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OZET

Doktora Tezi

BAZI LIKEN TURLERININ ANTIMUTAJENIK OZELLIiKLERININ
BELIiRLENMESI

Mustafa ANAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ali ASLAN

Bu c¢alismada, Erzurum-Artvin-Giresun ve ¢evresinde yetismekte olan 10 farkli liken
tiiriinlin total ekstrelerinin mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
mutant bakteri suslarinin kullanildigi Ames/Salmonella ve E. coli WP2 test sistemleri
kullanilmigtir. Bu testler sonucunda likenlerin total ekstrelerinin mutajenik etkisinin
olmadig1 buna karsin, antimutajenik etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica insan
periferal kanindan elde edilen lenfositlerde AFB;’in mutajenik etkisine karsi bu liken
tiirlerinin mutajenik veya antimutajenik 6zelliklerinin olup olmadiklar1 Mikroniikleus
(MN) yontemi ile arastirilmustir. Insan lenfosit kiiltiirlerinde biyokimyasal ¢alismalar
yapilarak total liken Oziitlerinin antioksidan 6zelliklerinin (SOD, GPx, GSH ve MDA
enzimleriyle) tespiti, etki derecelerinin belirlemesi ve antimutajenik 06zelliginin
antioksidan oOzelliginden kaynakli olup olmadiginin arastirilmasi amaclanmigtir.
AFB:’in insan periferal kanindan elde edilen lenfosit kiiltiirlerinde MN frekansini
onemli derecede artirdigi gozlenmistir. AFB; ile birlikte 10 farkli liken tiirliniin total
ekstrelerinin uygulandigi ti¢ farkli konsantrasyonu AFB; ile karsilastirildigin da MN
frekansinda oOnemli derecede azalma goriilmistir. Ayrica uygulanan liken
konsantrasyonlarinin mutajenik etkinlige sahip olmamakla beraber degisik oranlarda
kuvvetli antimutajenik 0Ozellige sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
biyokimyasal sonuglarina bakildiginda ise AFB;’in Onemli derecede siiperoksid
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini ile glutatyon (GSH)
seviyesini azalttigi, malondialdehit (MDA) seviyesini ise artirdigi ortaya konulmustur.
AFB; ile birlikte liken ekstrelerinin verilmesi SOD, GPx aktivitelerini ve GSH miktar1
artirirken, MDA miktarini azaltmistir. Sonug olarak, liken ekstraktlarinin reaktif oksijen
tiirlerinin salinimin1 saglayan AFB;’e karsi koruyucu etkinlige sahip olduklart tespit
edilmistir.

2013, 143 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin By, Oksidatif stres, Ames, E.coli WP2, Mikrontkleus
ve Liken



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION OF ANTIMUTAGENIC PROPERTIES OF SOME LICHEN
SPECIES

Mustafa ANAR

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ali ASLAN

In this study, we aimed to determined mutagenic and antimutagenic properties of total
extract of 10 different lichens species with Ames/Salmonella and E. coli WP2 test
systems, which obtained from Erzurum-Artvin-Giresun provinces. This test systems
showed that lichens total extracts have not mutagenic effect. However, lichens have
antimutagenic effects. In addition to this, we investigated mutagenic and antimutagenic
properties of this lichens species against to mutagenic effects of AFB; on human
lymphocyte obtained from peripheral blood with Micronucleus (MN) method. We
aimed to research determination of antioxidant effects of total extract of this lichens
species with biochemical parameters (SOD, GPx, GSH and MDA enzymes) on human
lymphocyte cultures, determining the degree of influence and antimutagenic property
resulting from antioxidant. We observed that AFB; significantly increased the MN
frequence on lymphocyte culture obtained from human peripheral blood. When applied
to 3 different concentrations of 10 different lichen extracts are decreased to MN
frequency significantly, total extracts of 10 different lichen species compared with.
Furthermore, we have been found that lichens applied concentrations not having
mutagenic effects howbeit, to have potent antimutagenic properties in various
proportions. According to the biochemical results of the study, AFB; significantly
decreased the activities of superoxide dismutase, glutathione peroxidase and glutathione
level, increased the level of and malondialdehyde. When applied to lichen extracts with
AFB1, increased the activities of SOD, GPX and GSH level, decreased the level of
MDA. As a result, lichens exhibited protective effects on human lymphocytes exposed
to AFB; by inhibiting AFB;-induced ROS generation.

2013, 143 pages

Keywords: Aflatoxin B1, Oxidative stress, Ames, E.coli WP2, Micronucleus and
lichen.
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1. GIRIS

Liken tabiri ilk olarak M.O. IV yiizyilda Yunanl bilim adami Theophrastus tarafindan
kullanilmistir. Sonraki yillarda liken olarak tarif edilen bu bitkilerin gergekte liken
olmayip bu terimin “ciger otlar1” i¢in kullanildig1 anlasilmistir. Ik 6nceleri tek bir bitki
oldugu sanilan likenler daha sonra Schwender ve Trebox’un yaptigi caligmalar
sonucunda bir mikobiyont olarak anilan fungal ortak ile bir ya da daha fazla sayida alg
ya da siyanobakter olabilen ve fotobiyont olarak anilan fotosentetik ortak ile olusan

simbiyotik canlilar olarak agiklanmistir (Aslan 1995; Nash and Thomas 1996).

Asirlardan beri yasadiklari bilinen likenler, mevcut durumda yagamakta olan en yasli ve
uzun Omiirlii canlilar arasinda ilk siralarda yer almaktadirlar. Hypogymnia physodes (L.)
Nyl. gibi bazi liken tiirlerinin yaklastk 25 milyon yildan beri yasadiklari
diisiiniilmektedir. Kimi arastiricilara gore likenlerin yasamis olduklart ile ilgili bu rakam
nerdeyse 70 milyon yila kadar varmaktadir (Richardson 1975; Richardson 1992; Taylor
et al. 1995; Nash and Thomas 1996; Baron 1999; Dobson 2005; Anonymous 2013a).
Likenler arktik (kutupsal) bolgeden ekvatoral bolgeye kadar yasamsal olarak yayilis
gosteren sira disi canlilardandir (Nash and Thomas 1996; Aslan et al. 1998). Likenlerin
sahip oldugu bu iistiin yasam mukavemetleri bir¢cok arastiricinin ilgisini ¢ekmistir ve

hala da ¢gekmektedir (Altun 2007).

Gilinlimiizde yaklagik olarak 20.000’nin iizerinde liken tiirlinlin oldugu tahmin
edilmektedir. Buna karsin iilkemizin liken florasi heniiz tam olarak tespit edilememistir.
Bolgemiz (Dogu Anadolu) ile ilgili yapilan ¢aligmalar ise giinden giine artmaktadir

(Oztiirk ve Aslan 1991; Aslan 2000).

Likenler, yapisint meydana getiren mantar ve algden sekil ve yasayis bakimindan
tamamen ayr1 6zellik gosterirler. Tallusun yapisinda bulunan hifte renksiz bir mantar ve
fotosentetik canli (fotobiyont) bulunmaktadir. Bu fotobiyont genellikle yesil alg ya da
bir siyanobakteriden olusmaktadir (Nash and Thomas 1996). Bununla beraber


http://www.earthlife.net/lichens/intro.html)
http://tr.wikipedia.org/wiki/Fotosentetik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yeşil_alg
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cyanobakteri&action=edit

likenlerdeki mantarin bazi sari-yesil alglerden ve kahverengi alglerden de olustuklar
bilinmektedir. Fotobiyont olarak en fazla Cyanophyta ve Chlorophyta'ya ait cinsler ve
Xanthophyta ve Phaeophyta'dan bazi alg tiirleri goériilmektedir. Mantarlarda ise
genellikle Ascomycetes ve az olarak da Basidiomycetes'e ait cinslerdir (Cocchietto et
al. 2002; Sanders 2004).

Likenleri olusturan alg ve mantar arasinda bir takim fizyolojik is paylasimlar
bulunmaktadir. Mantarlar, klorofilleri olmadigindan dolay1 fotosentez yapamazlar.
Bundan dolay1 da kendi besinlerini kendileri iiretemezler. Mantarlar besinlerini ¢iiriikgtil
olarak disaridan hazir alirlar. Fakat bu birliktelikte klorofil tasiyan fotobiyont ortak;
mantar i¢in karbonhidrat {lireterek birlikteligin devamini saglarken, mantar ise
fotobiyont ortagin fotosentetik ve hayatsal faaliyetlerinin devami i¢in su ve minerallerin
alinmasinda gorev almaktadir (Cocchietto et al. 2002). Olusturulan bu birliktelik
sayesinde likenler, normal olarak yasayamayacaklar1 alanlarda yasayabilmektedirler
(Nash and Thomas 1996).

Likenlerin primer metabolitleri yalniz fotosentetik partner olan algler tarafindan sentez
edilmektedir (Huneck 1999; Boustie and Grube 2005). Likenler tarafindan sentezlenen
alifatik ve aromatik bilesikler ise mantar tarafindan sentez edilen sekonder metabolitler
olup giinlimiize kadar 800’den fazla sekonder metabolit saflastirilmis ve yapist
spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak karakterize edilmistir (Huneck 1999;
Culberson 1969; Boustie and Grube 2005).

Likenler yavas biiylimelerini iirettikleri aromatik yapili sekonder metabolitler sayesinde
avantaja cevirebilmektedirler (Cocchietto et al. 2002; Dilsizoglu vd 2004; Yazici ve
Aslan 2006). Likenlerin {irettikleri bu maddelerin ¢ogu asit 6zelligi gosterdigi igin
bunlara karakteristik olarak “liken asitleri” denilmektedir. Likenlerin bu asidik
maddeleri %15 oraninda, liken ekstrelerinin ise ¢cogu zaman %25’lere varan oranlarda
sekonder madde igermeleri bunlarin izolasyonunu kolaylastirmaktadir. Bundan dolay:

da likenler tohumlu bitkilere nazaran daha fazla 6nem kazanmaktadir (Oztiirk ve Aslan

1991).
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Likenlerdeki organik maddelerin biiyiilk kismi fungal kaynaklidir. Organik temelli
tiriinler genellikle suda ¢oziinmezler ancak organik c¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Bundan
dolayr liken ekstraktlarinin elde edilmesi i¢in organik c¢oziiciiler kullanilmaktadir.
Likenlerdeki asetilpolimalonil gibi sekonder metabolitlerin ¢ogu, sikimik ve mevalonik
asit gibi asitlerin bir kism1 biyosentetik yolla sentezlenmektedir (Nash and Thomas
1996).

Likenler, iilkemizde ve diinyada ¢ok eski zamanlardan beri halk hekimliginde degisik
hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Bir¢ok iilkedeki yayinlara dayanarak hazirlanan
Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) arastirmasina gore, diinyada tedavi amaciyla
kullanilan tibbi bitkilerin toplam tiir sayis1 15.000 civarindadir. Tibbi amagla kullanilan
bu bitkilerin arasinda ise likenler énemli bir yer tutmaktadir (Oztiirk ve Aslan 1991;
Aslan 2000).

Yiizyillardir halk sagliginda kullanilan likenlerden {irettikleri sekonder metabolitlerine
gore degil morfolojik yapilarina bakilarak istifade edilmistir. Bundan dolay1 dnceleri
kullanilan likenlerin ¢ok ©zel sekonder metabolitleri kimyasal olarak tam
aydinlatilamamistir. Liken kimyasi iizerine ulasilan ilk kayitlar 19. Yiizyilda yasayan,
bu sahaya onemli katkilar1 bulunan {linlii Alman kimyac1 Wilhelm Zopf’un 1895‘te
“Annalen der Chemie (284: 107-132)” dergisinde yayimlanan “Zur Kenntnis der
Flechtenstoffe” adl1 eseri olmugtur. Liken kimyas1 hakkinda diger bir kilometre tas ise
pek cok kimyasal bilesigin yapilarini aydinlatan Japon aragtirmacilar Yasuhiko Asahina
ve Shoii Shibata’nin ¢alismalar1 olmustur. 1970’lere gelindiginde Y. Asahina, S.
Shibata, CF Culberson ve S. Huneck gibi arastirmacilarin likenoloji alaninda dontiim
noktasi sayilan yayinladiklar kitaplarda 400°den fazla liken asitlerinin kimyasal yapilari
aydinlatilmistir. Ayrica ayni arastirmacilar, hangi liken tiirlinde hangi metabolitlerin
bulundugunu ve bu liken metabolitlerinin kimyasal yapilart ile izolasyon tekniklerini de

rapor etmislerdir.

20. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren ince tabaka kromatografisinin (TLC) kesfiyle

birlikte cesitli likenlerin igerdigi bilesiklerin aydinlatilmasinda 6nemli yol kat edilmis,



bu sayede likenlerin siniflandirilmasinda “kemotaksonomi” adi altinda yeni bir
yaklagim ortaya cikmistir. Gelisen teknoloji ve yontemler sayesinde giinlimiize kadar
800 den fazla liken asitlerinin kimyasal bilesiginin yapisi aydinlatilmis, bilim adamlari
artik yeni molekiiller pesinde kosmaktansa mevcut molekiillerin biyolojik 6nemini
arastirmaya baslamistir. Yapisi aydinlatan maddelerden 6zellikle protolikesterik asit,
pulvinik asit ve tiirevleri, fisodik asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve usnik
asidin en yiiksek biyolojik aktivite gosteren liken maddeleri oldugu saptanmistir (Aslan
vd 1998, 1999; Tokat 2004; Boustie and Grube 2005; Agar vd 2010; Aslan vd 2011;
Kotan vd 2011, 2013; Alpsoy vd 2011; Nardemir vd 2013).

Likenlerin sekonder metabolitleri bircok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle biyolojik
aktivite caligmalarinda bu sekonder maddelerin her gecen giin yeni oOzelikleri
kesfedilmekte ve bilhassa ila¢ arastirmalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir (Huneck
1999). Likenlerin insanlardaki toksisitesiyle ilgili ¢ok az sayida veri bulunmakla
birlikte, kaydedilmis yan etkiler, lokal tahrisler ve bazen konjuktivit (genel anlamda
g0zili koruyan zarm iltithaplanmasi) ile beraber meydana gelen alerjik deri iltihabi ile
stnirlidir (Ingélfsdottir 2002). Likenlerin neden oldugu alerjik etkiler uzun zamandan
beri bilinmekte olup, bu yan etkinin liken asitlerine kars1 duyarlilik derecesi ile ilgili
oldugu diistiniilmektedir (Ingolfsdottir 2002). Yani liken asitlerine karsi duyarh
kisilerde bu yan etkiler goriilebilir. Duyarli kisilerde alerjiye neden olan liken asitleri
arasinda usnik asit, diffraktaik asit, lobarik asit, barbatik, salazinik, ve stistik asit gibi

birgok asit yer almaktadir (Evans and Schmidt 1980; Thune and Solberg 1980).

Likenler, aminoasit tiirevleri, seker alkolleri, alifatik asitler, makrolitik laktonlar,
monosiklik aromatik bilesikler, kinin, dibenzofuran, depsid, depsidon, terpenoid,
steroid, karatenoid ve difenil eterleri i¢ine alan pek c¢ok sinifa ait 800’iin {izerinde

sekonder metabolit iiretmektedir (Huneck and Yoshimura 1996).

Likenlerden elde edilen bu 800’lin iizerindeki maddelerin biiylik ¢cogunlugunun cok
cesitli biyolojik aktiviteler sahip olduklari bilinmektedir. Biyolojik aktiviteye sahip

liken maddelerinin bir kisminin antibiyotik 6zellige sahip oldugu belirtilmis olup bu



konuda diinyada ve iilkemizde ¢ok sayida ¢aligsmalar yapilmistir ve yapilmaya da devam
etmektedir. Bu caligsmalar neticesinde giinlimiizde likenlerden elde edilen 60’dan fazla
antibiyotik madde tespit edilmistir. Farkli liken tiirlerinden izole edilmis
protolikesterinik asit, pulvinik asit tiirevleri, depsid grubundan evernik, olivetorik asit,
tridepsid grubundan giroforik asit, depsidon grubundan fisodik, lobarik,
fumarprotosetrarik asitler ile dibenzofuran tiirevlerinden usnik asidin antimikrobiyal
etkileri saptanmistir. Bunlardan 6zellikle protolikesterinik asit, pulvinik asit, fisodik
asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve usnik asidin en yiiksek antimikrobiyal etki
gosteren liken maddeleri oldugu belirlenmistir (Vartia 1950; Giicin vd 1997; Diilger vd
1998; Ingolfsdottir 2002; Boustie and Grube 2005).

Liken asitlerinden evernik asit ile usnik asidin karisimindan Evosin adli madde elde
edilmektedir. Bu evosin maddesinin kuvvetli antibiyotik etkisinin 6zellikle Gram (+)
coccuslar iizerine ve Mycobacterium tuberculosis (verem basili) ile Corynebacterium
diphteria (difteri basili)’ya kars1 oldugu bildirilmistir. Staphyllococcus, Streptococcus
ve Mycobacteriuma kars1 ise usnik asidin Na® tuzlarimin kuvvetli antibiyotik etkisi
oldugu tespit edilmistir. Ramalina reticulata’dan elde edilen diger bir antibakteriyal
madde ise Pneumococ, Staphyllococcus ve Streptococ’lar lizerinde etkili oldugu
bildirilmistir. Halen tiiberkiiloza kars1 Cladonia ¢ay1 kullanilmaktadir (Tutel 1986).

Likenlerde genel olarak arabinitol, eritritol, gliserol, glikoz, polioller, ribitol, siikroz,
trehaloz, volemitol, D-D-sifutol gibi sekerler yaygindir (Honda and Vilagas 1998).
Likenlerin protein yapilariyla ilgili ise diizenlenmis veya izolasyonu yapilmis ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Fakat 1988 yilinda Vincent, likenlerdeki karbonhidratlari,
lipidleri, fenolik maddeleri, azot metabolizmasini ve liken enzimolojisini kapsayan bir

inceleme c¢alismasi yapmistir (Honda and Vilagas 1998).

Liken asitleriyle yapilan son calismalarda ise liken sekonder metabolitlerinin insektisit
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Emsen 2012). Bu calismalara bakildiginda,
likenlerin iirettigi ¢esitli metabolitlerin baz1 bocek, salyangoz ve nematodlar igin zehirli

oldugu, Evernia prunastri (L.) Ach. likeninden izole edilen degisik liken asitlerinin de



Toxocara canis (kopek kurdu) larvalari iizerinde nematosidik etki gosterdigi
bildirilmistir (Ahad et al. 1991; Purvis 2000).

Zararl bir ¢ay termiti olan Glyptotermes dilatatus’a kars1 Usnea likeninin farkl tiirleri
diisiik dozlarda 6nemli seviyede antitermit etki gostermistir. Cesitli likenler tarafindan
tiretilen pulvinik asit, salazinik asit, vulpinik asit ve usnik asidin Spodoptera littoralis’in
(yaprak kurdu) larva gelisimini azalttigi belirlenmistir (Emmerich et al. 1993; Giez et
al. 1994; Kathirgamanathar et al. 2006).

Yine vulpinik asit, fisodik asit, salazinik asit ve ushik asidin otlarda tohum
¢imlenmesini ve kok bilyiimesini inhibe ettigi kaydedilmistir. Ornegin; Peltigera canina
(L.) Willd likeniyle ayni ortamda yetisen ot kolonilerinin kok sistemlerinin ¢ok az
gelistigi goriilmiistiir. Bu asitleri (vulpinik asit, fisodik asit, salazinik asit ve usnik asit)
iceren Cladonia cinsine ait likenlerin konifer ormanlarinda agag fidelerinin biiyiimesini
ve karayosunu sporlarinin ¢imlenmesini inhibe ettigi bilinmektedir (Halic1 ve Aksoy
2004). Ayn etki sekliyle barbatik asit, difraktaik asit, lekanorik asit gibi liken asitlerinin
de marul ve salatalik filizlenmesini inhibe ettigi diigiiniilmektedir (Nishitoba et al.
1987).

Bu asitleri disinda eskiden beri ve giiniimiizde de liken tiirlerinin ¢ok ¢esitli kullanim
alanlar1 bulunmaktadir. Ge¢misten giinlimiize kadar likenlerin tibbi amacli olarak
kullanildiklar1 bilinmektedir. Ayrica likenlerin sekonder metabolitlerinden dolay: ilag
yapiminda ve kozmetikte kullanildiklariyla ilgili c¢aligmalarda mevcuttur. Bununla
beraber 6zellikle yerel halk tarafindan likenlerden elde edilen boyalar sayesinde boya
amagh da kullanilmiglardir. Bunlara ek olarak, likenler kitlik zamanlarinda insanlar
tarafinda besin olarak da degerlendirilmigstir. Ayrica likenler ¢ok degisik hayvan ve
boceklerin yiyecegi olma 6zelligini de tasimaktadir (Karamanoglu 1971; Smith 1975;
Zeyrek 1982; Tutel 1986).

Likenlerin giliniimiizde tibbi olarak kullanim alanlarina bakildiginda; antibakteriyal,

antiviral, antitimoral, antiprotozoal, antioksidan, antimutajenik, antienflamatuar,



analjezik, antipiiretik, antiproliferatif, antililserojenik, enzim inhibitor aktiviteleri, genler
tizerine etkileri gibi degisik c¢alismalar sayilabilir. Bunlarin disinda halk arasinda ise;
soguk algimliklari, kuduz hastaligi, barsak kurtlarmin disiiriilmesi, alerji, atesli
hastaliklar, sarilik, cilt hastaliklari, humma nébetleri, bogmaca, okstiriik ve solunum
yolu hastaliklart ve kemik kiriklarinin tedavi edilmesinde istifade edilmistir. Diger
yandan balgam sokturucu olarak ve laksatif amacli, damar biiziicii olarak kan akiginin
engellenmesinde, saglarin dokiilmesinin engellenmesinde ve saglarin giirlestirilmesinde
de kullanildiklar1 kayithidir (Vartia 1950; Vartia 1973; Raju et al. 1985; Yamamoto et
al. 1995; Aslan vd 1998, 1999; Neamati et al. 1997, Huneck 1999; Miiller 2001; Brodo
2001; Ingo6lfsdottir 2002; Tokat 2004; Boustie and Grube 2005; Behera et al. 2005).

16. yy’den itibaren dekoksiyon ve infiisyon seklinde bir¢ok hastaliin tedavisinde
likenler kullanilmistir. insanlar likenleri kullanirken yapilarinda bulunan sekonder
metabolitlerine gore degil morfolojik sekillerine bakarak degerlendirmis, renklerine,
morfolojik benzerligine veya organlara benzerliklerine gore iligkilendirerek tedavi
amagh kullanmislardir. Ornegin: Uzun iplikli bir yapida olan Usnea florida (L.) Weber
ex F.H. Wigg. sa¢ uzatmak, saclarin dokiilmesini engellemek ve giirlestirmek igin, loblu
bir tallusa sahip olan ve akcigerin ig¢yapisina benzetilen Lobaria pulmonaria L.
(Hoffm.) akciger hastaliginin tedavisinde kullanilmistir (Karamanoglu 1971; Smith
1975; Zeyrek 1982; Tutel 1986; Galun 1988; Dilsizoglu vd 2004; Boustie and Grube
2005). Benzer sekilde sar1 renkli liken olan Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. sarilik
hastaliginin tedavisi i¢in Onerilmistir. Tallus yapisi kiiciik sigile benzer tiiberkiillere
sahip Peltigera aphthosa (L.) Willd. pamukguk hastaligina yakalanmis g¢ocuklarin
tedavisi i¢in Onerilmistir. Kafatas1 likeni olarak isimlendirilen Parmelia saxatilis (L.)
Ach. veya diger bazi tiirlerin epilepsi tedavisi igin altin kadar degerli oldugu

belirtilmistir (Tokat 2004).

Kolombiya’da yasayan Hesquiat halki Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. likenini verem
hastaliginin tedavisinde kullandigina dair kayitlar bulunmaktadir. Likenlerin bu tedavi
edici etkisi, yapilarinda olusturduklar1 sekonder metabolitler olan stistik asit, giroforik

asit ve norstistik asit gibi liken asitlerinden kaynakladigi disiiniilmektedir (Asahina



1967). Giiniimiizde de liken asitlerinin kullanilmasi ile egzama, solunum ve dolasim
yolu hastaliklar1 (Biswas 1956; Huneck and Yoshimura 1996), iilkemizde ise

kanamanin durdurulmasi ve yaralarin tedavi edilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Hipokrat Usnea barbata’yr rahim hastaliklari igin tavsiye etmistir. Usnea longissima
Ach.‘dan Cin’de “Sun l0” adi altinda karisim hazirlanarak balgam soktiiriicii olarak ve
iilser tedavisi i¢in ise pudra yapilarak tiiketilmek suretiyle faydalanilmistir. Usnea’nin
tiirleri Malaya Adalari’nda tonik seklinde ve soguk alginliklarinda hala tiiketilmektedir.
Eski zamanlarda Peltigera canina (L.) Willd. kuduz hastaligina kars1, Peltigera apthosa
(L.) Willd. barsak kurtlarin1 diisiirmede ve ardi¢ kusu kizartilarindan 1stirap ¢ekenlerde,
Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. ise atesli hastaliklarin ve sarilik hastaliginin tedavisinde
kullanilmistir (Tokat 2004).

Cetraria islandica (L.) Ach. ve Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar & Vézda oksiiriik ve
solunum yolu hastaliklarinin tedavisi ve gogiis yumusatict pastillerin yapimi i¢in
degerlendirilmistir. Gliniimiizde bircok ilag¢ fabrikalar tarafindan likenlerden elde edilen
pastil ve suruplar oldugu gibi bu likenlerin ¢ay1 dahi bulunmaktadir (Tokat 2004; Acar
2010).

Akciger ve sinirsel hastaliklarin tedavisinde Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. ve
Parmelia sulcata Taylor likeninden (Dilsizoglu vd. 2004; Boustie and Grube 2005;
Mutlu 2008), Kuzey Kaliforniya halki ise mide hastaliklarinin tedavisinde Letharia
vulpina (L.) Hue (L.) Hue. likeninden istifade etmislerdir (Tokat 2004). Waorani
calismasinda haliisinasyonun engellenmesinde Dictyonema’nin bir tiiriinii denemistir
(Davis and Yost 1983). Alectoriausneoides splenomegali Arabistan tibbinda dalak
biiyiimesinin tedavisinde, Pseudovernia furfuracea (L.) Zopf. ise solunum hastaliklar

icin Alfacar ve Viznar tarafindan yogunlastirilmis icecek seklinde tiikketilmistir.

Ramalina bourgeana Mont. Ex Nyl. ise idrar soktiiriicii ve tas eritme Ozelliklerinden

dolay1 tiiketilmektedir (Gonzalez-Tejero 1995). Polonya’da yasamakta olan yerli halk



Qollahuaya Andeans’lar, Flavocetraria nivalis’i (L.) Kéarnefelt ve Thell hazirladiklar

liken ¢ayiyla kalp krizi ve mide bulantisi tedavisi i¢in kullanmaktadirlar (Bastien 1983).

Likenlerin kullanim alanlarinda biri de besin olarak tiiketilmesidir. Iskandinavyalilarn
Cetraria islandica (L.) Ach. (Izlanda likeni) tiirlerine verdikleri isimlerden biri
“brodmose” yani ekmek yosunudur. Aclik ve kitlik zamaninda Iskandinavlar bu likeni
ogiiterek bugday unu veya patatese katmak suretiyle erzaklarinin miktarini ve yiyecek
kalitesini artirirlardi. Kutuplarda yasamakta olan insanlar da Cetraria islandica (L.)
Ach. ’dan istah agict Ozelliginden dolay: istifade etmislerdir. Bununla beraber bu
likenden ekmegin yani sira g¢orbada yapmuslardir. Cetraria islandica (L.) Ach.
likeninden elde edilen peltemsi bir kivam seker, limon suyu, badem ve ¢ikolata ile
karistirilarak bir tiir sekerleme dahi yapmuglardir. Cetraria islandica (L.) Ach. laksatif
olarak da kullamlmustir. Ikinci Diinya Savas: sirasinda Rusya’da Alectoria ochroleuca,
Cetraria islandica (L.) Ach. ve Cladina cinsine ait liken tiirleri bir tiir pekmez yapimi
icin de kullanilmiglardir. Ayrica likenlerin mesrubat iiretimi i¢in de kullanildiklar
bilinmektedir (Anonim 2013a). Ekmek yapiminda Misirlilar da Evernia prunastri (L.)
Ach.’yi nadir olarak da Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf. ’yi1 kullanmiglardir
(Anonim 2013a).

