. Clavenger aparati (a) ve (b) bitkiden yag eldesi.

GC-MS analizleri, Agilent marka 7890A GC 5975C MSD cihaz1 kullanilarak yapilmistir.
Ayirma HP-5MS kolonu (30mx250ux0,25um) ile gerceklestirilmistir. Iyonizasyon teknigi olarak
El (Elektron iyonizasyonu) kullanilmistir. Analizlerde tasiyici gaz olarak 1mL/dakika akis
hizindaki helyum kullanilmistir. Firin sicaklik programi cercevesinde 40°C den baslayip, 5 dk bu
sicaklikta bekletilen ve 2°C/dakika artislarla 270°C’ye cikarilan ve bu sicaklikta da 20 dk
bekletilen her bir 6rnege iliskin 2mlL, enjeksiyon hacmi 1pl ve iyonlasma voltaji ise 70eV’dir.
Ayrilmis bilesenler NIST 05a (National Institute of Standards and Technology) ve Wiley
kiitiiphanesindeki veriler ile kiyaslanarak yapilmistir [Adam, 2007].

3.2. Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite, in vitro makrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir
(National Committee for Clinical Laboratory, 1993). Numuneler ve standartlar DMSO (dimetil
stlfoksit) kullanilarak ¢ézdiirilmiiStiir ve stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Antimikrobiyal aktivite
tespit icin secilen mikroorganizmalar Escherichia coli (ATCC 25293), Enterococcus feacalis
(ATCC 29212), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus
(ATCC 25925), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031),
Candida albicans (klinic suS), Candida parapsilosis (ATCC 22019)’dir. Mikroorganizmalar, Refik
Saydam Hifz1 Sthha Merkezi ve Mersin Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji
Laboratuvarlari Anabilim Dali'ndan temin edilmistir.

Ampisilin ve flukanozol antibiyotikleri pozitif referans standartlari olarak kullamilmistir.

32



Elif Ayse Erdogan, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

Bu standartlar %99,9 DMSOQ’da ¢oziindiirtldiikten sonra serinin ilk tiiptinde 1000 pg/ml olacak
Sekilde tiiplere ilave edilmistir. Sulandirma dilisyonu yaparak 0.48 pg/ml konsantrasyona
kadar 6rnek hazirlanmistir.

Bitkilerin ugucu yaglarinin %25 DMSO igerisinde en iyi ¢6ziinme sagladig1 gézlenmis ve
calismalara ugucu yaglar 2 pg/ml konsantrasyonda %25 DMSO’da c¢oziilerek diliisyon
basamaklar1 hazirlanmistir. Sonuglar goriilebilir bulanikliga gore tayin edilmistir (sekil 3.2).
Sonrasinda ugucu yaglarin MIK (Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon) degerleri bulanikligin
¢cok az oldugu ve liremenin olmadig ilk tiipteki konsantrasyon pg/ml cinsinden belirlenmistir

[Yiiksek, 2010].

Sekil 3.2. Goriilebilir Bulaniklik Tayini. Mikroorganizlarin tiremelerine bagh olarak

olusan bulaniklik (sagdaki) ve negatif kontrol (soldaki) tiipler kiyaslanarak yorumlanmistir.

3.2.1. Test icin Gerekli Arag ve Geregler
- Etlv (Memmert)
- Pastor Firini(Memmert)
- Otoklav (Niive- OT 020)
- Hassas Terazi (Scaltec)
- Distile su cihaz1 (Niive NS 108)
- Oze
- Petri kaplan
- Pipetucu
- Balon joje
- Ependorf tiipler

- Deney tiipleri
3.2.2. Antimikrobiyal Analizler icin Kullanilan Besiyerleri

Mueller Hinton Broth (pH 7,4 +/- 0.2 37 °C) Kat1 sig1r infiizyonu 2,0g/L
Nisasta 1,5 g/L Kazein hidrolizat1 17,5 g/L,
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In vitro (canlh hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde klinik olarak
énemli patojenlerin, antibiyotik ve MIK degerlerini belirlemek icin kullanilan siv1 besiyeridir.

Dehidre besiyeri 23,0 g/L olacak Sekilde amaca uygun kaplara (balon, erlen vb.) eklenip,
1 litre damitik su icinde c¢ozdiiriilmiiStir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi renktedir ve 37°C'de pH's1 7,4+0,2'dir.Soguduktan sonra

buzdolabinda + 4°C’de muhafazaedilmistir.

Tryptic Soy Broth
Kazein peptonu 17,0 g/L; Soya peptonu 3,0 g/L; D(+) Glukoz 2,5g/L; NaCl 5,0g/L;
K2HPO4 2,5¢g/L.

In vitro (canh hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde genel sivi
besiyeri olarak kullanilmistir.

Dehidre besiyeri, 30,0 g/L olacak sekilde amaca uygun kaplara (balon, erlen vb.) eklenip,
1 litre damitik su icinde ¢ozdirilmiistiir. Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir.
Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi renkte olup, 25°C'de pH's1 7,3+0,2'dir. Soguduktan sonra

buzdolabinda + 4°C’de muhafaza edilmistir [Yiiksek, 2010].

3.2.3. Deney Prosediiriiniin Uygulanmasi

Bakteri inokiilumu i¢in Triptik Soy Broth, fungiler i¢in ise Sabouraud Dextrose Broth
besiyerleri kullanilmistir. Bu asamada, bir giinliik inkiibasyondan sonra kdltiirler nutrient agar
plaklarina ekilmis ve 12 saatlik inkiibasyondan sonra bu kiiltiirlerden 0,5 McFarland (1,5x108
CFU/ml) bulanikhik standardina goére mikroorganizma siispansiyonlar1 hazirlanmistir
[McFarland, 1987].

MIK degerinin saptanmasinda, bakteriler icin Miiller Hinton Broth, mayalar icin Triptic
Soy Broth besiyerleri kullanilmistir. Bitkilerin ugucu yaglarinin %25 DMSO (dimethyl sulfoxide)
icerisinde en iyi c¢oziinme sagladigi gozlenmis 0,098 pg/ml ile 50 pg/ml arasinda
konsantrasyonlar hazirlanmi stir. 500 pl Mueller-Hinton Broth besiyerinin bulundugu tiiplere
en ylksek konsantrasyondan baslayarak 500 pl ucucu yag konsantrasyonlari ilave edilmistir.
Cift kath diliisyon yapilarak, seyreltme islemi yapilmistir. Her tiipe 10 pl mikroorganizma
inokulumundan sonra, tiipler 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar goriinebilir
bulanikliga gore tayin edilmistir. Antimikrobiyal testler en az li¢ kez tekrar edilmistir [Yiiksek,

2010].
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3.3. Umu- MUTAJENITE Testi

3.3.1. Test i¢in Gerekli Aracg ve Geregler

- Derin dondurucu (ESCO UUS-668A-1)

- Spektrofotometre (MULTISKANGO 1510)
- Hassas Terazi (TP-214 DENVER)

- Inkiibatér (BINDER BD115)

- Distile su cihazi (MILLIPORE QGARDOORI)
- Ceker ocak (NURGAZ)

- Karistirmali 1sitic1 (IKARCT basic-RCT-B)
- Vorteks (VELP F20220176)

- Otomatik pipet (EPPENDORF)
-Mikroskop (OLYMPUS BX53)

-Ph Metre (METTLER TOLEDO- AG8603)
-Pastor Firini (ELEKTROMAG-3025)

- Pipetler

- Oze

- Bunzen beki

- Pipet uclari

3.3.2. Umu-testi icin Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Vogel-Bonner-E ortami (50x VB tuzlari) Magnezyum stlfat 10 g Sitrik asit Monohidrat
100 g Potasyum fosfat 500 g Sodyum
Amonyum fosfat 175 g Distile su 670 ml

Minimal Agaricinhazirlanmistir.
0,5 mM histidin/biyotin ¢ozeltisi
D-Biyotin ( M.A : 247,3) 30,9 mg L-Histidin-HCL (M.A: 191,7) 24 mg Distile su 250 ml

Histidin/biyotin gerektiren besiyerleri icin hazirlanmistir.

Ampisilin ¢ézeltisi ( 8 mg/ml )
Ampisilin trihidrat 0,8 g Sodyum Hidroksit (0,02 N) 100 ml
SuSlarin ampisiline direnglilik 6zelliginin kontrolii icin kullanilmistir.

Kristal viyole ¢ézeltisi (%0,11ik)
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Kristal viyole 01lg
Distile su 100 ml

Rfa mutasyonunun kontroliinde kullanilmistir.

Minimal Glukoz Agarli ortam (MGA)

Agar 15g
50x VB tuz ¢ozeltisi 20 ml
Glukoz (%20 ‘lik) 100 ml
Distile su 880 ml

Histidin / Biyotin / ampisilin kati ortam

Agar 15g
50x VB tuzlari 20 ml
%20’ lik glukoz 100 ml
Histidin HCL H20 (%0,5) 10 ml
0,5 mM biyotin 6 ml
Ampisilin ¢6zeltisi 3,15 ml
Distile su 860 ml

R faktori taSiyan suSlarin direncliliklerinin kontroliinde kullanilmistir.

Nutrient broth
Oxoid nutrient broth No: 2 25 g Distilesu 1000 ml

Bakterileri tiretmek amaciyla kullanilmistir.
Nutrient Agarli Ortam
Oxoid broth No:2 25g

Difco Bacto agar 15 g Distilesu 1000 ml

Test suSlarinin kristal viyole ve UV'ye duyarlilik 6zelliklerinin test edilmesi ve sitotoksik

etkinin belirlenmesinde kullanilmistir.

TGA Kiiltiir Ortami
Bacto tryptone %1
NacCl % 0.5
Glukoz % 0.2

Test suSlarinin ekimi dncesi ve liyofilizeden ¢6zmek icin hazirlanmistir.
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3.3.3. Bakteri Sugunun Deney icin Hazirlanmasi

Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002 suSu, Umu-test kiti icinde yatik agara
ekilmis halde DSMZ’den (Leibniz-Institute DSMZ-German Collection of Microorganizms and Cell
Cultures) satin alinmistir. Bakteri sugu, ¢alismaya baslamadan saklama sarti olan - 20°C’ den 6
saat once ¢ikartilmistir. Onceden hazirlanan 2 ml TGA besi ortamina bir miktar ekilmis ve kiiltiir
3 saat 37°C’ de bekletilmistir. Daha sonra bakteri kiiltiirlinden 100 pl alinmis ve 10 ml Nutrient
Broth’a ekim yapilmistir. Ardindan 18 saat 37°C’ de birakilmis vebekleme sonrasinda bakterinin
absorbansi 0,06’ya (ODsoo) ayarlanmistir. Stok bakteri hazirlamak icin ise 2 ml TGA Kkiiltir
ortami icerisine 100 pl ekilerek 37°C’ de 3 saat bekletilen ve DMSO (10%) eklenen 6rnek -
20°C’lik derin dondurucuya birakilmistir.

Absorbans1 0,06'ya (ODeoo) ayarlanan Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002
suSunun 1 gecelik kiiltiirinden alinan o6rnekler kullanilarak iizerinde bulunan genetik

ozelliklerinin dogrulugu kontrol edilmistir [Yamamotovd., 2002].

3.3.4. Test Sisteminde Kullanilacak SuSun Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

3.3.4.1.Histidin Gereksinimi

Umu-test suSu sahip oldugu wuvrB delesyonu nedeniyle histidin his(-)
sentezleyememektedir. His(-) sentezleyememe 6zelligi, suSlarin MGA (minimal glukoz agar)
plaklarina ekimiyle kontrol edilmistir. Ayn1 zamanda bu delesyon biyotin sentez genlerinde de
bir tahribata neden oldugundan besiyerine disaridan ilave biyotin eklenmektedir. SuSlar,
histidin/biyotin iceren ve sadece biyotin i¢ceren histidinsiz MGA plaklara ekilmistir. SuSlarin
histidin varliginda tireyip, histidin yoklugunda lireyememeleri, his- karakterini dogrulamaktadir
(Maron ve Ames, 1983). MGA plaklarina ekimi yapilan bakteriler uvrB delesyonu nedeniyle
histidin/biyotin iceren plaklarda tliredi. Sadece biyotin igeren fakat histidin icermeyen plaklarda

urememistir.
3.3.4.2. R faktoriiniin kontrolii

Umu-test suSunun his(-) karakteri dogrulandiktan sonra, ampisilin diren¢ geni (R)
tasiyip tasimadigl kontrol edilmistir. Bu islem icin histidin / biyotin / ampisilin iceren glukoz

agarh plaklar hazirlanmistir. R faktorii test edilecek suclarin ekimi yapilmistir [Mc Cann vd,,

1975]. Histidin/biyotin/ampisilin iceren plaklara ekimi yapilan bakterinin tiredigi gézlenmigtir.
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3.3.4.3. Rfa mutasyonunun kontrolii

Umu-test sucunda olusturulan rfa mutasyonu, hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
yapisinda olusturulmustur. Test suclarinin gecelik kiiltiirlerinden alinan 0,1 ml’lik érneklerin,
Nutrient agarh plaklara ekimi yapilmistir. Filtre kagidindan hazirlanmis disklere 10 pl kristal
viole cozeltisi (1 mg/ml) emdirilmis ve plaklarin ortasina yerlestirilmistir. Plaklar 12 saat
37°C’de birakildiktan sonra diskin etrafinda olusan seffaf bolge biiyiik bir molekiil olan kristal
violenin bakteri icerisine girmesine izin veren rfa mutasyonu varhifin1 ispat etmistir

[Ames,1973].

3.3.4.4. UvrB mutasyonunun kontrolii

Umu-test sucunda bulunan uvrB mutasyonun varlig1 ultraviyole 1sinlara duyarlilik testi
ile kontrol edilmistir. Gecelik kiiltiirden alinan 6rnekler Nutrient agarli besiyerine ekilmistir.
37°C’'de 12 saat bekledikten sonra iireyen tek koloniler, yeniden Nutrient agarl besiyerine ¢izgi
ekim yapilarak ekilmistir. Bir tane de kontrol grubu hazirlanmistir. Deney yaptigimiz plak 15
watt’'lik germisidal UV lambasi altinda 33 c¢cm uzakliktan 8 saniye 1sinlanmistir. 12 saat 37°C’de
beklemeye birakilmistir. UvrB delesyonu taSiyan suSlarin kontrol plakda iiremesi, UV ile

1sinlanmis plaklarda tirememesi, uvrB mutasyonunun varligini ispat etmistir [Ames, 1973].

3.3.4.5. SOS kromotest icin umuC==lacZ bilesik geninin aktifliginin kontrolii

Bir gecelik bakteri kiiltiirtinden 0,1 ml alinarak, icerisinde MGA bulunan petriye
homojen sekilde yayilmistir. Petrinin ortasina 10 pul ONPG (10 mg/ml) nokta Seklinde
damlatilmistir. 37°C’ de bir giinliik inkiibasyon sonunda seffaf bolge cevresinde mavi birhalka
gozlemlenmistir. Bu halkanin varligi umuC==lacZ bilesik geninin aktifligini gostermistir [Oda

vd., 1985].

3.3.5. OrnekKlerin Sitotoksisitelerinin Arastirilmasi

Genotoksisiteleri arastirillacak olan o6rneklerin farkli konsantrasyonlarindan 10 pl
alinarak kuyucuklara aktarilmistir. Absorbansi 0,06’ ya (ODsoo) ayarlanan bakteri kiiltiiriinden
100 pl eklenmistir. 2 saat 37°C’ de bekletilmistir. Bekleme sonrasi 100 pl ONPG ilave edilmis ve
tekrar 37°C’ de 1 saat beklemeye birakilmistir. Reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pul DMSO
eklenerek 620 nm’ de absorbans o6lclilmiis ve negatif kontrol grubuyla karsilastirilmistir
[Yamamoto vd., 2002]. Sitotoksik olmayan en yiiksek konsantrasyon olarak her bitki icin ayri

ayribelirlenmistir.
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3.3.6. Deney Prosediiriiniin Hazirlanmasi

Salmonella thyphimurium TA1535/pSK1002 susunun gecelik kiiltiiriinden alinan 2
ml’lik 6rnegin absorbansina bakilmistir. Absorbans 0,06’ya (ODeoo) ayarlanmistir [Yamamoto
vd., 2002]. Bitki ekstraktlarinin metabolik aktivite sonrasi S9 (+) mutajeniteye sahip olup
olmadiklarimi belirlemek i¢in pozitif kontrol olarak 2-Aminoantrasen kulanilmistir. Calisma
yapmadan oOnce 3 ml bakteri kiltiri ile 0,3 ml sulandirilmis S9 karistirilmistir. Bitki
ekstraktlarinin metabolik aktivite olmadan yapilan S9 (-) calismasinda pozitif kontrol olarak
furilfuramid kullanilmistir [Yamamoto vd., 2002].

Pozitif kontroller icin 2-Aminoantrasen (2AA) ve Furilfuramid (AF-2) kullanilmistir. Bu
maddeler kit icerisinde 1’er ml'lik hacimde; 2-Aminoantrasen 300 pg/ml, Furilfuramid ise 9
pug/ml miktarlarda bulunmaktadir. Pozitif controller diliisyon yontemi ile DMSO kullanilarak
seyreltilmistir. 2-aminoantrasenin 10, 1, 0.1 ug/ml ¢ozeltileri hazirlanmistir. Furilfuramidin ise
100, 10, 1 ng/ml c¢ozeltileri hazirlanmistir. 2-Aminoantrasen, metabolik aktivitenin
belirlenmesinde pozitif kontrol olarak Furilfuramid ise metabolik olmayan aktivitede pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol icin ise, distile su icerisine %10’luk DMSO ilave
edilerek kullanilmistir [Yamamoto vd., 2002].

Bitki ucucu yaglar1 1mg/ml oraninda %10’luk DMSO’da ¢oziilmiiStiir. Daha sonra cift
kath seri diliisyonlar1 yapilmistir. Boylece farkli konsantrasyonlarda 6 érnek hazirlanmistir.

S-9 rat karaciger enzimleri fraksiyonu hazir olarak temin edilmistir (Sigma, 1254,

Aroclor, US.).

3.3.7. Deney Prosediiriiniin Uygulanmasi

Daha onceden genetik 6zellikleri kontrol edilen bakteri kiiltiiriinden alinan 6rnek, 1
gecelik iiremeye birakilmistir. Bakteri suSunun absorbansi 0,06 (ODeoo) ayarlanmistir. 3 ml
hacimde iki farkl tiip icerisinde S-9 fraksiyonlu ve sade Sekilde bakteri alinmistir. Bu bakteriler
Umu-testte kullanilan bakterilerdir. Umu-test i¢cin 96 kuyuluy, steril tek kullanimlik kuyucuk
tabagi alinmistir. Kuyularin A1-A3 aras1 S-9 fraksiyonu i¢in metabolik aktivitede bir bitki
ekstraktinin mutajenitesini, A4-A6 arasi metabolik aktivite olmayan ortamda mutajeniteyi
belirlemek i¢in belirlenmistir. Diger kuyucuklara ise pozitif ve negatif kontroller icin yer
belirlemesi yapilmistir. Belirlenen kuyucuklara dénce 10 pl bitki ekstraktindan, pozitif ve negatif
kontrollerden aktarilmistir. Her kuyucuga absorbansi 0,06 (ODggo) ayarlanan bakteriden 100 pl
eklenmigstir. Bakteri eklenen bitki ekstraktlar1 37°C’de 2 saat bekletilmis ve bekleme sonrasi
cikartilan bakteri-test karisimi iizerine, 100 pl O- Nitrophenil-D-galactopyranoside substrati

ilave edilmistir. 37°C’de 1 saat iSlem tekrar edilmustir. kinci beklemeden sonra ise her bir
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kuyucuga 100 pl DMSO ilave edilerek enzimatik reaksiyonun durdurulmasi saglanmis ve

absorbans 6l¢iimii ise 620 nm’ de yapilmistir. [Yamamoto vd., 2002; senel, 2006].

3.3.8. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglarin degerlendirilmesi icin test maddelerinin uygulandigi kuyucuklardaki
galaktosidase aktivitesi spektrofotometrede 620 nm’de o6lciilmiiStiir. Diger taraftan negatif
kontrol kuyucuklarindaki galaktosidaz aktivitesi de 620 nm’de OlciilmiiStiir. Elde edilen
absorbans degerleri arasinda karsilaStirma yapilmistir. Test maddelerinden elde edilen
absorbans degerlerin ortalamalar1 ve standart hatalar1 h SPSS istatistiki analiz programiyla
hesaplanmistir. Ayni islem pozitif ve negatif kontroller i¢in de gercekleStirilmistir.

Sonuglarin saghkli olmasi agisindan, bir kimyasal ajana belli bir konsantrasyonda
mutajendir diyebilmemiz, o maddenin negatif kontroliindeki absorbansinin en az iki kati
biiyiikliikte olmasi ve pozitif kontrollerin absorbans degerlerine gore de anlam ifade etmesi

gerekliliginden kaynaklanmaktadir [Yamamoto vd., 2002].