Cogunlukla faydali amaglar i¢in kullanilan likenlerden bazilari, igerdikleri sekonder
metabolitlerden dolay1 viicuda alindiginda tahris edici 6zelligi nedeniyle zehir etkisine
sahiptir. Bu 6zellik bakimindan en iyi bilinen liken tiirleri ise Letharia vulpina (L.) Hue
ve Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai’dir. L. vulpina limon saris1
renginde olup kuvvetli tahris 6zelligine sahip vulpinik asit igerir. V. pinastri ise turuncu
veya altin sarist renginde olup yapisinda pinastrik asit igermektedir. L. vulpina kuzey
iilkelerinde kurtlar1 zehirlemek igin kullanilmaktadir. Bu tiirlerden baska higbir liken
tiirii 6ldiirticti degildir. Fakat icerdikleri liken asitleri yoniinden bagirsak bozukluklarina

sebep oldugu bilinmektedir (Oztiirk 1995).

Birkag istisna disginda (Letharia vulpina (L.) Hue ve Vulpicida pinastri (Scop.) J.-
E.Mattsson & M.J.Lai) likenler zehirsiz bitkilerdir. Likenler igerdikleri asidik karakterli
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(Liken asitleri) maddelerden dolay: tatlari acimsidir. Bundan dolay1 likenler aci tada
sahip olduklarindan kuvvetlendirici olarak da kullanilmistir. Pertusaria ‘nin Pertusaria
amara (Ach.) Nyl. gibi bazi aci tiirleri ates nobetleri i¢in tavsiye edilmistir. Usnea
tirleri ve Pseudoevernia furfuracea (L.) Zopf basur tedavisinde sikilastirici olarak

yararlanilmistir (Tokat 2004).

Hastaliklarin tedavisi ve besin olarak kullanilmalarinin disinda ekonomik bakimdan
cevresel indikator olmalar1 ve endiistriyel amacla likenlerden bagka alanlarda da istifade
edilmistir (Oztiirk ve Aslan 1991). Ornegin; insanlar en &nemli 6zellik olarak 19.
yiizyilin son yarisina kadar gecen zaman araliginda, tibbi kullanilmalarmin yani sira
yiinlerin ve giysilerin boyanmasi isleminde likenlerden istifade etmislerdir (Aslan
2000). Fakat bugiin onlarin en 6nemli faydasi ¢evresel indikator olmalaridir. Kumas ve
yiinlerin boyanmasinda kirmizidan menekse rengine kadar ¢ok farkli renkler elde
edilmekle beraber, kahverenginin degisik tonlar1 da elde edilmistir. Akdeniz
tilkelerinde gelisen Roccella tinctoria DC., Roccella fuciformis (L.) DC. ve diger
Roccella tiirleri boya elde edilen liken tiirleri arasinda birinci derecede Onemlidir
(Oztiirk 1995). Afrika, Giiney Amerika, Kalifornia kiyilar;, Kanarya adalar,
Madagaskar, Akdeniz ve Atlas okyanusu sahillerinde yayilis gosteren orchil liken
tirlerinden Roccella fuciformis (L.) DC., Roccella arnoldi Vain., Ochrolechia tartarea
(L.) A.Massal., Ochrolechia parella (L.) A.Massal. gibi tiirlerden fermentasyon yoluyla
orsey=orchil=Orseille, Percio, veya cudbear ad1 altinda satilan bu maddelerden turnusol

boyalar1 yapilmaktadir (Anonim 2013a).

20. yiizyilin sonlarina dogru gelindiginde arastirmacilarin likenlerle ¢alistig1 konulardan
biri de “Likenin” maddesinin endiistride hidrolizi yapilarak glikoz ve alkol elde
edilmesi olmustur. Tallus yapisinda bulunan likenin maddesi zayif hidrojen siilfat ve
hidrojen nitrat ile muamele edilerek glikoza doniistiiriilmekte ve onun fermantasyonu ile
de alkol olusmaktadir (Oztiirk 1995).

Likenlerin kullanim alanlarindan bir digeri de parfiimeri ve kozmetik alanlaridir. “Mese

yosunu” olarak isimlendirilen Evernia prunastri (L.) Ach.‘den Fransa’da son derece iyi
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bir parfiim elde edilmekte, ayrica Ramalina calicaris (L.) Fr. ve R. fraxinea (L.) Ach.
tirleri de parfim yapiminda kullanilmaktadir. Daha iyi bir parfiim ise Lobaria
pulmonaria (L.) Hoffm.’dan elde edilmektedir. Bu likene “meselerin tabanindaki
yosun” adi verilmistir. Az bulundugundan dolayr Evernia’ya oranla daha az
kullanilmaktadir. Giiniimiizde 6nemli bir endiistri kolu olan kozmetikte yaygin olarak
degerlendirilen liken tiirleri Evernia prunastri (L.) Ach., Pseudevernia furfuracea (L.)
Zopf., Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm.’dir, ender olarak kullanilanlar ise Anaptychia
ciliaris (L.) Korb., gesitli Usnea ve Physcia tiirleridir. Bu likenler bazen parfiim i¢inde
tek baglarina degil bir karisim halinde kullanilabilmektedirler. Bilesimine girdigi
parfiime hos bir koku ve kalicilik saglamaktadirlar (Tokat 2004, Anonim 2013a).

Gecmisten beri tibbi amacla kullanilmalari, hali hazirda aydinlatilmis bazi liken
sekonder metabolitlerinin biyolojik aktivitelere sahip olmalarindan dolayr likenler
gliniimiiz arastirmacilarinin dikkati ¢gekmistir. Simdiye kadarki ¢alismalar degisik liken
tiirlerinin mutajenik etkiye sahip olmadigini fakat antimutajenik etkiye sahip oldugunu
ortaya koymustur (Huneck 1999; Agar vd 2010; Gillice vd 2011). Arastirmacilar,
likenlerin antimutagenik etkisinin yapilarinda bulunan sekonder metabolitlerin
antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigimi tespit etmislerdir (Giilgin vd 2002; Aslan
vd 2006; Giilliice vd 2006; Agar vd 2010; Aslan vd 2011; Kotan vd 2011,2013; Alpsoy
vd 2011; Giilliice vd 2011; Nardemir vd 2013; Alpsoy vd 2013).

Likenlerin antioksidan aktiviteye sahip olmalar1 (Pietta et al. 1998) onlarin besin
seklinde alinmalar1 halinde dmiir uzunlugunu ve antimutajenik aktiviteyi artirabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu noktadan hareketle antioksidan aktiviteye sahip olan L. pulmonaria
(L.) Hoffm. likeninin metanol, kloroform ve su 6ziitlerinin Drosophila melanogaster’in
ergin bireylerinde 6miir uzunlugu iizerine etkileri oldugu belirlenmistir (Altun vd 2007,

Uysal 2009; Altun 2010).

Antimutajenik ve antikarsinojenik 06zellige sahip kimyasal bilesikleri aragtirmak ve
kesfetmek insanlarda artan kanser riski ve mutasyon oranlarindaki artigin beraberinde

getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle gilinlimiizde zorunlu hale gelmistir (Hartman


https://www.researchgate.net/researcher/47258761_Lokman_Alpsoy/
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and Shankel 1990) . Kanseri de igine alan ¢esitli hastaliklarin gelismesine karsi bu
metabolitlerin koruyucu olabilecegini gdsteren in vivo ve in vitro deneysel
arastirmalardan ve epidemiyolojiden elde edilen kanitlar; kimyasal olarak koruyucu
etkiye sahip bitki metabolitleri iizerine antimutajenik ve antigenotoksik calismalarin

biiyiik 6l¢iide artmasini da saglamistir (Abdullaev et al. 2003).

Cesitli maddelerin mutajenik ve antimutajenik potansiyellerinin arastirilmasinda asil
itibariyle canli deney hayvanlari ile yapilan yani in vivo ¢alismalar akillica ve dogru
calismalardir. Fakat in vivo ¢alismalarda kullanilan maddelerin verilerinin elde edilmesi
asamast oldukca uzun, sikintili ve maddi olarak da kiilfetli ¢alisma siireglerinden
olugmaktadir. Bundan dolay:1 arastiricilar daha kisa siireli, basit ve ucuz arastirma
yontemleri gelistirmeye galismiglardir. In vitro olarak da bilinen bu deneysel yontemler;
cok sayidaki kimyasal madde ile yapilacak olan oncii testler i¢cin olduk¢a uygundur.
Mutant Salmonella typhimurium ve Escherichia coli suslarmin kullanildigi Ames ve E.
coli WP2 bakteriyal test sistemleri, c¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik ve
antimutajenik potansiyellerinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan kisa zamanh
test sistemlerine ornek olarak verilebilir (Mortelmans and Zeiger 2000; Mortelmans and
Riccio 2000; Abdullaev et al. 2003).

Ayrica, MN yontemi de, Okaryotik c¢alismalarda sik¢a basvurulan kolay, ucuz,
aydinlatict ve fikir verici veriler sunan, ¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik ve
antimutajenik potansiyellerinin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan kisa zamanl

test sistemlerinden biridir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011; Ustiiner 2011).

Yukarida bahsi gegen test sistemlerinin saglamis olduklar1 avantajlardan dolayi, bu
calismada canlilarin maruz kaldiklari mutasyonlarin Onlenebilmesi ve likenlerin
tirettikleri sekonder metabolitlerin antimutajenik 6zellikte olanlarimin hangi tiirlerde

bulunduklariin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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Bunun i¢in ¢alismamizda kullandigimiz 10 farkli liken tiirlerinden elde edilen total (n-
Hekzan, Dietileter, Aseton ve Metanol) liken 6ziitlerinin mutajenik ve antimutajenik

potansiyelleri;

1- Escherichia coli WP2uvrA, Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant
bakteri suslar1 ve insan lenfosit kiiltiiriinde, mutajenite ve antimutajenitenin gostergesi

olan mikronukleus (MN) yontemi kullanilarak belirlenmesi,

2- Insan lenfosit kiiltiirlerinde (SOD, GPx, GSH ve MDA) total liken oziitlerinin
antioksidan Ozelliklerinin tespiti (enzimleri), etki derecelerinin belirlenmesi ve
antimutajenik ozelliklerinin antioksidan ozelliklerinden kaynaklanip

kaynaklanmadiginin arastirilmasi amaglanmaistir.



14

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Aflatoksinler

2.1.1. Aflatoksinlerin ilk bulunusu ve isimlendirilmesi

Funguslar genellikle kiymetli antibiyotik {iretmelerinin yaninda insan ve hayvanlar i¢in
toksik oOzellikli metabolitler de trettikleri daha az bilinmektedir. En ¢ok calisilan
mikotoksin olan aflatoksinler ilk olarak 1960-62 yillar1 arasinda kesfedilmistir (Ozkaya
ve Temiz 2003). ilk kez yer fistig1 ununda Aspergillus flavus’dan izole edilen
aflatoksinleri Aspergillus ailesine ait 3 tiir tiretmektedir. Aspergillus flavus yalnizca
aflatoksin B tiretirken diger tiirler ise parasitikus ve Aspergillus nominus ile Penicillium
(P.puberulum) ve Rhizopus cinsi funguslar hem aflatoksin B hem de G iiretirler (Polat
2013;  Arslan  2013; Karapmnar 2013).  Aflatoksinler, yapisal olarak
“difurokumarosiklopentenon” ve ‘“difurokumarolakton” gruplarinda siniflandirilan
toksinlerdir. Bu fungus tiirlerinden A.flavus AFB; ve AFB,, A.parasiticus’da AFB;,
AFB,, AFG; ve AFG; toksinlerini iiretirler. Bu toksik maddeler isimlerini retilmis
olduklar1 Aspergillus cinsinin “A”s1 flavus 'un “fla”s1 alinarak sonuna Yunancada zehir
anlamina gelen “toksin” kelimesinin eklenmesiyle olusturulmuslardir. Aflatoksinler
canli hiicrelerde son derece tehlikeli ve ciddi problemlere yol acan kimyasal
kanserojenlerdir (Kurt ve Aksoy 2006; Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker 2011;
Colakoglu 2012; Polat 2013; Arslan 2013; Karapinar 2013).

2.1.2. Aflatoksinlerin ozellikleri

Aflatoksin kontaminasyonuna tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de rastlanilir.
Aflatoksin diizeyindeki dalgalanma kuralikla baglantilidir. Ozellikle sicak ve rutubetli
yerlerde 3-4 giin gibi kisa siirede kontaminasyon gerceklesir. Aflatoksinler normal
sartlar altinda 120°C’nin {izerindeki sicakliklara dayaniklhidir. Bununla beraber,

parcalanmasi i¢in 300°C’nin iizerine kadar 1sitilmasi gerekmektedir. Bundan dolay1
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kontamine bugdayla yapilan ekmekler 1sitilsa bile aflatoksinlerin  %14-26’s1 hala aktif
olarak kalmaktadir (Polat 2013). Aflatoksinin dogal olarak sentez mekanizmasi sekil

2.1°de gosterilmistir.

. —> | Norslorinik asit
Versikonal
. -—

O-metil
Sterigmatosistin

@

Sekil 2.1. Aflatoksin B1’in dogal sentez mekanizmasi (Polat 2013).

Versikolorin A —> | Sterigmatosistin ) — 5

AFB;1, gidalarda ve hayvan yemlerinde ¢okca karsilasilan bir mikotoksindir. Yiksek
dozlan toksik etki gostermek suretiyle onemli saglik sorunlar1 ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Diisiik dozlar ise, gii¢lii hepatokarsinojen, mutajen ve teratojen olup
ayrica bagisiklik sistemini de baskilamaktadir. Ayrica AFB; bagisiklik sistemini
baskilamasinin yaninda bagirsak kanamalar1 ve sakat dogumlara da neden olmaktadir.
Baliklar, kuslar ve memelilerin bir¢ok tiirii aflatoksinin etkilerine karsi hassastirlar

(Akkaya 2011).
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Aflatoksinler ¢esitli gida veya hayvan yemleri araciligiyla alinirlar. Sindirim kanalindan
siirli miktarda emilerek dolagim sistemin gegen aflatoksinler baslica karacigerde ve
kaslarda olmak tizere tiim viicutta dagilim gosterirler. Aflatoksinler viicuda girdikten
sonra 24 saat i¢cinde %75’lik kismu1 digk: ile atilmaktadir. Geriye kalan kismin %15-20
kadar1 idrarla atilirken, diger kalani ise metabolitler halinde veya herhangi bir
degisiklige ugramadan siitle atilmaktadir. Bununla beraber aflatoksinlerin %5-6’lik bir
kismu1 karacigerde tutulmaktadir (Alpsoy 2008; Kotan 2010; Stark 2010). Aflatoksinli
besinler ile beslenmis olan hayvanlarinin (sigir, inek, tavuk vb.) et, siit ve
yumurtalarinda aflatoksinlere rastlanilmistir. Bu durum insanlar i¢in son derecede
tehlike arz etmektedir. Ciinkii aflatoksinli gidalar ile beslenen insanlara bu toksinler
sindirim yoluyla girmektedir (Kurt ve Aksoy 2006; Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker
2011, Akkaya 2011; Colakoglu 2012; Polat 2013, Arslan 2013, Karapinar 2013).

Aflatoksinlerin canli viicuduna toksik etki degerleri farkliliklar gostermektedir.
Aflatoksinler igerisinde toksisitesi en gii¢lii olanit AFB;’dir. Bunu azalan sirayla AFGy,
AFB; ve AFG; izlemektedir. Hayvanlarin ¢ogunda AFB;’in LDs degeri 0,5-10 mg/kg
arasinda degismektedir (LDsg: Aflatoksinin hayvanlara verildiginde %50 oraninda
6liime neden olan dozdur). Ornegin: kedi, kopek, alabalik, érdek ve hindi gibi hayvanlar
duyarlilig1 en fazla olan canlilardir. Bununla beraber keci, koyun, sigir, at, rat, bildircin
gibi hayvanlar orta derecede duyarlilik gostermektedir. Maymun ve fare gibi canlilar ise
aflatoksine en az duyarliliga sahip canlilardir (Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker 2011,
Akkaya 2011; Colakoglu 2012; Polat 2013; Arslan 2013; Karapmar 2013). Cesitli
hayvanlara ait LDsy degerleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Cesitli hayvanlara ait LDsp degerleri (Akkaya 2011).

Toksin Hayvan Yas/Agwhk LD, (mg/ kg)
AFB, 0.37
AFB, 1.69 (84.8 nug/50 gm Ordek)
AFG, Ordek 1 giinlik 0.79
AFG, 2.5(172.5 pg/ Ordek)
AFM, 0.8 (16.6 pg/ Ordek)
Tavsan 0.3-0.5
Kedi 0.55
Domuz 6-7 kg 0.62
Hindi 05-1.0
Kopek yavru 0.5-1.0
Inek geng 0.5-1.0
Kobay Domuz 1420
AFB, At 2.0
Koyun 2.0
Maymun 2.2
Pilic gene 65165
Fare 9.0
Hamster 10.2
Fare, Erkek 21 piinliik 5.5
Disi 7.4
Erkek 100 gm 17.9

2.1.3. Aflatoksinlerin kimyasal yapisi

Aflatoksinler,

“difurokumarosiklopentenon” ve

“difurokumarolakton”

gruplarinda

smiflandirilmistir. Ayrica aflatoksin By, By, G; ve G, olmak iizere dort ana gruba

ayrilmis bulunmaktadir. Bu isimlendirme islemi ince tabaka kromatografisinde (TLC),

aflatoksin B; ve B, 'nin uzun dalga boylu UV 1s1ginda mavi floresan renk, aflatoksin G;

ve Gy'nin ise yesil floresan renk vermesiyle iliskilidir (Alpsoy 2008; Giiley 2008; Kotan
2010; Ceker 2011; Akkaya 2011; Canavar 2011; Sadikoglu 2011; Colakoglu 2012;
Polat 2013; Arslan 2013; Karapimar 2013). Ayrica B toksinlerinde kumarin yapidaki

lakton halkasina ekli siklopentenon halkasi, G toksinlerinde ise ek olarak bir lakton

halkas1 igermektedir (Ozkaya ve Temiz 2003).
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Kimyasal yap1 olarak lakton bag1 ve bifuran halkasi igeren difurano kumarin tiirevi olan
aflatoksinler Ultraviyole 15181 altinda mavi ve yesil renk vermelerine dayali olarak
ayrilirlar. Aflatoksinler, kloroform ve metanol gibi polar ¢oziiciilerde ve Ozellikle
dimetilsiilfoksitte ¢oziinebilmektedir (Alpsoy 2008; Giiley 2008; Kotan 2010; Ceker
2011; Akkaya 2011; Canavar 2011; Sadikoglu 2011; Colakoglu 2012; Polat 2013;
Arslan 2013; Karapmnar 2013). Metanol, kloroform gibi organik ¢oziciilerde
¢Oziinebilen aflatoksinler diger bir¢ok kimyasal ¢oziiclilerde de ¢oziinebilmektedirler.
Ancak aflatoksinlerin sudaki ¢oziinirliikleri ise azdir (10-30 pg/mL). Toksinler, UV
151811 (Ozellikle 362 nm’de) kuvvetlice absorbe etmektedirler. Aflatoksin B; ve B, 425

nm de; aflatoksin G; ve G; ise 450 nm de floresan absorbansi olusturmaktadirlar.

0”7 0 OCH; 00 OCH,

Aflatoksin B, Aflatoksin B,

Aflatoksin G, Aflatoksin G,
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HO-~ ™0™ ™0 OCH; HO

Aflatoksin By Aflataksin G 5

Sekil 2.2. Aflatoksinlerin kimyasal yapis1 (Ozkaya ve Temiz 2003).

Aflatoksin ¢esitlerinin molekiiler formiilleri, molekiiler agirliklari, erime sicakliklari,

floresan ve UV absorbanslar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Aflatoksinlerin formiil ve oOzelliklerini gosteren cizelge (Wyllie and
Morehouse 1977)

Aflatoksin  Molekiil Molekiil Erime Ultraviyole Floresans
Formiilii Agirlig Noktas1 Emilimi Emisyonu
=] C17H1206 312 268-269 21.800 425
B> C17H1406 314 286-289 23.400 425
G C17H1207 328 244-246 16.100 450
G, C17H1407 330 237-240 21.000 450
M, Ci7H1207 328 299 19.000(357 nm) 425
M, C17H1407 330 293 _ _
Baa C17H1407 330 240 20.400 _
Gaoa C17H1404 346 190 18.000 _
Ro C17H1606 314 230-234 14.100 425
Bs C16H1406 302 233-234 9.700 _
GM; C17H1208 344 276 12.000(358 nm) _
P, C16H1006 298 >320 14.900(342 nm) _

Toksik etkiye sahip A.flavus kiiltiirleri ve aflatoksin ile muamele edilerek kontamine

edilen tirinlerdeki toksik etkilesim genel olarak AFB, ve daha az olarak da AFG, ‘den

kaynaklanmaktadir. Bu hadise, her iki toksinin yapisindaki terminal furan halkasininin
8, 9 karbon pozisyonundaki bir doymamis baga sahip olmasiyla iliskilendirilmektedir.

Aflatoksin B, By’in, aflatoksin G, de G,’in dihidro tiirevleridir ve “in vivo” kosullarda
metabolik olarak B, ve Gi’e okside olmadiklar siirece biyolojik olarak inaktiftirler

(Ozkaya ve Temiz 2003; Alpsoy 2008; Giiley 2008; Kotan 2010; Ceker 2011; Akkaya
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2011; Canavar 2011; Sadikoglu 2011; Colakoglu 2012; Polat 2013; Arslan 2013;
Karapinar 2013).

2.1.4. Aflatoksinlerin canlilar iizerine etkisi

Aflatoksinler, yiiksek dozlarda (0,5-10 mg/kg) akut, 6liimciil dozun altindaki dozlarda
ise kronik toksik etki gostermektedirler. Fakat diisilk dozlarda da olsa aflatoksinlerin
stirekli alinmas1 karsinojen etki ile sonuglanmaktadir. Aflatoksinlerin canlilart
etkilemesi canlinin yasina, duyarlilik derecesine gore farkliliklar géstermektedir. Ayrica
toksik etkisi ise, aflatoksinin veya aflatoksinli gidanin tiiketilme miktarina, sikligina,
canlinin cinsine, cinsiyetine, yasina ve saglik durumuna birde beslenmesine bagl olarak
degismektedir (Ozkaya ve Temiz 2003; Alpsoy 2008; Giiley 2008; Kotan 2010; Ceker
2011; Akkaya 2011; Canavar 2011; Sadikoglu 2011; Colakoglu 2012; Polat 2013;
Arslan 2013; Karapinar 2013).
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AFM:

OCH:s
Aflatoksikol

— 5 Sekresyon

AFB:-8,9-exo-epoksit

AFB1-8,9-exo- epoksit DNA'daki
Guanin‘e baglanir.

ocHs ———— DNA hasari

AFB:-N’ Guanin

Sekil 2.3. Aflatoksin B;’in doniistiigii metabolitler (Alpsoy and Yalvag 2011).

Aflatoksinler icerisinde en kuvvetli toksik etkiyi AFB; gostermistir. Bundan dolay1
AFB;:’in insan kromozomlari iizerine toksik etkisi AFG;’e nazaran daha fazla olmustur.
Fakat AFB;’in kuvvetli toksikolojik etkisine ragmen insan kromozomlarindan
bazilarimin AFB;’e kars1 direncgli oldugu, bununla beraber bazi kromozomlarin ise daha
direngsiz oldugu tespit edilmistir. Ozellikle AFB;’in insan kromozomlarinin 2, 11, 19
ve 20. kromozomlar iizerine daha ¢ok etkisinin oldugu, AFGy’in ise 1, 2, 3, 4 ve 5.
Kromozomlar1 iizerine daha cok etkili oldugu ortaya konulmustur. Genel olarak
bakildiginda da boyca uzun olan kromozomlarin aflatoksinlerden daha c¢ok

etkilendikleri tespit edilmistir (EI-Zawahri et al. 1977, 1990; Kotan 2010; Ceker 2011).
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AFB’in karsinojenik ve mutajenik etkisi viicutta metabolizmaya ugramasi neticesinde
ortaya ¢ikmaktadir. Hayvanlarda ilk olarak mikrozomal ve sitoplazmik oksigenaz enzim
sistemlerince metabolize edilmektedir. Mikrozomal ve sitoplazmik oksigenaz enzim
sistemleri, aslinda karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda (E.R) bulunan,

sitokromla iliskili enzimlerle, O,’ye ve NADPH’a bagimli enzimlerin kompleks bir

organizasyonundan olusmaktadir. Bu enzimler, gesitli hidroksillenmis tiirevlerin ve

yiiksek reaktif Ozellige sahip epoksid metabolitin olusmasiyla sonuglanan AFB.'in

oksidatif metabolizmasini katalize etmektedir (Ueno 1985; Alpsoy 2008; Giiley 2008;
Kotan 2010; Ceker 2011; Akkaya 2011; Canavar 2011; Sadikoglu 2011; Colakoglu
2012; Polat 2013; Arslan 2013; Karapmar 2013;). Bu sistemler yardimiyla AFBl’in

metabolizma yollart ve AFB 'in gesitli metabolizma neticesinde gesitli metabolitlere

biyotransformasyonu Sekil 2.4-5’de goriilmektedir.

Aflatoksin By

GSH baglanmasi

Proteine Baglanma DNAYyla Etkilegimi

Toksik Etki Kanser

Sekil 2.4. Aflatoksin B1’in metabolik yollar1 (Williams et al. 2004).
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Sekil 2.5. AFB;’in farkli metabolitlere déniistiiriilmesi ve etkilesimi (Ozkaya ve Temiz
2003).
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Sekil 2.6. AFB;-N7-Guanil kompleksi (Alpsoy and Yalvac 2011).

Bu biyotransformasyon olaylarindaki en onemli olan siire¢ AFB;'in epoksidasyon
stirecidir. Burada, bifuran halkasinda bulunan ¢ift bagin epoksidasyonu neticesinde ¢ok
reaktif bir form ortaya ¢ikmaktadir. Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve protein gibi
hiicresel makromolekiillerdeki ¢esitli niikleofilik merkezlere kovalent olarak
baglanabilmektedir (Ueno 1985; Rawal 2011; Wu 2013; Eom et al. 2013). Bu
baglanmanin neticesinde de DNA sentezi, DNA’ya bagh olarak gelisen RNA polimeraz
aktivitesi, mMRNA ve protein sentezi inhibe edilmektedir (McLean and Dutton 1995).
Epoksi formunun bu olay neticesinde aktiflesmesiyle DNA ile birleserek AFB;-N7-Gua
kompleksini olusturdugu bilinmektedir. Sekil 2.6’da AFB1-N7-Gua kompleksinin yapisi
goriilmektedir. Bu kompleks organizma veya hiicreler i¢in biyolojik bir tehlike
olusturmakta,  karsinojenik =~ ve  genotoksik  etkilerin = sorumlusu  olarak
degerlendirilmektedir. AFB; alimi ile karaciger kanseri arasindaki pozitif iliski,
Kenya’nin bir bolgesinde yasayan hastalardan toplanan idrarlarda AFB1-N7-Gua
kompleksinin bulunmasiyla belirlenmistir (Ueno 1985; Rawal 2011; Wu 2013; Eom et
al. 2013).
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Sitokrom P450 enzimiyle insanlarda son derece reaktif bir form olan aflatoksin-exo-8,9-
epoksite doniistiirilen AFB; DNA’ya ve serumda bulunan albiiminine baglanabilir.
Aflatoksinin endo epoksit formunun mutajenitesi exo formuna nazaran yaklasik olarak
1000 kat kadar daha azdir. AFB1-ex0-8,9-epoxid formlari DNA’nin yapisinda guanin
niikleotidine baglanarak transversiyon tipi mutasyonlara neden olurlar. AFB;1-N7-Gua
nin formu da 3 farkl reaksiyona ugrar. Ya AFB;-8,9-dihydrodiol formuna doniisiir veya
depiirinasyona ugrar ya da imidazol halkasinin agilmasi ile AFB;-formamidopyrimidine
(AFB;—FAPY) minor ve major formlarina doniisiir (Bedard and Massey 2006; Rawal
2010).
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Sekil 2.7. AFB;’in metabolik yolaklar1 ve iirlinleri (Alpsoy and Yalvag 2011’den
modifiye edilmistir.)

AFB;’in karaciger kanserine neden olmasinin en 6nemli nedeni, DNA’daki N7-Guanine
baglanarak G-T transversiyona neden olmasidir (Sekil 2.6). Ozellikle bu mutasyonlar

tiimor baskilayici gen olan p53 geninin 249. kodonunda meydana geldiginde karaciger
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kanserine sebep olur. Insanlardaki kanser sayis1 ve cesitleri ile p53 geni arasinda iliski
oldugu belirlenmistir. Tahmini olarak aflatoksinli besinlerin daha ¢ok tiiketildigi Cin’de
karaciger kanseri olan hastalarin yaklasik %50’sinde p53 geninin 249. kodonunda G-T
transversiyon oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik tahmini olarak aflatoksinli
besinlerin daha az tiliketildigi Avrupa ve Japonya’da p53 geninin 249. kodonunda
mutasyon tespit edilmemistir (Hsu et al. 1991; Smela et al. 2001). Yapilan bagka bir
arastirmada da Cin’in Quidong bolgesinde karacier kanseri hastalardan aflatoksine
yiiksek oranda maruz kalan 20 hastanin 9’unda 249. kodonda mutasyonu goriiliirken,
Shangai bolgesindeki 18 hastanin 3’tinde (%17) 3’te 1 hastada da (%33) 249. kodon
mutasyonu tespit edilmistir (Li et al. 1993).

Tlimor supressor geni olan p53 geni hiicre siklusunun kontrol noktalarindan DNA hasar1
kontrol noktasinda (G1/S) DNA’y1 kontrol eder. Eger DNA’daki hasar onarilabilinecek
diizeyde ise DNA tamir edilinceye kadar hiicre dongiisiinii durdurur, DNA tamir

edilemeyecek diizeyde hasarli ise apoptosise yonlendirir (Jin and Levine 2001).

AFB;’in canlida neden oldugu DNA hasarlar1 tamir edilebilir. Bunun i¢in memelilerde
hasar tamir mekanizmas: (nucleotide excision repair=NER) bulunmaktadir. AFB;
DNA’ya baglanarak hasara neden oldugunda hasarli olan niikleotid DNA’dan
cikarilarak tamiri gergeklestirilebilir. NER mekanizmas: iki sekilde gerceklestirilir. lki
transkripsiyona bagli olmadan DNA’da niikleotidlerdeki hasar tespit edilerek genel
genom tamiri (global genome repair=GGR) mekanizmasi ile tamir edilebilir. ikincisi
DNA’nin transkripsiyonu sirasinda hasarli bolge bir dizi reaksiyon ve ¢ift transkripsiyon
tamiri  (transcription coupled repair=TCR) sonunda ¢ikarilir. Daha sonrada
transkripsiyon tekrar baslatilir (Sekil 2.8) (Bedard and Massey 2006).
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Sekil 2.8. AFB; in biyoaktivasyonu ve DNA ile etkilesimleri (Bedard and Massey
2006).
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Sekil 2.9. Memeli hiicrelerinde meydana gelen hasarlarin onarim mekanizmasi (Fousteri
and Mullenders 2008).

2.2. Gen Mutasyonlarimin Etkileri

2.2.1. Gen mutasyonlarinin genom iizerine etkileri

DNA iizerindeki genlerin kodlanan boliimlerinde olusan herhangi bir degisiklik veya
mutasyonlar genomun fonksiyonlarinda ciddi degisikliklere sebebiyet vermektedirler.
Canlida kodlanmakta olan gende meydana gelen baz deg§isimi nokta mutasyonlari,
genelde sessiz veya sinonimdir. Bununla beraber meydana geldigi genomun
fonksiyonunu degistirmeyen mutasyonlara neden olmaktadirlar (Sekil 2.10). Bu tiir
mutasyonda bir amino asidin sentezinden sorumlu kodon yine ayni amino asidi
sentezletecek diger bir kodona doniismektedir (Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd

2009). Ayrica bu tiir mutasyonlarin diger bir etkisi ise, anlamsiz mutasyon (nonsense)



31

olarak tanimlanmaktadir. BOyle anlamsiz mutasyonlarda amino asidin sentezinden
sorumlu kodonda olusan bir baz degisimi nokta mutasyonu, bu kodonun sonlanma
(stop) kodonuna déniismesine neden olmaktadir (Bahgeci 2007; Brown 2007; Oner vd
2009).

Non-sinonim

Mutasyon

ATA

I

ile
T Anlamsiz Readthrough
Sinonim Mutasyon Mutasyon
Mutasyon TAA TTA
| I —_

GGA
) stop leu

gly

l

ATGGGCAAATATAGCATTCCATAAAAATATATA
met gly lys tyr ser ile pro stop

Sekil 2.10. Baz degisimi nokta mutasyonlarinin genom iizerine olan etkileri (Karaday1
2010).

2.2.2. Gen mutasyonlarinin mikroorganizmalar iizerine olan etkileri

Mutasyonlar her canlida oldugu gibi mikroorganizmalarda da meydana gelmekte ve
tizerlerinde etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler canlinin ya yeni bir 6zellik kazanmasi ya
da var olan bir 6zelliginin degismesi seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Brown 2007; Oner vd
2009; Karaday1r 2010). Mikroorganizmalarin belirli gen bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar, mutasyona ugrayan genin iiretmis oldugu iiriin bakimindan disariya
bagimli hale doniistiirebilmektedir. Oksotrofluk denilen bu durumda, mutant
mikroorganizma, bu {riiniinii biliylime ortamindan hazir olarak almadigi takdirde

yasamini siirdiiremez. Mikroorganizmalardaki oksotrofluk durumu i¢in bu ¢alismada
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kullandigimiz triptofan oksotrofu olan Escherichia coli WP2uvrA ile, histidin
oksotroflar1 olan Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1537 mutant bakteri suslari

ornek olarak verilebilir.

2.3. Yaygin Olarak Kullanilan Mutajenite Yontemleri

2.3.1. Ames/Salmonella ve E. Coli WP?2 test sistemleri

Dr. Bruce Ames ve Dr. Maron tarafindan 1970’li yillarin basinda gelistirilen Ames
/Salmonella test sistemine bulan kisinin ismine atfen kisaca Ames Testi denmektedir.
Bu testin son yillarda fazlaca kullanilmasinin en 6nemli nedeni test sisteminin; DNA’ya
zarar vermekte olan ajanlarin teshis edilmesi ve yiiksek hassasiyete sahip oldugundan
mutajenik  ve  biyokimyasal = mekanizmalarinin  aciklanma  yetenegi  ile
iliskilendirilmektedir. Bununla beraber uygulamadaki kolaylik, cabuk ve giivenilir
sonuclar vermesi, detaylar1 en iyi bilinen ve karakterize edilmis olmasi1 gibi diger
faktorlerde bu testin kullanilmasini yayginlastirmistir (Maron and Ames 1983; Josephy
et al. 1997; Mortelmans and Ziger 2000; Korkmaz 2005).

Bu test sistemi bir¢ok iilkede ve Tirkiye’de kullanilmaktadir. Bu test, Salmonella
typhimurium bakterisinin LT2 atasal susundan in vitro mutasyonla histidin aminoasidini
sentez edemeyen Salmonella typhimurium (his-) mutantlarinin elde edilmesiyle
yapilmaktadir. Bu test sisteminin temelinde; mutajen Ozellige sahip maddeler
Salmonella typhimurium (his-) mutantlarinin DNA’sin1 etkileyerek his operonunda geri
mutasyonlara neden olmak suretiyle bu suslar1 (his+) mutant suslar haline getirmesine
dayanmaktadir. Bundan dolay1 bu test sistemi araciligiyla mutajen maddelerin mutant
suslarin DNA ile etkilesmesini Onleyecek maddeleri ¢alismak suretiyle antimutajen
veya antikarsinojen maddelerin tayinini de yapmak miimkiin olmaktadir (Rosin and

Stich 1978, 1979; Shamberger et al.1979; Alekperov et al. 1986; Victorin et al. 1987).

Geri mutasyon test sistemleri uygulamalarindan bir digeri de Salmonella typhimurium

test sistemi ile ayn1 temele dayanan Esherhicia coli ‘nin bazi suslaridir. Bu bakteri
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kiiltiirinde de Ames’te oldugu gibi bir mutasyon bulunmaktadir. Bu mutasyondan
dolay1 E. coli bakterisi triptofan aminoasidini sentezleyememektedir. Bu mutasyon
triptofan operonunun E lokusunda olusturulmaktadir. Bu sekilde gelistirilen E.coli WP2
uvr A (pKM 101) ve E.Coli WP2 (pKM101) suslar1 A-T baz ¢ifti mutasyonu
tasimaktadir (Gatehouse 1990; Korkmaz 2005).

2.3.2. Mikroniikleus (MN)

Howell ve arkadaslar tarafindan ilk olarak eritrositlerde saptanan Mikroniikleus (MN)
olusumu daha sonra Jolly tarafindan tanimlanmistir. Bundan dolay1t MN”’ ye Howell-
Jolly cisimcigi adi1 da verilmektedir. Mikroniikleus, hiicre boliinmesi sirasinda serbest
kalan kromozom fragmentinin ya da kromozomlarin ortamda varligini siirdiirmesidir.
Bir niikleoplazma ile sarilarak sitoplazma icerisinde ana niikleusun yaninda yer alan

niikleer materyaldir (Vanparys et al 1990; Zijno et al 1994).

Mitoz boliinmenin anafaz evresinde geri kalan kromozomlardan dolay1 ortaya c¢ikan,
asil ¢ekirdege dahil edilmeyen tam veya asentrik kromozom fragmanlarindan ortaya
cikan yapilardir. Insan hiicrelerinde 6zellikle eritrositlerde, DNA hasarlarinin
kromozom seviyesinde giivenilir olarak degerlendirilmesini saglayan MN yontemi
genetik toksikoloji alaninda ¢ok yaygin ve yogun olarak kullanilmaktadir (Fenech 1993;
Lando et al. 1998). MN olusumundaki artis ¢esitli kimyasal ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt bir gostergesi

olarak degerlendirilmektedir.

13 Eyliil 1987°de Goiania’da (Brezilya) meydana gelen radyolojik kazanin ardindan
genetik materyalde hasarlarin belirlenmesi i¢in MN calismalar1 yapilmistir. Iyonize
isinlarin alinma dozlarima bagl olarak MN frekansinda ¢ok onemli derecede artiglar
gozlenmistir. Bundan dolayr MN’nin biyolojik 6l¢iim aract olarak kullanilmasi tavsiye
edilmistir. Goidnia kazasi neticesinde iyonize i1sinlara maruz kalan insanlardaki

sitogenetik degisiklikler alkol tiiketimi, sigara kullanimi1 gibi hayat tarzi ve yas faktorleri
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de gbz oniinde bulundurularak degerlendirilmistir (Cruz et al. 1994; Jagetia and Jacob
1994; Jagetia et al. 2001; Yoshida et al. 2001).
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Sekil 2.11 MN olusumu ve boyamasi (Anonymous 2013c).

1950°1i yillardan beri kullanilmakta olan MN yontemi, Fenech ve Morley (Fenech and
Morley 1985, 1986) isimli arastiricilar tarafindan gelistirilerek bazi kinetik problemlerin
ortadan kalkmasini ve bu teknigin (Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) Metodu)
uygulanmasindaki giivenirligin artmasimi saglamiglardir. Bu yontemde, kiiflerden elde
edilen bir metabolit olan Cytochalasin-B (Cyt-B) araciligiyla mitoz boliinme gegirmekte
olan hiicrelerde sitoplazma boliinmesini (Sitokinezi) durdurma esasina dayanmaktadir.
Plazma igerisinde bulunan, aktin polimerizasyonu ve dolayisiyla da mikrofilamentlerin
bir araya gelis siirecini indiikleyen molekiiler agirligi yiiksek olan kompleksler
mevcuttur. Mikrofilamentlerin bir araya gelmesi plazmadaki ayrilmanin baslangici igin
gereklidir. Cyt-B mikrofilament aktivitesini inhibe ederek sitokinezisi durdurur.
Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda (1-6 pg/ml) Cyt-B maddesinin

ilave edilmesiyle, karyokinezi tamamlamis, ancak sitokinezi gergeklestirmemis g¢ift
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cekirdekli (biniikleotid) hiicreler olusturulmakta ve MN bulunduran hiicrelerin orani
tespit edilebilmektedir (Fenech 2000; Kutbay 2001; Demirel ve Zamani 2002).
Incelenen alanda, kiiltiir siiresi icinde ikinci boliinmesini tamamlamis 4 c¢ekirdekli
hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda Heddle ve Countryman’in (Heddle
and Countryman 1976) kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde goriilen MN’ler

degerlendirme dis1 birakilmaktadir. Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore:

1. MN capinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmast;

2. Boya alma yogunlugunun esas cekirdek ile ayn1 olmasi;

3. MN’lerin asil ¢ekirdege bagl veya bitisik olmamasi,

4. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi esas

alinmaktadir.

MN testi sigara, pestisid ve parazitik enfeksiyonlar gibi cevresel ve mesleki etkileri

degerlendirebilmek i¢in kolaylikla kullanilmaktadir.

Yenidogan bebeklerde ve 18-25 yas grubu bireylerde yapilan iki ayr1 ¢alismada (Cora
vd 1992; Acar vd 1995). MN frekansinin erkek ve disi cinsiyete bagli bir farklilik
gostermedigi saptanmustir. Ancak yaslhilarda yapilan bir diger ¢aligmada (Richard et
al.1994) kadinlarda MN sikliginin yaslanma ile artis gosterdigi anlagilmis; ayrica FISH
teknigi ile MN olusturan kromozomlarin kimligi belirlenerek; yash kadinlarda X
kromozomlarinin otozomal kromozomlardan daha sik olarak MN olusumuna katildig:
gosterilmigtir. X kromozom kaybi, ayni zamanda monozomik hiicrelerde karyotip
analizleriyle de dogrulanmistir. Bu ¢alisma, MN olusumu ile karyotip analizlerinde
saptanabilen kromozom diizensizlikleri arasindaki paralelligi acikca ortaya

koymaktadir.

Sonug olarak; sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilen MN testi, organizmay1 etkileyen c¢esitli fiziksel ve kimyasal

ajanlarin  sitogenetik etkilerini belirlemek i¢in yapilabilecek biiyiik c¢apli tarama
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calismalarinda giivenle kullanilabilir bir test olarak kabul edilmistir (Demirel ve Zamani
2002).

2.3.3. Maya delesyon test sistemi

Bunlarin disinda mikrobiyal olarak kullanilan bir diger mutajenite antimutajenite test
sitemi de “Maya Delesyon” test sistemidir. Bu sistem Ames’e gore biraz daha karmasik
olmakla birlikte sik¢a kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. Maya ve kiif olmak
tizere iki temel formu bulunan funguslar, c¢ok degisik besi yerlerinde
yasayabilmektedirler. Maya ve benzeri funguslar genelde kat1 besi yerlerinde diiz,
nemli, sari, pembe, yapiskan gibi ¢ok ¢esitli ve degisik koloniler olusturmaktadirlar
(Karaday1 2010).

Maya hiicrelerinde genel olarak iki {ireme sekli gozlenir. Bunlardan haploid tiremede,
mitoz boliinmeler ve bunun pesi Sira basit yasam dongiisii gozlemlenmektedir. Haploid
¢ogalan maya hiicreleri yiiksek stres olusturan durumlarda genelde yasamlarini devam
ettirememektedirler. Diploid tiremede ise, 6nce haploitte iremede oldugu gibi pesi sira
mitoz boliinmeler meydana gelmektedir. Fakat stres durumunda maya hiicreleri spor
tireterek mayoz bolinmeye gittiginden dolay:r farkli sporlar meydana getirmektedirler.

Daha sonra bu sporlar birleserek yeni bir diploid canli olusturmaktadir (Karaday1 2010).
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Tomurcuklanma

Tomurcuklanma

Sekil 2.12. S. cerevisae'nin yagsam dongiisii (Anonymous 2013b).

Molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi ve mikrobiyal ¢alisma alanlarinda en ¢ok kullanilan
prokaryotik canli olan ve model organizma olarak ele alinan Escherichia coli 'ye benzer
sekilde, Okaryotik canlilar arasinda modelleme olarak en ¢ok ¢alisilmis model

organizma ise S. cerevisae“‘dir (Anonymous 2013b).

Giiniimiizde hizla gelismekte olan molekiiler ve hiicre biyolojisi gibi ¢alismalarda
Saccharomyces cerevisiae’nin genomunun insana uyarlanabilecegi anlasilmistir. S.
cerevisiae suslar1 haploid ve diploid formlari birgok mikroorganizmaya nazaran ¢ok
cesitli markirlar icermektedirler. Bundan dolayr ¢ekinik mutasyonlarin haploid suslar
tizerinde, biitlinliik testlerinin ise diploid suslar lizerinde yapilabilinecegi arastiricilarca
gosterilmistir.  Glinlimiiz imkanlarmin  ve DNA  transformasyon tekniklerinin
gelistirilmesiyle beraber mayalar, gen klonlama ve genetik miithendislik teknikleri igin
sik¢a kullanilir canlilardan olmuslardir (Sherman 2002). Mayalarin kullanim alanlarina
bakildiginda ornek olarak; insan genomuna ait interferon, hepatit B viriis antijeni,
biyosensor olarak toksik kimyasallarin tespiti, tiimor nekroz faktorii, Hiv-1 asilarinin

tiretimi gibi son derece 6nemli ve degerli ¢caligmalar verilebilmektedir (Hitzeman et al.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCler_biyoloji
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre_biyolojisi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Prokaryot
http://tr.wikipedia.org/wiki/Model_organizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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1981; Miyanohara et al. 1986; Caumont et al. 1996; Hollis et al. 2000; Jeong and Jue
2000).

Netice itibariyle, kisa siireli mikrobiyal test sistemlerinden birisi olan maya delesyon
test sistemi; hem ucuz hem de kromozomal hasar tespiti basta olmak {izere karsinojen
kimyasallarin tespitinde kullanilabilinen ve arastirmacilar tarafindan gelistirilmis hizl

testlerden biri olarak sik¢a kullanilmaktadir (Aubrecht et al. 1999).

2.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Son yoriingelerinde paylasilmamis elektron ¢ifti iceren atom veya molekiile “Serbest
radikaller” denir (Woods et al. 2002). Paylasilmamis elektronlara sahip bu atom veya
molekiiller kararsiz oldugundan bu radikaller hizli bir sekilde diger molekiillerle veya
radikallerle reaksiyona girerek kararli bir konfigiirasyon olusturmaya calisirlar. Bu
reaksiyonlar neticesinde olusan en etkili serbest radikaller “Serbest Oksijen
Radikalleri”’dir (ROT) (Basu 1999; Woods et al. 2002).

Canlilardaki en aktif ROT iireticileri fagositoz hiicreleridir. Cesitli metabolik yollarla
uyarildiklarinda, bu fagositik hiicreler oksijeni indirgemek suretiyle hidroksil radikali
(OH"), hidrojen peroksit (H,O,) ve superoksit (O;) gibi ROT’lar1 olusturmaktadirlar.
Bunlarin disinda bulunan diger ROT kaynaklart; oksijenin kullanildigi mitokondriyal
elektron tasima zinciri, doymamis yag asitlerinin ve katesolaminlerin oksidasyonu ile

NADPH bagimli oksidazlardir (Basu 1999; Thannickal and Fanburg 2000).

ROT iiretimi hem endojenik hem de ekzojenik kaynakli olabilmektedir. Ekzojenik
kaynaklar; alkol, birgok hava kirleticileri, ilaglar, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen),
iyonize ve iyonize olmayan radyasyonlar, patojenik bakteri ve viriislerdir (Halliwell and
Gutteridge 2001). Endojenik kaynaklar ise niiklear, mitokondriyal ve endoplazmik
elektron tasima sistemleri (Sitokrom P450), peroksizomlar, monosit ve nétrofillerin
fagositozu gibi normal metabolik olaylar esnasinda da canli hiicrelerinde bol miktarda
olusan serbest radikallerdir (Akkus 1996).
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Sekil 2.13. Oksidatif stres seviyesinin hiicrelerde meydana getirdigi etkiler (Kotan
2010).

Sekil 2.13 incelendiginde dikkat edilmesi gereken husus, oksidatif stresin diisiik
seviyede olmasi tiimor olusumunu tesvik ederken, orta seviyede olmasi mutasyonlara
neden olmakta, yiiksek seviyedeki oksidatif stres ise hiicre 6liimlerine neden olmaktadir
(Valko et al. 2006).
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Cizelge 2.3. Papas (1999)’a gore ROT nin olusumu (Turna 2008).

AKktif oksijen tiirleri Olusum

Oksijenin, enzimatik veya nonenzimatik

. k -t o- . X
Stiperoksit(O2”) yolla bir elektron rediiksiyonu

Suyun radyolizi, H,O;’in metal-katalizli

Hidroksil radikali (HO™) parcalanmasi, NO ve O, etkilesmesi

Alkoksil ve peroksil radikalleri (LO®*), Hidroperoksitleri metal-katalizli
(LOL*) pargalanmasi

Stiperoksitin  dismutasyonu, sekerlerin

Hidrojen peroksit (H20,) oksidasyonu

Demir-oksijen kompleksi Hemoglobin, Miyoglobin, vb.
Fotosensitizasyon ile oksidasyon,
peroksil radikalleri arasindaki

. .. -1
Singlet oksijen (“O) biyomolekiiler etkilesimler, hipoklorit ve

hidrojen peroksit reaksiyonu
Lipit ve protein hidroperoksitler Lipit ve proteinlerin oksidasyonu

. . . Peroksil radikali ve NO reaksiyonu, hava
Nitrojen dioksit (NO7,) Kirliligi ve sigara y

Nitrik oksit (NO') Nitrik oksit sentaz, nitrozo tiyol ve hava

kirliligi
Tiyil radikalleri (RS) Tiyollerden hidrojen atomu transferi
Protein radikalleri Proteinlerden hidrojen atomu transferi

ROT’lerinin baglicalar1 sunlardir: Siiperoksit radikalleri, singlet oksijenler, hidroksil

radikalleri, hidrojen peroksitler, peroksil ve alkoksil radikalleridir.



41

2.4.1. Siiperoksit radikali (O,*)

Nordberg and Arner (2001)’e gore siiperoksit radikali (O,°) molekiiler oksijenin
indirgeyici ajandan bir elektron almasi sonucu olusur. Normal olarak siiperoksit radikali
cok reaktif bir serbest radikal degildir. Siiperoksit notral ¢ozeltilerde negatif yiikliidiir,
lipit membranlara tutunma olma o6zelligi bulunmamaktadir. Biyolojik membranlari
sadece anyon kanallar1 vasitasiyla asabilmektedir ve bu nedenle iiretildigi kisimda

kalmaktadirlar (Turna 2008).

Siiperoksit radikali olustugu yerden fazla uzaklagsamaz. Siiperoksitler, bir serbest radikal
olmakla birlikte dogrudan ciddi hasarlara neden olmayip, H,O; kaynagi ve geg¢is metal
Iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan dolayr ciddi hasarlarin olusumuna kaynaklik
etmektedir. Siiperoksit radikali sulu ¢6zeltilerde H,O, olusturmaktadir. Siiperoksitlerden
biri elektronlarin1 digerine verir, bdylece birinci siiperoksit O,’ye okside olurken ikinci
stiperoksit H,O,’e rediikte olur. Bu reaksiyon dismutasyon olayi olarak adlandirilir
(Gutteridge and Halliwell 1994).

SOD
20,+2H" ——H,0,+0;,

Siiperoksitler genel olarak anyon seklinde tarif edildigi halde ortamin pH’ 1na bagl
olarak protonlanmak suretiyle katyon haline doniisebilirler. Bundan dolay1 peroksit
radikali (HO) ismini alirlar (Cherubini et al. 2005).

Stiperoksit radikalinin kimyasal davranisi nerede ¢oziindiigiine gore degismektedir. Su
icerisinde siiperoksit ¢ok reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak okside edici ajan
olarak davranabilmektedir. Buna 6rnek olarak askorbik asidin oksitlenmesi verilebilir
(Gutteridge and Halliwell 1994).

Askorbik asit + (0, ) ———» Askorbik asit radikali + H,0,
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Stiperoksit diizeyleri SOD enzimleri araciligiyla H,O, ve oOksijene donistiiriilerek
azaltilmaktadir. Bu sayede hiicresel siiperoksit diizeyi siki kontrol altina alinmis

bulunmaktadir (Cherubini et al. 2005).

2.4.2. Singlet oksijen (10,)

Molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmig formuna “Singlet oksijen” denilmektdir.
Oksijenin enerjitik olarak uyarilan bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Singlet
oksijenin molekiil yapisinda iki adet eslenmemis elektron bulunmaktadir. Bundan dolay1
tasimig oldugu yiiksek enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi halinde vererek yeniden oksijene

dontisebilmekte ya da kovalent bag tepkimelerine girmektedirler (Stahl and Sies 2002).

2.4.3. Hidroksil radikali (OH®)

Biyolojik sistemler igerisinde yer alan en reaktif tiir olan hidroksil radikali (OH®), suda
dahil, ortamda rastladigi her molekiil ile tepkimeye girmektedir. Biitiin bu tepkimeler
aslinda OH*’1n yapisinda bulunan eslenmemis elektron iceren dis orbitaline elektron
alma isteginden kaynaklanmaktadir (Halliwell and Gutteridge 1984). Hidroksil radikali
organik asitler, niikleik asitler, aminoasitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal
maddelerin birgoguyla reaksiyona girebilmektedir. Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisa
olup go¢ edecek kadar uzun bir dmrii bulunmamaktadir (Gutteridge and Halliwell 1994;
Cherubini et al. 2005).

Biyolojik sistemlerde hidroksil radikali bir¢ok reaksiyon ile olusabilmektedir. Fe™iin
stiperoksitle indirgenip Fe? olmasi ve Fe* ‘nin H,O, ile reaksiyona girerek OH®

olusturmasi fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir (Gutteridge and Halliwell 1994).

Fe?+0,~—» Fe+0,

Fe* + H,0, Fe®+ OH® + OH®
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Canli viicudunda dogal olarak bulunan enzimler ve glutatyon yetersiz seviyede iseler
siiperoksit ve hidrojen peroksit ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe*® veya Cu*?
katalizorliigiinde birbirleriyle reaksiyona girerek en giiclii radikal olan OH*” molekiiliinii

olusturmaktadir. Bu reaksiyona Haber-Weis reaksiyonu denilir (Aruoma et al. 1991).

Fe's

02.“ + H,0, O, + OH® + OH*

Hidroksil radikali yiiksek enerjili iyonize radyasyon ile suyun muamele edilmesi
neticesinde olusabilmektedir (Gutteridge and Halliwell 1994). Ayrica, UV ile
indiiklenen hidrojen peroksitin O-O baglarinin homolitik kirilmasi1 neticesinde de
olusmaktadir (Halliwell and Gutteridge 1996). Canlida hidroksil radikalinin neden
oldugu en 6nemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen “Serbest Radikal Zincir”
reaksiyonudur. Hiicre zarinda su bulunmadigindan dolayr OH®’1n baslica hedefi hiicre
zarinin yapisinda bulunmakta olan yag asitleridir. Hiicre zar lipitlerinin peroksidasyonu
hiicre zarin yapisini bozarak gegirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir

(Nishiyama et al. 1998).