3.4. Ames/ Salmonella/ Mikrosom MUTAJENITE Testi

3.4.1. Test icin Gerekli Arac ve Geregler

Derin dondurucu (ESCO UUS-668A-1)
Spektrofotometre (MULTISKANGO 1510)
- Hassas terazi (TP-214 DENVER)

- Inkiibatér (BINDER BD115)

- Distile su cihaz1 (MILLIPORE QGARDOORI)
- Ceker ocak (NURGAZ)

- Karnstirmali isitici (IKARCT basic-RCT-B)
- Vorteks (VELP F20220176)

- Otomatik pipet (EPPENDORF)

- Mikroskop (OLYMPUS BX53)

- Ph Metre (METTLER TOLEDO- AG8603)

- Pastor Firin1 (ELEKTROMAG-3025)

- Pipetler
- Oze

- Bunzen beki
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- Pipetuglan

3.4.2. Ames-testi icin Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Vogel-Bonner-medium (50x VB tuzlari) Magnezyum siilfat 10 g Sitrik asit Monohidrat 100
g Potasyum fosfat 500 g Sodyum Amonyum fosfat 175 g Distile su
670 ml
Minimal Agari¢in hazirlanmistir.
(0,5 Mm) Histidin/biyotin ¢ézeltisi
D-Biyotin ( M.A : 247,3) 30,9 mg L-Histidin-HCL (M.A: 191,7) 24 mg Distile su 250 ml
Histidin/biyotin gerektiren besiyerleri icin hazirlanmistir.
Ampisilin soliisyonu ( %0.8/ 0,02 NaOH)
Ampisilin trihidrat 08¢g
Sodyum Hidroksit (0,02 N) 100 ml
SuSlarin ampisiline direnglilik 6zelliginin kontrolii icin kullanilmistir.
Kristal viyole ¢ézeltisi (%0,1lik)
Kristal viyole 01g
Distile su 100 ml
Rfa mutasyonunun kontroliinde kullanilmistir.
(%0.13) Biyotin ¢ézeltisi:
D-Biyotin 0.65mg
Distile su 50 ml
Genotip kontrolt ve HBA plaklarinda kullanilmaktadir.
(%0.5) Histidin ¢ézeltisi

L-Histidin HCI 2 gr Distile su 400 ml
( %40 ) Glikoz Cézeltisi

Glikoz 80g

Distile su 200 ml

MGA, HB ve HBA plaklarinin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Glikoz distile su icinde
¢ozulir. Otaklav edilip 0-4°C de saklanir.

Sodyum azid (AZS)

Pozitif kontroldiir. 20 pg / plak basina olmak tizere Dimetilsiilfoksit (DMSO)" de
¢ozilerek 0,22 mp ¢apl filtreden gecirilir.

4-Nitro - O - Fenilendiamin ( NPD )

Pozitif kontroldir. 20 ug / plak basina olmak iizere Dimetilsiilfoksit (DMSO)" de
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¢oziilerek 0,22 mp ¢apli filtreden gecirilir. Oda 1sisinda saklanir.
(2ug / ul ) 2-Aminofluorene (2AF)
Pozitif kontroldiir. 1.0 mg/petri basina olmak iizere (DMSO)’de ¢oziilerek kullanilir. S9

karisimi gerektirmeyen kimyasaldir. 0,22 pm ¢apli filtreden gecirilerek 0-4 °C de saklanir.

Top agar

Agar 6g
NaCl 5g
Distile su 1000 ml

Mutasyon deneyinde kullanilir.
Agar, tuz ve su manyetik karistiricida isitilarak ¢oziiliinceye kadar karistirilir ve otoklav
edilir. Revertantkolonilerin tespiti calismasinda kullanilmistir.

Minimal Glukoz Agarli ortam (MGA)

Agar 15g
50x VB tuz ¢ozeltisi 20 ml
Glukoz (%20 ‘lik) 100 ml
Distile su 880 ml

Histidin / Biyotin / Ampisilin kati ortam

Agar 15g
50x VB tuzlari 20 ml
%40 ‘ lik glukoz 50 ml

Steril histidin HCL (%0,5) 10 ml
Steril 0,5 mM biyotin 6 ml Steril ampisilin ¢6zeltisi 3,15 ml Distile su 860 ml

R faktorii taSiyan suglarin direngliliklerinin kontroliinde kullanilmistir. Agar ve su
karistirip otoklav edilir. 45°C’de, %40 glikoz, 50xVB tuzu ve histidin ¢ozeltisi eklenip karistirilir
ve biraz daha soguyunca biyotin, arkasindan ampisilin eklenip karistirilarak petrilere 25-30 ml
olacak Sekilde aktarilir. Bu plaklarda bakteriler +4°C de 2 ay boyunca saklanabilir.

Histidin / Biyotin plaklar: (HB Agar) plaklari

Agar 15g

Distile su 914 ml

50XVB tuzu 20 ml
Glikoz 50 ml
Histidin HCI H,0 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml

Agar ve distile su karistirilir ve 121°C de 20 dakika otoklav edilir. 45°C ye sogutulup %40
lik glikoz, 50XVB tuzu ve histidin ¢6zeltisi eklenir. Soliisyon biraz daha sogutulduktan sonra

biyotin eklenip karistirilir. Petri kutularina yaklaSik 25-30 ml olarak dagitilir.
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Nutrient broth

Oxoid nutrient broth No: 2 25 gDistile su 1000 ml

Bakterileri liretmek amaciyla kullanilmistir.

Nutrient Agarli Ortam

Oxoid broth No:2 25 gDifco Bacto agar 15 g Distile su 1000 ml

Test suglarinin kristal viyole ve UV’ye duyarlilik 6zelliklerinin test edilmesi ve sitotoksik

etkinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.4.3. Bakteri Sucunun Deney i¢cin Hazirlanmasi

Salmonella thyphimurium TA98 ve 100 sugclari, yatik agara ekilmis halde Hacettepe
Universitesi, Biyoloji Béliimii kiiltiir kolleksiyonundan saglanmis ve

+4°C’de muhafaza edilmistir. Calismaya baslamadan 6nce, stok kiiltiirler hazirlanmistir.
Bunun i¢in, bakteri su¢larin saklama Sarti olan - 20°C’ den 6 saat 6nce ¢ikartilmistir. 2ZmL
Nutrient Broth icerisinde tliplerde slispanse edilmis, 37°C’ de 12-16 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra ependorf tiip icerisine 1 ml bakteri kiiltiiri ve 0,09 ml DMSO ilave edilmis
ve 20°C’de donduktan sonra - 80°C’de muhafaza edilmisgtir.

Calisma esnasinda stok kiiltiirden alinan bakteriler, HB agar plaklarina ekilmis ve
37°C’'de 48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra HBA agar plaklarinda 37°C’de 48 saat boyunca
inkiibe edilen suclar, master plaklar olarak saklanmistir. Master plaklar +4°C’de iki ay boyunca

saklanabilmekte ve ¢calisma esnasinda direk olarak kullanilabilmektedir.
3.4.4. Test Sisteminde Kullanilacak SuSlarin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii
3.4.4.1. Histidin gereksinimi

TA98 ve TA100 suSlar1 sahip olduklar1 uvrB delesyonu nedeniyle histidin his (-)
sentezleyememektedir. Ayni1 zamanda bu delesyon biyotin sentez genlerinde de bir tahribata
neden oldugundan besiyerine disaridan ilave biyotin eklenmektedir. Suclar, histidin/biyotin
iceren ve sadece biyotin iceren histidinsiz agar plaklarina ekilmistir. Suglarin histidin
varliginda tireyip, histidin yoklugunda tireyememeleri, his- karakterini dogrulamaktadir [Maron
ve Ames, 1983].

3.3.4.2. R faktoriiniin kontroli

TA98 ve TA100 suSlar his (-) karakteri dogrulandiktan sonra, ampisilin direng¢ geni (R:
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pKM101) tasiyip tasimadiklart kontrol edilmistir. Bu islem icin NB’da biiyiitiilen bakteriler,
histidin / biyotin / (%0.8) ampisilin iceren glukoz agarl plaklara ekilerek 37°C’de 24 saatlik

inklibasyon sonunda direngli suclarin varligi gézlenmistir.

3.4.4.3. Rfa mutasyonunun kontrolii

Ames test suclarinda olusturulan rfa mutasyonu, hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
yapisinda olusturulmustur. Test suclarinin NB’da bir gecelik kiiltiirlerinden alinan 0,1 ml'lik siv1
kiltiir, 45°C’ye 1siilmis 2 ml top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra nutrient agarh
plaklara sekiz isareti Seklinde ekimi yapilmistir. Filtre kagidindan hazirlanmis disklere (%0,1)
10 pl kristal viole ¢ozeltisi emdirilmis ve plaklarin ortasina yerleStirilmistir. Plaklar 24 saat
37°C’de birakildiktan sonra diskin etrafinda olusan Seffaf bolge biiyiik bir molekiil olan kristal
violenin bakteri icerisine girmesine izin veren rfa mutasyonu varligini ispat etmistir

[Ames,1973].

3.4.4.4.UvrB mutasyonunun kontrolii

Ames-test suSlarinda bulunan uvrB mutasyonun varligi ultraviyole isinlara duyarlilik
testi ile kontrol edilmistir. Gecelik kiiltiirden alinan oOrnekler Nutrient agarli besiyerine
ekilmistir. 37°C’ de 12 saat bekledikten sonra iireyen tek koloniler, yeniden Nutrient agarl
besiyerine cizgi ekim yapilarak ekilmistir. Bir tane de kontrol grubu hazirlanmistir. Deney
yapacagimiz plak 15 watt'lik germisidal UV lambasi altinda 33 cm yiiksekten 8 saniye siire ile
1sinlanmistir. 24 saat 37°C’de beklemeye birakilmistir. UvrB delesyonu tasiyan suglarin kontrol
plakda tiremesi, UV ile 1sinlanmis plaklarda iirememesi, uvrB mutasyonunun varligini ispat

etmistir [Ames 1973].

3.4.4.5.Spontan geri doniis sikliginin kontrolii

Spontan geri doniS sikliil, mutant haldeki his- suSlarin his+ durumuna déniismesidir.
Bunu 6lgmek icin Su deney yapilmistir; bir gecelik bakteri kiltiriinden 0,1 ml alinan sug
stispansiyonlari, 45°C’de su banyosunda tutulan top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra 0.2
ml 0.5M histidin/biyotin soliisyonu da ekleyip test tiipii kanstirilmistir. Ornekler MGA
plaklarina yayilmis, 37°C’ de 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Deney sonunda iireyen
koloniler sayilmistir. Spontan geri doniiS sikligi TA98 icin 30-50 revertant, TA100 suSu icin ise
120-200 olarak kabul edilir [Ames, 1973].

44



Elif Ayse Erdogan, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

3.4.5. Orneklerin Sitotoksisitelerinin Arastirilmasi

%10’luk DMSO’da ¢6ziinmiis ugucu yaglarin Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
suSlar1 lizerindeki sitotoksik dozlar1 belirlemek i¢in Nurtient ve top agar plaklar1 kullanilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 0,1 ml'lik ugucu yaglar 2 ml’lik top agarlara konulmus$ ve
her bir konsantrasyon icin 0,1 ml bakteri kiiltiirt ilave edilmistir. 37°C’ de 24 saatlik inkiibasyon
sonunda kontrol plaklariyla karsilaStirilmis ve koloni sayimi yapilarak sitotoksik

konsantrasyonlarbelirlenmistir. Deneyler 3 tekrarh yapilmistir.

3.4.6. Ames testinin yapilisi

Salmonella thyphimurium TA98 ve TA100 histidin oksotrofik suSlarinin kullandigimiz
ucucu yaglar ile tekrar histidin sentezleme yeteneginin geri kazanip prototrofik hale gelip
gelmedigi kontrol edilmistir. Deneyler, her ugucu yag icin ayr1 ayr1 yapilmis olup, S9’lu ve S9’suz
plaklar halinde 3 tekrarl yapilmistir. Sonuglar student-t-testi ile degerlendirilmisStir.

S9’suz deney yapilirken; i¢lerinde 2 ml top agar bulunan deney tiipleri su banyosunda
45°C’de bekletilmis ve i¢lerine 0,2 ml histidin/biyotin ¢dzeltisi, 0,1 ml test maddesi, 0,1 ml (1
giinliik) bakteri siispansiyonu eklenmistir. Daha sonra tiipler MGA ile hazirlanmis plaklara sekiz
1sareti Seklinde dokiilmuiStiir. Plaklarin donmasi beklendikten sonra ters cevrilerek 37°C’de 48-
72 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol icin, yagi i¢cinde ¢6zdiiglimiiz DMSO ve
pozitif kontrol olarak ise 4-nitro-o-fenilendiamin kullanilmistir. S9’lu deneyde ise, ayni 1slem
yapilmis sadece 0,5 ml S9 soliisyonu ilave edilmis ve karntirilmistir. Inkiibasyon sonunda
plaklardaki koloniler sayilmis ve t-student testinde standart hatalarn ile birlikte ortalamalari

kaydedilmistir. S9’lu deneyde kullanilan pozitif kontrol ise Aminofluoren’dir.
3.4.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Test maddelerinden elde edilen koloni sayilarinin ortalamalari1 ve standart hatalar
student-t istatistiki analiz programiyla hesaplanmistir. Ayni 1slem pozitif ve negatif kontroller
icin de gerceklestirilmistir.
3.5. Neurospora crassa Test Sistemi

3.5.1. N. crassa Suglarinin Deney icin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Calismamizda kullanilan N23 ve N24 mutant Neurospora crassa suglari, Anadolu
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Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi Kiiltiir kolleksiyonundan saglanmis ve +4°C’de muhafaza
edilmistir. Liyofilize olarak temin edilen N23 ve N24 kiiltiirlerden, icerisinde %10’luk miktarda
gliserol bulunan 5 ml’lik distile su iceren deney tiiplerine ekim yapilmistir. Karisimdan 0,05 ml,
0,2 ml, 0,8 ml ve 3,95 mI'lik 6rnekler, Fries minimal besi ortami bulunan tiiplere eklenmistir. yice
karistirildiktan sonra petrilere dokiilmiiStiir. 352C’de 2 giinliik inkiibasyondan sonra lireyen tek
koloniler, 8 ml Fries besi ortami iceren yatik agarli besi yerlerine ilave edilerek 35°C’de 7-10
glin inkiibasyona birakilmistir. Vejetatif olarak iiretilen bu kiiltiirlerden, serum fizyolojik ile
1slatilmis ekiivyonla alinan sporlar, 20 ml'lik serum fizyolojik icinde toplanmistir. Misellerin
parcalanmasi ve sporlarin agiga ¢ikmasi amaciyla 5-10 dakika vortekslenip stiztildiikten sonra,
yaklaSik 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iki kez serum fizyolojik ile yikanmistir. Geride
kalan icinde spor bulunduran ¢okelti kismi, serum fizyolojik ile sulandirilarak ml’sinde 2x107
spor olacak Sekilde hazirlanmistir. Elde edilen bu spor ¢ozeltisinin 0,1 ml’si, Neubauer lamina
alinip, spor sayimi yapilmistir [sen, 2005].

Daha 6nceden hazirlanmis olan %?7,5'luk siit tozu ¢ozeltisinin 3 ml’si, yatik agarda
tiretilmis olan vejetatif kultiire dokilmiiStiir. Konidialarin, siit tozu ¢o6zeltisiyle tam olarak
karisabilmesi icin uzun siire vortekslenmistir. Bu tiiplerden alinan konidia-siit karisiminin 1
ml’si, icinde silika-jel bulunan tiiplere damlatilarak ilave edilmistir. Silika-jel tiipleri, deney
tiiplerinin dortte licli dolacak Sekilde 6-12 meshlik silika-jel kristalleri ile doldurularak ve yarim
saat pastor firninda 160°C’de steril edilerek hazirlanmistir. icerisinde konidia siit karisimi
bulunan silika-jel tlipleri, kapaklar1 yar1 agik Sekilde, oda sicakliginda 1-2 giin bekletilerek,
silika-jelin kurumasi saglanmistir. Stok kultiirler +42C’de buzdolabinda uzun siire saklanmistir

(sen, 2005).

3.5.2. Test icin Gerekli Arag ve Gerecler

Spektrofotometre (MULTISKANGO 1510)
Hassas terazi (TP-214 DENVER)

- Inkiibatér (BINDER BD115)

- Distile su cihaz1 (MILLIPORE QGARDOORI)
- Ceker ocak (NURGAZ)

- Karnistirmali isitict (IKARCT basic-RCT-B)
- Vorteks (VELP F20220176)

- Otomatik pipet (EPPENDORF)
-Mikroskop (OLYMPUS BX53)

-Ph Metre (METTLER TOLEDO- AG8603)
-Pastor Firini (ELEKTROMAG-3025)
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- Oze
- Bunzen beki

- Pipetuglan

3.5.3. Neurospora crassa Test Sisteminde Kullanilan Besi Ortamlar1 ve Cozeltiler

Fries besi ortami (1000 ml i¢in) Fruktoz 75g

Glukoz 75¢

Ca-penthotanate 10 mg

Adenin siilfat 100 mg

Bakto agar 15 g Fries Minimal Tuzu (4x) 250 ml Distile Su
750 ml

Fries No.3 minimal tuzu (1000 ml i¢in (4x)) NHsTartrate 20g

NH4 Nitrat 4g

KH;P04 (Monobazik) 4 gMgS04.7H0 2 g

NaCl 04g

iz element ¢ozeltisi 4 ml

Biyotin ¢ozeltisi 4 ml

[z element ¢ézeltisi (500 ml icin) Na;B407.10H,0 44,2 mg

CuCl2.2H20 134 mg

FeCl3.6H20 485 mg

MnCl;.4H-0 36 mg

(NH4)6Mo07024 19,4 mg

ZnCl, 2,08¢g

Biyotin ¢ézeltisi (500 ml i¢in) Biyotin 5 mg

% 95 etanol 250 ml

Distile su 250 ml

Westergaard tuz ¢ozeltisi (1000 ml icin, 20x) KNO3 20 g

KHz PO4 20g

MgS0..7H20 20g

NaCl 2g

Westergaard (R) besi ortami (1000 ml i¢cin) Sorboz 10 g

Fruktoz 05g

Glukoz 05¢g

Ca-Penth. 5mg

Biyotin ¢ozeltisi 10 ml Bactocasomino asit 200 mg Adenin siilfat 0,1 mg
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Bacto agar 15 g Wes. Tuz ¢6z. (20x) 50 ml
Distile su 940 ml

Westergaard (S) besi ortami

Geri donen koloni sayilarimi belirlemek icin kullanilan besi ortami ile igerigi
aynidir.Sadece ortama 0,1 mg yerine 25 mg adenin siilfat eklenmistir.

0,06 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7)

A ¢ozeltisi 9,1 g/1 KH,PO4

B ¢ozeltisi 18 g/1 Na;HPO..7H20

A ve B ¢ozeltileri yaklaSik 600 ml/900 ml oraninda karistirilarak sodyum- fosfat (pH=7)

tamponu elde edilmistir ve 15 dakika steril edilmistir.

3.5.4. Deney Prosediiriiniin Uygulanmasi

N. crassa test sistemi Ong’'un 1978'de yayinlanan makalesine gore uygulanmistir.
Calisma da nokta testi teknigi ile sitotoksik konsantrasyonlar belirlenmis, siispansiyon testi ile

ise geri donen kolonilerin sayimi yapilmistir.

3.5.5.1. Nokta testi

Steril cam tiiplere 2 ml Westergaard (R) besi ortami hazirlanmistir. Sicaklik yaklaSik
450°C oldugunda 1 ml spor ¢ozeltisi eklenmistir ve bir ka¢ dakika vortekslenmistir. Hazirlanan
spor ¢ozeltili Westergaard (R) besi ortami ylizeyi kaplayacak Sekilde petrilere dokilmuStiir.
Donan besi ortaminin tam ortasina, test edilecek kimyasal emdirilmis (20 pl) disk
yerleStirilmistir. Kontrol plaklarina ise sadece ¢6ziicii emdirilmis disk yerleStirilmistir. Petriler

30°C’de 5 giin inkiibe edilmistir.

3.5.5.2. Siispansiyon testi

Siispansiyon testi, hayatta kalma (survival) ve geri doniSiim (revertant) testi olmak
lizere iki test sistemini icermektedir. Bu test sisteminde, etkisi arastirilan kimyasal maddenin
hem N. crassa mutant suSlarinin hayatta kalmalarina etkisi, hem de geriye dénen (ade- ade+)
koloni sayilarina etkisi saptanabilmektedir. Her iki testin de uygulama aSamasindan 6nce 6n

hazirlik iSlemi yapilmistir. Bunun i¢in, 3 mI'lik sodyum fosfat tamponu (pH:7) bulunan tiipe, test
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edilecek kimyasal maddeden 0.1ml, N.crassa’nin N23 ya da N24 suSunun sporlarindan 1’er ml
eklenmistir ve 35°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan sporlar iki kez 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Son yikama 1sleminden sonra sporlarin bulundugu 6rnek, serum
fizyolojik ile 5 ml'ye tamamlanmis ve bu 6rnek hayatta kalma ve geri doniiSiim deneyleri i¢in
kullanilmistir. Bu test sisteminde hayatta kalanlardan elde edilen bilgiler kullanish degildir. Bu
nedenle, siispansiyon testinde, sitotoksik etki daha 6nceden nokta testi ile belirlendiginden,
mutajenitenin belirlenmesinde geri donen kolonilerin sayisi1 dikkate alinmistir.

Siispansiyon testinde geri donenlerin sayisini belirlemek i¢in, 5 mI'lik spor ¢ozeltisinden
4.9 ml'lik kisim, 100 ml Westergaard (R) besi ortamina eklenerek iyice karistirllmistir. BeS petri
plagina eSit olarak dokiiliip, 35°C’de 5 giin boyunca inkiibe edilmustir. Inkiibasyon sonunda

adenin okzotrof halden adenin prototrof hale donen kolonilerin sayimi yapilmistir [sen, 2005].