2.4.4. Hidrojen peroksit (H20,)

Hidrojen peroksit (H20,), oksijenin enzimatik olarak iki elektron indirgenmesiyle ya da
siperoksitlerin  enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyonu tepkimeleri
neticesinde olusmaktadir. Yapisinda ortaklagmamis elektron icermediginden radikal
ozellik tastmamaktadir (Halliwell and Gutteridge 1984). Uretildigi bolgede kalan
stiperoksitin aksine membranlar1 gecen, hiicre sitoplazmasi igerisine dagilan ve uzun
Omiirlii bir oksidan olarak bilinmektedir. Bu nedenle siiperoksitin ulasamadigi ve
membranla korunan yapilara kolaylikla ulasabilmektedir. Burada siiperoksitle
reaksiyona girmesiyle en reaktif ve ciddi zarar verici radikal olan hidroksil radikali
olusturmak iizere kolaylikla yikilabilmektedir (Cherubini et al. 2005). Aslinda hidrojen

peroksitin oksitleyici bir ajan olarak bilinmesinin nedeni demir, bakir gibi metal
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iyonlarinin varhiginda hidroksil radikalinin Onciili gibi davramis gostermesidir

(Halliwell and Gutteridge 1984).

2.4.5. Peroksil (ROQ®) ve alkoksil (RO®) radikalleri

Karbon merkezli radikaller, karbonhidratlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
cok degisik biyolojik molekiillerin hidroksil grubu ile reaksiyona girmesiyle
olugsmaktadir. Bunlar hizli bir sekilde O ile reaksiyona girerek peroksi radikalini
(ROO®) olusturmaktadirlar. Peroksi radikalinden de alkoksil radikali (RO®)
olusabilmektedir. Peroksil radikalleri askorbat ve NADH’1 okside ederek oksijenin
varliginda NADH’1n oksidasyonu ise siiperoksit olusumuna yol agmaktadirlar. Ayrica
peroksil radikalleri, singlet oksijen olusturmak fizere birbirleriyle de reaksiyona
girebilmektedirler (Halliwell and Gutteridge 1996).

Genel olarak bakildiginda, canli hiicresindeki ROT’larin olusumu ve olusan bu
ROT’larin canlida hasar meydana getirdigi hiicre yapilari ile bunlari etkisiz hale getiren
antioksidan sistemler Sekil 2.9°da gosterilmistir. Ayrica antioksidan ozellige sahip
SOD, GPx, GR gibi enzimlerle GSH’1n ROT’lar ile etkilesimi ve Fe atomlarinin etkisi
de sekil 2.14°de gosterilmistir.

2.5. Antioksidanlar

Canlilarin yapisinda meydana gelen hasar veya zararlari 6nlemede ya da yok etmede
bircok mekanizma bulunmaktadir. Ozelikle reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in canli viicudunda bir¢ok savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalardan birisi de antioksidan sistemdir.
Antioksidanlar, genel itibariyle serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmislardir. Bu maddeler genelde bir elektrona ihtiya¢ duyarlar ve bundan dolay1
da baglanma potansiyelleri olarak yiiksek derecede reaktiftirler. Antioksidanlar ayni
zamanda serbest radikal olusumunu engelleyen ve hali hazirda bulunan radikalleri

etkisizlestirenler olarak da ikiye ayrilirlar. Bununla beraber genel olarak bakildiginda
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ise enzim ve enzim olmayanlar seklinde de smiflandirilmiglardir. Antioksidanlar
hiicrelerin hem s1ivi hem de membran kisminda bulunurlar. Bunlarin disinda antioksidan

savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak ikiye ayrilir.

a) Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT ve GPx’tir.
Enzimatik olmayan hiicre i¢i antioksidanlar; GSH, membranlara baglanabilen a-
tokoferol ve B-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir (Woods et al.
2002).

b) Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yokedicileri ve Zn

gibi iz elementlerden olusur (Armstrong 1998).

SERBEST RADIKAL OLUSUMU 0.
. pas ER \ Mitochondrion |
Inflamasyon 5 e
Radyasyoy: Oksidaz =~ “"—" Solunum Zinciri Enzimleri
Oksijen Toksiditesi e ASby gasos e .
Kimyasallar i - —=— Sitolojik Enzimler
Reperfiizyon NADPH eroxisome )
Yaralanma Oksidaz | @ Olsidazlar
0,
Reaktif Oksijen Reaktif Oksijen e
Tiirleri Tiirleri FG’@B“
O? H?O[ 01 /07 OH 02 _’HQOZ OH + OH'
Biitiin Membranlar  Cafalase @m Ko
Membran Lipid Vitamin A ve E i
= |3 H0 Glutathione
reductase
g . Mitokondri
Sitozol ( 50D
50D CPx
Vitamin C
GPx
Ferritin )—« Peroksizom
) Seruloplazmin Katalaz
DNA Protein Capraz Baglanh ve
Kinlmalann ~ Kinlmalan
SERBEST RADIKALLERIN HU/CRE SERBEST RADIKALLERIN NOTRALIZASYONU
HASARI

Sekil 2.14. ROT ve antioksidanlar (Kotan 2010).
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Canli sistemler i¢in son derece dnem sahip olan antioksidan sistemlerin en Onemli
elemani olan antioksidanlarm bazi 6zelliklerinin bulunmasi gerekmektedir. Iyi bir
antioksidanin tasimasi gereken ozellikler; ortamdaki serbest radikalleri giderebilmesi,
antioksidan sistemdeki diger antioksidanlarla etkilesimler yapabilmesi, redoks
metallerinin ayarlayicisi olarak gorev yapabilmesi, dokulardaki ve biyolojik sivilardaki
yogunluklarinin fizyolojik acidan uygun seviyelerde olmasi, gen ekspresyonu iizerinde
olumlu etkileri olmasi, emiliminin olduk¢a hizli olmasi ve hem membran hem de su

iceren ortamlarda islevsel olmasi olarak siralanabilir (Valko et al. 2006).

Biyolojik sistemlerdeki en biiyiik radikal kaynagi oksijendir. Ciinkii oksijen atomu son
yoriingesinde ortaklasmamis iki elektron bulunmaktadir. Oksijenin bu 6zelligi onun
diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan
maddelerle ise daha yavas reaksiyona girmesini saglamaktadir. Oksijen atomu,
yoriingesindeki elektronlarin farkli dizilimi ile de stiperoksit, peroksit ve singlet oksijen
gibi radikallerin olusumuna da neden olmaktadir. Ayrica serbest oksijen radikali
olusumunun anahtar maddeleri arasinda oksijenin kendisi, siiperoksit, hidroksil
radikalleri, hidrojen peroksit, gecis metal iyonlari da yer almaktadir. Oksijenli (aerobik)
solunum yapan canlilar aldiklari besin maddelerini oksijeni kullanmak suretiyle
parcalayarak enerjiye doniistiiriirler. Bundan dolayr oksijenli solunum yapan canlilar
serbest radikallerin en fazla olustugu canli grubudur. Bu yiizden oksijenli solunum

yapan canlilar serbest radikallerin etkilerine daha fazla maruz kalmaktadirlar.

Cherubini et al. (2005)’a gore biyolojik sistemlerde bulunan oksidanlarin yapimi ve
yikimi arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojik biitinligii ile canliliginin
devamliliginin siirdiiriilmesinde 6nemlidir. Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile

oksidanlar1 etkisizlestirirler:

1. Temizleme (Scavenging) etkisi: Oksidanlari zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan
bu etki enzimler tarafindan gergeklestirilir.
2. Baskilama (Quencher) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoitler tarafindan yapilir.
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3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin meydana getirdigi zararli etkinin onarilmasidir.
4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilir (Turna 2008).

2.5.1. Enzimatik antioksidanlar

En 0nemli enzimatik antioksidantlar SOD ve GPx’tir.

2.5.1.a. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicre i¢i enzimatik olan antioksidanlarin en Onemlilerinden birisi siiperoksit
dismutazdir. Antioksidan bir enzim olan SOD O, yi O,’ye ve ondan daha az reaktif
olan H,O;’ye katalizlemektedir. 1939’larin baslarinda izole edilmis olan SOD’ un
antioksidan aktivitesi 1969°da McCord ve Fridovich tarafindan tespit edilmistir (Mc
Cord and Fridovich 1969). Insanlarda SOD enziminin 3 formu bulunmaktadir.
Sitoplazmada bulunan Cu ve Zn-SOD, mitokondride bulunan Mn-SOD ve ekstraselular
sivi igerisinde yer alan SOD (EC-SOD) dur (Landis and Tower 2005).

SOD

20, +2H J_, H,0, + O, ( pH 4.5-9.5)

Cu-Zn SOD: Genellikle sitoplazmada ve lizozom organellerinde bulunmaktadir. Cu-Zn
SOD enzimi 32 kDa molekiil agirliginda olup iki alt iiniteden olusmaktadir. Her bir alt
tinite bakir ve ¢inkodan olusan kiime halinde iki ¢ekirdekli aktif bolge
bulundurmaktadir. Enzim aktivitesi i¢in pH’in 5-9.5 araliginda olmasi gerekmektedir.
Cu ve Zn atomlar1 arasindaki koprii histaminle saglanmaktadir. Bundan dolay1r Cu-Zn
SOD’un antioksidan savunma siteminde ilk sirada yer aldigina inanilmaktadir (Mates et

al. 1999).
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Mn-SOD (Mitokondrial SOD): Mitokondride bulundugundan dolayr mitokondriyal
SOD olarak da adlandilan bu enzimin kofaktdrii mangandir. Mn-SOD’lar bakterilerden
yiiksek yapili organizmalar kadar, pek ¢ok kaynaktan izole edilmistir. Yiiksek yapili
organizmalardan elde edilen tiim Mn-SOD’lar tetramerdir ve her alt {initede bir Mn*?
iyonu igerirler (Fridovich 1985) ve Mn-SOD’un molekiil agirligi 96 kDa’dir (Mates et
al. 1999). Antioksidan savunma mekanizmasi igerisinde Mn-SOD en etkili antitimor

aktiviteye sahip enzimdir (Behrend et al. 2003).

Ekstraseluler SOD (EC-SOD) tetramerik bir protein olup hiicre dist boliimlere
salgilanmaktadir. Heparin bir domaine sahiptir ve hiicre yiizeyindeki heparin siilfat
proteoglikanlara baglanabilir. Cu-Zn SOD enzimi gibi EC-SOD enziminin de
kofaktorleri ¢inko ve bakirdir (Mates et al. 1999).

Bu ii¢ ¢esit SOD enziminin disinda son zamanlarda Streptomyces’lerde kesfedilen Ni-
SOD enzimi de bulunmaktadir. 117 aminoasitlik kiigiik bir proteine sahip bulunan bu
enzim diger SOD enzimleri ile sekans homolojisi gostermemektedir (Barondeau et al.

2004).

2.5.1.b. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanlarindandir. Hiicre igi hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sorumlu enzimdir (Armstrong 1998). H;0,’i suya c¢evirerek
methemoglobin olusumunu engeller (Kalaycioglu vd 1998) ve membran lipidlerini
peroksit anyonuna kars1 koruyarak hiicre membranmin biitiinliiglinii korumaktadir. E
vitamini ile sinerjik etkilesimi s6z konusudur. GPx ayrica biiylime, gelisme ve ilireme
icin gerekli bir iz element olan selenyumu yapisinda bulundurmaktadir. Selenyum
eksikliginin, bu enzimin aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (Brigelius-Flohe and Traber
1999; Karagiil vd 2000; Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker 2011).

GPx ilk olarak 1957°de Mills adli arastirici tarafindan tanimlanmistir. Glutatyon

sisteminin ilk enzimi olan GPx, lipit peroksitlerini daha az zarar1 olan toksik yag
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GPx

ROOH + 2GSH ROH + GSSG + H,0

asitlerine indirgemektedir ve bunu yaparken de GSH’1 kofaktér olarak kullanmaktadir
(Bukan 1999; Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker 2011).

GPx

2GSH + H,0, 2H,0 + GSSG

Mates (1999)’e gore ii¢ peptidli glutatyonu (GSH) kendi oksidize formuna (GSSG)
oksidize ederken sitoplazmadaki ve mitokondrideki SOD’lar tarafindan iiretilmis olan
hidrojen peroksidi de ortadan kaldirabilme 0Ozelligine sahiptir. GPx’in selenyuma
bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Ayrica farkl
substratlar1 kullanmaktadirlar. Selenyuma bagimli formu sitoplazmada bulunur ve
diisik bir kapasiteye sahiptir. Selenyuma bagimsiz formu ise organik hidrojen
peroksitlerini kullanmakta ve daha yiiksek bir aktiviteye sahip bulunmaktadir. Glutatyon
metabolizmast antioksidan savunma sistemleri igerisinde biiyilkk ©Oneme sahip
enzimlerden biridir. Insan dokular1 major peroksit uzaklastirict enzim olarak GPx

igermektedir. Insanlarda selenyuma bagl 4 farkli GPx vardir (Turna 2008; Ceker 2011).

CAT ve SOD baglica membranin hidrofilik bolgelerinde etki gostermektedir. Glutatyon
peroksidaz ise hidrofobik membran komponentlerinde lipit peroksidasyonuna karsi
dolayli olarak koruyucu etkisi bulunmaktadir. Dolayisiyla glutatyon peroksidaz, CAT
ve SOD’un kombine bulundugu durumlarda serbest radikal ataklarma karsi hiicre
biitiinliiglinlin korunmasinda daha etkili olmaktadir (Mates 1999). E vitamini yetersiz
oldugunda membran1 peroksidasyona karst GPx korumaktadir. Eritrositlerde en kuvvetli
antioksidandir (Chao et al. 2002; Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker 2011).



50

2.5.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.5.2.a. Glutatyon (GSH)

Intraseliiler yap: igerisinde yer alan GSH &nemli bir antioksidandir. Okside edilmis
sekliyle, serbest radikallerinin inhibisyonunda (Boehme et al. 1992), indirgenmis
stilfidril gruplarmin stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin rejenerasyonunda
gorevi bulunmaktadir (Armstrong 1998). Ayrica GPx’in kofaktorii olarak da goérev
yapmaktadir (Boehme et al. 1992).

2GSH + H,0, GSSG + 2H,0

Glutatyon sitoplazma igerisinde bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica GSH sitoplazmada
icerisinde (1-11 mM), ¢ekirdekte (3—15 mM) ve mitokondride (5-11 mM) bulunmakta
olup suda ¢oziinebilmektedir (Masella et al. 2005). Tabiatta yaygin olarak bulunmakta
olan bu siilfiirlii bilesik GSH, 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmis ve glutamil-
sisteinden ibaret bir dipeptit oldugu zannedilmistir. Ancak 1929 yilinda kristal halde
elde edildikten sonra yapisinin tripeptit oldugu anlasilmistir (Goziikara 1997).

Glutatyon sistein igeren bir tripeptid olup glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenmektedir. Glutatyon hiicrelerde en ¢ok bulunan protein disi endojen tioldiir.
Dokuda GSH diizeyi sadece senteze katilan enzimler tarafindan diizenlenmez, tiol
igeren aminoasitlerin yeterince olmasi da olduk¢a dnem arzetmektedir (Parcell 2002).
GSH’1n antioksidan 6zelligi bulundurdugu —SH grubuyla veya koenzim veya kofaktor
olarak gdrev yaptigt enzimlerin ROT’lerini etkisizlestirmelerinden kaynaklandigi
bildirilmistir (Janssen et al. 1993). /n vivo sentezlenebilen ve ince bagirsaktan kismen
emilebilen GSH endojen ve eksojen bir antioksidandir. Glutatyon, GSH-transferaz ve
peroksidazlar i¢in bir substrat olup ksenobiyotik ve ROT’nin detoksifikasyonuna
katilmaktadir. Ayrica, antioksidan etkili C ve E vitaminleri iizerinde orta diizeyde

koruyucu etkiye sahip bulunmaktadir (Parcell 2002). GPx GSH’in GSSG’ye oksitlenme
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reaksiyonunu katalizleyerek GSH ile GSSG arasindaki dinamik dengenin korunabilmesi
i¢in glutatyonun oksitlenmis formu (GSSG) glutatyon rediiktaz (GSSG-red) enzimi ile
GSH’a indirgenmekte ve kofaktor olarak NADPH kullanilmaktadir (Luberda 2005).

GPx

2GSH + H,0, GSSG + 2H,0

GR

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NAD

GSH eksikligi hiicre 6liimiine yol agabilmektedir. Karacigerde iki GSH havuzu
bulunmaktadir. Birincisinin yart émrii 2—4 saat ve sitoplazmik olup, ikincisinin yar1
omrii 30 saattir ve mitokondriyaldir. Okaryotik hiicrelerde GSH’nin %901
sitoplazmada, %10’u mitokondride, ¢ok azi da endoplazmik retikulumda
bulunmaktadir. GSH oksidasyonu, apoptozis siirecinin erken belirtisidir ve metabolik
sinyal gibi davranabilir. GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin
onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin
inaktif hale dontistiiriilmesinde ve serbest radikallerin olas1 hasarlarinin 6nlenmesinde

gorev yapmaktadir (Masella et al. 2005).

2.5.2.b. Malondialdehit (MDA)

Doymamis yag asitlerinin oksidatif yolla pargalanarak yikilmasi olayma “Lipid
peroksidasyonu” (LPO) denilmektedir. Hiicre membranlarinda bulunan yag asitlerinin
ve kolesteroliin doymamis baglari, hizlica ve kolaylikla serbest radikaller ile tepkimeye
girerek peroksidasyon iriinlerini meydana getirmektedir. Baska bir degisle coklu
doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin oksidatif yolla pargalanarak yikilmasi olarak
bilinir ve son derece zararlidir. Ciinkii LPO sonucunda meydana gelen membran hasari

geri doniislimsiiz bir olaydir. Bu olayin (LPO) zararli olmasinin nedeni, kendi kendisini
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devam ettiren zincir reaksiyonu olarak devam etmesi ya da ilerlemesidir (Heath and
Packer 1968; Girotti 1985; Akkus ve Kalak 1996; Long and Halliwell 2000).

Biyolojik sistemlerdeki LPO olayin1 baslatan durum serbest radikallerin, siiperoksit
anyonu ile 6zellikle hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Bahsi ge¢en bu serbest
radikallerin  etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun koparilip
uzaklastirilmasiyla, bu yag asidinin radikal 6zellik kazanmasina neden olmaktadir.
Molekiil i¢i konjuge edilen baglarinin farkli pozisyonlara gelmesiyle birlikte degisiklige
ugramis olan Kkararsiz lipid radikallerinin molekiiler oksijenle tepkimeye girmesi
neticesinde lipidperoksit radikalleri meydana gelmektedir ve bu lipit radikalleri
dayanaksiz bilesiklerdir (Spiteller 2001; Bahgekapili ve Uziim 2007).

Lipid hidroperoksitlerinin yikimasiyla olusan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler
ya hiicre diizeyinde metabolize edilmektedirler ya da baslangigtaki etki alanlarindan
difiize edilerek hiicrenin diger béliimlerine hasari yaymaktadirlar. U¢ veya daha fazla
cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu neticesinde, malondialdehit (MDA)
denilen metabolit meydana gelmektedir (Heath and Packer 1968; Girotti 1985; Yilmaz
ve Ozan 2003). Bu metabolit (MDA) yag asidi oksidasyonun spesifik veya kantitatif bir
indikatoric olmamakla birlikte lipit peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon
gostermektedir. Bundan dolayr organizmada olusan LPO diizeyini 6l¢gmek i¢cin MDA
seviyelerinin Ol¢limii siklikla kullanilan bir yontemdir. MDA, tiobarbitiirik asidi ile
pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve olusan bu ¢dzeltinin absorbans

degerlerinden LPO’ nun derecesi saptanmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Bitkilerinin Temini ve Teshisi

Bu arastirmada kullanilan c¢alisma materyalleri boélgemizde bulunan Dermatocarpon
miniatum Eschw., Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Letharia vulpina (L.) Hue,
Parmelia saxatilis (L.) Ach., Parmelia sulcata Taylor, Ramalina farinacea (L.) Ach.,
Usnea articulata (L.) Hoffm., Usnea filipendula Stirt., Vulpicida pinastri (Scop.) J.-
E.Mattsson & M.J.Lai ve Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. liken tiirlerinden
olugmaktadir. Tezde kullanilan liken tiirlerine ait 6rnekler, 2008-2010 yillar1 arasinda
Haziran-Agustos aylar icerisinde farkli zaman dilimlerinde Erzurum, Artvin ve Giresun
illeri ve gevrelerinden toplanmistir. Likenler toplandiktan sonra yabanci bitki ve
otlardan arindirilarak temizlenmistir. Daha sonra oda sicakliginda kurutulmaya
birakilmigtir. Kurutma igleminin ardindan likenler ¢esitli uluslararasi teshis yontemleri
ve flora kitaplar1 kullanilarak Prof. Dr. Ali ASLAN tarafindan tiirlerin teshisi
yapilmustir (Purvis et al. 1992; Aslan 2000; Aslan vd 2002). Teshisi yapilan liken tiirleri
blender yardimi ile toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen likenlerin birer pargalari
da saklanmigtir. Ayrica liken tiirlerinin birer herbaryum Ornekleri de Atatiirk
Universitesi Kazim Karabekir Egitim Fakiiltesi Herbaryumu’nda numaralandirildiktan
sonra (ATA-KKEF-1855 Dermatocarpon miniatum Eschw., ATA-KKEF-1856
Flavoparmelia caperata (L.) Hale, ATA-KKEF-1857 Letharia vulpina (L.) Hue, ATA-
KKEF-1858 Parmelia saxatilis (L.) Ach., ATA-KKEF-1859 Parmelia sulcata Taylor,
ATA-KKEF-1860 Ramalina farinacea (L.) Ach., ATA-KKEF-1861 Usnea articulata
(L.) Hoffm., ATA-KKEF-1862 Usnea filipendula Stirt., ATA-KKEF-1863 Vulpicida
pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai ve ATA-KKEF-1864 Xanthoria parietina (L.)

Th. Fr.) uygun kosullarda saklanarak muhafazasi yapilmistir.
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3.2. Bitki Tiirlerinin Ekstraksiyonu ve Total Ekstrenin Elde Edilmesi

Liken ornekleri toplanma isleminden sonra yabanci maddelerden temizlenerek ve oda
sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan liken 6rnekleri blenderdan gegirildikten sonra bir
havanda sivi azot ile ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Her bir liken tiirtiniin 20 g
ornegi soxholet cihazina ekstraksiyonu kaplar1 icerisinde yerlestirilerek ayr1 ayr
sirastyla n-Hekzan, dietileter, aseton ve metanol ¢ozeltileri ile ekstraksiyonu yapilmistir.
Daha sonra her ¢oziiciiden elde edilen ekstreler evapore edilerek bir kapta toplanmustir.
Toplanan liken ekstrelerinden elde edilen pellet kivamindaki total ekstre +4°C’ta

muhafaza edilmistir.

Ames/Salmonella typhimurium test sitemi igin literatiir taramasindan sonra tezde
kullanilacak olan dozlar 20 pg/petri, 40 pg/petri, 60 ng/petri,80 pg/petri ve 100 pg/petri
olacak sekilde belirlenmistir. 0.010 gr liken %10’luk 10 mL DMSQO’da ¢ozlilmiistiir.

MN c¢alismast i¢in likenlerimizin tezde kullanilacak olan dozlar1 yapilan literatiir
taramalarindan sonra Spug/ml, 10pug/ml ve 20pg/ml olacak sekilde belirlendi. 0.012 gr
liken %10’luk 10 mL DMSO’da ¢6ziilmistiir. Hazirladigimiz bu stoktan 250 pl kiiltiir
ortamina katilinca medium ortaminda son konsantrasyon 5pg/ml olmustur. Sonra bu
stoktan 500 pl kiiltiir ortamina katilinca medium ortaminda son konsantrasyon 10 pg/ml
olmustur. En son olarak stoktan 1000 pl kiiltiir ortamina katilinca medium ortaminda

son konsantrasyon 20 pg/ml olmustur.

3.3. Calismada Kullamlan Mutant Bakteri Suslari, Kimyasallar ve Cihazlar

3.3.1. Cahismada kullanilan mutant bakteri suslar:

Bu ¢alismada kullanilan Salmonella typhimurium TA1535 (ATTC® Numarasi: 29629)
ve TA1537 (ATTC® Numarast: 29630) mutant bakteri suslart ATTC® (The American

Type Culture Collection — Georgetown University, Bacteria Department, Washington,



55

U.S.A.)’den; Escherichia coli WP2uvrA (ATTC® Numarasi: 49979) mutant bakteri
susu da LGC Standarts (Middlesex, U.K.)’tan saglanmistur.

3.3.2. Calismada kullanmilan pozitif mutajenler ve kimyasal maddeler

3.3.2.a. Ames/Salmonella ve E. Coli WP2 test sistemleri i¢in

Sodyum Azid (NaNs) Sigma-Aldrich®

9-Aminoakridin (9-AA) Merck®

N-Metil-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) ABCR GmbH & Co. KG®
Dimetil Siilfoksit (DMSO) ise Merck®

D-glukoz (dekstroz) Oxoid®

Nutrient Broth No.2 Oxo0id®

Nutrient Agar Difco®

Bacto Agar Difco®

L-triptofan Merck®

Magnezyum Siilfat (MgSO,) Merck®

Potasyum Fostaf Dibasic (K;HPO,) Merck®

Amonyum Sodyum Fosfat Dibasic Tetrahidrat (NaNH;HPO, + 4H,0) Sigma-Aldrich®
D-Biyotin Sigma-Aldrich®

L-Histidin HCI Sigma-Aldrich®

Kristal Viyole Sigma-Aldrich®

Sitrik Asit Monohidrat (HOC(COOH)(CH,COOH), + H,0) Sigma-Aldrich®
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich®

Sodyum Fosfat Monobasic (NaH,PO,) Sigma-Aldrich®

Sodyum Fosfat Dibasic (Na;HPO4) Sigma-Aldrich®

3.3.2.b. Mikroniikleus test sistemi icin

RPMI-1640
Fitohemaglutinin (FHA)
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Fetal Bovine Serum (FBS)

L-Glutamin

Karyotyping Medium Peripheral Blood (Biological Industries)
Penisilin-Streptomisin (PS)

Potasyum Kloriir (KCI) Merck®

Potasyum fosfat monobazik (KH,PO,4) Merck®
Sodyum fosfat dibazik (Na,HPQO,4) Merck®
Giemsa boyas1 Merck®

Asetik asit (CH3COOH) Merck®

Metanol (CH30OH) Merck®

Aflatoksin B; (AFB;) Sigma-Aldrich®

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Sitokalazin B Sigma-Aldrich®

3.3.3. Calismada kullanilan aletler ve cihazlar

Buzdolab1: Arcelik, TURKIYE, 8190NF
Calkalamali Inkiibator: Zhicheng, CHINA, ZHWY-200B

Derin Dondurucu: Nuaire, U.S.A., -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK

Hassas Terazi: Mettler Toledo, CHINA, AL204
Inkiibator: Binder, GERMANY, BD53

Manyetik Karistirict : Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083
Otoklav: Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
Saf Su Cihazi: GFL, GERMANY, 2004

Sicak Su Banyosu: Memmert, GERMANY, 854
Steril Kabin: Esco, SINGAPORE, AC2-4E1
Spektrofotometre: Shimadzu, JAPAN, RC 232C

pH Metre: Hanna, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202
Vortex: IKA, U.S.A., MS2

Elektronik terazi (Precisa 160 M)

Santrifiij (niive CN180, NF048)
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Mikroskop ( Olympus BX2)

Mikroskop ( Nikon)

Mikrontikleus Goriintiilleme (Nikon)

Isitmali manyetik karistirici (Velp Scientifica)
Cam erlen mayer

Cam meziir

Cam sale

Plastik pastor pipeti

Kiiltiir tiipleri

Etiiv

3.4. Ames/Salmonella ve E. Coli WP2 Test Sistemleri

3.4.1. Cozeltiler ve besiyerleri

Vogel-Bonner (VB tuzlar1) medyum E (50%): Minimal glukoz agar (bottom = alt agar)

besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Igerik 1000 ml i¢in
Magnezyum siilfat (MgSO,) 8,79
Amonyum sodyum fosfat dibasic tetrahidrat (NaNH;HPO,4 + 4H,0) 1759
Potasyum fostaf dibasic (K;HPOy,) 5009
Sitrik asit monohidrat (HOC(COOH)(CH,COOH), + H,0) 100 g

Cozeltinin hazirlanmasinda, onceden sicakligi 50°C’ye ayarlanmis olan 650 ml distile
su igerisine yukaridaki maddeler belirtilen miktarlarda sirasiyla eklenir. Manyetik
karistirict yardimiyla maddenin tamamen ¢6ziinmesi saglandiktan sonra bir maddenin
ardindan digerinin eklenmesi suretiyle hazirlanan ¢ozeltinin son hacmi, distile su
eklenerek 1000 m1’ye tamamlanir. Bu islem tamamlandiktan sonra 20 ml’lik hacimlerde

cam deney tiiplerine aktarilan ¢ozelti 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edilir ve
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daha sonra karanlikta oda 1sisinda saklanir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karadayi
2010).