3.5.5. Neurospora crassa Test Sisteminde Mutajenik Etkinin Degerlendirilmesi

N. crassa test sisteminde elde edilen sonuclar, geri donen koloni sayis1 olarak ifade
edilmistir. N. crassa’nin N23 ve N24 suSlarinin kullanildig: test sistemlerinde genel olarak bir
kimyasal, kendiliginden geri déniSiim frekansinin iki kati1 koloni olusumuna neden oldugunda
mutajenik olarak smiflandirilmistir (107 hiicrede N23 icin 1.5 ve N24 icin 0.5). Bu test
sisteminde hayatta kalanlardan elde edilen bilgiler kullanish degildir. Geri dontiSiim frekansi ise
her plakta geri donen koloni sayisi olarak ifade edilmistir. Test bileseninin olusturdugu
revertant kolonilerin sayisinda doza bagh bir artis meydana geliyorsa ve bu dozlarin
olusturdugu revertant koloni sayilar1 kontrol grubu ile karsilaStirildiginda en az bir doz igin
istatistiksel olarak anlaml bir farkhilik belirlenebiliyorsa test maddesi mutajen olarak kabul
edilmistir [Ong, 1978]. Calismamizda kontrole gore farkli kimyasal dozlar icin elde edilen geri
doniSim frekanslarinin anlamliligini kontrol etmek amaciyla, SPSS istatistik programi ‘student

t testi’ ile p<0.01 olan sonuclar anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Mayis-Temmuz 2011’in farkli tarihlerinde yapilan arazi ¢alismalari ile toplanan ti¢ farkl
endemik tiriin ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Yapilan literatiir
calismalart sonucunda heniiz yag icerikleri arastirilmamis ve mikrobiyolojik analizleri
yapilmamis her bir bitki tlirtiniin ugucu yag bilesenleri hidrodestilasyon yontemi ile ekstrakte
edilmistir [European Pharmacopoeia, 2004].

Yapilan 6n ¢alismalarimizda 6giitiilen bitkilerde ugucu yag verimi daha yiiksek oldugu
bulundugu icin her bir bitki 6giitme islemine tabi tutulmustur. Clavenger ile destilasyon
isleminden gecirildikten sonra ise bitkilerin ucucu yag verimlilikleri ylizde olarak

hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Stachys rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta

bitkilerinin ugucu yag verimleri

Bitkiler Ucucu yag verimleri %/ (g/ml)
Stachys rupestris 0,5

Salvia heldreichiana 0,75

Ballota saxatilis subsp. brachyodonta 0,05

Bitkilerin ugucu yag verimlerini kiyasladigimizda en yiliksek yag veriminin Salvia
heldreichiana bitkisinde oldugu gorulmiistiir. Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitkisinin
ucucu yag veriminin ise diger bitkilere gore daha dusiik oldugu belirlenmigtir.

Ucucu yag verimi bakimindan Labiatae tiirleri arasinda Salvia cinsinin en yiliksek
verimlilige sahip oldugu bilinmekte, Stachys ve Ballota tiirlerinin ise veriminin daha diisiik
oldugu oldugu belirtilmis olsa da (Kocabas 2001), calismamizda Stachys ve Ballota tiirlerinin
Salvia tiriine gore daha diisik bir yag verimliligi gosterdigi ve Stachys rupestris bitkisinin ise

yuksek yag icerigi dikkat ¢ekici oranda yiiksek bulunmustur.

4.1. Salvia heldreichiana’ya iliskin GCMS Bulgulari

Salvia heldreichiana bitkisinin Clavenger metodu ile elde edilen ugucu yaginin GCMS
sonuclari cizelge 4.2.'de gosterilmektedir. Buna gore, 3-pinene (%33.73), camphor (%7.90), a-
pinene (%6.26), spathulenol (% 5.23), borneol (%

4.11), cis-B-terpineol (%3.23), cyclopentene, 3-isopropenyl-5,5-dimethyl (%2.89),
camphene (%2.18), eucalyptol (%2.50), o-cymene (%1.48) ve terpinen-4-ol (%2.70) gibi ugucu
yag bilesenleri belirlenmistir. Bu ucucu bilesenlerinin biiyiik bir kismini monoterpenler ve

seskiterpenler olusturmakta, bir kismini ise aromatik hidrokarbonlar olusturmaktadir.
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Ulubelen ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada Salvia heldreichiana koklerinde
bol miktarda salvigenine ve di(4,4'-hexyloxycarbonylphenyl) ether belirlenmistir (Ulubelen,
1995). Bizim calismamizda ise Salvia heldreichiana toprak Ustii kisimlar1 calisilmis olup
salvigenine ve di(4,4'-hexyloxycarbonylphenyl) ether bilesenleri goézlenmemistir. Akin ve
arkadaslarinin yapmis olduklari S. Heldreichiana ugucu yag analizinde tespit ettikleri linalool, a-
pinene, 1,8-cineole, borneol, terpinen-4-ol, a-terpineol temel bilesenleri ise [Akin vd., 2010]

calismamizla paralellik gostermektedir.

Cizelge 4.2. Salvia heldreichiana bitkisinin ugucu bilesenleri.

No: RT % Bilesik

1 4.734 0.09 toluene

6.586 0.12 p-xylene

12.497 1045 bicyclo[3.1.0]hexane,4-methyl-1-(1-methylethyl)-, didehydro deriv

12.853 16.26 o pinene

15.833 [33.73 |B-pinene

16.420 |0.11 1-octen-3-ol

3
4
5 13.732  [2.18 camphene
6
7
3

17.109 |0.63 B -myrcene

9 17.762 10.23 Decane

10 19.311 [1.48 0-Cymene

11 19.578 [2.89 cyclopentene, 3-isopropenyl-5,5-dimethyl

12 19.697 [2.50 eucalyptol (1,8-cineole)

13 21.899 10.98 y-terpinene

14 22.516 [3.23 cis-B-terpineol

15 24.083 |0.20 p-mentha-1.4(8)-diene

16 25.234 |0.28 B-Linalool

17 26.552 10.19 3-carene

18 27.721 |0.68 L-trans-pinocarveol

19 28.101  [7.90 camphor

20 28.303 10.19 verbenol

21 29.496 |0.31 bicyclo (2.2.1)heptan-3-one,6.6-dimethyl-2-methylene

22 29.810 4.11 borneol

23 30.695 [2.70 terpinen-4-ol

24 31.745 [0.71 o-terpineol

25 32.001 |0.32 myrtenal

26 32.137 |0.70 myrtenol

27 43.088  10.39 camphene

28 45.230 10.45 8 -bourbonene

29 47.498 [2.94 caryophyllene

30 49.700 10.48 o- caryophyllene

31 51.320 |0.15 ly-Muurolene

32 51.522 10.92 3 -cubebene

33 51.813 [0.43 eudesma-4(14),11-diene

34 52.436 ]0.15 alloaromadendrene

35 53.653 |0.14 germacrene

36 54.305 10.22 6- cadinene

37 56.852 |0.16 palustrol

38 57.582 |5.23 spathulenol

39 58.336 [0.43 valencene

40 58.822 10.49 o-elemene

41 59.006 ]0.21 aromadendrene

42 61.000 [0.10 adamantane
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Salvia heldreichiana bitkisinde belirledigimiz ugucu yag bilesenlerinin bir¢ogu diger
Salvia tiirleri ile benzerlik gostermektedir. Salvia crypthanta ve S. pomifera ugucu yaglarinin
ortak bilesenleri olan o pinen, bornel, terpinen, camphene, caryophyllene, terpinen-4-ol,
cymene bilesenleri bizim bitkimizde de tespit edilmistir [Kizilkecili, 2007]. Ayrica, Salvia
heldreichiana bitkisinde yiliksek oranda tespit ettigimiz caryophyllene, spathulenol ve
germacrene bilesenleri anavatani iran olan Salvia virgata ve Salvia syriaca bitkilerinin temel
bilesenlerini olusturmaktadir [Sedifkon ve Mirza, 1999].

Ulkemizde endemik tiirler olarak tespit edilen alti farkli Salvia tiiriiniin toprak {istii
kisimlarinin ugucu yag analizleri yapilmistir. Calismada, a-pinene (Salvia blepharochlaena), 1,8-
cineole (S. caespitosa), B-pinene (S. divaricata), thymol (S. hypargeia), caryophyllene oxide (S.
longipedicellata) ve a-thujone (S. pilifera) temel bilesenleri belirlenmistir [Demirci vd., 2003].
Bu bilesenler c¢alismis oldugumuz S. heldreichiana bitkisinin ugucu yagi ile benzerlik
gostermektedir. Ayrica, iran’a 6zgili Salvia virgara ve Salvia syriaca ugucu yaglarinda tespit
edilen caryophyllene (%46.6) ve spathulenol (%6.4) bitkilerin temel bilesenleri arasindadir
[Sefidkon, 1998]. Ozellikle spathulenol bulunma orami (%6.4) olarak bizim bitkimizdeki
bulunma oranina benzerdir.

Yumrutas ve arkadaslarinin Salvia euphratica var. eupratica ve S. euphratica var.
leiocalycina ile yaptiklari calismada a-pinene, myrcene, linalool, camphor, borneol, terpinene-ol,
eucalyptol gibi bizim bitkimiz ile ortak olan ugucu yag bilesenleri tespit etmislerdir. Ayrica
bitkilerin antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Ozellikle, Salvia euphratica var. eupratica
bitkisinde tespit edilen yiliksek antioksidan aktivitenin, igeriginde yiiksek oranda bulunan
eucalyptol (% 18.3) bileseninden kaynaklandigini belirtmislerdir (Yumrutas, 2011). Bizim
calistigimiz S. heldreichiana tirtinde ise eucalyptol (%2.5) oraninda bulunmus olup, bitkimizin
ana bileseni %33.73 bulunma oraniyla 3-pinene, bitkimizin ana bilesenini olusturmaktadir.

Ucucu yag icerigi bakiminda Salvia heldreichiana bitkisi ile yiliksek oranda benzerlik
gosteren Artemisia argyi bitki ugucu yaginin 6karyotik hiicrelerde antimelanogenez aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Antimelanogenez etkili kimyasallar kozmetik sanayide oldukca
onemlidir. Derinin beyazlasmasinda ve ciltte olusan lekelerin giderilmesinde giivenli ve etkili
antimelanogenez 6zellige sahip kimyasal ajanlar arastirilmaktadir. Artemisia argyi bitki ugucu
yagl antimelanogenez etkili oldugu bilinen 6nemli kimyasallardandir. Artemisia argyi ugucu yagi
3-carene (%4.64), camphene (%0.48), B-pinene (%5.62), myrecene (%0.19), o-cymene

(%5.01), eucalyptol (%23.66), a-pinene (%0.36), linalool (%3.11), camphor (%1.53),

borneol (%6.55), terpinen-4-ol (%1.40), caryophyllene (%10.19), §-cadinene (%0,59),
B-cubebene (%1.29) bilesenlerinin varligi ve bulunma oranlar1 bakimindan [Huang, 2012];
S.heldreichiana ugucu yagi ile buylik bir benzerlige sahiptir. Bu durum S. heldreichiana ugucu

yaginin antimeloanogenez arastirmalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.
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Norolojik bir hastalik oldugu bilinen alzheimer hastaliginin bir nedeni, sinir hiicreleri
arasindan salinan asetilkolin miktarinin azalmasidir. Asetilkolini hidroliz yoluyla pargalayan bir
enzim olan antikolinesteraz enziminin aktivitesini inhibe edilerek asetilkolin miktarinin
artirilmasi seklinde bir yaklasim, alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in bir yontem olmustur.
Geleneksel tipta Alzheimer tedavisi icin kullanilan Salvia lavadulaefolia bitki yaginin igerikleri
ve antikolinesteraz aktivitesini arastirilmistir. Calismada ayrica, S. lavadulaefolia ugucu yaginin
temel bilesenlerini olusturan monoterpenlerin birbiriyle olabilecek sinerjik ve antagonistik
etkileri belirlenmistir. S. lavadulaefolia temel bilesenlerinden 1,8-cineole (%26.8), camphor
(%24.7), a-pinene (%6.6), B-pinene (%5.4), borneol (%3.2), caryophyllene oxide (%1.2),
linalool (%0.8) ve bornyl acetate (%0.7)'1n antikolinesteraz inhibisyonlar1 arastirllmistir. Saf
haldeki 1,8-cineole bileseni, tiim Salvia lavadulaefolia ugucu yag bilesenine benzer bir
inhibisyon aktivitesi sergilemistir. Ayni ¢calismada, camphor ve 1,8 cineole arasinda antagonistik
etki, 1,8-cineole bileseni ile alpha-pinene ve caryophyllene oxide arasinda sinerjistik etkilerin
olustugu, buna bagh olarak da antikolinesteraz inhibisyon aktivitelerinde degisimler oldugu
belirlenmistir [Savelev vd., 2003]. Salvia heldreichinana bitkisinde tespit edilen ugucu yag
bilesenleri Salvia lavadulaefolia icerigine yiliksek oranda benzemektedir. Salvia tiirii bitkilerinin
temel bilesenleri olan1,8-cineole, camphor, a- pinene, 3-pinene, borneol, caryophyllene oxide,

linalool bilesenleri alzheimer tedavisinde potansiyel bir uygulama alani bulabilirler.

4.2. Ballota saxatilis subsp.brachyodonta’ ya iliskin GCMS Bulgular:

Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitkisinin ugucu bilesenlerinin analizinde, NIST
kiitiiphane taramasi’'na gore, bol miktarda aromatik hidrokarbon gézlenebilmistir (Cizelge 4.3.).
Ucucu yagin sirasiyla 17.738, 47.474 ve 57.766 alikonma zamanlarinda gorilen decane
(%13.12, Cyclohexene,4-(1,5-dimethyl-1,4- hexadien-1-yl)-1-methyl- (%11.12), Caryophyllene
oxide (%27.62) ucucu yagin ana bilesenlerini olusturmaktadir. Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta bitkisinin ugucu bilesenlerinin belirlendigi ¢alismada Cyclohexene,4-(1,5-
dimethyl-1,4-hexadien-1- yl)-1-methyl- ve Caryophyllene oxide seskiterpen, decane ise

hidrokarbonlu monoterpen olarak bilinmektedir.

Cizelge 4.3. Ballota saxatilis subsp.brachyodonta bitkisinin ucucu bilesenleri.

No: RT % Bilesik
1 4.734 [10.70  [Toluene
2 9.025 1498 |p-xylene
3 [17.738 [13.12  |decane
4 [25.234 8.43 Undecane
5 47474 |11.12  |Cyclohexene,4-(1,5-dimethyl-1,4-hexadien-1-yl)-1-methyl-
6 |57.766 [27.62 |Caryophyllene oxide
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Calismamizda diger bitkilere gore daha az gesitte ucucu yag tasidig belirlenen Ballota
saxatilis subsp. brachyodonta alt tiirt ile ilgili daha once yapilmis bir ¢alisma yoktur. Ancak tiir
diizeyinde Ballota saxatilis'in eser miktarda ucucu yag tasidigi bilinmektedir. Bir baska Ballota
tliri olan Ballota nigra ucucu yag bileseni ise Baser ve ekibi tarafindan arastirilmis olup temel
bileseninin germakren D oldugu bulunmustur [Yilmaz, 2003].

Calismamizda Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitki ucucu yaginda %27.62
oraninda caryophyllene oxide seskiterpeni belirlenmistir. Ticari olarak bulunan caryophyllene
oxide bileseninin fare mitokondrial hiicreleri lizerinde yapilan toksisite calismasinda, bilesenin
mitokondri lizerinde elektron akis zincirine miidahale ettigi belirlenmistir. Caryophyllene oxide
seskiterpeni, reaktif elektrofilik bir aramadde gibi davranip protein ve DNA’ya kolaylikla
baglanan stabil bir kimyasaldir. Caryophyllene oxide’in 6karyotik hiicrelerde etkili bir toksik
ajan oldugu belirtilmistir [Monzote vd., 2009]. Annoana aquamosa agacindan ekstrakte edilen
caryophyllene oxide bileseninin anti-inflammatuar 6zelligi bilinmektedir [Chavan vd., 2010].
Ayrica, dermatolojik bir hastalik olan onimikozis tedavisinde antifungal etkisinden
yararlanilmaktadir [Yang vd., 1999].

Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ugucu yaginin neredeyse yarisimi (%47.23)
aromatik hidrokarbonlar olusturmaktadir. Bunlardan toluene ve p-xylene bilesenleri
petrokimya endiistrisinde kullanilan 6nemli hammadelerdendir [Chen, 2008]. Genotoksik
ozelliklerinin diisiik oldugu bilinmektedir. Daha ¢ok bu bilesenlerin yikim iirtinleri idrarla disari
atilmaktadir. Portekiz’de yapilan bir c¢alismada, bu maddelere maruz kalan petrokimya
iscilerinden alinan idrar ve kan 6rneklerinde bu bilesenlerin varligi ve etkileri arastirilmistir.
Alinan idrar 6rneklerinde, toluene ve p-xylene yikim iirtinleri tespit edilmistir. Kan 6rnekleri ile
yapilan genotoksite testlerinde, MN (microniikleus), kromozom aberasyon (CB) sayisinda ve
comet testi ile de DNA kuyruk uzunlugunda belirgin artislar tespit edilmistir. Bu calismada,
toluene ve p-xylene bilesenlerine uzun vadede, belirli konsantrasyonlarda maruz kalindiginda
patolojik etkilere neden olabilecegi vurgulanmistir [Roma-Torres, 2006]. Toluene
hidrokarbonunun Ames test ile yapilan mutajenite testinde, bakteriler {izerinde mutajeniteye
neden olmadig1 belirtilmistir [Pelclova, 2013]. Decane molekulii bitkimizde ytliksek oranda
belirledigimiz bir diger hidrokarbon molekiiliidiir. Bu molekiiliin halobakterilerde ATPaz
aktivitesi icin proton motiv gl¢ olarak c¢alisan bakteriorodopsinin konformasyonunu

degistirerek hiicre zar1 hidrofobisitesini arttirdig1 tespit edilmistir [Hendler vd., 2003].

4.3. Stachys rupestris’e ilisgkin GCMS Bulgulari

Stachys rupestris bitkisinin bazi ugucu bilesenleri cizelge 4.4." de gosterilmistir. Ugucu

yagin temel bilesenlerini seskiterpenler basta olmak tlizere, monoterpenler ve diterpenler

54



Elif Ayse Erdogan, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

olusturmaktadir. Bitki ekstraktinda Manool (%23.13), Abietatriene (%15.22),
Isoledene(%10.27), a-pinene (%8.20), gamma-elemene (%6.19), Spathulenol  (%6.16),
Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-methyl- (%3.66), caryophyllene (%3.20),

B-phallandrene (%2.26), a.-cadinol (%1.91) o- cedrene (%1.50) gibi temel ugucu yag bilesenleri

belirlenebilmistir.

Cizelge 4.4. Stachys rupestris bitkisinin ugucu bilesenleri

No: |[RT % Bilesik

1 12.901 [8.20 |o.-Pinene

2 15.667 [1.11 |3-Pinene

3 19.560 [2.26 |3 -phallandrene

4 28.291 [0.60 |[1,3,8-p-Menthatriene

5 47.527 [3.20  |caryophyllene

6 51.647 [1.50 |o.-cedrene

7 51.914 [3.66 |benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-methyl-
8 52.602 |6.19 |gamma-elemene

9 53.700 |0.87 |di-epi-.a.-cedrene
10 54.329 [1.21  |naphthalene

11 55.831 |0.66 |6z-2,5,5,10-Tetramethyl-undeca-2,6,9-trien-8-one
12 57.635 |6.16 [spathulenol

13 61.428 |0.84 t-muurolol

14 61.814 [0.71 |B-eudesmol

15 62.176 |1.91 |a.-cadinol

16 64.312 [10.27 lisoledene

18 79.424 |0.79  rachylobane

20 82.059 |1.30 |kaur-16-ene

21 84.142 | 23.13 jmanool

22 84.424 | 15.22 [abietatriene

Stachys rupestris bitkisinin SubKritik Su ekstraksiyonu ile ugucu yaginin elde edildigi ve
analizinin yapildig1 benzer bir calismada, pinene (%22.68), eucalyptol (%4.40), terpinen-4-ol
(%4.36) bilesenlerinin, bitkinin ana bilesenleri oldugu belirtilmistir [Cellat, 2011]. Bizim
calismamizda ise ytliksek oranda bulunan pinene yaninda SubKritik Su ekstraksiyonu ile ucucu
yaginin elde edildigi yontemdeki diger bilesenlere paralellik gostermektedir.

Benzer bir ¢alismada Stachys inflata ugucu yag ile yapilan GCMS analizinde linalool
(28.55%), a-terpineol(9.45%), spathulenol (8.37%) ve (2E)- hexenal (4.62%) temel bilesenler
olarak belirlenmistir [Ebrahimabadi, 2010].

Stachys yemenensis superkritik CO; extraksiyonu ile elde edilen ucucu yaginin temel
bilesenleri ise phellandrene (13.9%), a-phellandrene(11.7%), elemol (12.0%), spathulenol
(6.7%), B-eudesmol (5.0%), a-eudesmol (4.75%) ve squalene (4.8%) olarak belirlenmistir
[Awadh Ali vd., 2010].

Skaltsa ve calisma ekibi, Stachys alopecuros, S. scardica, S.cretica, S. germanica, S. recta, S.
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spinulosa, S. euboica, S. menthifolia ugucu bilesenlerini GCMS ile belirlemislerdir. Bu calismada
Stacys tiirlerinin temel bilesenleri S.alopecuros igin (+)-caryophylleneoxide, (E)-caryophyllene,
a-calacorene; S. scardica i¢in germacrene, a-pinene, §-cadinene, y-muurolene; S.cretica igin
germacrene, pimaradiene; S. germanica i¢in germacrene, (+)-caryophyllene oxide; S. recta icin
linaloo], S. spinulosa i¢in spathulenol, a-copaene, (+)-caryophyllene oxide,

S. euboica, icin -(E)-caryophyllene, §-cadinene S. menthifolia, i¢in kaurene, abietatriene
ve 13-epi-manoyl oxide gibi bilesenler yiiksek oranda bulunmuslardir [Skaltsa vd., 2003].
Calismasim1  yaptigimiz Stachys rupestris GCMS analizinde ise, spathulenol, kaurene,
caryophyllene, ve a-pinene bilesenlerinin varligi benzerlik gostermektedir.

Ayrica, Balkan yarimadasi endemigi olan Stachys plumosa tiirtiniin ugucu yaginin ana
bilesenini %45,5 oraninda abietatriene diterpeni olusturmaktadir (Radulovic, 2007).
Calistigimiz bitkide de S.plumosa’da oldugu gibi yiiksek oranda abietatriene (%15.22)

bulunmustur.
4.4. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

Stachys rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta toprak
tistl kisimlarinin hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu yaglarinin antimikrobiyal test sonuglari

Cizelge 4.5.de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Stachys rupestris, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ugucu

yaginin MiK degerleri.

50 pg/mL \Stachys Ballota saxatilis subsp. {Salvia IAmfisillin Flukanozol
rupestris brachyodonta (Ugucu |heldreichiana bakteriler  [funguslar i¢in
(Ugucuyag) |yag) (Ugucu yag) MiK  icin MiK MiK
MiK MiK

Escherichia coli 50 50 > 50 <0.48 -

()

Klebsiella 50 50 50 <0.48 -

neumoniae g(-)

\Salmonella 50 50 50 <0.48 -

thyphimurium g(-)

[Enterococcus feacalis|25 50 > 50 <0.48 -

g(+)

IStaphylococcus 50 50 > 50 <0.48 -

aureus g(+)

IStaphylococcus 25 25 > 50 <0.48 -

epidermidis g(+)

Bacillus subtilis 25 > 50 > 50 <0.48 -

g(+)

Candida albicans >50 25 50 - <0.48

Candida parapsilosis |50 25 50 - <0.48
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Lamiaceae familyasina ait li¢ endemik bitkinin ucucu yaglarini kiyasladigimiz endemik
bitkilerin antimikrobiyal etkisi birbirine benzemekle birlikte, Salvia heldreichiana bitkisinin
diger bitkilere gore antimikrobiyal etkisi digerlerinden daha disiik seviyededir. Ayrica,
bitkilerin bakterilere ve mayalara spesifik etki gosterdikleri sdylenebilir.

Gram negatif bakterilere karsi her ii¢ bitki de 50 pg/ml MIK degerinde etki gosterirken,
yalnmizca E. coli bakterisi Salvia heldreichiana bitkisine karsi diren¢ gostermistir. Stachys
rupestris ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta Gram pozitif bakterilere karsi 25 ve 12,5
pg/ml konsantrasyonlarda etki gosterirken, Bacillus subtilis'in ise Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta ugucu yagina karsi direngli oldugu gorilmustiir. Salvia heldreichiana ugucu yagi
gram pozitiflere kars1 antimikrobiyal etki gostermemistir.

Mayalara karsi en yiiksek antimikrobiyal etki ise 25 pg/ml MIK degerindeki Ballota
saxatilis subsp. brachyodonta ucucu yagina aittir. Mayalardan Candida albicans, Stachys
rupestris’in ugucu yagina direncli iken, Candida parapsilosis (25 pg/ml) S .rupestris ucucu yag
konsantrasyonuna karsi hassastir. Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta
ucucu yagl mayalar iizerine etkilidirler ve MIK degerleri 25 pg/ml ve 50 pg/ml arasinda
degismektedir. Ballota saxatilis subp.brachyodonta ugucu yaginda yiiksek oranda tespit
ettigimiz caryophyllene oxide seskiterpeninin giiclii bir antifungal ajan oldugu bilinmektedir
[Yang vd., 1999]. Bu nedenle Ballota saxatilis subsp. brachyodonta anticandida etkisinde
caryophyllene oxidin 6nemi biiytktir.

Ballota saxatilis subp. brachyodonta ugucu yaginin mikroorganizmalar iizerindeki MiK
degerleri 25 pg/ml ve 50 pg/ml arasinda degismektedir. Bu ucucu yag ekstrakti, bakterilere ve
mayalara kars! etkili olup, yalnizca Bacillus subtilis, ugucu yagin antimikrobiyal etkisine direng
gosterebilmistir. Ballota saxatilis subp. brachyodonta ugucu yaginin Candida albicans ve Candida
parapsilosis’e karst MIK degerleri 25 pg/ml'dir. Ucucu yagin Enterococcus feacalis,
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis Gram pozitif bakterilere karsi MIK
degerleri sirasiyla 50, 50, 25 pg/ml’dir. Ayrica, ugucu yag ekstraktinin Gram negatif bakteriler
olan Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Salmonella thyphimurium’a kars1 MIK degerleri
ise 50 pug/ml’dir. Ballota saxatilis subp. brachyodonta ile daha 6nce antimikrobiyal c¢alisma
yapilmamistir. Ancak ayni cinsten olan Ballota nigra’da izole edilen fenilpropanoidlerin
metisilin direncli suslarin da bulundugu Staphylococcus aureus suslarina karsi oldukca etkili
oldugu bilinmektedir [Didry vd., 1999].

Couladis ve ekibinin, GCMS analiziyle yapmis oldugu bir baska c¢alismada, Ballota
pseudodictamnus ugucu yaginin antimikrobiyal etkisi gézlemlenmistir. Ugucu yag analizinde
temel bilesenin caryophyllene oxide, ptytol ve y-muurolene oldugu belirlenen ¢alismada, yiiksek
antibakteriyel etki gozlenirken, antifungal etkinin diisiik oldugu belirlenmistir. S. aureus ve S.

epidermidis Gram pozitif bakterilere karsi MIK degerleri 0.45 ve 3.54 mg/ml olan Ballota
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pseudodictamnus ucgucu yag1 antimikrobiyal etkisinin, yapisinda bulunan caryophyllene oxide
bileseninden kaynaklandigi belirtilmektedir [Cauladis vd., 2002].

Calismamizda Ballota saxatilis subsp. brachyodonta GCMS analizinde caryophyllene
bilesenleri gdzlenmistir. Antimikrobiyal etkinin, Ballota saxatilis subp. brachyodonta’da ytliksek
oranda bulunan (%27.62) caryophyllen oxide bileseninden veya caryophyllene oxide ile birlikte
bulunan diger hidrokarbonlarin etkilesiminden kaynaklandigini sdyleyebiliriz.

Farkll tiir bitkilerde de benzer bilesenler belirlenebilmektedir. Cimanga ve calisma
ekibinin on farkli Eucalptus tiirtintin ve Aframomum, Cympobogon, Monodora, Ocimum tiirlerinin
ucucu bilesenlerini belirlemislerdir. Hepsinde %0.1’in lizerinde 1,8-cineole, 3-pinene, p-cymene,
myrcene, y-terpinene, o-terpineol ve limonene ortak bilesenler tespit edilmistir. Bitkilerin
antibakteriyel aktiviteleri birbirlerinden farkli olup, ortak bilesenlerin bitkideki miktarlar ile
antimikrobiyal etkileri arasinda bir korelasyon tespit edilememistir [Cimanga vd., 2002]. Bu
durum ise 1,8-cineole, B-pinene, p-cymene, myrcene, y-terpinene, a-terpineol ve limonene
bilesenlerinin antimikrobiyal etkide baskin rol oynamadigin1 gostermektedir. Ugucu yaglarin
antimikrobiyal etkileri bilesenlerin birbirleriyle olabilecek sinerjistik ya da antagonist etkiden
kaynaklanmaktadir. Oysa bir¢cok bilesenin antimikrobiyal aktivitede temel rol oynadigi
bilinmektedir. Eucalpyptol, 4-undecanone, 4- undeconol, pinene, Linalool, thymol, eugenol,
elemene, caryophyllene, B-myrene, carvacrol, spathulenol, aromadendrene, camphor, 1.4
cineole, phenyl butanone, o- humulene, syringaresinol, scoparone, menthol bilesenleri
bunlardan bazilaridir [Murgananthan vd., 2012]. Calismasim1 yaptigimiz bitkilerde ise bu
bilesenlerin ¢ogu saptanmistir. Eucalpyptol, Linalool, 3-caryophyllene, 3-myrene, spathulenol,
aromadendrene, Salvia heldreichiana’da; pinene, spathulenol, elemene, caryophyllene ise
Stachys rupestris de belirlenmistir.

Salvia heldrichiana endemik bitkisinin ucucu yaginin antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
MIK degeri 50 pg/ml'dir. Gram pozitif bakteriler Salvia heldrichiana ugucu yagma olduk¢a
direngli olup, Gram negatifler ve mayalar icin daha hassastirlar. Salvia heldrichiana ugucu yagi
50 ug/ml ve alt konsantrasyonda Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis ve Bacillus subtilis iiremesini inhibe edememislerdir. Salvia heldrichiana ugucu
yaginin etki gosterdigi mikroorganizmalar lizerindeki MIK degerleri ise 50 pg/ml'dir. Ucucu
yagin Klebsiella pneumoniae ve Salmonella thyphimurium Gram negatiflerine kars1 MiK degerleri
50 pg/ml iken Escherichia coli lizerine etkin olmadigi bulunmustur. Oysaki Akin ve arkadaslari,
Salvia heldreichiana ugucu yaginin Escherichia coli iizerine disk difiizyon metoduyla etkinligini
tespit etmisledir [Akin vd., 2010]. S.heldreichiana ugucu yaginin Candida albicans ve Candida
parapsilosis’e karsi MIK degerleri 50 pg/ml'dir. Salvia heldreichiana ugucu yaginda tespit
ettigimiz pinene izomerlerinin fungal hiicrelere karsi olduk¢a toksik oldugu bilinmektedir. Da

Silva ve arkadaslarinin yapmis olduklari calismada alpha-pinene ve o6zellikle beta- pinene
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molekiiliniin Candida albicans biofilm olusumunu onledikleri belirtilmistir. Biyofilm
olusumunda gorevli fosfolipaz ve esteraz enzimlerini etkileyerek hiicre toksisitesinde rol
aldiklar belirtilmistir [Silva vd. 2012]. Calismamizda Salvia heldreichiana’da tespit ettigimiz
beta-pinene (%33.73) ve alpha-pinene (%6.26) antifungal toksisitesinden sorumlu olan asil
bilesenler olabilirler. Bircok calisma Salvia tiirlerinin antimikrobiyal etkilerini ispatlamistir.
Salvia crypthanta ugucu yaginin Klebsilla pnemonia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Candida albicans’a kars1 MIK degerleri 3.12 ul/ml; Salvia pomifera ugucu yaginin Staphylococcus
aureus ve Candida albicans’akars1 MiK degerleri, 6.12 pl/ml ve Klebsilla pnemonia’ya kars ise
12,5 pul/ml’dir [Kizilkegili, 2007].

Cardile ve arkadaslar1 Salvia bracteate ve Salvia rubifolia ugucu yag analizlerinde yiiksek
oranda seskiterpen bilesenleri belirlemislerdir. Her iki bitkide Salvia bitkilerinin temel bileseni
olarak bilinen borneol ve eucalyptol bilesenleri diger Salvia tiirlerine gore eser miktarda
bulunmaktadir. Ozellikle, Salvia rubifolia ugucu yaginin temel bilesenlerini y-muurolene, p-
cymene, a-pinene, 1-epi-cubenol, trans-pinocarvyl acetate ve thujone olusturmaktadir.
S.rubifolia ugucu yaginin 50 pg/mL’de Gram pozitiflere olan giiclii antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu ve M14 melanoma hiicrelerinde ise apoptozu indiikledigi belirlenmistir [Cardile vd.,
2009]. Bizim ¢alismamizda Salvia heldreichiana ugucu yaginin 50 ug/mlL’de Gram pozitiflerden
ziyade Gram negatiflere daha etkin oldugunu bulunmustur. Her iki bitkinin, biyolojik
aktivitesindeki bu farklilik iceriklerinde bulunan monoterpen ve seskiterpen bilesenlerinin
bulunma oranlarindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Bu nedenle Gram negatiflere olan
antimikrobiyal etkinin esas sorumlu bilesenleri bitkimizde tespit edilen B-pinene (%33.73),
camphor (%7.90), a-pinene (%6.26),

spathulenol (% 5.23), cis-B-terpineol (%3.23), eucalyptol (%2.50), o-cymene (%1.48),
terpinen-4-ol gibi monoterpenlerdir.

Bir diger endemik bitkimiz olan Stachys rupestris ugucu yaginin ise tim bakterilere ve
mayalardan Candida parapsilosis’e karsi etkili oldugu, MIK degerlerinin ise 25-50 pg/ml
arasinda degistigi gozlenmistir. Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis ve Bacillus subtilis Gram pozitiflerine kars1 MiK degerleri sirasiyla 25, 50, 25, 25
ug/ml iken; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella thyphimurium Gram negatiflerine
kars1 MIK degerleri 50ug/ml’dir. S.rupestris ugucu yaginin Candida parapsilosis’e kars1t MIK
degeri 50pg/ml iken, Candida albicans fungusuna etkin olmadigi bulunmustur.

Calistigimiz teknikte ve konsantrasyonlarda Stachys rupestris ugucu yaginin belirli
mikroorganizmalara spesifik antimikrobiyal etki gosterdigini soyleyebiliriz. Ucucu yag elde
etme teknigine bagh olarak bu etki arttirilabilir. Farkli Stachys tiirleri ile ilgili calismalar bunu
dogrulamaktadir. Duarte ve arkadaslar1 Stachys byzantina ugucu yaginin Candida albicans’a

karsi MIK degerini 2 mg/ml konsantrasyonunun iistiinde olabilecegini belirlemislerdir. Bu
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konsantrasyonun altinda herhangi bir MiK degeri belirlenememistir [Duarte vd., 2005].

Stachys rupestris ugucu yag1 da Candida albicans’a karsi etkin olmadig: tespit edilmistir.
Stachys schtschegleevii tibbi bitkisinin ugucu yagi, sulu ekstraksiyonu ve methanol ekstrakti ile
yapilan antimikrobiyal analizlerde, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa mikroorganizmalar: iizerine etkileri arastirllmistir. Bitkinin
ucucu yaginin ve sulu ekstraktinin 25 mg/ml altinda mikroorganizmalar iizerine etkin olmadigi
belirlenirken, methanol ekstraktinin ise sadece Gram pozitiflere karsi 12,5 mg/ml
konsantrasyonunun altinda aktif oldugu belirlenmistir [Mohsen vd., 2007]. Stachys inflata ugucu
yagl ile yapilan GCMS, antimikrobiyal ve antioksidan analizlerinde ise bitkinin zayif bir oksidan
oldugu, B. subtilis, E. coli, S. aureus, C. albicans mikroorganizmalarina karsi ise antimikrobiyal
etkili olmadig1 belirlenmistir. Aym1 ¢alismada, Stachys inflata ugucu yaginin ana maddesini
olusturan linalool (28.55%) vea-terpineol (9.45%) maddelerinin yalniz baslarina 500-12,5
pg/ml konsantrasyon aralifinda antimikrobiyal aktivite olusturmadig tespit edilmistir. Bu
durum ise, yagin temel bilesenleri ile eser miktarda bulunan diger bilesenleri arasindaki
antagonistik bir etkinin sonucu oldugu seklinde agiklanmistir. Bu yiizden her bilesigin ayr1 ayri
calisilmasi gerektigi dnerilmistir [Ebrahimabadi vd., 2010].

Stiperkritik CO; extraksiyonu temel bilesenleri phellandrene, a- phellandrene, elemol,
spathulenol, B-eudesmol, a-eudesmol ve squalene olarak belirlen Stachys yemenensis ugucu
yaginin  Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, C. glabrata
mikroorganizmalar ilizerindeki antimikrobiyal arastirmalari yapilmistir. Bu ugucu yagin, E. coli
icin MiK degeri %0.3 v/v olarak belirlenirken, Staphylococcus aureus, Candida albicans ve C.
glabrata igin sirasiyla %0.6, >%2.5 ve %2.5 v/v oldugu belirlenmistir [Awadh Ali, 2010].

Stachys pseudopinardii endemik bitkisinin etanol ekstraksiyonu ile yapilan
antimikrobiyal arastirmasinda, Bacillus cereus bakterisine karsi (MIK 16 pg/ml) giiclii
antimikrobiyal etki belirlenmistir [Dulger ve Aki, 2009].

Skaltsa ve ¢alisma ekibi, sekiz farkl Stachys tiiriiniin ucucu bilesenini hidrodestilasyon
teknigi ile elde etmisler ve antimikrobiyal analizlerini yapmislardir. Bu calismada, S. alopecuros,
S. scardica, S. cretica, S. germanica, S. recta, S. spinulosa, S. euboica, S. menthifolia ugucu
bilesenlerinin bakterilere karsi olan antimikrobiyal aktivitelerinin funguslara kiyasla daha giiclii
oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni calismada caryophyllene oxide, caryophyllene ve a-pinene
bilesenlerinin antimikrobiyal analizleri yapilmis ve Escherichia coli, Bacillus subtilis, Basillus
cereus, Pseudomanas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans
mikroorganizmalarina karsi 0.05 ve 0.1 mg/ml arasinda etkin antimikrobiyal 6zellige sahip
olduklar1 belirlenmistir. Bu bitkilerde seskiterpinenlerce zengin bilesenlerin ortaya cikarilmasi
bunlarin gili¢lii antimikrobiyal etkinin sebebi oldugu gortsiinii dogurmustur [Skaltsa vd., 2003].

Calismamizda Spathuleol, t-muurol, elemene, cadinol, a-eudesmol, isoledene, caryophyllene gibi
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seskiterpenler Stachys rupestris bitkisinde yliksek oranda belirlenmistir.

Goren ve calisma ekibi, Tiirkiye’de bulunan yirmiiki Stachys tiirlinlin ucucu yag
analizlerini ve E.coli, K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal
etkilerini arastirmislardir. Calismis oldugumuz Stachys rupestris bitkisinde de tespit edilen
spathulenol ve caryophyllene diger tiim yirmiiki Stachys tiirtiniin ugucu yag ile ortak
bilesenlerdir. Soyle ki, Stachys cretica subsp. cassia, S.cretica subsp.garana, S. creticasubsp.
lesbiaca, S. creticasubsp. kutahyensis, S. viticina, S. sericantha, S.pinetorum, S. bayburtensis, S.
huber-morathii, S. huetii, S. tmolea, S. germanicasubsp. bithynica, S. creticasubsp. bulgarica, S.
spectabilis, S. thirkei, S. balansaesubsp. carduchorumve S. longispicata bitki ugucu yaglarinin ve
a-pinene, B-caryophyllene oxide, linalool oxide igeriklerinin tiim mikroorganizmalar lzerinde
ortalama bir antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir [Goren vd., 2011].

Calismamizda tespit etmis oldugumuz, Stachys rupestris, Salvia heldreichiana, Ballota
saxatilis subsp. brachyodonta ugucu yag bilesenleri ve antimikrobiyal aktiviteleri literatiire
onemli bilgiler sunmaktadir. Son yillarda ise, kozmetik, gida, ve ila¢ sanayisinde, 6nemli bir yeri
olan bu bilesenlerin antimikrobiyal aktivite arastirmalar1 yetersiz kalmakta, diger biyolojik
aktiviteleri de arastirilmaktadir. Diinya saglk orgiitii, ozellikle ila¢ yapiminda kullanilan bu
bilesenlerin mutajenik potansiyellerinin arastirilmasinin zorunlu oldugunu bildirmislerdir. Bu
bilgilerin 1s181nda, biyolojik aktivite arastirmasina, prokaryotik ve O6karyotik kisa-zamanlh

mutasyon analizleri ile devam edilmistir.

4.5. Umu-Test Bulgular:

Umu-testi, daha oOnce de bahsedildigi gibi, bir ¢ok kimyasalin mutajenitesinin
degerlendirilmesinde kisa sonu¢ veren in-vitro bir metottur. Uzun yillardir, karsinojenlerin
arastirilmasinda kullanilan Ames testi yerine kullanilabilecek oldukc¢a pratik ve ucuz bir
tekniktir. Calismamizda, ucucu yag bilesenleri Umu-test teknigi ilk kez denenmis,
uygulanabilirligi tartisiimistir. Ames testinde oldugu gibi Salmonella thyphimurium
TA1535/pSK1002 susu uzerinde 6zel mutasyonlar olusturulmustur. Bu mutasyonlar, suslarin
glvenilirliginin tespitinde kullanilmakta olup, her deney 6ncesi pratik deneylerle susun calisip
calismadigl kontrol edilmistir. Susda olusturulmus, histidin gereksinimi mutasyonu, R Faktort
mutasyonu, rfa Mutasyonu, uvrB Mutasyonu, umuC==lacZ Fiizyonunun indiiklenebilirliginin

Kontrolii deneylerinin bulgular1 asagida anlatilmistir.
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4.5.1. Test Sisteminde Kullanilacak Susun Genetik Ozellikleri Ilgili Bulgular

4.5.1.1. Histidin gereksinimi

Umu test susu sahip oldugu uvrB delesyonu nedeniyle histidin sentezleyememektedir.
His(-) sentezleyememe 06zelligi, suslarin MGA (minimal glukoz agar) plaklarina ekimiyle kontrol
edilmistir. UvrB delesyonu nedeniyle MGA plaklarina ekimi yapilan bakteriler histidinsiz
ortamda liremezken (Sekil 4.1), histidin biyotin bulunan besiyerlerinde iiredigi gézlenmistir

(Sekil 4.2).