%10’luk D-glukoz cozeltisi: Minimal glukoz agar (bottom=alt agar) besiyerlerinin

hazirlanmasinda kullanilmstir.

Icerik 1000 ml i¢in
D-glukoz (Dekstroz) 100 g

Bu ¢ozeltinin hazirlamisinda 100 g D-glukoz 700 ml distile su igerisine konularak
manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢oziildiikten sonra son hacmi distile su ile 1000
ml’ye tamamlanir. Bu islemden sonra elde edilen ¢6zelti 50 ml’lik hacimlerde cam
siselere aktarilarak 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir ve +4°C’de saklanir
(Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

Minimal glukoz agar: Tez ¢alismasinda mutajenite ve antimutajenite deneylerinde
temel alt (bottom) besiyeri olarak kullanilmistir. Ayrica minimal glukoz agar besiyeri
modifiye edilerek, test organizmalarinin biyotin, histidin ve triptofan oksotrofilerini

arastirmak i¢in de kullanilmastir.

Igerik 1000 ml i¢in
Agar 15¢
Vogel-Bonner (VB tuzlar.) medyum E (50 X) 20 ml
%100 fluk D-glukoz ¢ozeltisi 50 ml

Kullanilan bu besiyeri hazirlanmasinda 15 g agar 930 ml distile su igerisine konulur ve
olusan ¢ozelti 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edilir. Sterilizasyon islemden
sonra sicaklik 45-65°C’ye kadar diistiriiliir ve ¢ozeltiye daha onceden hazirlanmis ve
steril edilmis Vogel-Bonner (VB tuzlari) medyum E (50X) ve %10’luk D-glukoz
cozeltisi eklenerek steril kabin icerisinde hafifce ¢alkalamak suretiyle iyice karistirilir.

Cozelti uygun dokme sicakligina geldiginde her biri 25-30 ml besiyeri igerecek sekilde
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petrilere dokiiliir. Petrilere dokiilen bu besiyeri oda sicakliginda, steril ortamlarda
muhafaza edilmistir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

Histidin/Biyotin ¢ozeltili top agar: S. typhimurium suslariyla yapilan mutajenite ve
antimutajenite deneylerinde kullanilan test materyalinin, test bakterilerinin ve diger

kimyasal maddelerin homojen olarak etkilesimini saglamak amaciyla kullanilmstir.

Igerik 1000 ml i¢in
Agar 69
Sodyum klorur (NaCl) 60
0,5 mM Histidin/Biyotin cozeltisi 100 ml

Tez ¢alismasinda kullanilan bu ¢6zeltinin hazirlanisinda 6 g agar ve 6 g NaCl 900 ml
distile su igerisine katilir ve olusan ¢ozelti 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril
edilir. Sterilizasyon isleminden sonra oda sicakliginda saklanir. Hazirlanmig olan bu
¢ozelti deneyde kullanilmadan 6nce mikrodalga firinda isitilarak ¢oziiliir ve igerisine
100 ml 0,5 mM Histidin/Biyotin ¢6zeltisi eklenir (Mortelmans and Zeiger 2000;
Karaday1 2010).

Triptofan c¢ozeltili top agar: E. coli bakteri susuyla yapilan mutajenite ve
antimutajenite deneylerinde uygulanan test materyalinin, test bakterilerinin ve diger

kimyasallarin homojen olarak etkilesimini saglamak amaciyla kullanilmistir

Igerik 1000 ml i¢in
Agar 69
Sodyum klorur (NaCl) 69
0,5 mM Triptofan cozeltisi 100 ml

Tez ¢aligmasinda kullanilan bu ¢6zeltinin hazirlanisinda 6 g agar ve 6 g NaCl 900 ml
distile su igerisine katilir ve elde edilen bu ¢ozelti 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak

steril edilir. Sterilizasyon isleminden sonra oda sicakliginda saklanir. Deneyde
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kullanilmadan 6nce ise bu ¢ozelti, mikrodalga firinda 1sitilmak suretiye ¢oziiliir ve
icerisine 100 ml 0,5 mM triptofan ¢ozeltisi eklenir (Mortelmans and Riccio 2000;
Karaday1 2010).

0,5 mM Histidin/Biyotin ¢ozeltisi: S. typhimurium suslari ile yapilan mutajenite ve
antimutajenite c¢alismalarinda; histidin ve biyotin oksotrofu olan S. typhimurium
suslarinin birkag defa boliinmesine olanak saglayarak, bu bakterileri mutajen ve

antimutajen ajanlara karsi1 daha duyarli hale getirmek amaciyla kullanilmaktadir.

Icerik 1000 ml i¢in
D-Biyotin 124 mg
L-Histidin 96 mg

Tezde kullanilan bu ¢ozeltinin hazirlanmasinda D-Biyotin ve L-Histidin maddeleri
kaynama sicakligina getirilmis olan 1000 ml distile su igerisine katilarak manyetik
karistirict ile iyice karigtirllmak suretiyle ¢oziiliir. 0,45 uM membran filtre kullanilarak
steril edildikten sonra +4°C’de saklanir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karadayi 2010).

0,5 mM Triptofan ¢ozeltisi: Kullanilan bu ¢ozelti E. coli susu kullanilarak yapilan
mutajenite ve antimutajenite caligmalarinda; triptofan oksotrofu olan test bakt E. coli
susunun birka¢g defa boliinmesine olanak saglayarak, bu bakterileri mutajen ve

antimutajen ajanlara kars1 daha duyarli hale getirmek amaciyla kullanilmaktadir.

Icerik 1000 ml i¢in
L-Triptofan 102 mg

Bu ¢6zeltinin hazirlanmasinda 102 mg L-Triptofan kaynama sicakligina getirilmis olan
1000 ml distile su igerisine katilarak manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢oziiliir. 0,45
uM membran filtre kullanilarak steril edildikten sonra +4°C’de saklanir (Mortelmans
and Riccio 2000; Karaday1 2010).
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0,1 mM Sodyum fosfat tamponu (pH: 7,4): Mutajenite ve antimutajenite
caligmalarinda reaksiyon ortaminin pH dengesini saglamak, kullanilan test materyaliyle
mutajen madde ve bakteri hiicreleri arasindaki etkilesimi kolaylastirmak amaciyla

kullanilmustir.

Icerik 1000 ml i¢in
A Cozeltisi: 1000 ml distile su igerisinde 11,9 g sodyum fosfat monobasic 120 ml

(NaH,PO,) ¢oziilmesiyle hazirlanir.
B Cozeltisi: 1000 ml distile su icerisinde 12,6 g sodyum fosfat dibasic 880 ml
(Na2HPO4) ¢oziilmesiyle hazirlanir.

Bu ¢ozeltinin hazirlanisinda A ve B ¢ozeltileri belirtilen miktarlarda karigtirilir. Daha
sonra pH: 7,4 degerine ayarlanir. Eger pH istenilen degerde degi ise ortama A ¢ozeltisi
ilave edilerek pH istenilen degere ayarlanir. Bu pH ayarlama isleminin ardindan 20
ml’lik hacimlerde cam deney tiiplerine ¢ozelti aktarilarak 121°C’de 30 dakika
otoklavlanarak steril edilir ve karanlik ortamda oda sicakliginda saklanir (Mortelmans
and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

Nutrient broth: Tezde kullanilan test bakterilerinin canlandiriimas: ile gecelik

kiiltiirlerinin hazirlanmasi isleminde kullaniimastir.

Icerik 1000 ml i¢in
Oxoid nutrient broth No:2 23 ¢

Nutrient broth ¢ozeltisinin hazirlanisinda 23 g madde kaynama sicakligina getirilmis
olan 1000 ml distile su icerisine aktarilarak manyetik karigtirict yardimiyla iyice
cozilir. Elde edilen ¢ozelti 10 ml’lik hacimlerde cam tiiplere aktarildiktan sonra
121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edilir ve +4°C’de saklanir (Mortelmans and
Zeiger 2000).
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Nutrient agar: Bu ¢ozelti canlandirilan test bakterilerinden tek kolonilerin elde
edilmesi ve E. coli mutant bakterileri irkinin uvrA mutasyonu ile S. typhimurium mutant

bakterilerinin rfa ve uvrB mutasyonlarinin genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 1000 ml i¢in
Difco nutrient agar 289

Bu ¢6zeltinin hazirlanisinda 28 g Nutrient agar kaynama sicakligina getirilmis olan
1000 ml distile su igerisine aktarilarak manyetik karigtirici yardimiyla iyice ¢oziiliir.
Elde edilen bu ¢ozelti 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril edilir. Sterilizasyon
isleminden sonra dokme sicakligina geldiginde her biri 25-30 ml besiyeri icerecek
sekilde petri kaplarina dokiiliir. Bu besiyerleri de oda sicakliginda steril ortamlarda
muhafaza edilmelidir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

200,1’lik Kristal viyole cozeltisi: rfa mutasyonu tasiyan mutant S. typhimurium

bakterilerinin genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 100 ml i¢in
Kristal viyole 100 mg

Bu ¢ozelti 100 mg kristal viyolenin 100 ml distile su icerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanir.
Elde edilen ¢ozelti 151k gecirmeyen siselere konularak +4°C’de saklanir (Mortelmans
and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

%00,01°lik Biyotin ¢ozeltisi: Biyotin oksotrofu olan S. typhimurium bakterilerinin

genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 100 ml i¢in
D-Biyotin 10 mg
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Bu ¢ozelti 10 mg D-biyotinin kaynama sicakligindaki 100 ml distile su igerisinde
¢oOziilmesiyle hazirlanir. Elde edilen ¢ozelti 0,45 uM membran filtre kullanilarak steril

edildikten sonra +4°C’de saklanir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karaday1 2010).

%0,5’lik Histidin ¢ozeltisi: Histidin oksotrofu olan S. typhimurium bakterilerinin

genetik kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 100 ml i¢in
L-Histidin 500 mg

Bu ¢ozelti 500 mg L-Histidin’in kaynama sicakligindaki 100 ml distile su igerisinde
¢oziilmesiyle hazirlanir. Elde edilen ¢ozelti 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra +4°C’de saklanir (Mortelmans and Zeiger 2000; Karadayi 2010).

%0,4’luk Triptofan ¢ozeltisi: Triptofan oksotrofu olan E. coli bakterilerinin genetik

kontrolii i¢in kullanilmistir.

Icerik 100 ml i¢in
L-Triptofan 400 mg

Bu ¢6zelti 500 mg L-triptofanin kaynama sicakligindaki 100 ml distile su igerisinde
¢oziilmesiyle hazirlanir. Elde edilen ¢ozelti 0,45 uM membran filtre kullanilarak steril

edildikten sonra +4°C’de saklanir (Mortelmans and Riccio 2000; Karadayi 2010).

3.5. Mikroniikleus Analizleri

3.5.1. Kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tespit soliisyonunun hazirlanisi
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1/3 asetik asit metanol ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Hipotonik soliisyonun hazirlanisi

0.560 gr KCI 100 mL distile suda ¢oziilerek 0.0075M KCI ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Boya soliisyonunun hazirlanmisi

9.08 gr/L KH,POy, 14.8 gr/L Na,HPO4 2H,0 hazirlanmigtir. 30 mL Na,HPO, 2H,0

aliarak iizerine 40 mL KH,PO, soliisyonu eklenerek pH 6.8’e ayarlanmistir.

Lenfosit besi yerlerinin hazirlanisi ve saklanmasi

100 mL RPMI-1640
20 mL FBS

5 mL FHA

2 mL L-Glutamine
1 mLPS

Karyotyping Medium Peripheral Blood Biological Industries

Hazirlanan solusyon 7.5 mL olacak sekilde steril hiicre kiiltiir tiiplerine paylastirilarak

kullanim zamanina kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.2. Donor se¢imi

Saglik sorunu olmayan, yaslar1 24 ile 28 arasinda bulunan 4 erkek ve 4 bayandan olusan
gontlli olarak deneye katilmak isteyen toplam 8 donor secilmistir. Dondrler sigara
kullanmayan (ayrica pasif icici olmadiklar1 da belirlenerek), herhangi kalitsal, akut veya

kronik rahatsizliklar1 olmayan saglikli kisiler arasindan secilmistir. Ayrica donérler son
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6 ay icerisinde her hangi bir nedenle antibiyotik, X-Ray almadiklari, tanimlanan akut
veya kronik bir rahatsizliklarinin olmadigi so6zlii beyanlarma dayanilarak kabul
edilmistir. Donoérlerden calismaya baslanacagi saatte heparinize kan numuneleri

alinmustir.

3.5.3. Deney diizeneginin olusturulmasi

Daha 6nce hazirlanmis olan besi yerleri -20°C’den ¢ikarilarak oda sicakligina gelmeleri
saglanmistir. Oda sicakligina gelen besi yerine asagida belirtilen kimyasallar, belirlenen
oranlarda steril (filtre) edilerek ve steril sartlar altinda eklenmistir. Bu islemler
sonrasinda belirlenen dondrden alinan kan Orneklerinden her bir tiip igerisine 1 mL
eklenmistir. Bu deney diizenegi toplam 8 donor igin tekrarlanmistir. Hazirlanan bu
deney diizenegi her bir liken 6rnegi igin tekrar edilerek dozlar asagidaki oranlarda

hazirlanmustir.

Kiiltiir 1: Sadece besi yeri + Kan (1 ml)

Kiiltiir 2: Besi yeri + Kan (1 ml) + 5 uM AFB;

Kiiltiir 3: Besi yeri + Kan (1 ml) + 10 pg/ml liken

Kiiltiir 4: Besi yeri + Kan (1 ml) +5 uM AFB; + Spg/ml liken
Kiilttir 5: Besi yeri + Kan (1 ml) + 5 uM AFB; + 10pg/ml liken
Kiiltiir 6: Besi yeri + Kan (1 ml) + 5 uM AFB; + 20pg/ml liken

3.5.4. Lenfosit kiiltiirii

Donorlerden alinan heparinize periferik kan ornekleri ve ilgili kimyasallar ile hazirlanan
8 mL’lik hiicre kiiltiir tiipleri 72 saat 37°C’de kapali hiicre kiiltliriine alinmustir.
Kiiltiiriin 44. saatinde her bir tiipe 6pug/ml Cytochalasin B ilave edilmistir.

72. saatte kiiltlire edilen tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek siipernatan

kism1 biyokimyasal analizler i¢in ayrilmistir.



66

Pellet iizerine hipotonik soliisyonu (0.075 M KCI) eklenmis ve tiipler 20 dakika
37°C’lik etiivde bekletilmistir.

1200 rpm’de 10 dakika santrifiije edilerek siipernatan kismi atilmis ve pellet {izerine 1:3

oraninda soguk asetik asit metanol karisimi eklenerek tespit islemi gergeklestirilmistir.

Tespit isleminden sonra tiipler 24 saat +4°C’de bekletilmistir. Daha sonra ¢ikarilan
tiiplere tespit islemi toplam ii¢c kez tekrarlanmistir. Tespit islemi sonunda siipernatanin

1-1.5 mL’lik alt kism1 hari¢ diger boliimii atilmistir.

Dipte kalan pellet calkalanarak tekrar silispanse edildikten sonra soguk tespit i¢inde
bekleyen lamlarin her birine 10—12 damla bu siispansiyondan damlatilarak her doz i¢in

5 ¢ift lam hazirlanmistir.

Hazirlanan preparatlar ii¢ giin oda sicakliginda bekletilerek kurumaya ve yaslanmaya

birakilmustir.

Bu 3 giinliik siirenin sonunda her bir preparat giemsa boyasi ile boyanarak sayima hazir

hale getirilmistir.

3.5.5. Giemsa ile boyama islemi

Bu islem sirasi ile su sekilde tatbik edilmistir;

Ug giin oda 1sisinda kurutulan preparatlar Giemsa boyasi ile 10 dk boyanarak ve
kuruduktan sonra incelemeye almmistir. Inceleme isleminde elde edilen veriler her doz

icin ayr1 ayri not alinarak verilerin elde edilmesi saglanmuigstir.
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3.6. SOD, GSH, GPx, MDA Ol¢iimii

SOD, GSH, GPx, MDA, dl¢iimii i¢in 72 saat kiiltiire edilen tiipler 1200 rpm’de 10

dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatan kismi1 analiz i¢in kullanilmistir.

3.6.1. Superoksit dismutaz (SOD) ol¢iimii

Kullanilan reaktifler:

* Deney reaktifi (Ksantin 0.3 mM; EDTA 0.6 mM; NBT 150 uM; Na,CO3 4 M; BSA 1
gr/L)
* Ksantin oksidaz 167 U/L

Cu,Zn-SOD aktivitesi hiicre kiiltiirli siipernatantinda Sun ve arkadaglarinin tarif ettigi
metod kullanilarak 6l¢tilmiistiir (Sun et al. 1988). 100 pl numune iizerine 2.45 mL assay
reaktifi (0.3 mM xanthine, 0.6 mM Na,EDTA, 0.15 mM NBT, 0.4 M Na,COj3 (sodyum
karbonat), 1 g/L bovine serum albumin (BSA) katilmistir. Ksantin oksidaz (50 ul, 167
U/L) ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir. Ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan
tiretilen siiperoksit anyon radikalleri tarafindan NBT’nin indirgenmesi ile olusan
absorbans degisimi 560 nm de 6l¢iilmiistiir. NBT nin indirgenmesini %50 inhibe eden
enzim aktivitesi 1 enzim {initesi olarak tanimlanmigtir. Cu, Zn-SOD aktivitesi mg

proteinde SOD iinitesi olarak ifade edilmistir.

3.6.2. Glutatyon peroksidaz (GPx) dl¢iimii

Kullanilan Reaktifler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5 mM EDTA’l1)
Glutatyon (GSH) (150 mM)
Glutatyon rediiktaz (30 U/mL)



68

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) (8§ mM)
Sodyum azid (NaN3) (0.12 M)
Hidrojen peroksid (H202) (2 mM)

GPx aktivitesi, hiicre Kkiiltiiri siipernatantinda Paglia ve Valentine metodu ile
ol¢tilmiistiir (Paglia and Valentine 1967). Kisaca, bir kiivet i¢erisine 50 ul numune, 100
ul NADPH (8 mM), 100 pl rediikte glutatyon (150 mM), 20 ul glutatyon rediiktaz (30
U/mL), 20 ul sodyum azid ¢ozeltisi (0.12 M) ve 2.65 mL potasyum fosfat tamponu (50
mM) (pH 7.0, 5 mM EDTA) birlestirildikten sonra 30 dk. 37°C’de inkiibe edilmistir.
100 pl H,O;, (2 mM) ilave edilerek alt iist yapmak suretiyle karigtirilmis ve reaksiyon
baslatilmistir. NADPH’in NADP’ye doniisiimii 5 dk. 340 nm’de spektrofotometrik
olarak Ol¢lilmistiir. Enzim aktivitesi, 340 nm dalga boyundaki NADPH’in molar
absorbtivite katsays1 (6.22x10°) kullanilarak hesaplanmus ve iinite/gr protein olarak

ifade edilmistir.

3.6.3. Glutatyon (GSH) él¢iimii

Kullanilan Reaktifler:

10mM 5-5'-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi
100 mM KH3PO4

5mM Na, EDTA

GSH-RD, 625 U/L

1.47mM B-NADPH

Glutatyon (GSH) (150 mM)

GPx aktivitesi, hiicre kiiltiirii silipernatantinda Paglia ve Valentine metodu ile
Ol¢iilmiistiir (Paglia and Valentine 1967). Kisaca, bir kiivet igerisine 100 ul numune, 3

ml’lik kiivete konulduktan sonra 750 pL 10mM 5-5'-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit
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(DTNB) ¢ozeltisi ile 100 mM KH,PO4ve 5 mM Na, EDTA ilave edilmistir. Daha sonra
625 U/L GSH-RD eklenerek pH 7.5’¢ ayarlanmistir. 3 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra 150 pL 1.47mM B-NADPH eklenerek ters cevirerek hizlica
karistirilmistir.  Indirgenmis ve yiikseltgenmis GSH miktar1 oraninda 5-thio-2-
nitrobenzoik asit olusumu 2 dk. 412 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir.
Enzim aktivitesi, 412 nm dalga boyundaki NADPH’ i molar absorbtivite katsayisi

(6.22X10'6) kullanilarak hesaplanmis ve tinite/umol gr protein olarak ifade edilmistir.

3.6.4. Malondialdehit (MDA) ol¢iimii

Kullanilan Reaktifler:

%8.1 sodyum dodesil siilfat (SDS)
%20 asetik asit (CH3;COOH)
n-biitanol/piridin (15:1, v/v)
EDTA0.1M

Tiobarbutirik asit (TBA) ¢ozeltisi %1
Sodyum hidroksit (NaOH) 0.05 N

MDA seviyesi hiicre kiiltiirli siipernatantinda Ohkawa tarafindan tanimlanan metoda
gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Ohkawa 1979). Toplam hacim 4 mL
olacak sekilde %8.1 sodyum dodesil siilfat (SDS), %20 asetik asit, %0.9 thiobarbiturik
asit karistmmna 0.2 mL numune eklenerek 1 saat 95°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiipler oda sicakligina kadar sogutulmus ve iizerine 1 mL distile su
ile 5 mL n-butanol/piridin (15:1, v/v) eklenmistir. Numuneler 4000 rpm’de 10 dk.
santrifij edilmistir. Siipernatantin 532 nm’de absorbansi Ol¢lilmiis ve standart grafik
yardim1 ile MDA konsantrasyonu hesaplanmistir. 1.1.3.3-Tetraetoksipropan standart

olarak kullanilmistir. MDA konsantrasyonu umol/L olarak ifade edilmistir.
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Protein konsantrasyonu hiicre kiiltiirii slipernatantinda Bradford metoduna gore
belirlenmistir (Bradford 1976). Fotometrik oOlgtimler, DU 530 spektrofotofmetre

(Beckman Instruments, Fullerton, CA) ile kuartz kiivetler kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.7. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen Ames/Salmonella ve E. Coli WP2 verileri, ortalama ve standart hatalar

( £ +SE) hesaplanmustir. Mutajen maddelerin etkisi ve liken ekstraktlarinin nasil bir
iligki icerisinde oldugu SPSS 16.0 analiz programinda T-Testi ile degerlendirilmistir.
Sonuglarin p<0.05 olmasi durumunda aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli kabul

edilmistir.

Elde edilen MN verileri ile say1, ortalama ve standart hatalar ( X +SE) hesaplanmustir.
AFB;’in MN f{izerine etkisi ve liken ekstraktlarinin nasil bir iligki icerisinde oldugu
SPSS 16.0 analiz programinda Duncan’s ile degerlendirilmistir. Sonuglarin p<0.05

olmas1 durumunda aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir.

Biyokimyasal parametrelerin ortalama degisimlerinin degerlendirilmesinde Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Sonuglarin p<0.05 olmasi durumunda &nemli kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yaptigimiz tez calismasinda elde ettigimiz sonuglar mikrobiyal mutajenite testi olan
AMES-Salmonella ve 6karyotik mutajenite testi olan Mikronukleus (MN) ile, ayrica
biyokimyasal analizlerden olan SOD, GPx, GSH ve MDA i¢in ii¢ ayr1 baslik altinda
verilmistir. Her bir parametre i¢inde kontrol ve deney gruplari arasindaki farklar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

4.1. Mutajenite ve Antimutajenite Arastirmalarinda Kullanilan Mutant

Bakterilerin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

4.1.1. Histidin/Biyotin gereksinimi

S. typhimurium TA1535 ve TA1537 bakteri suslart ile histidinli, biyotinli ve
histidin/biyotinli minimal glukoz agar petrileri kullanilarak yapilan deneyler sonucunda
yalnizca histidin/biyotinli minimal glukoz agar petrilerinde lireme goriilmesi kullanilan

test bakterilerinin histidin/biyotin oksotrofu oldugunu kanitlamistir.

Sekil 4.1. S. typhimurium TA1535 ve TA1537 suslarinda tireme igin histidin/biyotin
gereksiniminin gosterilmesi
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4.1.2. Triptofan gereksinimi

E. coli WP2uvrA bakteri susu ile triptofansiz ve triptofanli minimal glukoz agar petrileri
kullanilarak yapilan deneyler sonucunda yalnizca triptofanli minimal glukoz agar
petrilerinde lireme goriilmesi kullanilan test bakterisinin triptofan oksotrofu oldugunu

kanitlamistir.

Sekil 4.2. E. coli WP2uvrA susunda lireme i¢in triptofan gereksiniminin gosterilmesi

4.1.3. uvrA ve uvrB mutasyonlari

E. coli WP2 ve S. typhimurium bakteri suslarinin nutrient agar besi yeri igeren petrilere
ekilme ve kismen U.V. 1s18a maruz birakma esasina dayanan testler sonucunda U.V.
isinlarindan  korunan bdlgelerde iireme olmasina karsin bu iginlara maruz kalan
bolgelerde bakteri tiremesinin goriilmemesi; test suslarindan E. coli WP2’nin uvrA ve S.

typhimurium bakteri suslarinin uvrB mutasyonu tagidigini kanitlamistir.
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Sekil 4.3. Test suslarinin uvrA ve uvrB mutasyonlarini tagidiklarinin gosterilmesi

4.1.4. rfa mutasyonu

S. typhimurium TA1535 ve TA1537 bakteri suslarinin nutrient agar besi yeri igeren
petrilere ekilme ve kismen kristal viyoleye maruz birakma esasina dayanan testler
sonucunda boya bulunan bolgelerde bakteri iliremesinin olmadigi seffaf alanlarin

olusmasi test bakterilerinin rfa mutasyonu tasidiklarini kanitlamistir.

Sekil 4.4. S. typhimurium TA1535 ve TAI1537 suslarinda rfa mutasyonunun
gosterilmesi
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4.2. Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayilarinin Belirlenmesi

Yapilan kontrol testleri ile mutant bakteri suslarinda meydana gelen spontan
mutasyonlarin gostergesi olan kendiliginden geri donen koloni sayilar1 her bir sus i¢in
belirlenmistir. Ayrica bu testlere ilaveten yapilan tim deneylerde kendiliginden geri

donen koloni sayilarini belirleyen negatif kontroller kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Mutant bakteri suslarinin kendiliginden geriye donen koloni sayilari

Mutant Bakteri Susu Kendiliginden Geriye Donen Koloni Sayisi
(Ortalama = S.H.)

E. coli WP2uvrA 22,44 +1,34

S. typhimurium TA1535 20,10+ 2,14

S. typhimurium TA1537 20,34 + 2,03

4.3. Pozitif Mutajenlerin ve Test Materyallerinin Uygulama Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Pozitif mutajenlerin  uygun konsantrasyonlarint  belirleme amaciyla yapilan
optimizasyon c¢alismalar sonucunda bu maddelerin uygulama konsantrasyonlart N-
Metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) i¢in 1 pg/petri, sodyum azid (NaN3) igin 1
ng/petri ve 9-Aminoakridin (9-AA) i¢in 40 pg/petri olarak belirlenmistir.

Test materyallerinin uygulama konsantrasyonlarini belirlemek i¢in yapilan sitotoksik
etki belirleme g¢aligmalar1 sonucunda yan etkilerin goriilmedigi en ist limitler liken

ekstreleri i¢in 100 pg/petri olarak belirlenmistir.

4.4. Liken Oziitlerinin Mutajenik ve Antimutajenik Ozellikleri

Dermatocarpon miniatum Eschw., Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Letharia vulpina
(L.) Hue, Parmelia saxatilis (L.) Ach., Parmelia sulcata Taylor, Ramalina farinacea

(L.) Ach., Usnea articulata (L.) Hoffm., Usnea filipendula Stirt.,Vulpicida pinastri
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(Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai ve Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. liken tiirlerinden
elde edilen total liken ekstreleri ile yapilan mutajenite deneylerinin higbirinde
uygulanan konsantrasyonlarda (20 pg/petri, 40 pg/petri, 60 pg/petri, 80 pg/petri ve 100
ug/petri) mutajenik etkiye rastlanmamistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Ames-Salmonelle typhimurium (TA 1535, TA1537) ve E. Coli WP2uvrA
mutajenite test sonuglari

Test Konsantrasyon E. coli S. typhimurium S. typhimurium
materyali (ng/plate) WP2uvrA TA1535 TA1537
Ort. + S.H. %Mut. Ort. + S.H. %Mut.  Ort. + S.H. %Mut.
25 21,50+02,14 - 21,75+02,03 - 23,75+01,34 -
50 23,25+01.03 - 22.00+01.89 - 23,25+01,96 -
D. miniatum 100 23.25+01.99 - 23,00+01.01 - 25,00£01,03 -
25 22,75+02.01 - 28,50+00,96 - 24,50+01,32 -
F. caperata 50 23,00+01,10 - 27,75+01,34 - 28,00+01,08 -
100 22,75+02,00 - 29,50+02,00 - 29,00+02,00 -
25 22,25+02,05 - 28,50+01,66 - 23,50+02,02 -
L. vulpina 50 23,00+02,08 - 26,25+01,85 - 22,50+01,85 -
100 23,25+02,10 - 27,75+01,44 - 24,00+01,96 -
25 25,00+01,63 - 23,25+01,03 - 25,25+01.87 -
P,saxatilis 50 27,25+01,44 - 23,50+02,09 - 26,50+01.98 -
100 23,75+01,03 - 22,50+01,56 - 25,75+02,23 -
25 30,25+02.00 - 25,50+01,69 - 30,00+01,97 -
P.sulcata 50 30,75+02,01 - 27,00+02,01 - 28,75+01,57 -
100 31,00+02,13 - 27,25+02,14 - 29,25+01,92 -
25 25,00+01,63 - 27,75+00,95 - 28,50+01,80 -
R. farinacea 50 22,75+01,38 - 26,50+02,06 - 26,75+02,00 -
100 25,25+02,75 - 24,50+01,32 - 29,25+01,83 -
25 26,75+02,02 - 27,50+01,45 - 22,75+01,76 -
U. articulata 50 24,75+01,59 - 25,75+01,23 - 25,00+01,22 -
100 24,00+01,96 - 26,25+01,51 - 23,75+01,34 -
25 24,50+01,66 - 25,75+01,88 - 25,25+02,05 -
U. filipendula 50 22,75+01,56 - 26,75+01,82 - 23,25+02,01 -
100 25,00+01,11 - 26,75+01,78 - 25,75+01,98 -
25 30,00+01,89 - 25,20+01,91 - 25,00+01,48 -
V. pinastri 50 27,75+01,76 - 25,25+02,01 - 26,75+01,56 -
100 28,00+01,65 - 25,50+02,00 - 25,50+01,97 -
25 25,00+01,70 - 26,25+01.83 - 23,25+01,65 -
X. parietina 50 26,75+01,89 - 26,50+01,77 - 25,75+02,01 -
100 27,25+02,00 - 26,00+02,09 - 25,25+01.97 -
MNNG: 1 235,5043,97
NaN; ™~ 1 318,00+7,92
9-AA 40 241,00+4,49
DMSO 100 25.0040,57 6,50+0,76 4,50+0,42

ul/plate
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Ayni liken tiirlerinin total ekstreleri ile yapilan antimutajenite ¢aligmalarinda N-Metil-
N’-nitro-N-nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri
susu tizerine Dermatocarpon miniatum Eschw. total ekstresinin (D.M.T.E) 100 ug/petri
ve 20 ug/petri dozlarinda sirasiyla %42,25 ve %40,13 ile yiiksek, 60 pg/petri dozunda

ise %632,06 ile orta dereceli antimutajenik etki gostermistir.

Sodyum azid (1 upg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1535 susu
kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde D.M.T.E’nin 80 pg/petri dozunun
%13,67 ile zayif bir antimutajenik etkisi gozlenirken 60 pg/petri dozunda ise zayif

mutajenik etki gdzlenmistir.

9-Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu
kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde D.M.T.E’nin 20 pg/petri, 80 pg/petri
ve 100 pg/petri dozlarinda sirasiyla %58,50, %43,98 ve %52,28 ile kuvvetli
antimutajenik etki, 60 pg/petri dozunda %26,76 ile orta diizeyde antimutajenik etki ve
40 pg/petri dozunda ise %16,80 ile zayif antimutajenik etki gozlenmistir.

Flavoparmelia caperata (L.) Hale liken tiiriiniin total ekstresi (F.C.T.E) ile yapilan
antimutajenite calismalarinda N-Metil-N -nitro-N-nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile
mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu tizerine F.C.T.E’nin 100 pg/petri
dozu ile 20 pg/petri’lik dozu %40,98 ile en yiiksek oranda antimutajenite
gostermektedir. Ayrica 40 pg/petri dozu ile 80 pg/petri’lik dozlart da %32,91, %29,51
ile yiiksek diizeyde antimutajenite gostermistir. 60 pg/petri’lik dozu ise %24,42 ile
diger dozlara nazaran en az diizeyde antimutajenite gostermesine ragmen antimutajenik

etkinliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1535 susu
kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde F.C.T.E’nin 100 pg/petri dozunun
%17,13 ile 80 pg/petri’lik dozun ise 15,88 ile orta seviyede antimutajenite gosterdigi,

bununla beraber 60 pg/petri dozu ise %8,49 ile zayif seviyede antimutajenik etki
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gostermistir. Ayrica F.C.T.E’nin 20 pg/petri ve 40 pg/petri’lik dozlar sirasiyla 905,03

ve %13,83 ile zayif mutajenite gostermistir.

9-Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu
kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde F.C.T.E’nin 20 pg/petri’den 100
ug/petri’ye kadar ki tiim dozlar1 yiiksek antimutajenik 6zellik gostermistir. Tabloya
bakildiginda dozun artmasiyla paralel olarak antimutajenik 6zelliginin de arttig
goriilmiistiir. Swrasiyla 20 pg/petri’den 100 pg/petri’ye kadar olan dozlar1 9045,85,
%48,75, 250,86, %57,67 ve %62,65 oraninda antimutajenik inhibisyon oranina sahip

oldugu goriilmiistiir.

Letharia vulpina (L.) Hue liken tiiriniin total ekstresinin (L.V.T.E) antimutajenite
caligmalarinda N-Metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan
E. coli WP2uvrA bakteri susu tizerine 100 pg/petri ve 80 pg/petri’lik dozlar1 933,33 ve
229,09 ile kuvvetli antimutajenik etki gosterdigi gorilmistiir. 20 pg/petri, 40 pg/petri
ve 60 pg/petri’lik dozlar ise zayif antimutajenite gostermekle beraber en diisiik etkiye
sahip doz %11,89 ile 20 pg/petri’lik dozun oldugu goériilmistiir. 40 pg/petri ve 60
ug/petri dozlart %15,07 ve %19,75 ile orta diizeyde antimutajenik inhibisyon oranina
sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Letharia vulpina (L.) Hue liken tiiriinin total ekstresinin (L.V.T.E) Sodyum azid (1
pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1535 susu kullanilarak yapilan
antimutajenite deneylerinde L.V.T.E’nin 100 pg/petri dozunun %32,86 oraninda en
yiiksek diizeyde antimutajenik etkinlik gosterdigi goriilmiistiir. L.V.T.E’ nin 40 pg/petri
ve 60 pg/petri’lik dozlari ise 920,44 ve %21,38 oraninda orta diizeyde antimutajenik
inhibisyon etkisi gostermistir. Fakat L.V.T.E’nin 20 pg/petri dozu %06,28 ile zayif

mutajenik etki gostermistir.

Ayni tliriin 9-Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium
TA1537 susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde 20 pg/petri dozu %65,76
100 pg/petri dozu, 80 pg/petri ve 60 pg/petri’lik dozu sirasiyla %035,26, %32,36 ve
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%025,72’lik yiiksek diizeyde antimutajenik etki gdstermistir. 40 pg/petri’lik dozu ise

%17,01 ile orta diizeyde antimutajenik etki gdstermistir.

Tezde kullanilan bir diger liken tiirlerinden olan Parmelia saxatilis (L.) Ach. tiiriiniin
total ekstreleri ile yapilan antimutajenite ¢alismalarinda N-Metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu
tizerine Parmelia saxatilis (L.) Ach. total ekstresinin (P.S.T.E) 80 pg/petri’lik dozu en
yiiksek seviyede %43,52 ile antimutajenik etki gostermistir. P.S.T.E’nin 100 pg/petri,
60 pg/petri ve 20 pg/petri’lik dozlar1 da sirasiyla 939,70, 32,06 ve 27,81 ile yine
yiikksek seviyede antimutajenik etki gostermistir. Ay tiiriin 40 pg/petri’lik dozu ise

%11,91 ile orta diizeyde antimutajenik etki gdstermistir.

P.S.T.E’nin Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1535
susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde P.S.T.E’nin 20 ug/petri dozu
diger dozlara nazan en yiiksek antimutajenik etki gostermekle beraber %024,52 ile
antimutajenik etkisi orta diizeydedir. Yine P.S.T.E’nin 100 pg/petri, 80 pg/petri ve 60
pg/petri’lik dozlarmin antimutajenik etkisi aorta diizeyde olmakla beraber sirasiyla etki
yiizdeleri %024,05, %16,82 ve %16,66 olarak gostermistir. Bu liken tiiriiniin S.
typhimurium TA1535 susu iizerine en diisiik seviyede zayif antimutajenik etki gosteren

dozu %9,43 ile 40 pg/petri’lik doz olmustur.

Ayrica 9-Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537
susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde P.S.T.E’nin 100 pg/petri dozu
222,82 ile en yiiksek etki gostermesine ragmen bu dozun antimutajenik etkisi orta
diizeyde olmustur. Bununla beraber 80 pg/petri, 60 pg/petri ve 40 pg/petri’lik dozlarin
etkisi 922,19, 915,97 ve %11,82 ile orta diizeyde antimutajenik etki gostermistir. Son
olarak, 20 pg/petri’lik dozun antimutajenik etkisi %8,50 ile zayif etki gostermistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan diger liken tiirti Parmelia sulcata Taylor’nin total ekstresi
(P.S.T.E) ile yapilan antimutajenite ¢aligmalarinda N-Metil-N -nitro-N-nitrosoguanidin

(1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu {izerine P.S.T.E’nin
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100 pg/petri’lik dozu ve 80 pg/petri’lik dozu en yiiksek antimutajenik inhibisyon
gbstermis olup antimutajenite yiizdeleri %32,48 ve %25,90 olarak goriilmiistiir. 60
pg/petri’lik dozun 922,29 ile orta diizeyde antimutajenik Ozellik gostermistir. 40
ug/petri ve 20 pg/petri’lik dozlar ise %13,16 ve %016,99’luk zayif diizeyde

antimutajenik etki gostermistir.

Parmelia sulcata Taylor’nin total ekstresi (P.S.T.E) ile yapilan antimutajenite
caligmalarinda Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium
TA1535 susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde P.S.T.E’nin 100
pg/petri’lik dozu %40,25°lik etki diizeyi ile yiiksek diizeyde antimutajenik Ozellik
gostermistir. 80 pg/petri ve 60 ug/petri’lik dozlar ise %28,30 ve %26,10°luk
antimutajenik etki gostermistir. Diger dozlar dan 40 pg/petri ve 20 pg/petri’lik dozlarin
%016,03 ve %9,11°1ik zayif diizeyde antimutajenik etki gostermistir.

Parmelia sulcata Taylor’nin total ekstresi (P.S.T.E) 9-Aminoakridin (40 ng/petri) ile
mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu kullanilarak yapilan antimutajenite
deneylerinde P.S.T.E’nin 100 pg/petri, 60 pg/petri ve 20 pg/petri’lik dozlart %36,51 ve
%032,36 oraninda yiiksek diizeyde antimutajenik etki gostermistir. Burada 60 pg/petri ve
20 pg/petri’lik dozlarin ayni diizeyde etki yilizdesini gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 4.4).
40 pg/petri dozu da %26,97 ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki gostermistir. Son
olarak 80 pg/petri dozu ise 923,85 oraninda orta diizeyde antimutajenik etki

gostermistir.

Ramalina farinacea (L.) Ach. liken tiiriiniin total ekstresi (R.F.T.E) ile yapilan
antimutajenite ¢alismalarinda N-Metil-N -nitro-N-nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile
mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu iizerine R.F.T.E’nin 60 pg/petri dozu
2039,92 ile en yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. Bununla
beraber 40 pg/petri ve 20 pg/petri’lik dozlar da %35,46 ve %34,61 ile yiiksek diizeyde
antimutajenik inhibisyon etki gostermistir. 80 pg/petri ve 100 pg/petri’lik dozlar ise
%024,48 ve %24,84 ile orta diizeyde antimutajenik inhbisyon etki géstermistir.
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Ramalina farinacea (L.) Ach. liken tiiriniin total ekstresi (R.F.T.E) ile yapilan
antimutajenite c¢alismalarinda Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S.
typhimurium TA1537 susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde R.F.T.E’nin
20 pg/petri ve 60 pg/petri’lik dozlar %035,84 ve 935,22 ile yiiksek diizeyde
antimutajenik inhibisyon gostermistir. Ayrica 40 pg/petri, 80 pg/petri ve 100
pg/petri’lik dozlar da sirasiyla %30,18, %33,64 ve %32,38 ile yiiksek diizeyde

antimutajenik inhibisyon etki gostermistir.

Ramalina farinacea (L.) Ach. liken tiirliniin total ekstresi (R.F.T.E) 9-Aminoakridin (40
ug/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu kullanilarak yapilan
antimutajenite deneylerinde R.F.T.E’nin 100 pg/petri dozu %25,72 ile yiiksek diizeyde
antimutajenik inhibisyon gostermistir. 80 pg/petri dozu ise %18,67 ile orta diizeyde
antimutajenik etki gostermistir. R.F.T.E’nin 60 pg/petri dozu ise %00,41 ile neredeyse
hi¢ antimutajenik inhibisyon gostermemistir. Fakat 80 pg/petri ve 100 pg/petri’lik

dozlar sirastyla %5,80 ve %12,86 ile zayif mutajenik etki gostermistir.

Usnea articulata (L.) Hoffm. liken tiiriniin total ekstresi (U.A.T.E) ile yapilan
antimutajenite calismalarinda N-Metil-N -nitro-N-nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile
mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu iizerine U.A.T.E’nin 100 pg/petri
dozu en yiiksek diizeyde %041,40 ile antimutajenik etki gostermistir. 80 pg/petri, 60
pg/petri ve 40 pg/petri’lik dozlar da sirastyla 939,92, 935,03 ve %26,40 ile yiiksek
diizeyde antimutajenik etki gostermistir. Son olarak 20 pg/petri dozu ise 13,38 ile orta

diizeyde antimutajenik etki gostermistir.

Usnea articulata (L.) Hoffm. liken tiirlinin total ekstresi (U.A.T.E) ile yapilan
antimutajenite c¢alismalarinda Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S.
typhimurium TA1535 susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde
U.A.T.E’nin 100 pg/petri dozu en yiiksek diizeyde %063,65 ile antimutajenik etki
gostermigstir. 20 pg/petri, 40 pg/petri, 60 pg/petri ve son olarak 80 pg/petri’lik dozlarda
sirastyla %38,05, %036,16, %34,27 ve son olarak %27,67 ile yiiksek diizeyde

antimutajenik ekti gostermistir.



81

Usnea articulata (L.) Hoffm. liken tiiriiniin total ekstresi (U.A.T.E) ) ile 9-
Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu
kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde U.A.T.E’nin 100 pg/petri dozu
%45,64 ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki gostermistir. 80 pg/petri dozu %22,82
ile orta diizeyde antimutajenik etki gdstermistir. 60 pg/petri dozu ise %3,31 ile zayif
etki gostermistir. Fakat U.A.T.E’nin 40 pg/petri’lik dozu %6,63 ile zayif mutajenik ekti
gostermekle beraber 20 pg/petri’lik dozu ise %17,84 ile orta diizeyde mutajenik etki

gostermistir.

Tezde kullanilan diger bir Usnea cinsine ait olan Usnea filipendula Stirt. liken tiiriiniin
total ekstresi (U.F.T.E) ile yapilan antimutajenite ¢alismalarinda N-Metil-N -nitro-N-
nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu
tizerine U.F.T.E’nin 100 pg/petri dozu en yiiksek diizeyde %637,15 ile antimutajenik
etki gostermistir. 80 pg/petri, 60 pg/petri ve 40 pg/petri’lik dozlar sirasiyla %36,31,
%31,85 ve %25,27 ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki gdstermistir.

Usnea filipendula Stirt. liken tiiriiniin total ekstresi (U.F.T.E) ile yapilan antimutajenite
caligmalarinda Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium
TA1535 susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde U.F.T.E’nin 80 ug/petri
dozu en yliksek diizeyde 955,34 ile antimutajenik etki gostermistir. 20 pg/petri ve 60
pg/petri’lik dozlar ise %30,81 ve %27,04 ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki
gostermigtir. 100 pg/petri dozu ise 923,58 ile 40 pg/petri dozu ise %18,23 ile orta

diizeyde antimutajenik etki gostermistir.

Usnea filipendula Stirt. liken tiiriiniin total ekstresi (U.F.T.E) ile 9-Aminoakridin (40
pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu kullanilarak yapilan
antimutajenite deneylerinde U.F.T.E’nin 100 pg/petri dozu %058,09 ile en yiiksek
diizeyde antimutajenik etki gostermistir. Yine 80 pg/petri dozu %033,19 ile yiiksek
diizeyde antimutajenik etki gostermistir. 60 pg/petri dozu ise 40 pg/petri’lik dozla
beraber sirastyla 022,40 ve %19,50 ile orta diizeyde antimutajenik etki gdstermistir. 20

pg/petri dozu ise 205,39 ile zayif diizeyde antimutajenik etki gostermistir.
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Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai liken tiiriine ait total ekstresi
(V.P.T.E) ile yapilan antimutajenite ¢alismalarinda N-Metil-N -nitro-N-nitrosoguanidin
(1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu iizerine V.P.T.E’nin
20 pg/petri dozu %60,08 ile en yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi
gostermistir. 100 pg/petri dozu ise yine %51,59 ile yiiksek diizeyde antimutajenik
inhibisyon etkisi gostermistir. V.P.T.E’nin 40 pg/petri ve 60 pg/petri’lik dozlari da
%49,89 ve %4945 ile yine ylksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi
gostermistir. Son olarak V.P.T.E’nin 80 pg/petri dozu %036,73 ile yiiksek diizeyde

antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir.

Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai liken tiiriine ait total ekstresi
(V.P.T.E) ile yapilan antimutajenite g¢alismalarinda Sodyum azid (1 pg/petri) ile
mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1535 susu kullanilarak yapilan antimutajenite
deneylerinde V.P.T.E’'nin 20 pg/petri dozu %049,68 ile en yiiksek diizeyde
antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. 40 pg/petri dozu %48,42 ile yine yiiksek
diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. 100 pg/petri dozu da 943,71 ile
yine yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. 60 pg/petri dozu
2038,99 ile yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. Son olarak 80
pg/petri dozu da %36,47 ile yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi

gostermistir.

Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai liken tiiriine ait total ekstresi
(V.P.T.E) ile 9-Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium
TA1537 susu kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde U.F.T.E’nin 100 pug/petri
dozu %56,43 ile en yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. 80
pg/petri dozu da %051,86 ile yiiksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi
gostermistir. 60 ug/petri ve 40 ug/petri’lik dozlarda sirasiyla yine %43,98 ve %31.53
ile yliksek diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gostermistir. Son olarak U.F.T.E’nin

20 pg/petri dozu 220,33 ile orta diizeyde antimutajenik inhibisyon etkisi gdstermistir.
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Tezde kullanilan ve son liken tiirii olan Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr. liken tiirliniin
total ekstresi (X.C.T.E) ile yapilan antimutajenite ¢aligmalarinda N-Metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidin (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan E. coli WP2uvrA bakteri susu
tizerine X.C.T.E’nin 100 pg/petri dozu %49,04 ile en yiiksek diizeyde antimutajenik
etki gostermistir. 40 pg/petri doz ise %48,62 ile yine yliksek diizeyde antimutajenik etki
gostermistir. 20 pg/petri dozu da %47,35 ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki
gostermistir. 80 pg/petri doz da %46,92 ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki
gostermistir. Bu tiiriin en diisiik etki gdstermesine ragmen 60 pg/petri’lik dozu da

%44,80 ile diizeyde antimutajenik etki gostermistir.

Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr. liken tiiriiniin total ekstresi (X.C.T.E) ile yapilan
antimutajenite c¢aligmalarinda Sodyum azid (1 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S.
typhimurium TA1535 susu kullanilarak yapilan antimutajenite  deneylerinde
X.C.T.E’nin 100 pg/petri dozu %55,03 ile en yiiksek diizeyde antimutajenik etki
gostermistir. Yine X.C.T.E’nin 80 pg/petri dozu %40,25 ile yiiksek diizeyde
antimutajenik etki gostermistir. 20 pg/petri dozu ise %37,42 ile yiiksek diizeyde
antimutajenik etki gostermistir. 60 pg/petri dozu %036,47 ile yiiksek diizeyde
antimutajenik etki gostermistir. Son olarak 40 pg/petri dozu da %26,41 ile yiiksek

diizeyde antimutajenik etki gostermistir.

Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr. liken tiiriiniin total ekstresi (X.C.T.E) ile 9-
Aminoakridin (40 pg/petri) ile mutasyona ugratilan S. typhimurium TA1537 susu
kullanilarak yapilan antimutajenite deneylerinde 40 pg/petri dozu %54,35 ile en yiiksek
diizeyde antimutajenik etki gostermistir. 100 pg/petri dozu da %48,96 ile yiiksek
diizeyde antimutajenik etki gostermistir. X.C.T.E’nin 20 pg/petri dozu da %48,13 ile
yiiksek diizeyde antimutajenik etki gostermistir. X.C.T.E’nin 80 ng/petri dozu da
%40,24 de ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki gostermistir. Son olarak X.C.T.E’nin
60 pg/petri dozu da %31,95 de ile yiiksek diizeyde antimutajenik etki gostermistir.

Likenlere ait total ekstrelerin Tablo 4.4’e gore verilen sonuglara bakildiginda bu tiirler

igerisinde en yiiksek antimutajenik 6zelligin Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson &
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M.J.Lai ve Xanthoria candelaria (L.) Th. Fr. tiirlerine ait olduklar1 belirlenmistir. Yine
diger tiirlere bakildiginda Usnea cinsine ait tiirler ile Dermatocarpon miniatum Eschw.,
Flavoparmelia caperata (L.) Hale ve Letharia vulpina (L.) Hue tiirlerinin de yiiksek
diizeyde antimutajenik etkisinin oldugu belirlenmistir. Tezde kullanilan liken
tirlerinden zayif antimutajenik etkiye sahip olanlar ise tamamen zayif antimutajenik
Ozellikte olmadiklart ¢alisilan bakteri susuna gore degisik antimutajenik etkisine sahip

olduklar1 belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Ames-Salmonelle typhimurium (TA 1535, TA1537) ve E. Coli WP2uvrA
test sonuglari

Test Konsantrasyon E. coli S. typhimurium S. typhimurium
materyali (ng/plate) WP2uvrA TA1535 TA1537
Ort. +S.H.  %Mut. Ort. +SH.  %Mut.  Ort. +S.H.  %Mut.
MNNG™ 1 235,50+3,97
NaN;™ 1 318,00+7,92
9-AA™ 40 241,0044,49
DMSO 100 25004057 6,50+0,76 4,50+0,42
ul/plate
20 141,0043,40 40,13  285,00£4,40 10,37  100,00£5,11 58,50
40 143,50+4,84 39,07  300,50+1,77 5,66 200,50+6,10 16,80
D. miniatum 60 160,00+4,69 32,06  334,50+4,97  -5/18 176,50+7,86 26,76
80 158,0045,15 32,91  274,50£520 13,67  147,00+11,58 43,98
100 136,0042,47 42,25  319,50+5,50 2,35 115,00+5,25 52,28
20 139,00+3,22 40,98  334,00+14,99  -503  130,50+13,54 4585
40 158,00+6,62 32,91  362,00+3,65 -13,83  123,50+8,02 48,75
60 178,5042,66 24,42 291,00 +5,66 849  172,00£10,37 50,86
F. caperata 80 166,50+5,74 2951  267,50+7,35 1588  102,00+6,11 57,67
100 139,00+8,08 40,98 263,50 +3,09 17,13 90,00+4,64 62,65
20 207,50+3,76 11,89  338,00+6,85 -6,28 82,50+5,07 65,76
40 200,00+8,88 1507  276,50+3,60 13,05  200,00£7,78 17,01
60 189,0045,92 19,75  250,00+13,95 21,38  179,00+4,53 25,72
L. vulpina 80 167,00+7,55 29,09  253,00+5,99 20,44  163,00+10,60 32,36
100 157,0045,58 33,33  213,50+4,40 32,86  156,00+6,96 3526
20 170,0045,11 27,81  240,00£6,88 2452  220,50+5,05 8,50
40 207,00+8,01 11,91  288,00+2,97 943 212,50+4,86 11,82
60 160,00+4,13 32,06  265,00+6,39 16,66  202,50+2,32 15,97
P,saxatilis 80 133,0042,93 4352  264,50+2,94 16,82  187,50+4,97 22,19
100 142,00+3,07 39,70  241,50+2,41 24,05  186,00£5,93 22,82
20 19550+7,88 16,99  289,00+6,34 911 163,00+5,37 32,36
40 204,50+4,31 13,16  267,00+8,09 16,03  176,00£7,61 26,97
60 183,00+44,08 22,29  23500+549 26,10  163,00+7,26 32,36
P.sulcata 80 17450+4,69 2590  228,00+542 28,30  183,50+5,51 23,85

100 159,00+11,01 32,48  190,00+6,49 4025  153,0047,53 36,51
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20 154,00+6,83 34,61 204,00+7,47 35,84 272,00+£3,86 -12,86

40 152,00+5,34 35,46 222,00+4,83 30,18 255,00+£7,24 -5,80

60 141,50+3,72 39,92 206,00+5,25 35,22 240,00+5,85 0,41

R. farinacea 80 175,50+7,32 24,48 211,00+6,30 33,64 196,00+4,01 18,67
100 177,00+7,39 24,84 215,00+9,11 32,38 179,00+4,76 25,72
20 204,00+1,91 13,38 197,00+4,87 38,05 284,00+7,09 -17,84

40 173,33+9,35 26,40 203,00+5,62 36,16  257,00+10,15 -6,63

60 153,00+7,40 35,03 209,00+7,65 34,27 233,00+5,80 3,31

U. articulata 80 141,50+1,56 39,92 230,00+4,68 27,67 186,00+5,85 22,82
100 138,00+5,42 41,40 116,00+4,31 63,52 131,00+5,69 45,64

20 182,66+8,92 22,27 220,00+6,49 30,81 228,00+7,51 5,39

40 176,00+8,71 25,27 260,00+4,74 18,23 194,00+3,18 19,50

U. filipendula 60 160,50+10,52 31,85 232,00+5,57 27,04 187,00+7,03 22,40
80 150,00+4,08 36,31 142,00+6,77 55,34 161,00+6,35 33,19

100 148,00+5,73 37,15 243,00+8,06 23,58 101,00+2,12 58,09

20 94,00+2,93 60,08 160,00+6,46 49,68 192,00+3,72 20,33

40 118,00+3,54 49,89 164,00+6,65 48,42 165,00+5,70 31,53

V. pinastri 60 119,00+3,67 49,45 194,00+2,28 38,99 135,00+5,26 43,98
80 149,00+3,28 36,73 202,00+8,50 36,47 116,00+4,66 51,86

100 114,00+2,86 51,59 179,00+6,30 43,71 105,00+2,62 56,43

20 124,00+5,87 47,35 199,00+3,05 37,42 125,00+5,40 48,13

40 121,00+3,38 48,62 234,00+8,02 26,41 110,00+3,89 54,35

X. parietina 60 130,00+4,33 44,80 202,00+£3,25 36,47 164,00+7,24 31,95
80 125,00+4,22 46,92 190,00+4,87 40,25 144,00+5,01 40,24

100 120,00+3,27 49,04 143,00+5,10 55,03 123,00+5,40 48,96

4.5. MN Bulgularn

Deney gruplarinin her biri i¢in ortalama MN frekanslar1 hesaplanmis, dondrlara ait MN
frekanslar1 {izerine AFB; (5uM), liken total ekstrakti (10uM), ve AFB; ile beraber
Dermatocarpon miniatum Eschw., Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Letharia vulpina
(L.) Hue, Parmelia saxatilis (L.) Ach., Parmelia sulcata Taylor, Ramalina farinacea
(L.) Ach., Usnea articulata (L.) Hoffm., Usnea filipendula Stirt., Vulpicida pinastri
(Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai ve Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. liken tiirlerinden

elde edilen total ekstrakti uygulanarak Cizelge 4.1- 4.10’da sunulmustur.