Sekil 4.1. MGA (minimal glukoz agar) plaklarindaki tireme durumu

4.5.1.2. R Faktoriiniin Kontrolii

Umu-test susunun his(-) karakteri dogrulandiktan sonra, ampisilin diren¢ geni(R)
tasiyip tasimadig kontrol edildi. Bu islem icin histidin / biyotin / ampisilin iceren glukoz agarh
plaklar hazirlandi. Histidin/biyotin/ampisilin iceren plaklara ekimi yapilan bakterinin tredigi
gozlenmistir (Sekil 4.2). Histidin/biyotin/ampisilin icermeyen plak ise kontrol grubu olarak
kullanilmistir (Sekil 4.3).

62



Elif Ayse Erdogan, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

Sekil 4.2. Histidin/biyotin/ampisilin iceren plaktaki iireme durumu

Sekil 4.3.Histidin/biyotin/ampisilin icermeyen plak (Kontrol)

4.5.1.3. Rfa mutasyonunun kontrolii

Umu test susunda olusturulan rfa mutasyonu, hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
yapisinda olusturulmustur. Test suslarinin gecelik kiiltlirlerinden alinan 0,1 ml'lik 6rneklerin,
Nutrient agarli plaklara ekimi yapilmistir. Filtre kagidindan hazirlanmis disklere 10 pl kristal
viole ¢ozeltisi (1 mg/ml) emdirilmis ve plaklarin ortasina yerlestirilmistir. Plaklar 12 saat 37°C
‘de birakildiktan sonra diskin etrafinda seffaf bolge olusmasi gozlemlendi (Sekil 4.4). Diskin
cevresinde olusan seffaf bolge; bliyiilk bir molekiil olan kristal violenin bakteri icerisine

girmesine izin veren rfa mutasyonu varligini ispat etmistir [Ames, 1973].
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Sekil 4.4. Rfa Mutasyonunun Kontroli

4.5.1.4. UvrB mutasyonu kontrolii

Nutrient Agarh plaklara ekilen bakterilere, 33 ¢cm uzaktan 8 saniye UV lambasi altinda

bekletilen tiirlerde ireme goriilmiis. Kontrol grubunda ise lireme gorilmemistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. UvrB mutasyonu kontroli

4.5.1.5. UmuC==lacZ fiizyonunun indiiklenebilirliginin kontrolii

Uzerine ONPG damlatilan bakteriler bir gecelik inkiibasyona birakilmistir.

Sonugta dis etrafinda mavi renkte inhibisyon zonu gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. UmuC==lacZ fiizyonunun indiiklenebilirliginin kontroli

4.5.2. Pozitif ve Negatif Kontrol Bulgulari

Pozitif kontroller, bakterideki [-galaktosidaz aktivitesine baglh olarak mutajenlerin
belirlenebilecegini gostermistir. DMSO kullanilarak konsantrasyonlar1 hazirlanan pozitif
mutajenlerin (3-galaktosidaz aktiviteleri belirlenmistir. 2- Aminoantrasen, metabolik aktivitenin
belirlenmesinde (S9+), pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Furilfuramid ise metabolik olmayan
aktivitede (S9-), pozitif kontrol olarak kullamilmistir. 2-aminoantrasenin (10, 1, 0.1 pg/ml) ve
Furilfuramid (100, 10, 1 ng/ml) ¢6zeltilerinin ODsz0’deki absorbsiyon sonuglar1 (Cizelge 4.6),
negatif kontrole bagh absorbsiyon degerleri (Cizelge 4.7) gosterilmistir. Ayrica konsantrasyona
bagli enzim aktivitesi Sekil 4.7 ve 4.8’de grafiksel olarak gosterilmistir. Her iki pozitif mutajenin

belirli konsantrasyonlarda negatif kontrole gére mutajeniteye neden oldugu gortlmiistir.

Cizelge 4.6. Pozitif ne negatif kontroliin ODszo’deki absorbsiyon degerleri

pg/mL IAminoantrasen S9+ ng/mL Furilfuramid S9-
Ortabs. SD Ortabs. SD

10 0.745 +0.024 100 0.080 +0.005

1 0.609 +0.022 10 0.071 +0.002

0.1 0.518 +0.010 1 0.071 +0.001

Negatif kontrol 0.681 +0.069 |Negatif kontrol 0.071 +0.001
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Cizelge 4.7. Aminoantrasen ve furilfuramid pozitif mutajenlerinin negatif kontrole bagh

absorbsiyon degerleri

pg/mL \Aminoantrasen ng/mL Furilfuramid
10 0.676 100 0.079
1 0.540 10 0.071
0.1 0.449 1 0.070
1 10
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B I
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Sekil 4.7. Aminoantrasen pozitif kontroliiniin grafiksel gosterimi (S9+)
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Sekil 4.8. Furilfuramid pozitif kontroliiniin grafiksel gésterimi (S9-)

4.5.3. Ucucu Yaglarin Umu-test Bulgulari

Umu-test cevresel mutajenlerin, karsinojenlerin ve antimutajenlerin taranmasi ig¢in
gelistirilmis hizli ve giivenilir bir testtir. Glnlik besinlerle aldigimiz veya geleneksel tipta
kullandigimiz bitki kaynakl tiim ajanlarin mutajen veya antimutajen potansiyelleri vardir
[Caillet vd., 2011]. Calismamizda endemik oldugunu tespit ettigimiz Stachys rupestris, Salvia
heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitkilerinin ugucu yaglarinin mutajenik ve

antimutajenik potansiyellerini arastirdik. Daha o6nce ucucu yaglarin mutajeniteleri farklh
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genotoksik tekniklerle calisilmis olsa da, Stachys rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota

saxatilis subsp. brachyodonta bitki ugucu yaglarinin genotoksik etkileri Umu-test ile ilk kez

belirlenmistir. Ayrica, test bilesenlerinin etkinliklerinin memelilerin metabolik aktivasyonlari

sonucu degisip degismedigini belirlemek i¢in S9 fraksiyonu varliginda deneyler tekrarlanmstir.

Bitki ugucu yaglarinin konsantrasyona bagli metabolik (S9+) ve metabolik olmayan (S9-)

Umu-test bulgularinin absorbans degerleri (ODe20) Cizelge 4.8.”de standart hatalariyla birlikte

verilmistir. Bu absorbsiyon degerleri daha sonra, negatif kontrol (%10 DMSO ve bakteri)

absorbsiyon degeri cikarilarak normalize edilmis ve S9’lu ve S9’suz sonuglar birbirine

yaklastirilarak yorumlanmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. Salvia rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ugucu

yaglarin ve negatif kontroliin ODs2¢’deki absorbsiyon degerleri.

Ucucu yaglar Kons. mg/ml Ort. Abs. S9+ SD  |Ort. Abs. S9- SD
S.rupestris 1 0.519 +0.045 0.069 +0.002
0.5 0.583 +0.162 0.068 +0.002
0.25 0.583 +0.162 0.069 +0.005
0.12 0.543 +0.123 0.070 +0.002
0.06 0.651 +0.283 0.072 +0.004
0.03 0.782 +0.194 |0.069 +0.003
S.heldreichiana 1 0.450 +0.093 0.067 +0.003
0.5 0.623 +0.142 0.066 +0.003
0.25 0.605 +0.188 |0.069 +0.002
0.12 0.672 +0.104 |0.070 +0.003
0.06 0.585 +0.135 0.073 +0.001
0.03 0.590 +0.205 0.069 +0.001
B. saxatilis subsp. 1 0.519 +0.091 0.068 +0.002
brachyodonta 0.5 0.681 +0.083 0.067 +0.002
0.25 0.608 *+0.115 0.071 +0.008
0.12 0.711 +0.153 0.067 +0.001
0.06 0.725 +0.195 0.068 +0.001
0.03 0.671 +0.236 |0.071 +0.003
Negatif Kontrol  [0.681 +0.069 0.071 +0.001
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Cizelge 4.9. Stachys rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitki

ucucu yaglarinin negatif kontrole bagl absorbsiyon degerleri.

mg/ml S. rupestris S. heldreichiana B. saxatilis subsp. brachyodonta
S9(+) S9(-) S9(+) S9(-) S9(+) S9(-)
1 -0.161  -0.001 -0.231 -0.003] -0.161-0.002
0.5 -0.097  -0.002 -0.057 -0.0040.000 -0.003
0.25 -0.098  -0.001 -0.076 -0.001] -0.0720.000
0.12 -0.137  -0.001 -0.008 -0.000/0.030 -0.003
0.06 -0.029  0.001 -0.095 0.002 0.044 -0.002
0.03 0.101 -0.001 -0.090 -0.001]  -0.0090.000

Hidrodestilasyon yoluyla elde edilen wucucu yaglarin negatif kontrole gore
olusturdugumuz Cizelge 4.8’da bitkilerin hi¢cbir konsantrasyonunda negatif kontrole gore cift
kath bir artis olmadigl gézlenmistir. Bu durum ucgucu yaglarin calistifimiz konsantrasyonda
mutasyon etkisi olmadigini gdstermektedir.

Ucucu yaglarin absorbsiyon degerinden negatif kontroliin absorbsiyon degerleri
c¢ikarilarak bulunan (-galaktosidaz aktiviteleri Cizelge 4.9."da gosterilmistir. Buna gore cizilen
grafiklerde Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Stachys rupestris ve Salvia heldreichiana ugucu
yaglarinin bakterilere karsi S9 varliginda ve yoklugunda herhangi bir mutajeniteye neden
olmamakta ancak konsantrasyon degisimlerine bagh olarak sitotoksik etki olusmaktadir.
Mutasyon analizlerinde S9 kullanarak, ugcucu yaglarin karaciger enzimleri ile etkilesimi sonucu
olusan metabolitlerin etkisine bakilmaktadir [Mumcu, 2005]. Ancak, grafiklerde S9 varliginda
kontrole gore, kiiltiirdeki B-galaktosidaz aktivitesindeki degisim, hatta negatif kontrole gore
negatif absorbsiyon degeri, ucucu yaglarin karaciger enzimleriyle kimyasal reaksiyonlara
girerek olasi antimutajenik etki gosterdigini kanitlamigtir.

Ucucu yaglarin 0.03’'ten 1’e dogru artan konsantrasyonlarinda Beta- galaktosidaz enzim
aktivitesindeki artis, SOS genlerinin aktif oldugunu, diisiis ise yaglarin baz1 konsantrasyonlarda
bakteriler iizerinde sitotoksisiteye neden oldugunu géstermistir.

Stachys rupestris bitki ucucu yaginin hem S9’suz hem de S9’lu ortamda S. thphimurium
susu Uzerinde mutajenik aktivitesi yoktur. Hatta S9'lu kosullarda - galaktosidaz enzim
aktivitesi, normal kosullara gore daha dusiik bir seyir izlemektedir. Calistigimiz
konsantrasyonlarda S9 ve ugucu yag bilesenlerinin biyokimyasal reaksiyonlar1 (3-galaktosidaz

enzim aktivitesinde degisimlere neden olsa da bir mutajeniteden s6z edemeyiz (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Stachys rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitki

ucucu yaglari konsantrasyonlarina bagh olarak (-galaktosidaz aktivitesinin grafiksel gosterimi.

Ucucu yaglar ve bilesenleri karaciger, mide, kolon, gogiis kanseri, glioma tiimérleri hiicre
hatlarinda baskilayic1 etki gosterdigi belirtilmistir. Glioma tedavisinde bir seskiterpen
hidrokarbon olan elemene ugucu yag bileseninin tedavi stirecini 6nemli 6lciide etkiledigi
belirlenmistir [Edris, 2007]. Elemene bileseni Salvia heldreichina ve Stachys rupestris bitkisinde
bulunmaktadir.

Salvia heldreichiana bitki ucucu yaginin S9 metabolik aktivasyon kullanmadan mutajenik
aktivitesi daha stabil iken, S9'lu kosullarda enzim aktivitesine ve konsantrasyona bagh olarak
daha degisken bir grafik olusturdugunu goérmekteyiz. Bu durum ucucu yag bilesenlerinin
viicudumuza alindiktan sonra farkli biyokimyasal slireclerden gecerek etkilerinin
degisebilecegini goOstermistir. Ancak c¢alistifimiz konsantrasyonlarda herhangi bir
mutajeniteden s6z edemeyiz. Hatta, hicbir zaman [(-galaktosidaz aktivitesi sifir
olamayacagindan, normal kosullardaki stres durumunu azalttigini sdyleyebiliriz.

Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ucucu yaginin diger bitkilerde oldugu gibi
mutajenik etkisi belirlenememistir. S9’suz ortamda normal kosullarla hemem hemen aym (-
galaktosidaz aktivitesine sahipken, S9’lu ortamda S. thphimurium susu lzerinde enzim
aktivitesini normal kosullarin altina ¢eken bir etki s6z konusudur. Bu durum diger bitkiler ile
aynidir; her ii¢ bitki de olasi antimutajeniteye sahip olabilir.

Ballota nigra bitkisinden izole edilen phenylpropanoid glycoside bilesenlerinin
antimutajenik etkisi belirlenmistir. Son derece kanserojenik olarak bilinen, heterosiklik aminler

grubuna giren PhIP-indiklenmis kanser hiicreleri iizerinde antigenotoksik etkiye sahip

olduklarini belirtmislerdir (Nishikawa, 2007).
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4.6. Ames/Salmonella/Mikrosom TEST BULGULARI

Calismamizda, ucucu yag bilesenleri Ames-test teknigi ile mutajenik potansiyelleri
arastirilmistir. TA98 ve TA100 suslarinin sahip oldugu genetik 6zellikler kontrol edilmistir.
Suslarda olusturulmus, histidin gereksinimi, R Faktori, rfa ve uvrB Mutasyonlarinin varligi
tespit edilmistir. Aym1 zamanda his- fenotipinden his+ fenotipine spontan doénilisen suslarin
koloni sayilar1 TA98 icin 30-50 revertant/plak ve TA100 icin 120-200 revertant/plak olduklari
belirlenmis ve orijinal mutasyonlara sahip olduklar1 gézlenmistir.

Pozitif kontrol olarak kullandigimiz 4-Nitro-o-Fenilendiamin T98 ile yapilan, sodyum
azid T100 ile yapilan ve S9 gerektirmeyen deneylerde, Aminofluorene ise hem T98 hem de T100
ile yapilanve S9 gerektiren deneylerde kullanilmistir. Pozitif kontrollerin hazirlanmasinda %10

DMSO ¢oziicii olarak kullanilmistir.

4.6.1. Ucucu Yaglarin Ames-test Bulgulari

Ames-test cevresel mutajenlerin, karsinojenlerin ve antimutajenlerin taranmasi igin
gelistirilmis koloni sayma teknigine gore gelistirilmis bir testtir.

Calismamizda endemik oldugunu tespit ettigimiz Stachys rupestris, Salvia heldreichiana
ve Ballota saxatilis subp.brachyodonta bitkilerinin ucucu yaglarinin mutajenik potansiyellerini
bu teknikt arastirdik. Test bilesenlerinin etkinliklerinin memelilerin metabolik aktivasyonlari
sonucu degisip degismedigini belirlemek icin S9 fraksiyonu varliginda da deneyler yapilmistir.

Bitki ugucu yaglarinin konsantrasyona bagh metabolik (S9+) ve metabolik olmayan (S9-

) Ames-test bulgulan Cizelge 4.10 ve 4.11’de standart hatalariyla birlikte verilmistir.

Cizelge 4.10. TA98 suslarinin Salvia rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta ugucu yag orneklerindeki sonuclarl. Her doz ili¢ paralel plak seklinde yapilmis

olup iki deneyin ortalamalar1 alinip standart hatalart ile birlikte verilmistir.

Ugucu yaglar Kons. Ort. S9+ SD Ort. S9- SD

mg/plak mg/ml

S.rupestris 1 41 +1.125 29 +1.012
0.5 48 +1.112 26 +2.022
0.25 48 +3.132 36 +3.015
0.12 44  +2.123 37 +3.112
0.06 55 +2.123 32 +2.124
0.03 58 +1.294 39 +4.133

S.heldreichiana 1 35 +0.193 56 +1.113
0.5 36 +0.142 46 +4.233
0.25 30 +0.128 49 +1.122
0.12 37 +0.104 50 +1.233
0.06 28 +1.103 53 +5121
0.03 35 +0.205 56 +1.001
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Cizelge 4.10. (devami)

B. saxatilis subsp. 1 51 +3.281 48 +2.482
brachyodonta 0.5 48 +1.253 47 +1.982
0.25 40 +2.215 51 +4.328
0.12 31 +1.853 57 +2.333
0.06 35 +1.185 48 +3.625
0.03 37 +3.256 53 +1.954
Negatif 48  +1.065 57 £2.041
Kontrol
DMSO
Pozitif Aminofluorene 850 4-Nitro-o- Fenilendiamin
kontrol + 1.444 203 +2.004
120 -
NN NOM —AmnNnNwmaoNOmM nmnaoNwm
oN—=O O oN—=0OO oN— OO
100 - o oo o o oOoo o O oo
80 -
60 -
M Ort. S9-
40 - mOrt. S9+
20 -
0 -
mg/plak S.rup. S. held. B.sax.

Sekil 4.10. Ames testi ile Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys

rupestris ugucu yaglarinin varliginda, TA98 susunun geri donen koloni sayilarinin grafiksel

gosterimi. Veriler bir deneyin ortalamalari alinarak hesaplandi. Her doz i¢in 5 petri uygulandi.

Spontan geri donen kolonilerin ortalamasi S9 fraksiyonlu 48, S9 fraksiyonsuz 57’dir.
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Cizelge 4.11. TA100 suslarimin Salvia rupestris, Salvia heldreichiana ve Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta ugucu yag orneklerindeki sonuglari. Her doz li¢ paralel plak seklinde yapilmis

olup iki deneyin ortalamalar1 alinip standart hatalar ile birlikte verilmistir.

Ucucu yaglar Kons. mg/ml Ort. S9+ SD Ort. S9- SD
mg/plak
\S.rupestris 1 119 +4.123 123 +£1.741
0.5 154 +1.261 111 2951
0.25 165 +2.852 100 +1.654
0.12 142 +£2965 115 +1.752
0.06 100 +1.283 125 +2.654
0.03 154 +1.456 128  +1.234
S.heldreichiana 1 166 +0.258 122 +0.961
0.5 188 +2.152 136 +1.458
0.25 142 +1.456 136 +2.365
0.12 178 +2.165 142 +2.658
0.06 170 +1.165 136 +1.958
0.03 161 +0.423 138 +2.065
B. saxatilis subsp. 1 168 +1.258 141 +£2.562
brachyodonta 0.5 168 +1.083 142 +£1.265
0.25 165 +1.456 137 +2.054
0.12 185 +1.152 136 +2.361
0.06 174 +£2.100 155 +0.851
0.03 178  +1.300 154 +1.963
Negatif Kontrol DMSO 133 +2.125 165 +1.565
Pozitif kontrol IAminofluorene Sodyum azid
655 +1.231 240 +2.201
NN ANOUmM N ANOM N NN Om
350 - o N O o oN—=OOo oN—=OOo
cooo oo oo oo oo
300 -
250 -
200 -
150 ~ B Ort. S9-
100 B Ort. S9+
50 -
0 -
mg/plak S.rup S. held B.sax.

Sekil 4.11. Ames testi ile Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys
rupestris ucucu yaglarinin varliginda, TA100 susunun geri dénen koloni sayilarinin grafiksel
gosterimi. Veriler bir deneyin ortalamalari alinarak hesaplandi. Her doz i¢in 5 petri uygulandi.

Spontan geri donen kolonilerin ortalamasi S9 fraksiyonlu 133, S9 fraksiyonsuz 165’dir.
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TA98 ve TA100 suslar ile yapilan calismada, S9'lu ve S9’suz ortamlarda tiim ¢alisma
konsantrasyonlarinda geri donen koloni sayilari, spontan geri donen koloni sayilarindan daha
fazla bulunmamistir (p>0.05). Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Stachys rupestris ve Salvia
heldreichiana ugucu yaglarinin bakterilere karsi S9 varliginda ve yoklugunda herhangi bir
mutajeniteye neden olmamaktadir (Sekil 4.10 ve 4.11).

Salvia cinsine ait bitkilerin ugucu yag bilesenlerinden olan linalool, myrcene ve
eucalyptol monoterpenlerinin mutajenik ve ROS-indiiklenmis mutantlara karsi antimutajenik
etkileri arastirilmistir. Yontemde Escherichia coli WP2 1C185 bakteriyel mutasyon testi, insan
hepatoseliiler karsinoma (HepG2) ve lenfoid (NC- NC) hiicreleri ile comet test yapilmistir.
Sonucta, Linalool ve myrcene bilesenleri, ROS-indiiklenmis mutant hiicreler iizerine, eucalyptol
bilesenine gore daha fazla antimutajenik etki gostermistir [Mitic-Culafic vd., 2009].
Calismamizda Salvia heldreichiana bitkisinde linalool, myrcene ve eucalyptol basta olmak tizere
¢ok sayida monoterpen bilesik tayin edilmistir (Cizelge 4.2). Belkide monoterpen bilesiklerin
¢ok sayida olmasi ugucu yagin mutajenik aktivitesini baskilamaktadir. Clinkii, monoterpenlerin
mutajenik etkiden ziyade antimutajenik aktivitelerinin yiiksek oldugu belirtilmektedir [Mitic-
Culafic vd., 2009]. E.coli WP2, E.coli K12 ve Salmonella/microsome bakteriyel mutasyon
testlerinin kullanildig1 bir ¢alismada, Salvia officinalis’in ana maddesini olusturan monoterpen
bilesenlerinin (1,8 cineole, camphor, thujone, limonene) mutasyon ve antimutasyon etkileri
arastirilmistir. Ugucu yagin ve monoterpenlerin hicbirinde bakteriyel hiicrelere karsi S9'lu ve
S9’suz ortamda mutajenik etki saptanmamistir. Fakat Salvia officinalis ugucu yag1 ve
monoterpen bilesenler, UV-indiilklenmis mutant hiicrelerin sayisin1 azaltmislardir. Yani
antigenotoksik etki gosterdikleri saptanmistir [Vukovic-Gacic vd. 2006]. iceriginde yiiksek
oranda 1,8 cineole (%43,10) ve camphor (%18,34) bulunan Salvia fruticosa ugucu yaginin
antifungal etkiye sahip oldugu, Ames test sonucunda ise Salmonella typhimurium susunda
mutasyona sebep olmadigi belirlenmistir [Adam vd. 1998]. Escherichia coli K12,
Salmonella/microsome ve Sacharomycess cerevisiae bakteriyel mutasyon testleri ile Salvia
officinalis ugucu yaginin monoterpenlerinin antigenotoksik o6zellikleri dogrulanmistir. Bu
calismada, monoterpenlerin antimutajenik mekanizmasi;, DNA onarim sistemi ile
interaksiyonuna baglanmaktadir. 1,8-cineole, camphor, thujone ucucu bilesenleri, bir DNA
onarim sistemi modiilatorii gibi davranmaktadir [Knezevic-Vukcevic vd., 2005]. Bu ¢alismalar,
ucucu yag fraksiyonlarinin hiicre igerisinde yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olduklarini
gostermektedir. Hiicre membraninda gergeklesen fiziksel yikim disinda, bu bilesenlerin
hiicrenin biyokimyasal siireclerinde etkin rol oynamaktadirlar. Monoterpenler disinda diterpen
yapidaki molekiiller de antimutajenik aktiviteye sahiptir. Ornegin; Salvia cinnabarina
bitkisinden izole edilen secoisopimarane diterpenoidin Ames ve E.coli WP2uvrA mutasyon testi

ile mutajeniteleri ve antimutajeniteleri arastirilmistir. Metabolik aktivasyon sisteminin
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kullanildigr ve kulanilmadig her iki durumda da mutajenik 6zellik tespit edilememistir. Ancak,
secoisopimarane diterpenoidde 2-aminoanthracene, 2- nitrofluorene, sodium azide ve methyl
methane sulfonate mutajenlerine karsi antimutajenik o6zellik belirlenmistir. Bu calismada
secoisopimarane diterpenoidin antimutajenik aktivitesi ile ilgili iki hipotez 6ne siirtilmistiir.
Bunlardan birisi antimutajenik etkiyi, mutajenlerin bakteri hiicre membranina absorbsiyonunu
bloke ederek hiicre gecirgenligini azalttifi yoniindeki hipotezidir. Diger hipotez ise,
mutajenlerin kimyasal ya da enzimatik yollarla inhibisyonudur [Sotto vd., 2008].

Diterpenler ile ilgili baska bir calismada, Tripterygium wilfordii bitkisinden izole edilen
triptolide oksijenli diterpenin Ames test sonucunda genotoksik etkisi olmadigi, ancak, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda memeli hiicre hatlarinda sitotoksik ve go6giis kanseri hiicrelerinde
antitimoral etki gosterdigi belirlenmistir [Shamon vd., 1996]. Ayrica, Copaifera langdorffii
ucucu yaginda bol miktarda bulunan kaurenoic acid diterpeninin hemstir akciger fibroblast
hiicrelerinde 30 ve 60 pg/ml konsantrasyonunda genotoksik potansiyeli belirlenmistir.
Kaurenoic acid bileseninin antigenotoksik veya DNA onarim potansiyeli belirlenememistir. DNA
hasarina neden olmasi, diterpenlerin olasi genotoksik potansiyellerini ortaya koymaktadir
[Cavalcanti, 2006]. Ayrica, Pubmed Compound internet sitesi bazi bilesenlerin biyolojik
testlerinin toplandigl bir link olusturmustur. Manool, ve Abiatetriene bilesenlerinin biyolojik
test sonuglarina gore, melanoma, akciger gibi hiicre hatlarinda inaktif olduklar ile ilgili
calismalar yayinlamislardir [Pubmed compund, 2013]. Trachyolabone diterpeninin ise insan
promiyelositik 16semi hiicrelerinde kaspaz 3 aktivitesine bagh olarak apoptozu indiikledikleri
belirlenmistir [Block vd., 2005]. Calismamizda belirlenen trachylobane, kaur-16-ene, manool ve
abiatetriene diterpen molekiillerin, Stachys rupestris bitki ugucu yaginda 6énemli bir sinerjistik
veya antagonistik etki olusturabilecegini soyleyebiliriz. Ciinki, 6zellikle manool (%23,13) ve
abiatetriene (%15,22) Stachys rupestris bitkisinde yliksek oranda bulunmustur. Bitki ugucu
yaginin genotoksik ya da antigenotoksik potansiyeli, tek tek bilesenlerinin degil, igerigindeki
ytizlerce farkli bilesenin etkilesiminin sonucu oldugunu gérmekteyiz. Stachys rupestris bitkisinin
olas1 antimutajenitesi ise, bu bilesenlerin aralarinda olan interaksiyonlar nedeniyle

olusmaktadir.

4.7. Neurospora crassa MUTAJENITE Test Bulgulari

N. crassa test sisteminde kullandigimiz N23 ve N24 suslar1 Sekil 4.12'de
gosterilmektedir. Fries besi ortaminda gelisen suslardan ekiivyon ¢ubuguyla alinan konidialar,
materyal-metod kisminda anlatildif1 yontemle sporlarin (konidialarin) hiflerden ayrildig1 bir
takim islemlerden gecirilerek Neubauer laminda spor sayimlari yapilmistir. N23 ve N24 suslari

ile hazirlanan spor ¢ozeltisi (Sekil 4.13), mililitresinde 2x107 spor olacak sekilde hazirlanmistir.
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Bu islem her deney 6ncesi tekrarlanmistir.

N23 | : _— N24 =8

Sekil 4.12. Neurospora crassa N23 ve N24 suslari.

Sekil 4.13. Neurospora crassa konidialarinin mikroskop gorinttisii.

N. crassa ileri mutasyon testinde konidialariyla hiflerin ayrilmasi islemi oldukca
onemlidir. Ciinkii, yapilan calismalar, kiif konidilar ile vejetatif formlarinin farkli sonugclar
verebilecegini ortaya koymaktadir. Kiifiin vejetatif formunda fakli enzimleri aktif olacagindan,

bilesenleri mutajenik metabolitlerine doniistiirebilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, konidialar ile
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calisilirken ortama S9 metabolik enzimleri konarak da ¢alismalar yapilabilmektedir [Matzinger
ve Ong, 1976]. Sodyum azide bileseninin Neurospora crassa ad-3 ve Ames test mutasyon
analizinde pH 3-8 degisimine bagl olarak geri donen koloniler karsilastirilmistir. Ph degeri
azaldik¢a sodyum azid bileseninin konidialardaki ad-3 etkilesimi azalmakta, buna baglh olarakta
geri donenlerin sayis1 azalmaktadir. Ph 3’te konidialarin stoplazmik faaliyeti durmakta, ad-3
geri donlisimii gerceklesmemektedir. Oysaki, Prokaryotik hiicrede pH degisimi Ames testi ile
geri donen Salmonella typhimurium sayisini etkilememistir. Tiim pH seviyelerinde mutasyonlar
belirlenebilmistir [Tomlinson vd., 1980]. N. crassa geri mutasyon testi ile, bazi antischistosomal
ilaclarin mutajenitesi arastirilmistir. N. crassa susunda spesifik ad-3 lokusunun Lucanthone,
hycanthone, niridozole ve indazole analoglarina karsi olduk¢a hassas olduklar1 belirlenmistir.
Yapilan calismada konidial stispansiyonlarla muamele edilen bu mutajen ilaglarin, besiyerinde
kullanilmalari vejetatif kiiltiirde mutasyonu 50 kat arttirdig1 gézlenmistir. Bu durum, metabolik
aktivasyondan sonra mutajenitenin arttigini gostermektedir [Ong ve De Serres, 1975].

Calismamizda S9 metabolik enzimleri kullanmadan sadece konidialar ile ¢alisiimistir.
Funguslarin sitokrom P-450 sistemlerine sahip olmasi1 nedeniyle disaridan metabolik
aktivasyon eklenmesine gerek yoktur [Callen ve Phillot, 1977]. Calismamizda inkiibasyon siiresi
kisa tutularak 3 giinliik sonuclar degerlendirilmistir. Funguslarin gelisim siirecinde bazi
biyokimyasal enzimleri irettikleri i¢cin konidialarin heniiz hif baslangi¢ evresinde ¢alisilmaya
0zen gosterilmistir.

N. crassa, yedi kromozoma sahip, haploid yasam dongiisii ile genetik ¢alismalarda essiz
bir model organizma olarak bilinmektedir. Yasam dongiisiiniin ¢ok kisa bir evresinde iki spor
arasinda olusan fiizyon, kisa bir diploid evre gecirmesine neden olur. Ancak, bu evrede olusan
mayoz ile yeniden haploid sporlar olusur. (Raju, 2009). Aseksiiel yasam doéngiisiiniin ilk
basamagini makrokonidia olusturur ve ilk vejetatif hifini olusturur. Ana gévdeden sayisiz hif
uzayarak ve dallanarak havasal hifler ve miselyumlar olusur. Hifin yapisinda bol miktarda
karetenoid pigmenti bulunur. Fotoindiiksiyondan sorumlu bu pigmentler, Neurospora crassa hif
biiylimesi icin hayati 6neme sahiptir. Yapilan ¢alismalar, cyclic adenosine 3’,5’-mono-phosphate
(cyclic AMP) ile pigmentasyon arasinda gili¢cli bir parallel iliski oldugunu gostermistir.
Neurospora crassa besi ortaminda sislik AMP degisiminin hifin uzamasini ve konia olusumunu
etkileyen temel molekiil oldugu belirtilmistir. Besi ortaminda adenin eksikligi Neurospora crassa
sporlarinin olusumunu ve gelisimini olumsuz etkilemekte, besiyerinde renksiz koloniler gozle
goriilebilmektedir [Terenzi, 1976; Kritsky vd., 1982]. Calismamizda renksiz kolonilerin

gorildigi N. crassa kiltiirii Sekil 4.14’de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Adeninsiz ortamda N. crassa susunun morfolojik goriintiisii.

Adenin varliginin hif olusumunda ve gen ekspresyonunda 6nemli olusu, Neurospora’da
olusturulan ad-3A ve ad-3B mutasyonu ile genotoksik c¢alismalarin temelini olusturur.
Neurospora crassa kromozomunda ad-3A ve ad-3B lokuslar1 ayri1 bolgelerde bulunur (Sekil
4.15). Oksotrofik ad-3 mutantlar1 adeninin ¢ok az bulundugu ortamda, kirmizimsi veya
turuncumsu renkte pigment olusumlariyla karakterize edilir. Neurospora crassa
kromozomlarinda olusturulan bir ¢ok mutasyon ile rahathkla genetik calismalar
yapilabilmektedir. Piirin sentez basamaginda kromozom lokuslarda olusturulmus UV-orjinli
mutasyonlar ile hem ileri hemde geri mutasyonlar 6lciilebilir [Perkins ve Davis, 1982]. N23
susunda baz cifti degisimine neden olabilen mutajenler belirlenebilirken, N24 susunda cergeve
kaymas1 mutasyonuna neden olan mutajenler belirlenebilmektedir. N23 susunda olusturulan
mutasyon, Kkarotenoid protein sentezinde sitozin yerine timin bazinin gecmesiyle
sonuc¢lanmaktadir. Bu mutasyon iki sekilde aciklanmaktadir; yeni gelen baz, protein dizisine
yeni bir aminoasit girisine neden olmayacak sekilde sessiz kalabilir ya da yeni bir aminoasit
olusumuna da neden olabilir. N24 susunda olusturulan mutasyon sitozin delesyonu ile
sonuclanan ¢ergceve kayma mutasyonuna neden olmaktadir. Bu degisiklik, okuma esnasinda
tcli kodonlarin kaymasiyla sonuclanir. Mutasyon, biitiin aminoasit dizisini kaydirir ve farkh

aminoasit dizilimine neden olmaktadir [Hatakeyama, 2013].
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Sekil 4.15. Adenin biyosentez yolu (Perkins ve Davis, 1982).

Calismamizda nokta mutasyon testi ile ugucu yaglarin 1, 0.5, 0.25, 0.12, 0.06 ve 0.03
mg/ml konsantrasyonlarindaki durumlari arastirilmistir. Mutajen ajanin belirlenmesinde nokta
mutasyon testi ¢ok saglikli sonuclar vermediginden, siispansiyon testine gore geri dénenlerin
saylldigi koloni sayma metoduna gecilmistir. Ancak, nokta mutasyon testi ile ugucu yaglarin
calistigimiz konsantrasyonlarda sitotoksiteleri hakkinda 6n bilgiler elde edilmistir. Calismanin
devaminda siispansiyon testinin daha giivenilir sonuglar verdigi belirlenmistir. Bu nedenle
mutajenitenin belirlenmesinde, slispansiyon testine gore geri donenlerin sayisal verileri
istatistiki olarak degerlendirilmistir. Ayrica nokta ve siispansiyon testi ile icerisinde ugucu yagi
¢ozdigimiz %10’luk DMSO’nun yalniz basina Neurospora crassa uzerinde herhangi bir
sitotoksisiteye neden olmadigi calismanin baslangicinda belirlenmistir.

Siispansiyon testine gore, geri donilisiim (revertant) testi ile etkisi arastirilan kimyasal
maddenin N. crassa mutant suslarinin geriye donen (ade- ade+) koloni sayilarina etkisi

saptanabilmektedir. inkiibasyon sonunda adenin okzotrof halden adenin prototrof hale dénen
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kolonilerin sayimi yapilmistir. Calismamizda ortamda S9 fraksiyonu olmadan, sadece N crassa
konidialariyla calisilmistir. Sonuglar ise koloni sayma metoduna gore degerlendirilmis olup,

istatistik analiz t-student testine gore yapilmistir.

4.7.1. Neurospora crassa N23 Susu Mutajenite Bulgular1

Calismamizda Salvia heldreichiana, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, ve Stachys
rupestris ucucu yaglarinin N. crassa N23 mutajenik etki potansiyelleri Cizelge 4.12'de
gosterilmistir. Cizelge nokta mutasyonunu tespit edebilecegimiz N23 suslarinin negatif kontrol

basina diisen geri donen kolonilerin sayilarini géstermektedir.

Cizelge 4.12. Siispansiyon testi ile Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve
Stachys rupestris ugucu yaglarinin ¢alisma konsantrasyonlarinda N.crassa N23 susunun geri
donen koloni sayilari. Veriler bir deneyin ortalamalar1 alinarak hesaplandi. Her doz icin 5 petri
uygulandi. p<0.01 farklhliklar anlamlidir. Ortkoloni: (Geri doénen kolonilerin sayisi/negatif

kontrol N23 koloni sayisi)

Kons. B.saxatilis S. heldreichiana \S.rupestris
mg/ml subsp.brachyodonta Ort.koloni* SD|Ort.koloni  *SD Ort.koloni +SD
1 0.8 +0.05 0.09 +0.03 0.82 +0.04
0.5 1.2 +0.24 1.5 +0.28 1.26 +0.13
0.25 0.92 +0.02 0.98 +0.001 1.18 +0.06
0.12 0.95 +0.05 1.01 +0.01 1.17 +0.3
0.06 1.05 +0.05 0.97 +0.06 1.02 +0.03
0.03 1.01 +0.01 1.02 +0.01 0.99 +0.05
p(1) 0.001 1.6 0.0004

p(0.5) 0.08 0.01 0.006

p(0.25) 0.008 0.1 0.01

p(0.12) 0.09 0.01 0.092

p(0.06) 0.09 0.139 0.089

p(0.03) 0.08 0.009 0.344

Cizelge 4.12'de goriildiigl gibi Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitki ugucu yaginin
calistigimiz tiim konsantrasyonlarda, geri donen koloni sayisinda bir degisim s6z konusu olup,
bu degisimi bir mutajenite olarak degerlendiremeyiz. Ballota saxatilis subsp. brachyodonta
ucucu yaginin 0.25 mg/ml’den 0.5 mg/ml konsantrasyon artisina bagh olarak geri dénen koloni
sayisinda bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.16). Ancak bu artis N23 susu icin olasi bir mutasyon
varligini ifade etmemektedir. Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ugucu bilesenleri 1 mg/ml
konsantrasyonunda N23 susu Uuzerinde bir toksik etki olusturmakta, bunun sonucunda geri
donen koloni sayis1 ve kendiliginden geri donenlerin sayis1 azalmaktadir.

Negatif kontrol basina iireyen kolonilerin sayisindaki bu azalis, Ballota saxatilis subsp.
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brachyodonta ugucu bilesenlerinin icerigindeki hidrokarbonlardan kaynaklanmis olabilir. Ciinku
Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ucucu yaginin yaklasik %50 sini hidrokarbonlar
olusturmaktadir. Ya da icerigindeki yaklasik %30’ unu olusturan seskiterpen molekiilleri veya

tiim bilesenlerin etkilesimlerinden olusmus olabilir.
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Sekil 4.16. Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys rupestris ugucu
yaglari calisma konsantrasyonlarida N.crassa N23 susu ile verdikleri koloni sayilarinin negatif

kontrole bagl frekanslarinin grafiksel gosterimi. (p<0.01).

Cizelge 4.12’ye gore, Salvia heldreichiana ugucu yag bilesenleri N.crassa N23 susu icin
denenen dozlarinda negatif kontrol plagi basina geri donen kolonilerde 6nemli bir degisim s6z
konusudur. Ozellikle 0.5 mg/ml’den 1 mg/ml konsantrasyon artisiyla birlikte kendiliginden geri
donenlerdeki azalis sitotoksiteyi isaret etmekte ancak, sonuglar t-student testine gére anlaml
bulunmamaktadir (p<1.6).

Cizelge 4.12’e gore Stachys rupestris ugucu yag bilesenleri 1, 0.5, 0.25, 0.6, 0.12 ve 0.6
mg/ml (p<0.01) konsantrasyonlarindaki degisim ucucu yaginin artan konsantrasyona bagh
olarak sitotoksik olabilecegi ancak, calistigimiz konsantrasyonlarda N. crassa N23 susu icin
mutajenik olmadig1 gosterilmistir.

Her {i¢ bitki ucucu yaginin mutajenite arastirmasinda N23 susu iizerinde olasi nokta
mutasyonundan s6z edemeyiz. Ancak, ugucu yagin her ti¢ bitki icin 1 mg/ml tizerinde sitotoksik
potansiyeli belirlenmistir. Diger alt konsantrasyonlarda ise hiicresel tahribata neden olmadigi

ve biyokimyasal siirecler ile genotoksik etki olusturmadig1 anlasiimaktadir.
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4.7.2. Neurospora crassa N24 Susu Mutajenite Bulgular

Calismamizda Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys

rupestris ugucu yaglarinin N. crassa N24 suslar1 lizerine mutajenik etki potansiyelleri Cizelge

4.13’de gosterilmistir. Cerceve mutasyonunu belirleyebilecegimiz N24 suslarinin negatif kontrol

basina diisen geri donen kolonilerin sayilarin1 gostermektedir.