Dondr kanlarindan elde ettigimiz bazi MN goriintiileri asagida verilmistir.
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Sekil 4.5. Sitokinezi bloke edilmis bir mikroniikleus bulunan hiicre

Sekil 4.6. Sitokinezi bolke edilmis dort mikroniikleus bulunan hiicre

Sekil 4.7. Mitoz boliinmede niikleuslarin diginda kalan ve mikroniikleus olusturmaya
aday iki kromozom goriilen hiicre.
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AFBi‘in 5 puM’lik dozu ¢alisilan tiim liken gruplarinda insan kami kiiltiirlerine
verildiginde MN frekansint artmis (5,77£1,12) ve bu deger istatistiksel acidan anlaml
bulunmustur (p<0,05). Liken gruplarinda kan kiiltiirlerine verilen AFB;’in degerinin
gruplarda farkli ¢ikmasi kullanilan donoérlerin farkl kisiler olmasiyla ve farkli glinlerde
calisilmasiyla iliskilendirilmistir. Sadece D.M.T.E’in 10 pg/ml’lik dozu verildiginde
MN sayis1 kontrol grubuna nazaran bir miktar artmis olsada bu artig istatiksel olarak
anlaml bir fark olusmamistir. AFB; ile beraber D.M.T.E’in 5 pg/ml, 10 ug/ml ve 20
pg/ml’lik dozlart verildiginde MN frekanslar1 karsilastirilmis sirasi ile 4,87+0,15,
4,35+0,15, 3,85+0,15 olarak bulunmustur. Bu degerler bakildiginda D.M.T.E’in
AFB;’in MN’yi arttirict etkisini engelledigi goriilmiistiir. AFB;’in MN frekansini
arttiric1  etkisini engellemesi ac¢isindan degerlendirildiginde, D.M.T.E’in 20pg/ml
dozunun istatistiksel olarak daha anlamli oldugu ve D.M.T.E’in 5Spg/ml’lik

uygulamasinin ise en az ektiye sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Dermatocarpon miniatum Eschw. total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+SE).

Biniikleus MN

Sayis1 Sayis1 MN/Hiicre
Kontrol 1012 35 3,45+0,13%
AFB: (5 uM) 1005 58 577+1,12°
Dermatocarpon miniatum (10 pg/ml) 1006 39  3,87+0,12°
AFB,(5uM)+D.M.T.E (5 pg/ml) 1005 49 4.87+0,15°
AFB;(5uM)+D.M.T.E (10 pg/ml) 1010 44 435+0,15°
AFB;(5uM)+D.M.T.E (20 pg/ml) 1009 39 3,85+0,15°

#p<0,001 Kontrole gore,

®p<0,05 AFB1+ D.M.T.E (20 pg/ml ) Kontrole gére,
‘p<0,05 AFB1+ D.M.T.E (5 pg/ml )’a gore

9<0,05 AFB1+ D.M.T.E (10 ug/ml )’a gére,
*p<0,05 AFB1 (5 pg/ml )’a gore
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Kullanilan diger bir tiir olan F.C.T.E’in 10 pg/ml’lik dozu kan kiiltiirlerine
uygulandiginda MN sayisinda bir miktar artis olmakla beraber bu artma istatiksel olarak
anlamli bir fark olusmamistir. Daha sonra sirasiyla AFB; ile beraber F.C.T.E’in 5
ug/ml, 10 ug/ml ve 20 pg/ml’lik dozlar verilerek MN frekanslar1 karsilastirilmis olup
degerler 5,63+0,15, 4,63+0,18, 3,95+0,15 olarak bulunmustur. Bu degerler ile
F.C.T.E’in AFB;’in mutajenik etkisinden dolayr neden oldugu MN frekansindaki
arttirict etkisinin engelledigi goriilmiistiir. AFB;’in MN frekansimi arttiric1 etkisini
engellemesi agisindan degerlendirildiginde, F.C.T.E’in 20 pug/ml dozunun istatistiksel
olarak daha anlamli oldugu ve F.C.T.E’in Sug/ml’lik uygulamasinin ise en az ektiye

sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Flavoparmelia caperata (L.) Hale total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslar1 (+=SE).

Biniikleus MN

Sayis1 Sayis1 MN/Hiicre
Kontrol 1018 37  3,63+0,21%
AFB; (5 pM) 1011 62  6,13+1,42°
Flavoparmelia caperata (10 pg/ml) 1014 42 4,14+0,18"
AFB;(5uM)+F.C.T.E (5 pg/ml) 1011 57 5,63+0,15"
AFB;(5pM)+F.C.T.E (10 pg/ml) 1013 47  4,63+0,18°
AFB;(5uM)+F.C.T.E (20 pg/ml) 1011 40 3,95+0,15%

4p<0,001 Kontrole gore,

®p<0,05 AFB1+ F.C.T.E (20 pg/ml ) Kontrole gore,
‘p<0,05 AFB1+ F.C.T.E (5 pg/ml )’a gore

%p<0,05 AFB1+ F.C.T.E (10 pg/ml )’a gére,
*p<0,05 AFB1 (5 pg/ml )’a gore

Calismada kullanilan diger bir liken tiirii olan Letharia vulpaina’dan elde edilen total
ekstrenin 10 pg/ml’lik dozu tek olarak deney ortamina verildiginde MN frekansinda
artisa neden olsa da bu durum istatiksel olarak anlamli bir fark olusmamistir. Kan
kiiltirlerine AFB; ile beraber L.V.T.E’in 6nce 5 pg/ml, 10 pg/ml ve son olarak ta 20
pg/ml’lik dozlari verildiginde MN frekanslari sirast ile 6,40+0,19, 5,42+0,19, 4,83+0,19

olarak bulunmustur. Bulunan bu degerler neticesinde insan lenfosit kiiltiirlerinde
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L.V.T.E’'in AFB;’in MN’yi arttirict mutajenik etkisinin engelledigi gorilmistiir.
AFB;’in MN frekansini arttirict mutajenik etkisini engellemesi agisindan kullanilan doz
sonuglart degerlendirildiginde, L.V.T.E’in 20 pg/ml dozunun istatistiksel olarak daha
anlamli oldugu ve L.V.T.E’in Sug/ml’lik uygulamasinin ise en az ektiye sahip oldugu

tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Letharia wvulpina (L.) Hue total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+=SE).

Biniikleus MN

sayisl Sayis1 MN/Hiicre
Kontrol 1012 48 4,74+0,19°
AFB; (5 pM) 1011 73 7,22+0,52°
Letharia vulpina (10 pg/ml) 1013 49  4,83+0,19%
AFB;(SpuM)+L.V.T.E (5 pg/ml) 1015 65  6,40+0,19%
AFB3(SpM)+L.V.T.E (10 pg/ml) 1014 55  5,42+0,19%
AFB;(5uM)+L.V.T.E (20 pg/ml) 1014 49  4,83+0,19"

#p<0,001 Kontrole gére,

®p<0,05 AFB1+ L.V.T.E (20 pg/ml ) Kontrole gore,
p<0,05 AFB1+ L.V.T.E (5 ug/ml )’a gore

%<0,05 AFB1+ L.V.T.E (10 pg/ml )’a gore,
®p<0,05 AFBI1 (5 pg/ml )’a gére

AFB:i‘in 5 pM’lik dozu insan periferal kan kiiltiirlerine verildiginde MN frekansi
AFB;‘e bagh olarak artmis (5,18+1,02) ve bu deger istatistiksel agidan anlaml
bulunmustur (p<0,05). Periferal kan kiiltiirlerine yalnizca P.S.T.E’in 10 pg/ml’lik dozu
verildiginde MN sayisindaki degisim istatiksel olarak anlamli bir fark olusmamaistir.
AFB; ile beraber kiltire P.S.T.E’in 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik dozlari
verildiginde MN frekanslar1 karsilagtirilmistir. Karsilastirma neticesinde P.S.T.E’in
AFB1’in mutajenik etkisinden kaynaklanan MN frekansindaki artis P.S.T.E’sinin
koruyucu etkisi neticesinde engelledigi goriilmiistiir. AFB;’in MN frekansini arttiric

etkisini engellemesi agisindan degerlendirildiginde, P.S.T.E’in 20 pg/ml dozunun
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Sug/ml’lik  doza nazaran daha etkili oldugu ve istatistiksel olarak daha anlamli sonug

verdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Parmelia saxatilis (L.) Ach. total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslar1 (£SE).

Biniikleus MN

Sayis1 Sayis1 MN/Hicre
Kontrol 1004 33  3,28+0,32°
AFB; (5 pM) 1002 52 5,18+1,02°
Parmelia saxatilis (10 pg/ml) 1004 35  3,48+0,38"
AFB;(5uM)+P.S.T.E (5 pg/ml) 1008 49  4,86+0,35%
AFB(SuM)+ P.S.T.E (10 pg/ml) 1007 42 4,17+0,38%
AFB,(SuM)+ P.S.T.E (20 pg/ml) 1007 34 3,37+0,35%

#p<0,001 Kontrole gére,

®p<0,05 AFB1+ P.S.T.E (20 pg/ml ) Kontrole gore,
p<0,05 AFB1+ P.S.T.E (5 pg/ml )’a gore

%<0,05 AFB1+ P.S.T.E (10 pg/ml )’a gore,
p<0,05 AFBI (5 pg/ml )’a gére

Mutajenik etkisi olan AFB; bu ¢alisma grubunda da MN frekansini istatiksel olarak
anlamli derecede arttirmistir. Bununla beraber uygulanan P.S.T.E’in 10 pg/ml’lik dozu
verildiginde MN frekansindaki degisiklik istatiksel agidan anlamli bir fark olusmamustir.
AFB; ile beraber P.S.T.E’in 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik dozlar1 verildiginde MN
frekanslar1 karsilastirilmis sirasi ile 5,90+0,25, 5,22+0,28, 4,63+0,25 olarak bulunan bu
degerler kendi aralarinda degerlendirmeye tabi tutulmustur. Bu degerler ile P.S.T.E’in
AFB:’in MN frekansini arttiric1 etkisinin kullanilan P.S.T.E sayesinde engelledigi
goriilmiistiir. AFB;’in insan lenfositleri {izerinde neden oldugu MN frekansindaki artis
bakimindan dozlarin etkisi karsilastirildiginda, P.S.T.E’in 20 pg/ml dozunun etkisinin
P.S.T.E’in Spg/mI’lik dozuna kiyasla istatiksel olarak daha anlamli bir fark olusturdugu
belirlenmistir. Bundan dolay1 diisiik dozun en az ektiye sahip oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Parmelia sulcata Taylor total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+=SE).

Biniikleus MN

MN/Hiicre
Sayisi Sayisi

a
Kontrol 1011 41 4,05+0.21
AFB; (5 uM) 1010 66  6,53+0,42°
Parmelia sulcata (10 pg/ml) 1014 44 4,33+0,18"
AFB,(5uM)+P.S.T.E (5 pg/ml) 1016 60  5,90+0,25°
AFB,(5uM)+ P.S.T.E (10 pg/ml) 1014 53  5,22+0,28°
AFB,(5uM)+ P.S.T.E (20 pg/ml) 1014 47  4,63+0,25"

#p<0,001 Kontrole gére,

®p<0,05 AFB1+ P.S.T.E (10 pg/ml )Kontrole gore,
p<0,05 AFB1+ P.S.T.E (5 pg/ml )’a gore

%<0,05 AFB1+ P.S.T.E (10 pg/ml )’a gore,
p<0,05 AFBI (5 pg/ml )’a gére

R.F.T.E’in 10 pg/ml’'lik dozu kan kiiltiirlerine verildiginde MN sayisinda bir miktar
artma olmus fakat istatiksel olarak anlamli bir fark olusturmamistir. AFB; ile beraber
kan kiiltiirlerine R.F.T.E’in ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 png/ml ve 20 pg/ml) verildiginde
MN frekanslar 6,06+£0,18, 5,17+0,18, 4,58+0,18 olarak bulunmustur. Bu degerler AFB;
ile karsilastirildiginda R.F.T.E’in AFB;’in mutajenik etkisini engelledigi goriilmiistiir.
AFB;’in MN frekansii arttirict etkisini engellemesi agisindan degerlendirildiginde,
R.F.T.E’in 20 pg/ml dozunun istatistiksel olarak daha anlamli oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Ramalina farinacea (L.) Ach. total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+SE).

Biniikleus MN

MN/Hiicre
Sayisi Sayisi

a

Kontrol 1002 42 4,19+0,15
AFB; (5 uM) 1001 68 6,79+0,72°
Ramalina farinacea (10 pg/ml) 1003 43 4,29+0,18%
AFB;(5uM)+R.F.T.E (5 pg/ml) 1005 61  6,06+0,18%
AFB;(5uM)+R.F.T.E (10 pg/ml) 1004 52 5,17+0,18%
AFB;(5uM)+R.F.T.E (20 pg/ml) 1004 46 4,58+0,18"

#p<0,001 Kontrole gore,

®p<0,05 AFB1+ R.F.T.E (20 pg/ml )Kontrole gére,
“p<0,05 AFB1+ R.F.T.E (5 ng/ml )’a gore

%p<0,05 AFB1+ R.F.T.E (10 pg/ml )’a gbre,
p<0,05 AFBI (5 pg/ml )’a gore

Tez caligmasinda kullanilan diger bir tiir olan Usnea articulata’nin 10 pg/ml’lik dozu
tek olarak insan kan kiiltiirline verildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark
olugsmamigtir. Bunun yani sira AFB; ile beraber U.A.T.E’in 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20
pg/ml’lik dozlari verildiginde MN frekanslari sirast ile 6,33+0,22, 5,44+0,21, 4,75+0,21
olarak bulunmustur. Bu degerler kendi aralarinda karsilastirildiginda U.A.T.E’in
AFB:’in MN’yi arttirict etkisinin engelledigi goriilmiistiir. AFB1’in MN frekansini
arttirict  etkisini engellemesi acisindan degerlendirildiginde, U.A.T.E’in 20 pg/ml
dozunun istatistiksel olarak daha anlamli oldugu ve U.A.T.E’in Spg/ml’lik

uygulamasinin ise en az ektiye sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Usnea articulata (L.) Hoffm. total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+SE).

Biniikleus MN

MN/Hiicre
Sayisi Sayisi
a
Kontrol 1007 45 4,69+0,25
AFB; (5 pM) 1005 72 7,16+0,59°
Usnea articulata (10 pg/ml) 1011 48 4,74+0,18°
AFB;1(5uM)+U.A.T.E (5 pg/ml) 1010 64 6,33+0,22¢
AFB1(5SpM)+U.A.T.E (10 pg/ml) 1011 55 5,44+0,21°
AFB;(5uM)+U.A.T.E (20 pg/ml) 1010 48 4,75+0,21%

#p<0,001 Kontrole gore,

®p<0,05 AFB1+ U.A.T.E (20 pg/ml )Kontrole gore,
“p<0,05 AFB1+ U.A.T.E (5 pg/ml )’a gore

99<0,05 AFB1+ U.A.T.E (10 pg/ml )’a gore,
*p<0,05 AFB1 (5 pg/ml )’a gore

AFB; insan periferal kan kiiltiiriine verildiginde mutajenik etki géstermis ve bundan
dolayr da MN sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur (p<0,05). Fakat
yalniz U.F.T.E’in 10 pg/ml’lik dozu kiiltiire verildiginde MN sayisinda istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamustir. Periferal kan kiiltiirlerine AFB; ile beraber U.F.T.E’in
ti¢ farkli konsantrasyonu verildiginde ise MN frekanslar1 sayisal olarak sirasiyla
5,95+0,26, 5,05+0,21, 4,28+0,22 olarak bulunmustur. U.F.T.E’in AFB;’in mutajenik
etkisine kars1 antimutajenik etki gosterdigi gortilmistiir. AFB1’in MN frekansini arttirici
etkisini engellemesi ag¢isindan degerlendirildiginde, U.F.T.E’in 20 pg/ml dozunun
istatistiksel olarak daha anlamli oldugu ve U.F.T.E’in Spug/ml’lik uygulamasinin ise en

az ektiye sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Usnea filipendula Stirt. total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+SE).

Biniikleus MN MN/Hiicre
Sayisi Sayisi
a
Kontrol 1004 41 4,09+0,17
AFB; (5 uM) 1001 69 6,89+0,52¢
Usnea filipendula (10 pg/ml) 1006 43 4,27+0,24°
AFB{(5uM)+U.F.T.E (5 pg/ml) 1008 60 5,9540,26°
AFB;(5uM)+U.F.T.E (10 pg/ml) 1009 51 5,05+0,21°
AFB;(5uM)+U.F.T.E (20 pg/ml) 1005 43 4,28+0,22°

#p<0,001 Kontrole gére,

®p<0,05 AFB1+ U.F.T.E (20 ng/ml )Kontrole gore,
‘p<0,05 AFB1+ U.F.T.E (5 pg/ml )’a gore

%p<0,05 AFB1+ U.F.T.E (10 ug/ml )’a gore,
*p<0,05 AFBI (5 pg/ml )’a gore

Kan kiiltiiriine V.P.T.E’in 10 pg/ml’lik dozu tek olarak verildiginde MN sayisinda bir
miktar artma olmakla beraber bu durum istatiksel olarak anlamli bir fark olusmamustir.
Kan kiilttirlerine AFB; ile beraber V.P.T.E’in 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik dozlarn
verildiginde MN frekanslarindaki degisiklikler 5,82+0,20, 4,93+0,20, 4,33+0,20 olarak
bulunmustur. Bu degerler incelendiginde V.P.T.E’in mutajenik etki 06zelligi olan
AFB:’in MN’yi arttirict etkisine ket vurdugu goriilmistir. AFB1’in MN frekansini
arttirict  etkisini engellemesi acisindan degerlendirildiginde, V.P.T.E’in 20 pg/ml
dozunun antimutajenik etkisinin istatistiksel olarak V.P.T.E’in Spg/ml’lik dozunun

antimutajenik etkisinden daha fazla oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai total ekstrakti
uygulandiginda lenfosit kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+SE).

Biniikleus MN

MN/Hiicre
sayis1 Sayisi

a

Kontrol 1009 42 4,160,12
AFB; (5 uM) 1010 65 6,43+0,42°"
Vulpicida pinastri (10 pg/ml) 1011 44 435+0,20%
AFB;(5uM)+V.P.T.E (5 pg/ml) 1013 59 5,82+0,20%
AFB;(5uM)+V.P.T.E (10 pg/ml) 1014 50  4,93+0,20™
AFB;(5pM)+V.P.T.E (20 pg/ml) 1014 44 4,33+0,20"

#0<0,001 Kontrole gore,

®p<0,05 AFB1+ V.P.T.E (20 ng/ml )Kontrole gore,
p<0,05 AFB1+ V.P.T.E (5 pg/ml )’a gore

99<0,05 AFB1+ V.P.T.E (10 ng/ml )’a gore,
p<0,05 AFBI (5 pg/ml )’a gore

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan son liken tiirii olan Xanthoria parietina liken
tirtinden elde edilen total ekstrenin sadece kendisi (10 pg/ml) insan periferal kan
kiiltiiriine verildiginde mutajenik etki gdstermemekle beraber MN sayisinda bir miktar
artmaya neden olmus fakat bu durum istatiksel olarak anlamli bir fark olugmamustir.
AFB; ile beraber kan kiiltiirlerine verilen X.P.T.E’in 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik
dozlar karsilastirilmis 5,224+0,48, 4,44+0,39, 4,03+0,38 degerleri bulunmustur. Bu
degerler ile kendi aralarinda karsilagtirma yapilarak X.P.T.E’in AFB;’in mutajenik
etkisine karsi antimutajenik etki gostererek MN’yi arttirict etkisini  engelledigi
goriilmiistir. AFB;’in  MN  frekansin1  arttirici  etkisini  engellemesi  agisindan
degerlendirildiginde, X.P.T.E’in 20 pg/ml dozunun istatistiksel olarak daha anlaml
oldugu ve X.P.T.E’in Spug/ml’lik uygulamasinin ise en az ektiye sahip oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. total ekstrakti uygulandiginda lenfosit
kiiltiirlerinden elde edilen MN Frekanslari (+=SE).

Biniikleus MN

MN/Hiicre
Sayisi Sayisi
Kontrol 1018 39 3,83+0,45°
AFB; (5 uM) 1009 59 5,85+1,01%
Xanthoria parietina (10 pg/ml) 1013 41 4,04+0,38%°
AFB;(5uM)+X.P.T.E (5 pg/ml) 1015 53 5,22+0,48%
AFB1(5pM)+X.P.T.E (10 pg/ml) 1012 45 4,44+0,39"
AFB;(5uM)+X.P.T.E (20 pg/ml) 1015 41 4,03+0,38"
#p<0,001 Kontrole gore,
®p<0,05 AFB1+ X.P.T.E (20 ug/ml )Kontrole gore,
“p<0,05 AFB1+ X.P.T.E (5 pg/ml )’a gore
%<0,05 AFB1+ X.P.T.E (10 pg/ml )’a gére,
p<0,05 AFBI (5 pg/ml )’a gore
8,00 - 9,00 -
7,00 8,00 -
6,00 - 7,00 7
5,00 6,00 -
5,00 -
4,00 -
4,00 -
3,00
3,00
2,00
2,00
1,00 1 1,00 -
0.00 - - — s - ~ ™ 0,00 -
£ 2 3 3 3 3 T 3 2 3 3 3
S < a a a e =z e e P
~ K& 3 2 Lo 4
Py Py Py @ @ @
< < < < < <

Sekil 4.8. DM ve FC’nin MN sonuglart
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Sekil 4.10. PS ve RF’nin MN sonuglar1
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Sekil 4.11. UA ve UF’nin MN sonuglari
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Sekil 4.12. VP ve XP’nin MN sonuglari
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4.6. SOD, GPx, GSH ve MDA Bulgular

Tez kapsaminda yapilan enzimatik ¢alismalarda, yalnizca AFB; verilen grup kontrol
grubuna gore, bununla beraber AFB; ile birlikte verilen liken total ekstrelerinin ti¢ farkli
dozlar1 da yalnmiz AFB; verilen grupla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Yalniz AFB;
verilen konsantrasyonun (5 uM) kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak
kontrol grubuna gore 6nemli derecede (p<0,001) enzimlerin aktivitelerini (SOD, GPx
ve GSH) azalttig1, buna karsin MDA seviyesini ise arttirdigr goriilmiistiir. Liken total
ekstrelerinin uygulanmasindan sonra enzim aktivitelerini (SOD, GPx ve GSH) arttirdig,

buna karsin MDA seviyesini ise azalttig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.14. Dermatocarpon miniatum Eschw. biyokimyasal sonuglari

(lj/cr)ntl)_) GPx (U/mL.) (uﬁl?)i_/'L) (m?fo[f/?n L)
Kontrol 0.9240.02  1.10+0.51 4.06+0.14  3,09+0.36
AFBI1 (5 uM) 0.47+0.14*  0.30+0.57° 1.60+0.55*  5,82+0.28°
D.M.T.E (10 pg/ml) 0.76£0.14°  0.97+1.22%® 2.56+0.55®  4.75+1.19®

AFBI+D.M.T.E (5 pg/ml)  0.60+0.07* 0.39+0.72%°  2.56+0.54®  3.15+0.09"
AFBI+D.M.T.E (10 pg/ml)  0.61£025%  0.54+0.14®  2.88+0.01*° 3.01+0.10™
AFB1+D.M.T.E (20 pg/ml)  0.88+0.04® 0.73+0.58%%  3.20+£0.55®% 2.94+0.48%

Dermatocarpon miniatum Eschw. likeninin total ekstresinin (D.M.T.E) enzimatik
aktivitelerine bakildiginda sadece AFB; verildiginde SOD ve GPx aktivitelerinin ve
GSH seviyesinin istatiksel olarak 6nemli derecede (p<0,001) diistiigii, MDA seviyesinin
ise istatiksel olarak Onemli derecede (p<0,001) arttigi tespit edilmistir. Kontrol
grubunda 0,92+0,02 olan SOD aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,47+0,14’e diismiistiir.
Sadece D.M.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi 0,76+0,14° ¢ikmustir.
Daha sonra AFB; ile beraber D.M.T.E’nin ti¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20
png/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi sirasiyla 0,60+0,07, 0,61+0,25 ve 0.88+0.04’¢
cikmistir. Kontrol grubunda 1,10+0,51 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra
0,30+0,57ye diismiistiir. Sadece D.M.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi
0,97£1,22’ye ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber D.M.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5
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pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirastyla 0,39+0,72,
0,54+0,14 ve 0,73+0,58’¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda 4,06+0,14 olan GSH seviyesi
AFB; verildikten sonra 1,60+£0,55’¢ dismiistiir. Sadece D.M.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise GSH seviyesi 2,56+0,55’¢ ¢ikmustir. Daha sonra AFB; ile beraber
D.M.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GSH
seviyesi sirasiyla 2,56+0,54, 2,88+0,01 ve 3,20+0,55’e¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda
3,09+0,36 olan MDA seviyesi AFB; verildikten sonra 5,82+0,28’¢ ¢ikmistir. Sadece
D.M.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise MDA seviyesi 4,75+1,19’e diigsmiistiir. Daha
sonra AFB; ile beraber D.M.T.E’nin ti¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi sirasiyla 3,15+0,09, 3,01+£0,10 ve 2,94+0,48’¢ kadar
diismiistiir (Cizelge 4.14)

Cizelge 4.15. Flavoparmelia caperata (L.) Hale biyokimyasal sonuglari

SOD GPx GSH MDA
(U/mL) (U/mL) (umol/L) (nmol/mL)
Kontrol 1.9140.15  0.86+0.38  4.16+0.55 1.814+0.13
AFBI1 (5 pM) 1.36+0.13*  0.43+0.58% 0.96+0.01*°  3.04+0.98°
F.C.T.E (10pg/ml) 1.7740.77%®  0.55+0.50® 3.56+0.54®  1.79+0.73"

AFBI+F.C.T.E (5 pg/ml)  1.47+0.11% 0.57£0.33% 1.2840.55%®  2.77+0.72%°
AFBI+F.C.T.E (10 pg/ml) 1.79+£0.11%  0.57£0.33% 2.43+0.96™ 2.51+1.33%
AFBI+F.C.T.E (20 pg/ml) 1.93+0.16" 0.57£0.33% 3.96+0.55*"  1.99+0.11°*

Flavoparmelia caperata (L.) Hale likeninin total ekstresinin (F.C.T.E) enzimatik
aktivitelerine bakildiginda kontrol grubunda 1,91+0,15 olan SOD aktivitesi AFB;
verildikten sonra 1,36+0,13’e diismiistiir. Daha sonra AFB; ile beraber F.C.T.E’nin {i¢
farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi artmaistir.
Kontrol grubunda 0,86+0,38 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra diismiis sadece
F.C.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi ¢ikmistir. AFB; ile beraber
F.C.T.E’nin t¢ farkli konsantrasyondaki dozlart (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml)
verildiginde GPx aktivitesi sirasiyla 0,57+0,33, 0,57+0,33 ve 0,57+0,33’e ¢ikmustir.
Kontrol grubunda GSH seviyesi AFB; verildikten sonra diismiistiir. Buna karsin
F.C.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi artmistir. Daha sonra AFB; ile
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beraber F.C.T.E’nin 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik dozlart verildiginde ise GSH
seviyesi sirasiyla 1,2840,55, 2,43+0,96 ve 3,96+0,55’¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda
MDA seviyesi AFB; verildikten sonra 3,04+0,98’¢ ¢ikmis, F.C.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi 1,79+0,73’e diismiistiir. Daha sonra AFB; ile beraber
F.C.T.E’nin 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik dozlar verildiginde ise MDA seviyesi
sirasiyla 2,77+0,72, 2,51+1,33 ve 1,99+0,11 e kadar diismiistiir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.16. Letharia vulpina (L.) Hue biyokimyasal sonuglari.