Cizelge 4.13. Siispansiyon testi ile Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve

Stachys rupestris ucucu yaglarinin ¢alisma konsantrasyonlarinda N.crassa N24 susunun geri

donen koloni sayilari. Veriler bir deneyin ortalamalar: alinarak hesaplandi. Her doz i¢in 5 petri

uygulandi. p<0.01 farkhiliklar anlamhdir. Ortkoloni: (Geri dénen kolonilerin sayisi/negatif

kontrol N24 koloni sayisi)

Kons.mg/ml |B.  saxatilis subsp. S. heldreichiana S.rupestris
brachyodonta Ort.koloni +SD Ort.koloni *SD
Ort.koloni +SD

1 097 =0.05 0.4 *0.05 0.47 =+0.05

0.5 1.08 *0.05 1.3 +0.24 1.02 +0.1

0.25 1.15 =0.01 0.8 +0.47 1.13 =+0.15

0.12 1.02 +0.01 1.00 +0.001 093 +0.11

0.06 1.02 £0.02 0.98 +0.08 096 =+0.11

0.03 096 +0.08 1.02 +0.08 096 0.1

p(1) 0.1 1.08 0.001

p(0.5) 0.04 0.01 0.3

p(0.25) 0.05 0.1 0.1

p(0.12) 0.008 0.009 0.1

p(0.06) 0.06 0.3 0.1

p(0.03) 0.18 0.31 0.1

Cizelge 4.13’de ve Sekil 4.16’da goriildiigl gibi Ballota saxatilis subsp. brachyodonta bitki

ucucu yaginin ¢alistigimiz tiim konsantrasyonlarda N. crassa N24 susu icin bir mutajeniteye ve

ylksek bir sitotoksiteye rastlanmamistir. Ugucu yagin farklh dozlarinda, geri dénen koloni

sayilarindaki degisim g6z ardi edilebilmektedir.
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Sekil 4.17. Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys rupestris ugucu
yaglari calisma konsantrasyonlarinda N.crassa N24 susu ile verdikleri koloni sayilarinin negatif

kontrole bagli frekanslarinin grafiksel gosterimi. (p<0.01).

Cizelge 4.13’ye ve Sekil 4.17’ye gore, Salvia heldreichiana ugucu yag bilesenleri N.crassa
N24 susu koloni sayisinda denenen dozlara bagh olarak degisimler olusturmustur. Salvia
heldreichiana 1mg/ml konsantrasyonunda kendiliginden geri dénen koloni sayilarindaki azalis
sitotoksisiteye isaret etmektedir. Ugucu yagin 0.5 mg/ml konsantrasyonunda negatif kontrol
plag1 basina geri donen kolonilerde énemli bir artis s6z konusudur. Ugucu yagin 0.25 ve 0.5
mg/ml konsantrasyon arasindaki degisim N24 susu icin olas1 bir mutasyonu isaret etmektedir.
0.5 mg/ml konsantrasyonunda negatif kontrol plak basina geri dénen koloni sayis1 0.8’den 1.3’e
ylikselerek 0.625 katlik bir koloni artisi s6z konusudur. Ong (1978) makalesine gore N. crassa
24 suslan icin plak basina 0.5'lik artis mutajen olarak kabul edilmektedir [Ong, 1978]. Bu
nedenle Salvia heldreichiana 0.5 mg/ml konsantrasyonunda (p<0.01) ugucu yag bilesenleri
genotoksik potansiyele sahiptir.

N. crassa suslarindaki mutajenite, hiflerinde rek degisimine neden olacagindan
morfolojik olarak gozlenebilmektedir. Yapilan farkli galismalarda kirmizimsi-turuncumsu-
morumsu gibi renk degisimlerinin, inkiibasyonun devaminda gozlendigi belirtilmistir. [De
Serres ve Osterbind, 1962; Malling ve De Serres, 1972]. Bizim ¢alismamizda ugucu yagin 0.5
mg/ml konsantrasyonunda, kiifin 7 giinliik inkiibasyon siireci sonunda morfolojisi
gozlenmistir. Degisim negatif kontrolle karsilastirllmistir. Degisim Sekil 4.18’de goriildiigi gibi
belirgin bir kirmizilasma goriilmemistir, ancak belirgin olmayan kahverengiye kacan renk
farklilasmasi belirlenmistir. Bu durum sayisal degerlerde oldugu gibi, yiiksek sayida geri donen

kolonilerden kaynaklanmaktadir. Ancak, N. crassa kuf kiiltiiriine hakim olan koloniler
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kendiliginden geri donenler oldugundan morfolojik olarak baskin renk yesil olmaktadir. Salvia
heldreichiana ile g¢alismamizin sonucunda, 0.5 mg/ml S. heldreichiana ucgucu yag
konsantrasyonun N24 susuna karsi zayif mutajen oldugu seklinde degerlendirmekteyiz. Ciinkd,
bir ¢ok ¢alisma mutajenite calismasinda N24 susu icin geri donen koloni artist 5, 10 hatta daha

fazla artislar belirlenebilmistir [Ong, 1978; Sen 2005].

Sekil 4.18. Salvia heldreichiana ugucu yaginin 0.5 mg/ml konsantrasyonunda (a) ve negatif
kontroliiniin (b) N. crassa N24 susu ile 7 giinliik inkiibasyon sonucundaki morfolojik

gorintiileri.

N. crassa susunun kullanildig1 N24 mutasyon deneyinde belirlenen zayif mutajen Salvia
heldreichiana bitki igeriginin biiylik bir kismini olusturan monoterpenlerden kaynaklanmis
olabilir. Salvia heldreichiana bitkisinin diger iki bitki iceriginden farki yapisindaki
monoterpenlerdir. Stachys rupestris'te bulunan seskiterpenler ve diterpenler monoterpenlere
gore biiylik molekiiller olduklarindan, hiicre membrani ya da mitekondriyal membram
etkileyen sitotoksik siireclere dahil olmus olabilir. Monoterpenlerin hiicre ¢ekirdegi ile hatta
DNA ile etkilesimi molekiiler biiytikliigiine bagh olarak daha hizli ve kolay olabilmis olabilir.
Ayrica Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ugucu yaginda bol miktarda bulunan hidrokarbon
bilesenlerinden toluene ve p-xylene bilesenlerinin genotoksik o6zelliklerinin diisiik oldugu
bilinmektedir [Chen, 2007].

Mikrobiyolojik genotoksik analizlerde, Saccharomyces tiirleri bir c¢ok kimyasalin
taranmasinda yaygin olarak kullanilan o6karyotik testlerdendir. Saccharomyces tiirleri
Neurospora crassa’da oldugu gibi, basit genomik yapisi, yasam dongiisiiniin ve kromozom
yapilarinin iyi bilinmesi 6karyotik arastirmalar icin model organizma olarak kullanilmaktadir
[Falco ve Dumas, 1985]. Yasam dongiisiinde haploid ve diploid evrelere sahip Saccharomyces
cerevisia ve Neurospora crassa suslarinda oldugu gibi, kromozomlarinda olusturulmus
mutasyonlar bazi kimyasallar tarafindan geri dondtriilebilmektedir. Bakkali ve arkadaslarinin
2005 y1linda yapmis oldugu ugucu yaglarla ilgili genotoksik bir arastirmada, iceriginin %50’sini

1,8-cineole monoterpeninin olusturdugu Cinnamomum camphora ve %68'nin linalool olusturan
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Origanum compactum bitkilerinde S. cerevisiae D7 susu lizerinde niiklear mutajenite
olusturmadiklar tespit edilmistir. Ugucu yaglarin daha ¢ok mitekondri DNA hasarina neden
oldugu belirlenmistir. Diploid S. cerevisiae D7 mutant susu ile nokta mutasyonlari, mitotik
intragenik rekombinasyon (gen degisimi) ve intergenik rekombinasyon (crossing over)
mutasyonlar1 tespit edilebilmektedir [Bakkali vd., 2005]. Ugucu yag icerikleri, terpinen-4-ol,
borneol, camphor, linalool, 1,8-cineole, murolene, naphthalene, beta- caryophyllene, cadinol
terpen ve terpenoidlerince zengin Ocimum basilicum ve linalool monoterpeni ile ilgili bakteriyel
ve fungal mutasyon testi yapilmistir. Ucucu yag ve linalool UV-indiiklenmis E.coli K12 mutant
suslari lizerinde antimutajen etki gostermistir. Bakterilerde toksik olmayan konsantrasyonlarda
olusan antimutajenik etki mekanizmasinin, ugucu yag ve linalooliin, hiicrede protein sentezinin
ve proliferasyonun inhibisyonu seklindedir. Buna karsilik ugucu yagin ve linaloliin koruyucu
etkisi mayalarda oksidatif mutajenleri sinirlama seklinde oldugu belirtilmistir. Yiiksek
organizasyonlu 6karyotlarda, Ocimum tiirlerinin antioksidan enzimlerini (glutatyon rediiktaz,
stiperoksid dismutaz, katalaz) indiiklendigi ve kanserle iliskili olan faz I enzimlerini inhibe ettigi
seklinde agiklanmistir [Stanojevic vd., 2008]. Ocimum basilicum temel bilesenleri ile benzer
icerigi sahip, terpinen-4- ol, borneol, camphor, linalool, 1,8-cineole, murolene, naphthalene,
beta- caryophyllene, cadinol terpen ve terpenoidlerince zengin Salvia heldreichiana ugucu
yaginin N.crassa N23 susunda mutajenitesi yokken, N24 sucunda ise zayif mutajen
belirlenmistir. Ocimum basilicum tiirlerinin Saccharomyces mutasyon analizinde mutajeniteye
neden olmayisi bizim N. crassa analizleri ile benzerlik gostermektedir. Daha 6nce prokaryotik
mutasyon testi olan Umu-testi ile de olas1 antimutajenite belirlenmisti.

Salvia heldreichiana bitkisinde tespit ettigimiz beta-pinene bileseni (%33.73) bitkinin
temel bilesenini olusturmaktadir. Salvia heldreichiana bitkisi ile yapmis oldugumuz ¢alismada
belirlenen antimikrobiyal ve non-mutajenik etkiden sorumlu bilesen, bulunma miktarindan
dolay1 beta-pinene olabilir. ilag hammadde bilesenlerinin biyolojik analizi ile ilgili verileri
depolayan Pubmed internet sitesi, beta-pinene (pseudopinene) monoterpeninin bir cok
biyolojik 6zelligini yayinlamistir. Maya suslari1 ile yapilan ila¢ taramalarinda antikanser
ozelliginin inaktif oldugunu gosteren bir cok calisma vardir [Beta pinene, pubchem, 2013]

In vivo memeli sistemlerde Salvia officinalis (sage) bitkisinin terpenoid fraksiyonlarinin
antimutajenitesi test edilmistir. Sitotoksik olmayan konsantrasyonda (25 pL/kg), sage, fareler
de kromozomal anomaliye neden olan mitomycin mutajeninin mutajenik etkisini diisiirdigii
belirlenmistir. Antimutajenik etkiye sahip oldugu belirlenen S. officinalis ugucu yaginin
mutagenesis ve Kkarsinogenesis inhibitorii olarak kullanilabilecegi Onerilmistir. Ayrica,
bilesenleri Beta-pinene, myrcene, 1,8-cineole, caryophyllene, §-cadinene, camphor, y-murolene
[Vujosevic ve Blagojevic, 2004] gibi bilesenler, calismis oldugumuz Salvia heldreichiana ugucu

yag icerigi ile aynidir. Bu durum, Salvia heldreichiana ugucu yaginin antimutajenik
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arastirmalarinin genisletilmesi gerektigine isaret etmektedir. Benzer bir ¢alismada, S. officinalis
ucucu yaginin albino fareler ile yapilan mikroniikleus ve comet genotoksik testleri ile belirli
dozlarda methyl parathion mutajen insektisisitinin sebep oldugu DNA hasarimi azalttifi ve
genler iizerinde genkoruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Her iki ¢alisma da S. officinalis
ucucu yaginin giinliik gidalarla aliniminda, viicudumuzu ¢evresel toksik maddelerden ve kronik
hastaliklardan korudugunu goéstermistir [Mathew ve Troppil, 2012].

Alpha-pinene bileseni Stachys rupestris (%8.20) ve Salvia heldreichiana (%6.26)
bitkisinde yiiksek miktarda bulunan bir monoterpendir. Terapotik uygulamalarda énemli bir
yeri olan Alpha-pinene, metastatik Melanom (deri kanseri) hiicreleri lizerinde, apoptotik stireci
kanserin erken evresinde baslatarak tiimor hiicre ¢ogalmasini engellemektedir. Bu bilesen,
mitekondriyal membran potansiyelinin permeabilitesinde hizli bir azalmaya neden olmaktadir.
Mitekondriyal membranda baslayan tahribat, reaktif oksijen tiirlerinin liretiminin artmasina,
apoptotik slirecte kromatin agregasyonundan ve DNA fragmentasyonuna neden olan kaspaz 3
aktivitesinin artmasina neden oldugu belirlenmistir [Matsuo vd., 2011]. Ayrica, alpha-pinene
bileseninin mutajen olmadigi Ames (Salmonella typhimurium) testi belirlenmistir. Ayni
calismada, beta-myrcene ve alpha-terpinene ucucu bilesenlerinin de mutajen olmadigl
gosterilmistir [Gomes-Carneiro vd., 2005]. Salvia mirzayanii bitkisinden izole edilen spathulenol
monoterpeni tipki alpha-pinene molekiilii gibi 6karyotik hiicrelerde apoptoza neden oldugu
belirlenmistir. Ancak alpha-pinene molekiiliinden farkli olarak apoptotik siireci kaspaz 3
aktivitesine bagl olmadan farkli bir yoldan ilerlettigi belirlenmistir. Ciinkii, ¢calismada, hiicre
proliferasyonunun bloke edilme silirecinde kaspaz 3 artisi belirlenememistir [Ziaei, 2011].
Stachys rupestris ve Salvia heldreichiana bitkilerinde sirasiyla %6.16 ve %5.23 oranlarinda
tespit ettigimiz spathulenol bileseninin yiiksek biyolojik aktivitesi ve hiicre icerisindeki
biyokimyasal mekanizmasi arastirilmaya degerdir.

Stachys rupestris bitkisinde tespit ettigimiz manool ve abietatriene diterpeninin sirasiyla
%23.13 ve %15.22 oranlarinda bulunmaktadir. Yiikksek oranda belirlenen bu diterpenlerin
biyolojik aktiviteleri ile ilgili oldukea az veri vardir. Farelerde 16semili hiicre hatlarinda herhangi
bir antikanser aktivite belirlenememistir. Benzer sekilde, abietatriene diterpeni de insan
tlimori hiicre hatlarinda antikanser o6zelliginin inaktif oldugu bulunmustur [Caryophyllene,
Pubchem, 2013].

Stachys petrokosmos yapraklarindan hazirlanan metanol ekstraktinin insan lenfosit
hiicreleri iizerinde genotoksik etki olusturmadigi ancak, kanser tedavisinde kullanilan
cytophosphane ilacinin genotoksik etkisini azalttig1 belirlenmistir [Rencuzogullari, 2012].

Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki paralel iliskinin varli§i bircok mutajenite
calismalar ile desteklenmektedir. Gamet hiicrelerinde veya somatik hiicrelerde olusabilecek

mutasyonlar ve bu mutasyonlarin birikmesi ile kanserli hiicre olusabilmektedir. Normal bir
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hiicreden kanserli bir hiicreye geciste, hiicre siklusunun diizenlenmesi, apoptozis, hiicre
farklilasmasi va daha bir¢ok hiicre fonksiyonunu etkileyen spesifik mutasyon gereklidir. Kanser
yalnizca, bir hiicrede farli genlerde birden ¢ok mutasyon olursa ortaya ¢ikan bir hastaliktir. DNA
onarimindaki hatalar da genetik kararsizliga neden olurlar ve kanseri ¢cogu da tamir edilmemis
DNA hasarlarindan ortaya cikarlar. DNA onarim sistemindeki bozukluklar, bu islemlerde gorevli
enzimlerdeki deformasyon kanserin kalitsal tiirleriyle iliskilidir. Ornegin, kolerektal kanser
mutasyona bagli, baz cikarma onarimindaki bir bozukluktan, hatali eslesmenin onarimindaki
bozukluktan ise non-polipozal kolerektal kanser meydana gelir. Kanser tedavisinde, kanser
hiicresinin hayatta kalma oranini diisiirmek amaciyla, iyonize radyasyon ve bircok anti-kanser
ilac DNA cift zincir kiriklarinin onariminda goérev alan proteinlerin inaktivasyonu veya
ekspresyonlarinin azaltilmasi seklinde bir yaklasim kullanilmaktadir. Ciinkii, bu kiriklarin
onarimi hiicrenin genomik kararliliginin siirdiiriilmesinde ve hiicrelerin hayatta kalmasinda
kritik bir 6neme sahiptir [Biitiiner ve Kantarci, 2006]. Calismamizda Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys rupestris bitkinin mutajen etkilerinin
belirlenmemesi, genetik hastaliklarin arastirilmasinda birer hammadde olabilirler. Ciinkii,
ozellikle kanser arastirmalarinda, tiimor engelleyici ilaglarin, normal hiicrelere de zarar
vermesi, dokuya 0zgii c¢alismay1 zorunlu hale getirmisir. Bu nedenle genetik hastaliklarin
tedavisinde saglikli dokulara zarar vermeyen, ancak mutant dokuyu hedef alan ilaclar bu
anlamda ¢ok dnemlidir. Ugucu yaglar ve icerikleri ile ilgili bir cok arastirma onlarin mutasyon

kaynakli hastaliklarin arastirilmasinda hammadde olmasi gerektigini savunmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma antimikrobiyal, mutajenik ya da antimutajenik etkili olabilecegi diisiiniilen
Lamiaceae familyasindan endemik Salvia heldreichiana, Stachys rupestris ve Ballota saxatilis
subsp. brachyodonta ugucu yaglarinin icerikleri ve biyolojik aktiviteleri arastirilmistir.

Cesitli bitkilerden ekstrakte edilen esansiyel yaglarin geleneksel tipta ve endiistriyel
alanda kullanimlar1 ¢ok yaygindir. Tiiketimi ¢ogu kez bilingsiz ve kontrolsiiz yapilan ucucu
yaglarin biyolojik aktiviteleri ile ilgili cok sayida c¢alisma yapilmaktadir. Cogunlukla
antimikrobiyal arastirmalarin yapildigi bu bilesiklerin genotoksik ve antimutajenik aktiviteleri
hakkinda yeterli bilgiye sahip degiliz. Bu ¢alisma bize hem antimikrobiyal etki hem de
genotoksik etkiler sonucunda mikrobiyal hiicreler ve ugucu bilesenler arasindaki etkilesimleri
anlamamiza katki saglamistir. Birkag yildir ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisinin hiicre zari ile
iliskilendirildigi calismalar daha ¢ok 6n plandadir. Ancak, heniiz bu hipotez tam anlamiyla netlik
kazanmamistir. Ciinkii, ucucu yag icerisinde bulunan ytizlerce bilesen ve etkilesimleri hiicrede,
sadece hiicre zarinda etkindir demek, yetersiz bir agiklamadir. Bunun nedeni ise, ugucu yaglarin
her bir bileseninin saf olarak calisildigi ve bazi bilesenlerin DNA ile etkilesim igerisinde
oldugunu belirten ¢alismalar olmasindandir.

Calismamizin baslangi¢c asamasini olusturan antimikrobiyal etki degerlendirmesinde,
daha o6nceki calismalarla paralel sonuglar alinmis ve ucucu yaglarin belirli organizmalara
spesifik etki gosterdigi tespit edilmistir. Stachys rupestris ve Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi benzer bir etki
gosterirken, Salvia heldreichiana Gram pozitiflere karsi daha dusiik seviyede bir antimikrobiyal
etkiye sahiptir. Bu farkliik Salvia heldreichiana ugucu bilesenlerinde bulunan ve diger iki
bitkide bulunmayan bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Yaptigimiz analizde, Salvia heldreichiana
ucucu yaginin monoterpen bilesenleri bakimindan zengin olmasi, diisiik antimikrobiyal etkinin
bu bilesenlerden kaynakl olabilecegini diisiindiirmektedir. Orhan ve ¢alisma ekibi, genel olarak
ucucu yagda gozledigimiz antimikrobiyal etkinin zayif ya da giliclii olmasinin bu bilesenler
arasinda olusan sinerjik veya antagonistik etkiden kaynaklanabildiklerini belirtmislerdir [Orhan
vd,, 2012].

Her ti¢ bitkinin toplamini degerlendirdigimizde ise, ugucu yaglarin Gram negatif, Gram
pozitiflere ve mayalara karsi etkin oldugu goriilmektedir. Bu etki Gram negatif ve mayalara
gore, Gram pozitiflerde daha disiik seviyededir. Gram pozitiflerin ugucu yaglara karsi daha
direncli olmas1 Gram negatif bakteriler ile Gram pozitif bakteriler arasindaki hiicre duvar
yapisindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Gram pozitif bakterilerdeki kalin peptidoglikan
yap1 hidrofobik bilesiklere karsi bir bariyer olusturmaktadir [Puupponen-Pimia vd. 2001;
Sikkema vd., 1995].
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Ucucu yaglarin antimikrobiyal mekanizmalariyla ilgili en gecerli teori, terpenlerin
hidrofobik o6zelligine baglh olarak hiicrelerin fizikokimyasal biitiinliiglinli bozmasidir.
Terpenlerin, mikroorganizma hiicre duvarindaki lipitler ile interaksiyonu, lipitlerin bir arada
toplanmasina ve zarin gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir. Ugucu yag icerisindeki
kiiciik molekiillerden, biiylik molekiillere kadar tiim bilesenlerin ayr1 ayr etkileri olabilecegi
gibi birbirleri ile olan etkilesimleri de bu etkiyi azaltip ¢ogaltabilmektedir. Hiicreden geciste
meydana gelebilecek tiim biyokimyasal ve fizyolojik etkilesimler hiicrede proton hareketi
elektron akisinin ve dolayisiyla tasinimin aksamasina, sonuc¢ta da hiicre igeriginin
koagiilasyonuna ve ucucu yaglarin icerisindeki onlarca maddenin olusturdugu zincirleme hiicre
reaksiyonlari artan konsantrasyona da bagl olarak hiicre tahribatina neden olabilecektir.
Antimikrobiyal bilesenlerin ayn1 zamanda hiicre duvarindaki proteinlerle [Silva ve Fernandes,
2010] ve fosfolipid yapiyla da direk olarak etkilesim iginde olabilmektedirler. (+)-Totarol
diterpenoidin yapay fosfolipidlerle interaksiyonu tespit edilmistir. Yapay fosfolipit molekiili ile
belirli oranlarda ucucu bilesen karistirilmis ve totarol membran karisiminin fiziksel degisimi
gozlenmistir. Diterpenin konsantrasyonuna baglh olarak fosfolipid molekiiliiniin stokiyometrik
yapisinda farkliliklar olusturdugu belirtilmistir [Micol vd., 2001].

Calismis oldugumuz Salvia heldreichiana ve Stachys rupestris bitkilerinde tespit ettigimiz
a-pinene,  [B-pinene, terpinolene gibi monoterpenler sislik  hidrokarbonlardir.
Konsantrasyonlarina baglh olarak bakteriler iizerine inhibisyon etkileri bilinmektedir. Okaryotik
bir hiicre olan Saccharomyces cerevisiae ve fare karaciger mitekondrial sistemde yapilan
calismalara dayanarak [-pinene sislik hidrokarbon molekiiliiniin sitotoksik mekanizmasi,
mitekondri elektron zincirindeki sitokrom b bolgesi ile iliskili oldugu belirtilmistir. Direk olarak
solunum sistemiyle iligkili oldugu tespit edilen 3-pinene terpeni mitekondri zarlarinda proton
ve potasyum iyon translokasyonunu inhibe etmektedir. ATPaz aktivitesine etki etmemektedir.
Konsantrasyona bagh olarak potasyum iyon gecisini bloke ettigi, elektron akisinin tahribatina
neden oldugu ve sonucta solunumun durmasina neden oldugu belirtilmistir [Sikkema vd.,
1995].

a-pinene, camphene, -pinene, cymene, borneol, a-terpineol gibi ¢alistigimiz bitkilerde
de tespit ettigimiz terpenlerin hiicreler tizerinde fizikokimyasal yapiy1 bozduklar
bilinmektedir. Orneklemek gerekirse, Lamiaceae familyasina ait olan Rosmarinus officinalis
ucucu yaginin Propionibacterium acnes iizerine antimikrobiyal etkisi Atomik Force Mikroskopta
morfolojik goriintiileri ile incelenmistir. Zamana bagh olarak artan konsantrasyonlarda hiicre
morfolojisinde nanometrik olciimler alinmistir. En disiik konsantrasyonda hiicre eninin ve
ylksekliginin genisledigini, konsantrasyon arttik¢ca hiicrenin hasar gordiigiinii ve buna bagh
olarak eninin ve yiiksekliginin kiiciilerek buziistiigiinii saptamislardir [Fu vd., 2007].

Ozetle, antimikrobiyal etki degerlendirmesinde, hidrokarbonlu bilesiklerin,
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seskiterpenlerin ve diterpenlerin prokaryotik ve okaryotik hiicrelere karsi oldukca aktif
olduklarini soyleyebiliriz.

Ayrica, ugucu yag icerikleri bakimindan zengin olduklar1 belirlenen, Stachys rupestris,
Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ve Salvia heldreichiana ugucu yaglarin mutajen olup
olmadiklar1 arastirilmistir. Mutajenitenin arastirilmasi1 i¢in Salmonella thyphimurium
TA1535/pSK1002 susu ile Umu-test yontemi kullanilarak hem metabolik enzimlerin kullanildig
S9’lu ortamda hem de S9’suz ortamda kullanilmistir. Her ii¢ bitkinin ugucu yag genotoksik etki
degerlendirmeleri, Umu-test ile ilk kez yapilmis ve sonugta, biyolojik 6rneklerin Umu-testi ile
uygulanabilirligini de ortaya koyulmustur.

Umu-test Salmonella test sistemleri icinde yer alan bakteriyel bir yontemdir. Bizim
laboratuar ¢alismalarimizda oldugu gibi, bir ¢ok tilkenin laboratuvarinda da Umu-testinin Ames
test ile paralel sonuclar verdigi belirlenmistir. Test, Ekoloji ve Biyoloji Enstitilisii'nde (Berlin
Universitesi, Almanya) yapilan calisma ile Almanya standartlar1 tarafindan kabiil gormiistiir
[Wetting, 2000]. Umu-test metodu literatiirde daha ¢ok cesitli kimyasallarin, metal tuzlarinin ve
atik sularin mutajenik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan bir test sistemidir [Yamamoto,
2001]. Biyolojik 6rneklerin arastirilmasinda bu yontemin kullanilabilirligi ile ilgili cok az veri
bulunmaktadir. Calismamizda bitkisel 6rneklerin Umu-test ile taranmasi, son yillarda sayisi
hizla artan bitki kékenli iiriinlerin, ilaglarin ya da gidalarin mutajenitelerini tespit edilmesinde,
sistemin  uygulanabilirligi  arastinlmistir.  Bitki ugucu yaglarinin  Umu-test ile
degerlendirilmesinde Yamamoto'nun 2001 yilinda metal tuzlan ile yaptifi ¢alismasinda,
bakterilerin stres kosullarinda olusan SOS cevabina bagh olarak, $-galaktosidaz enzim aktivitesi
degerlendirme yontemi dikkate alinmistir. Stachys rupestris, Ballota saxatilis subsp.
brachyodonta ve Salvia heldreichiana ugucu yaglar ile ilgili olarak ¢alistigimiz konsantrasyonda
herhangi bir mutajenite belirlenememistir. Grafikler daha ¢cok ucucu bilesenlerin hiicrede toksik
etki olusturdugunu gostermistir. Clinkii, mutajeniteden sorumlu S-galaktosidaz enzim aktivitesi,
belirli bir asamaya kadar artmakta, ancak bu artis mutajenite olarak degerlendirebilecegiz
kadar 2 ve 3 kath bir artis olmamaktadir. Her {i¢ bitki i¢cin de, metabolik aktivasyon (S9)
kullanmadan yapilan ¢alismalarda, hemen hemen negatif kontrole esit absorbsiyon degerleri
okunmustur. Ancak, S9 kullanildig1 deneylerde, enzimsel faaliyetlerin hiicredeki ucucu
bilesenlerin biyokimyasal etkilerini degistirebildigini gostermistir. Enzimsel faaliyet sonucunda,
bir mutajenite gézlenmemis olsa da, ucucu bilesenlerin karaciger enzimleri ile biyokimyasal
etkilesim sonucunda, olasi antimutajenite olusturabileceklerini gormekteyiz. A¢ikca belirtmek
gerekirse, S9'lu deneyler sonucunda okunan absorbsiyon degerlerinin negatif kontroliin de
altina diistigiinii gostermektedir. Bu durum, normal kosullarda var olan, hi¢bir zaman
sifirlanamayacak stress kosullarindan kaynakli olarak olusan DNA esleme hatalarinin da

azaldigini isaret etmektedir. Bunu belkide, DNA onarim sisteminin isleyisini modifiye ederek
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yapmaktadir.

Calismamizda Ballota saxatilis subsp. brachyodonta ugucu yag1 S9’lu ortamda bakterinin
B-galaktosidaz aktivitesinde degisimlere neden olsa da negatif kontrole oldukca yakin degerler
elde edilmistir. Bu durum, hidrokarbon ve monoterpen bakimindan zengin Ballota saxatilis
subsp. brachyodonta bitkisinin prokaryotik hiicre testi ile mutajen olmadigini kanitlamaktadir.
Benzer sekilde S9’suz ortamda da herhangi bir mutajenite gerceklesmemistir. Stachys rupestris
ve Salvia heldreichiana bitki ugucu yaglarinin S9’suz ortamda negatif konrole esdeger sonuglar,
bakteri metabolizmasinin ugucu yag tolere ettigini gostermektedir. Antimikrobiyal aktivite
mekanizmasinda hiicre zarina entegre olan ucucu yag bilesenleri, muhtemelen hiicre zarinda
genetik materyale mutajenik bir etkiyle komplike olmadan metabolize olmaktadir. Eger direk
olarak DNA yapisinda genotoksik olsa idi, bakteri genomunda SOS gen bélgesinin aktivasyonunu
etkileyecek ve biz bunu ¢alismamizda beta-galaktosidaz aktivitesindeki konsantrasyonlara bagh
farkliliklar  seklinde gorebilecektik. Oysaki calismamizda antimikrobiyal aktivite
konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyon noktalar1 sec¢ilmis olmasina ragmen genom
lizerinde stres gen bolgelerinde biiyiik bir etki olusturamamislardir. S9’suz ortamda her fig
bitkinin de genotoksik potansiyeli, Lamiaceae bitkilerinin hiicreler tizerindeki yatistirici
karakteristik o6zelliklerinden kaynaklaniyor olabilir. Martino ve arkadaslari, Lamiaceae
familyasina ait bir¢ok bitkinin Ames mutasyon testi ile mutajenik aktivitelerinin olmadigim
belirlemislerdir [De Martino vd., 2009]. Bitki ugucu yaglarinin (S9) metabolik aktivasyon
sonrast ortaya c¢ikan p-galaktosidaz aktivite degerleri ise S9’suz kosullara goére daha
degiskendir. Bu durum ugucu yagin hiicre zarindan gectikten sonra bir dizi biyokimyasal siirece
tabi oldugunu ve olusan metabolitlerin ise hiicrede genotoksik potansiyel olusturabilecegini
gostermektedir. Calismamizda her ti¢ bitki ucucu yag S9 ile birlikte bakterilerle inkiibe
edildiginde pB-galaktosidaz enzim aktivitesinde degisimler olusturmakta, bu durum genotoksik
olmamakla birlikte, normal kosullarda hiicrenin S-galaktosidaz enzim aktivitesini daha da
diisiirdiigiinii gérmekteyiz. Normal kosullarda bakterilerin bir miktarda olsa, SOS mekanizmasi
aktif olacagindan, ugucu yaglarin S9 varhiginda olusturdugu beta galaktosidaz enzim
aktivitesinin diisiisii, olas1 antimutajenite ile acgiklanabilir. Normal kosullarda, DNA replikasyon
sirasinda 109-1010 baz ciftinde bir meydana gelebilecek olasi replikasyon hatalari her zaman
bulunmaktadir [Liileyap, 2008]. Buna bagl olarak hi¢bir zaman SOS aktivitesi sifir olmayacaktur.
p-galaktosidaz enzim aktivitesinin SOS aktivitesine bagh enzim aktivitesindeki negatif degerler,
dis kaynakli mutajeniteyi azalttigl, hatta antimutajenik aktivite gosterdigini Onerebiliriz.
Calismamizla ilgili olarak her ii¢ bitkinin ucucu yaginin mutajenitesinden ziyade, olasi
antimutajenitesi icerigindeki bilesenlerinin genler {lzerinde daha c¢ok koruyucu etki
olusturmasindan kaynakli olabilir. Bu hipotezimizi dogrulayan bazi ¢alismalar vardir. Bunlar,

Lamiaceae familyasina ait Salvia ve Ocimum tiirleridir. Icerik olarak calistigimiz bitki
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iceriklerine benzerlik gostermektedirler. Belirli dozlarda methyl parathion mutajen
insektisisitinin sebep oldugu DNA S. officinalis ugucu yaginin albino fareler iizerinde,
genotoksiteyi azalttigi gosterilmis, bu ¢alisma ile Salvia officinalis igeriginin genler lizerinde
genkoruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir [Mathew, 2012]. Gen koruyucu hipotezinin
olusmasina neden olan bir baska ¢alisma ise, Lamiaceae familyasina ait Ocimum tiirlerinin ugucu
yaginin ve bilesenlerinden biri olan linaloliin mayalarda koruyucu etkisi oldugu ve
mekanizmasinin ise oksidatif mutajenleri sinirlama seklinde oldugu belirtilmistir. Bitki ucucu
yag bilesenlerimizde hidrokarbonlar, monoterpenler, seskiterpenler ve diterpenler gibi
bilesenler bir cok c¢alismada ayr1 ayr calisildiklarinda mutajenik ya da antimutajen etkileri
bulunmustur. Ancak bu bilesenlerin birbirleri ile etkilesimleri hiicreler lizerinde etki bicimini
degistirebilmektedir.

Aynm1 zamanda, ugucu yaglar, yiiksek organizasyonlu okaryotlarda, antioksidan
enzimlerini (glutatyon rediiktaz, siiperoksid dismutaz, katalaz) indiiklendigi ve kanserle iliskili
olan faz I enzimlerini inhibe ettigi de aciklanmistir [Stanojevic vd., 2008].

Bakteriyel hizli testler yillardan beridir kimyasal ajanlarin mutajenitelerin
degerlendirilmesinde olduk¢a avantajlidir. Ames test hem sentetik kimyasallarin hem de bitki
bilesenlerinin degerlendirilmesinde ¢ok fazla kullanilan bakteriyel bir hizli testtir. Bugiine kadar
bitki bilesenlerinin mutajeniteleri bu yontemle belirlenebilmistir. Ames test, mutant Salmonella
typhimurium susu kullanilarak calisilmaktadir. Histidin aminoasidini sentezleme yetenegini
kaybetmis Salmonella typhimurium susunun, ortama kimyasal bir ajan verildiginde yeniden
histidin sentezleme yetenegine sahip olmasi prensibine dayanir. Nokta mutasyonuna bagh
olarak histidin sentezleyebilen, geri donen koloniler sayilarak, sonu¢ negatif kontrole gore
degerlendirilir. Ames test, diger hayvan hiicreleri ile yapilan testlere gore kisa zamanda sonug
vermesi ve maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle tercih edilir. Ancak son yillarda gelistirilen ve
giderek kullanimi artan Umu-test, Ames teste gore daha avantajli goriinmektedir. Umu-testte de
Ames testte oldugu gibi mutant Salmonella typhimurium susu kullanilmaktadir. Birka¢ 6zel
mutasyona sahip Salmonella typhimurium histidin mutasyonundan farkli olarak, bakterinin
DNA’sinda SOS bolgesine yerlestirilmis [-galaktosidaz genlerinin SOS’a bagh aktivitesi
spektrofotometrik olarak odl¢iiliir. Umu-test, Ames teste gore cok daha pratik olmakla birlikte,
kisa zamanda hizli sonu¢ vermektedir. Ames test ile bir ¢alisma 3 giinliik bir isgiciine
dayanirken, Umu-test ile yaklasik 6 saatte sonu¢ alinabilmektedir. Ayrica, Ames test sonucunun
koloni sayimina gore yapilmasi, farkli laboratuvarlarda farkli degerlendirmelere neden
olabilmektedir. Umu-test sonucu spektrofotometrik olarak okundugundan daha giivenilirdir.
Ames test ile yapilan bir calisma da 200-300 mg 6rnek miktari ile calisilabilirken, Umu-test ile
10 mg ornek yeterli olabilmektedir [Ota vd. 2005]. Calismamizda, bitki ugucu yaglarin

mutajenitelerinin arastirilmasinda, Umu-testin kullanilmasi, bakteriyel yontemle mutajenite
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veya antimutajenite arastirmalarinin uygulanabilirligini gostermistir.

Calismamizin devaminda, Salvia heldreichiana, Stachys rupestris ve Ballota saxatilis
subsp. brachyodonta ugucu yaglarinin 6karyotik hiicrelerde mutasyon analizi yapilmistir. Bunun
icin ise secilen Neurospora crassa mutasyon testi ile koloni sayma metodunun avantaji ve
dezavantaji arastirilmistir. N. crassa N23 ve N24 mutant suslarinin ucucu yaglar ile geri
dondiriilebilirligi arastirilmistir.

Arastirmamizda, Ballota saxatilis subsp. brachyodonta, Salvia heldreichiana ve Stachys
rupestris bitki ucucu yaglarinin 6karyotik Neurospora suslari iizerine belirgin bir mutajenite
belirlenmemistir. Sadece monoterpenlerce zengin Salvia heldreichiana ugucu bilesenlerin N24
susunda zayif mutajen olusturmasi, monoterpenlerin genler tlizerine etkili olabilecegini
gostermistir. Bitki icerigini olusturan maddelerin genotoksik potansiyellerinin diisiik olduklar,
bu maddelerin birbirleri ile olan sinerjistik etkilerinin mutajeniteyi azathigimi ya da bu
maddelerin mutajen olmadiklarini sdyleyebiliriz. Bu ¢alisma mutajen olmayan bu bilesenlerin
kanser arastirmalarinda, gilivenli gida veya genotoksik olmasimi istemedigimiz tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecek ilag hammaddeleri olabilirler.

Calismamizin mutajenik arastirmasinda secilen tli¢ farkli metod (Umu, Ames ve N. crassa
testleri), yapilan in vivo calismalara gore, pratik, kolay ve ucuzdur. Umu-genotoksite testi,
yillardir kullanilan Ames testinin yerine kullanilabilecek kolay bir testtir. Ames testinde koloni
sayma metodu, Umu-testine gore daha uzun zaman alabileceginden, Umu-genotoksite testi,
zaman olarak da bir avantajdir. Bu degerlendirmemiz, Stammati ve ekibinin c¢alismalari
tarafindan da desteklenmektedir. Orneklemek gerekirse; thymol, carvacrol, carvone,
cinnamaldehyde ugucu yag bilesenlerinin genotoksik potansiyellerini kisa-zamanli mikrobiyal
ve memeli test sistemleri ile karsilastirdiklari ¢alismada, Ames test, E.coli’de SOS kromotest ve
Hep-2 hiicrelerinde proliferasyon ve sitotoksisite testlerinin yapildigi arastirmada otomasyona
bagl testlerin performansinin daha ylksek oldugu vurgulanmistir. Ayrica, ¢alismada, tiim
genotoksik testlerin bitki kimyasallarina karsi yeteri kadar hassas olduklarini ve hiicresel
seviyede genotoksik etkinin dogru bir bicimde belirlenebilecegini gozlemlemislerdir [Stammati
vd., 1999].

N. crassa testi, Ames testinde oldugu gibi koloni sayma metoduna bagh kalarak
calisiilmaktadir. Deneylerimizde, N. crassa ve Umu-testini kiyasladigimizda,

N. crassa testi daha az pratiktir. N. crassa 6karyotik bir mikroorganizma olmasindan
kaynakli olarak, deney 3-5 giin arasinda siirebilmektedir.

Arastirmamizda, Ames, Umu-test ve N. crassa testleri, bitki ekstraklarinin bu
yontemlerle analiz edilebilecegini, onlarca bilesenin ayni zaman diliminde genotoksisitesinin
arastirilabilecegini gostermistir.

Son yillarda, alternatif tibbin hizla yayginlasmasi, buna baglh olarak piyasada hizla artan
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bitkisel Ttriinler ve Kkontrolsiiz satislar bitkilerin yararlarinin yaninda zararlarinin da
sorgulanmasini ortaya ¢ikarmistir. Kullanimi yayginlasan bu tip droglarin biyolojik aktiviteleri
ve dozlari belirlenmeden kullanilmamaldir.

Bitkilerin mutajenik 0Ozelliklere sahip olmalar1 onlarin gida veya ila¢g sektdriinde
kullanilmadan 6nce bazi testlere tabi tutulmasi gerektigi onerilmektedir. Mutajenik o6zellik,
ayrica antikanser araclar olarak kullanilabilecegi arastirilmalidir. Benzer sekilde bitkilerin
antimutajenik 06zellige sahip olmalari, terapotik veya farmakolojik alanlarda arastirilmasi
gerekmektedir [Verschaeve ve Staden, 2008].

llag, kimya ve gida endiistisinde her yil milyonlarca bilesik piyasaya siiriilmektedir.
Maruz kaldigimiz dogal veya yapay bilesenlerin canlilar izerindeki etkileri ise antimikrobiyal ve
genotoksik arastirmalarla aydinlatilmaya calisiilmaktadir. Mikrobiyolojik testler hizli, giivenilir
ve ucuz olmalar1 bu ajanlarin taranmasinda kullanigsh olabilmektedir. Ayrica, mikrobiyolojik
genotoksik arastirmalarin, bir list arastirmalar icin oldukca verimli ve genis dlcekte datalar
sundugu agiktir. Bu nedenle, farmakolojik arastirmalar ya da genetik kaynakli hastaliklarin

tedavi arastirmalarinin ilk basamagini mikrobiyolojik analizler olusturmalidir.
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EKLER

Abundance 3
S. rupestris bitkisinin ugucu yaginin GCMS kromotogram. Cizelge 4.4." te bitkinin ana

maddesini olusturan bilesenler, kromotogram Uzerinde numaralandinimistir,
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Abundance

S.heldreichiana bitkisinin ugucu yaginin GCMS kromotogrami. Cizelge 4.2.'de bitkinin ana
maddesini olusturan bilesenler, kromotogram Gzerinde numaralandinimistr.

950000
900000
850000
800000
750000
700000
650000
600000
550000
500000
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000

500 - So 1
*191021_“29987

Time--=

4

19.31

17 108
124120 62732.137 4
118705532 c3844°

LA 1

200

19.696
5, 19574 2

-~

2" 24304

19

ﬂ4

------

0

40.00

TIC: SHEL-YENI| D\data.ms

57.838

38

€63.912

60.00
139

'
LI I I

80.00

100.00

I I 1
120.00

109



Abundance 4 R
S.heldreichiana bitkisinin ugucu yaginin GCMS kromotogrami. Cizelge 4.2.'de bitkinin ana

maddesini olusturan bilesenler, kromotogram Uzerinde numaralandinimistir.
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