GSH MDA

SOD (U/mL)  GPx (U/mL) (umol/L) (nmol/mL)

Kontrol 1.09+0.04 1.15+2.03 3.84+1.66 0.73+0.92
AFBI1 (5 pM) 0.57+0.22° 0.73+0.92° 1.2840.55° 1.1542.30°
L.V.T.E (10 pg/ml) 0.88+0.03®  0.97+2.06®  3.20+0.55® 0.70+2.60°

AFBI+L.V.T.E (5 pg/ml)  0.94+0.22%  0.86+2.30™  2.24+0.54*° 0.980.70%°
AFBI+L.V.T.E (10 pg/ml)  0.97+0.29®  1.02+2.38®  3.20+0.56" 0.85+0.35%
AFBI+L.V.T.E 20 pg/ml)  1.04+0.15"%  1.10+1.18"%* 3.80+0.54™%  (0.79+0.34"

Tabloya bakildiginda kullanilan liken tiirii Letharia vulpina (L.) Hue total ekstresinin
(L.V.T.E) enzimatik aktivitelerine bakildiginda kontrol grubunda 1,09+0,04 olan SOD
aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,57+0,22’ye diismiistiir. Sadece L.V.T.E’si (10
ug/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi 0,88+0,03’e ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile
beraber L.V.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise
SOD aktivitesi sirastyla 0,9440,22, 0,97+0,29 ve 1,04+0,15’e c¢ikmistir. Kontrol
grubunda 1,15+2,03 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,734+0,92’e diismiistiir.
Sadece L.V.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi 0,97+2,06’ye ¢ikmistir.
Daha sonra AFB; ile beraber L.V.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 ug/ml ve 20
png/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 0,86+2,30, 1,02+2,38 ve 1,10£1,18’¢
cikmistir. Kontrol grubunda 3,84+1,66 olan GSH seviyesi AFB; verildikten sonra
1,2840,55’e diigmiistiir. Sadece L.V.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi
3,20+0,55’e¢ c¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber L.V.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5
pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi sirasiyla 2,24+0,54,
3,2040,56 ve 3,80+0,54’e ¢ikmistir. Kontrol grubunda 0.73+0.92 olan MDA seviyesi



102

AFB; verildikten sonra 1,1542,30’¢ ¢ikmistir. Sadece L.V.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi 0,70+2,60’e diismiistiir. Daha sonra AFB; ile beraber
L.V.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise MDA
seviyesi sirasiyla 0,98+0,70, 0,85+0,35 ve 0,79+0,34’¢ kadar diismustiir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.17. Parmelia saxatilis (L.) Ach. biyokimyasal sonuglari.

SOD (U/mL)  GPx (U/mL) (uiivm (nn“fo'?/fn 0
Kontrol 1.310.06 3.2240.31 2.56+0.55 0.66=1.61
AFBI1 (5 uM) 0.51+0.14° 0.97+0.30° 1.2840.55° 1.25+1.10°
P.S.T.E (10 pg/ml) 1.2540.43%  2.53+0.43%  2.2440.55® 0.43+0.58%
AFBI+PS.T.E (5 pg/ml)  0.65+0.13%  1.57+0.22*°  2.56+0.55™ 1.01+0.18%°
AFBI+P.S.T.E (10 pg/ml)  0.73+0.10  2.21+0.12*  2.88+0.96™  0.98+0.32%
AFB1+P.S.T.E 1.16+0.32%°%  2.87+0.32%°%  2.88+0.01"  0.76+0.05%™%

Tezda kullanilan diger bir liken tiirii olan Parmelia saxatilis (L.) Ach. total ekstresinin
(P.S.T.E) enzimatik aktiviteleri tablodan incelendiginde SOD aktivitesi AFB;
verildikten sonra diismiistiir. Daha sonra kan kiiltiirlerine AFB; ile beraber P.S.T.E’nin
ti¢ farkli dozu uygulanmis ve SOD aktivitesinin P.S.T.E’nin antioksidan 6zelliginden
dolay1 arttig1 gozlenmistir. Kontrol grubunda 3,22+0,31 olan GPx aktivitesi AFB;
verildikten sonra istatiksel olarak anlamli derecede diismiistiir. Daha sonra AFB; ile
beraber kiiltir ortammna P.S.T.E’nin 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml’lik dozlar
verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 1,57+0,22, 2,21+0,12 ve 2,87+0,32°¢ ¢ikmistir.
Kontrol grubunda 2,56+0,55 olan GSH seviyesi AFB; verildikten sonra 1,28+0,55’¢
diismiistiir. Daha sonra AFB; ile beraber P.S.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml
ve 20 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi sirasiyla 2,56+0,55, 2,88+0,96 ve
2,88+0.01°¢ yiikselmistir. Kontrol grubunda MDA seviyesi AFB; verildikten sonra
istatiksel olarak anlamdi derecede artmistir. Daha sonra Kkiiltiir ortamimma AFB; ile
beraber P.S.T.E’nin {i¢ farkli dozu uygulandiginda MDA seviyesi sirasiyla 1,01+0,18,
0,984+0,32 ve 0,76+0,05’e¢ kadar diismiistiir. Bu durum istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.18. Parmelia sulcata Taylor biyokimyasal sonuglari

SOD (U/mL)  GPx (UImL) “$2$L) mgg%;u
Kontrol 1.29+0.18 1.80+0.79 2.56+0.55 0.86+1.19
AFBI1 (5 uM) 0.60+0.10° 1.3241.08° 0.96+0.01° 1.3340.50°
P.S.T.E (10 pg/ml) 0.93+0.12®  1.54£0.59® 5 5440 96" 0.80+1.15%
AFBI+PS.T.E (5 pg/ml)  0.71£0.13%  1.75+1.80°°  2.04+0.55%° 1.28+0.29%

1.09:+0.36%
0.82+1.15%

2.56+0.54%°
2.59+0.55%¢

1.80+0.16™¢
1.81+0.33°

AFB1+P.S.T.E (10 pg/ml)  0.82+0.22%
AFB1+P.S.T.E (20 pg/ml)  0.90+0.25%°

Parmelia sulcata Taylor likeninin total ekstresinin (P.S.T.E) enzimatik aktivitelerine
bakildiginda kontrol grubunda 1,29+0,18 olan SOD aktivitesi Sadece P.S.T.E’si (10
ug/ml) verildiginde SOD aktivitesi 0,93+0,12 ¢ikmustir. Daha sonra AFB; ile beraber
P.S.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5§ pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise SOD
aktivitesi sirastyla 0,71%0,13, 0,82+0,22 ve 0,90+0,25’e ¢ikmistir. Kontrol grubunda
1,80+0,79 olan GPx aktivitesi Sadece P.S.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde GPx aktivitesi
1,54+0,59 ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber P.S.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml,
10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirastyla 1,75+1,80, 1,80+0,16 ve
1,81+£0,33’¢ ¢ikmustir. Kontrol grubunda 2,56+0,55 olan GSH seviyesi sadece
P.S.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde GSH seviyesi 2,54+0,96 ¢ikmistir. Daha sonra AFB;
ile beraber P.S.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise
GSH seviyesi sirastyla 2,04+0,55, 2,56+0,54 ve 2,594+0,55’e¢ ¢ikmistir. Kontrol
grubunda 0,86+1,19 olan MDA seviyesi AFB; verildikten sonra 1,33+0,50’e ¢ikmustir.
Sadece P.S.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise MDA seviyesi 0,80+1,15’e diismistiir.
Daha sonra AFB; ile beraber P.S.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20
png/ml) verildiginde ise MDA seviyesi sirasiyla 1,28+0,29, 1,09+0,36 ve 0,82+1,15’¢
kadar digmistiir. Bu degerler istatiksel acidan degerlendirildiginde Parmelia sulcata
Taylor likeninin total ekstresinin anlamli fark olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge
4.18).
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Cizelge 4.19. Ramalina farinacea (L.) Ach. biyokimyasal sonuglari

GSH MDA
SOD (U/mL) GPx (U/mL) (umol/L) (nmol/mL)
Kontrol 1.81+0.17 0.79+0.28 4.00+0.19 1.9240.18
AFBI1 (5 pM) 1.04+0.25° 0.36+0.18° 1.0140.34% 3.45+0.37°
R.F.T.E (10 pg/ml) 1.69+0.12° 0.64+0.11%  3.51+0.17° 1.82+0.22°
AFBI+R.F.T.E (5 pg/ml)  1.18+0.19%* 0.45+0.12° 1.52+0.25™ 2.99+0.25%
AFBI+R.F.T.E (10 pg/ml)  1.34+0.12°  0.57+0.12*  2.34+0.25" 2.54+0.23%
AFBI+R.F.T.E (20 pg/ml) 1.78+0.11%  0.7440.12®  3.7140.24° 2.04+0.23%

Ramalina farinacea (L.) Ach. likeninin total ekstresinin (R.F.T.E) antioksidan enzim
aktivitelerine bakildiginda kontrol grubunda 1,81+0,17 olan SOD aktivitesi AFB;
verildikten sonra 1,04+0,25’¢ diismiistiir. Sadece R.F.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise
SOD aktivitesi 1,69+0,12’ye ¢ikmistir. Bu durum istatiksel agidan anlamli bulunmustur.
Daha sonra AFB; ile beraber R.F.T.E’nin 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 ug/ml’lik dozlarinin
verilmesiyle SOD aktivitesi sirasiyla 1,18+0,19, 1,34+0,12 ve 1,78+0,11’¢ ¢itkmustir. Bir
diger enzim olan GPx aktivitesi Kontrol grubunda 0,79+0,28 olarak, AFB; verildikten
sonra 0,36+0,18 olarak oOl¢lilmils enzim seviyesinin AFB;’in mutajenik etkisinden
dolay1 distiigi belirlenmistir. Sadece R.F.T.E’si verildiginde GPx aktivitesi
0,64+0,11’ye ¢ikmistir. AFB; ile beraber R.F.T.E’nin farkli konsantrasyondaki dozlari
verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 0,45+0,12, 0,57+0,12 ve 0,74+0,12°¢ ¢ikmistir.
Kontrol grubunda 4,00+0,19 olan GSH seviyesi AFB; verildikten sonra 1,01+0,34’e
diismiistiir. Sadece R.F.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi 3,51+0,17’e
cikmistir. Daha sonra kan kiiltiirlerine sirasiyla R.F.T.E’nin 5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20
png/ml’lik dozlart AFB; ile beraber verildiginde ise GSH seviyesi sirasiyla 1,52+0,25,
2,34+0,25 ve 3,7140,24’e cikmistir. Bu degerler istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
son olarak bakilan MDA seviyesi kontrol grubunda 1,92+0,18, AFB; verildikten sonra
3,45+0,37 olarak cikmistir. Bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur. kan
kiltirlerine sadece R.F.T.E’sinin 10 pg/ml’lik dozu verildiginde MDA seviyesi
1,82+0,22’e¢ dismiistiir. Kiiltiirlere AFB; ile beraber R.F.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5
pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise MDA seviyesi sirastyla 2,99+0,25,
2,54+0,23 ve 2,04+0,23’¢ kadar diigmiistiir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.20. Usnea articulata (L.) Hoffm. biyokimyasal sonuglari

SOD (U/mL)  GPx (U/mL) (u?nsoT/L) (nmo'?/fn 0
Kontrol 1.51+0.07 1.3142.47 2.81+0.14 2.24+3.20
AFB1 (5 pM) 0.67+0.25° 0.59+0.98° 0.22+0.14° 4.16+5.54°
U.A.T.E (10 pg/ml) 1.1940.03®  1.14+1.13°  2.84+0.05" 2.34+4.88"
AFBI+UA.T.E (S pg/ml)  0.74+0.26™  0.81+1.50®°  2.68+0.16™ 3.52+0.01%
AFB1+U.A.T.E (10 pg/ml)  1.38+0.05¢  1.18+0.01°  2.81+0.11° 2.98+4.88%
AFB1+U.A.T.E (20 pg/ml)  1.45+0.01%%  1.34+1.13"  2.85+0.05" 2.37+1.14%

Tezde kullanilan Usnea cinsine ait tiirlerden olan Usnea articulata (L.) Hoffm. likeninin
total ekstresinin (U.A.T.E) enzimatik aktivitelerine bakildiginda kontrol grubunda
1,51+£0,07 olan SOD aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,67+0,25’¢ diismiistiir. Sadece
U.A.T.E’sinin 10 pg/ml’lik dozu verildiginde ise SOD aktivitesi 1,19+0,03’ye ¢ikmustir.
Daha sonra AFB; ile beraber U.A.T.E’nin i¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pug/ml ve 20
png/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi sirasiyla 0,74+0,26, 1,38+0,05 ve 1,45+0,01’e
cikmistir. Kontrol grubunda 1,314+2,47 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra
0,59+0,98’e diismiistiir. Sadece U.A.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi
1,14+1,13’ye cikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber U.A.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5
pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 0,81£1,50,
1,18+0,01 ve 1,34+1,13’e cikmistir. Kontrol grubunda 2,81+0,14 olan GSH seviyesi
AFB; verildikten sonra 0,22+0,14’e¢ diismiistiir. Sadece U.A.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise GSH seviyesi 2,844+0,05’e ¢ikmustir. Daha sonra AFB; ile beraber
U.A.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5§ pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GSH
seviyesi sirasiyla 2,68+0,16, 2,81+0,11 ve 2,85+0,05’e¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda
2,24+3,20 olan MDA seviyesi AFB; verildikten sonra 4,16+5,54’e ¢ikmistir. Sadece
U.A.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise MDA seviyesi 2,34+4,88’e diigsmiistiir. Daha
sonra AFB; ile beraber U.A.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi sirastyla 3,52+0,01, 2,98+4,88 ve 2,37+1,14’e kadar
dismistiir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.21. Usnea filipendula Stirt. biyokimyasal sonuglari

GSH MDA

SOD (U/mL)  GPx (U/mL) (nmol/L) (nmol/mL)

Kontrol 1.50+0.08 1.1241.50  2.78+0.09 1.2240.92
AFBI1 (5 pM) 0.95+0.11° 0.55+0.56*  0.19+0.09*°  2.97+1.84°
U.F.T.E (10 pg/ml) 1.32+0.22%® 1.24+1.50°  2.81+0.05"  1.81+1.84°
AFBI+U.F.T.E (5 pg/ml)  1.02+0.49* 0.72+0.56™ 2.84+0.05°  2.81+3.04°
AFBI+U.F.T.E (10 pg/ml) 1.31+0.26™ 0.89+0.98™° 2.94+0.11*  2.31+1.84°
AFB1+U.F.T.E (20 pg/ml)  1.51+0.14™% 1.14£1.13%  2.97+0.01%  1.67+1.84%

Usnea cinsine ait diger bir liken tiirii olan Usnea filipendula Stirt. likeninin total
ekstresinin (U.F.T.E) enzimatik aktivitelerine bakildiginda kontrol grubunda 1,50+0,08
olan SOD aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,95+0,11’e diismiistiir. Sadece U.F.T.E’si
(10 pg/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi 1,32+0,22°ye ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile
beraber U.F.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise
SOD aktivitesi sirastyla 1,02+0,49, 1,31+£0,26 ve 1,514+0,14’e cikmistir. Kontrol
grubunda 1,12+1,50 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,55+0,56’¢ diismiistiir.
Sadece U.F.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi 1,24+1,50’ye cikmustir.
Daha sonra AFB; ile beraber U.F.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 ug/ml ve 20
pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 0,72+0,56, 0,89+0,98 ve 1,14+1,13’¢
cikmistir. Kontrol grubunda 2,78+0,09 olan GSH seviyesi AFB; verildikten sonra
0,19£0,09’¢ diismiistiir. Sadece U.F.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi
2,81+£0,05’e ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber U.F.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5
pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GSH seviyesi sirasiyla 2,84+0,05,
2,94+0,11 ve 2,97+0,01’e ¢ikmustir. Kontrol grubunda 1,22+0,92 olan MDA seviyesi
AFB; verildikten sonra 2,97+1,84’¢ ¢ikmistir. Sadece U.F.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi 1,81+1,84’e diismiistiir. Daha sonra AFB; ile beraber
U.F.T.E’nin ¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise MDA
seviyesi sirasiyla 2,81+3,04, 2,31+1,84 ve 1,67+1,84’¢ kadar diismiustiir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.22. Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai biyokimyasal
sonugclari

SOD GSH MDA

umy  CPXUML) o) (nmolimL)
Kontrol 1.20+£0.12  1.28+0.01 2.8440.05  2.13+1.84
AFBI1 (5 pM) 0.62+0.22%  0.43+1.50*  0.83+£0.14*  2.99+3.69°
V.P.T.E (10 pg/ml) 0.92+0.24°  1.08+0.01*  2.84+0.05°  2.13+1.84"

AFB1+V.P.T.E (5 pg/ml) 1.01+0.21°  0.92+1.50™  2.62+0.05® 2.56+1.85%

ﬁ;iﬁ;V'P'T'E“O 1.1240.18%  1.37+0.01% 2.7240.19°  2.2143.20*

AFB1+V.P.T.E (20

ug/ml) 1.26£0.05"  1.48+0.01%% 2.84+0.11*  2.02+0.10°™

Tezda kullanilan likenlerden Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai liken
tirtiniin total ekstresinin (V.P.T.E) biyokimyasal aktivitelerine bakildiginda kontrol
grubunda 1,20+0,12 olan SOD aktivitesi AFB; verildikten sonra 0,62+0,22’¢ diismiistiir.
Sadece V.P.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi 0,92+0,24’ye ¢ikmustir.
Daha sonra AFB; ile beraber V.P.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20
png/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi sirasiyla 1,01+£0,21, 1,12+0,18 ve 1,26+0,05°¢
c¢ikmigtir. Kontrol grubunda 1,28+0,01 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra
0,43+1,50’e diigmiistiir. Sadece V.P.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi
1,08+0,01’ye ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber V.P.T.E’nin {i¢ farkli dozu (5
pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 0,92+1,50,
1,37+£0,01 ve 1,48+0,01°¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda 2,84+0,05 olan GSH seviyesi
AFB; verildikten sonra 0,83+0,14’e diigmiistiir. Sadece V.P.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise GSH seviyesi 2,84+0,05’e ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber
V.P.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GSH
seviyesi sirasiyla 2,62+0,05, 2,72+0,19 ve 2,84+0,11’e¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda
2,13+1,84 olan MDA seviyesi AFB; verildikten sonra 2,99+3,69’e ¢cikmustir. Sadece
V.P.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise MDA seviyesi 2,13+1,84’e¢ diigmiistiir. Daha
sonra AFB; ile beraber V.P.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi sirasiyla 2,56+1,85, 2,21£3,20 ve 2,02+0,10’e kadar
diismiistiir (Cizelge4.22).
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Cizelge 4.23. Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. biyokimyasal sonuglar1

GSH MDA

SOD (UimL) GPx(UimL) 0 oun) (nmol/mL)

Kontrol 1.35+0.06 1.60+1.13  2.68+0.16  1.89+1.84
AFBI1 (5 pM) 0.67+0.19° 0.49+0.98%  1.14+0.33%  4.34+3.20°
X.P.T.E (10 pg/ml) 1.10+0.29° 1.15£1.50®°  2.8140.24®  1.93+3.69"

AFBI+X.P.T.E S pg/ml)  0.86+0.30°  0.92+1.50®  2.55+0.19%  3.73+].84%°
AFBI+X.P.T.E (10 pg/ml)  1.2940.13"  1.06£0.56® 2.65+0.11°°  2.69+2.01%
AFB1+X.P.T.E (20 pg/ml)  1.30+0.07™%*  1.08+0.98® 2.81+0.05™" 2.01+2.15"*

Son olarak biyokimyasal parametrelerine bakilna liken tiir Xanthoria parietina (L.) Th.
Fr.'nin total ekstresinin (X.P.T.E) enzimatik aktivitelerine bakildiginda kontrol
grubunda 1.35+0.06 olan SOD aktivitesi AFB; verildikten sonra 0.67+0.19’e diismiistiir.
Sadece X.P.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi 1.10+0.29’ye ¢ikmugtir.
Daha sonra AFB; ile beraber X.P.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 ug/ml ve 20
pg/ml) verildiginde ise SOD aktivitesi sirastyla 0.86+0.30, 1.29+0.13 ve 1.30+0.07’e
cikmistir. Kontrol grubunda 1.60+1.13 olan GPx aktivitesi AFB; verildikten sonra
0.49+£0.98’e dismiistiir. Sadece X.P.T.E’si (10 ug/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi
1.15+1.50’ye ¢ikmistir. Daha sonra AFB; ile beraber X.P.T.E’nin {i¢ farkli dozu (5
pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml) verildiginde ise GPx aktivitesi sirasiyla 0.92+1.50,
1.06+£0.56 ve 1.084+0.98’e cikmistir. Kontrol grubunda 2.68+0.16 olan GSH seviyesi
AFB; verildikten sonra 1.14+0.33’e¢ diismiistiir. Sadece X.P.T.E’si (10 pg/ml)
verildiginde ise GSH seviyesi 2.81+0.24°e¢ ¢ikmustir. Daha sonra AFB; ile beraber
X.P.T.E’nin ¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 ug/ml) verildiginde ise GSH
seviyesi sirasiyla 2.5540.19, 2.65+£0.11 ve 2.81+£0.05’e¢ ¢ikmistir. Kontrol grubunda
1.89£1.84 olan MDA seviyesi AFB; verildikten sonra 4.3443.20°e ¢ikmistir. Sadece
X.P.T.E’si (10 pg/ml) verildiginde ise MDA seviyesi 1.93+£3.69’e diigmiistiir. Daha
sonra AFB; ile beraber X.P.T.E’nin ii¢ farkli dozu (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 pg/ml)
verildiginde ise MDA seviyesi sirasiyla 3.73+1.84, 2.69+2.01 ve 2.01£2.15’e kadar
dismistiir (Cizelge 4.23).
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Sekil 4.13. Dermatocarpon miniatum Eschw. biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.14. Flavoparmelia caperata (L.) Hale biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.15. Letharia vulpina (L.) Hue biyokimyasal sonuglari
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Tablo 4.16. Parmelia saxatilis (L.) Ach. biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.17. Parmelia sulcata Taylor biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.18. Ramalina farinacea (L.) Ach. biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.19. Usnea articulata (L.) Hoffm. biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.20. Usnea filipendula Stirt. biyokimyasal sonuglari
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Sekil 4.21. Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai biyokimyasal sonuglari

6,00 -
5,00 -
4,00
3,00 mSOD
H GPx
2,00
= GSH
1,00
m MDA
0,00

Kontrol
AFB1

XP
AFB1+XP-1
AFB1+XP-2
AFB1+XP-3

Sekil 4.22. Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. biyokimyasal sonuglar1
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alismalarla degisik bitki ve bitki
kisimlarindan tibbi olarak faydalanilmaya calisilmis olup ekstraksiyon, dekoksiyon veya
saflagtirma yolu ile dogal bilesik maddeler elde edilmeye c¢alisilmistir. Bu bilesik
maddelerin karakterizasyonu, tanimlamalar1 yapilarak mutajenik, antimutajenik ve
antikarsinojenik etkilerinin belirlenmesi, insanlarda kanser hastaliginin gelismesini
azaltmak i¢in Onemli c¢aligmalar1 da beraberinde getirmistir (Roncada et al. 2004).
Gilinlimiizde degisik bilesikleri icinde barindiran birgok dogal iirlin hem ticari olarak
bulunmakta hem de bireysel ya da atadan gérme seklinde istifade edilmektedir. Bu
dogal iiriinler 6zellikle bireysel immiin sisteminin diizenlenmesini saglamasindan dolayi
antimutajenik, antikarsinojenik veya antitiimoral aktiviteye sahiptirler. Bu dogal
bilesikler, kimyasal olarak hazirlanmis olan antimutajen, antikarsinojen veya antitimor

ilaclarla (drog) karsilastirildiginda daha az yan etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Gliniimiliz arastirmacilart halk sagliginda insanlar tarafindan asirlardir tibbi amacla
kullanilan  bitkilerin ~ mutajenik-antimutajenik ~ 6zelliklerinin  belirlenmesinde
kullanilabilecekleri degisik test sistemleri gelistirmistir. Gelistirilen bu test sistemlerinin
temel Ozellikleri; kisa siirede ve dogru olarak sonu¢ vermesi, diisiik maliyetli olmasi,
uygulama kolayligi ve ¢alismaya uygun olmalari amaglanmistir (Mortelmans and Zeiger
2000). Bu test sistemleri kullanilarak yapilan ¢aligmalara bakildiginda likenlerle yapilan
caligmalarin giderek arttig1 goriilmiistiir. Likenler, yapilarinda bulundurduklar1 ve
kendilerine has olan sekonder metabolitleri sayesinde antimutajenik, antitiimoral ve
degisik biyolojik aktiviteye sahip olduklari bilinen, her gegen giin popiilerligi artmakta

olan sira dis1 canlilardir.

Bundan dolay1r tez caligmasi kapsaminda Erzurum-Artvin-Giresun ve c¢evresinde
yetismekte olan 10 farkli liken tiirlinlin total ekstrelerinin mutajenik ve antimutajenik
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in mutant bakteri suslarinin kullanildigit Ames/Salmonella
ve E. coli WP2 test sistemleri kullanilmistir. Ayrica insan periferal kanindan elde edilen

lenfositlerde AFB;’in mutajenik etkisine karsi bu liken tiirlerinin mutajenik veya
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antimutajenik  6zelliklerinin  olup olmadiklart Mikroniikleus (MN) yontemi ile
arastirilmistir. insan lenfosit kiiltiirlerinde biyokimyasal calismalar yapilarak total liken
Oziitlerinin antioksidan 6zelliklerinin (SOD, GPx, GSH ve MDA enzimleriyle) tespiti,
etki derecelerinin belirlemesi ve antimutajenik 6zelliginin antioksidan Ozelliginden

kaynakli olup olmadiginin arastirilmast amaglanmastir.

Bu tezin ilk kismimi olusturan Ames/Salmonella ve E. coli WP2 bakteriyel test
sistemleri ¢alismasinda Dermatocarpon miniatum Eschw., Flavoparmelia caperata (L.)
Hale, Letharia vulpina (L.) Hue, Parmelia saxatilis (L.) Ach., Parmelia sulcata Taylor,
Ramalina farinacea (L.) Ach., Usnea articulata (L.) Hoffm., Usnea filipendula Stirt.,
Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai ve Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.
likenlerinden elde edilen total ekstrelerinin S. typhimurium TA1535, TA1537 ve E. coli
WP2uvrA mutant bakteri suslari tizerine sirasiyla NaN3, 9-AA ve MNNG mutajenleri ile
olusturulan mutasyonlara karst mutajenik ve antimutajenik etkileri arastirilmistir.
Yapilan ¢aligmalar neticesinde 10 farkli liken tiiriiniin total ekstresinin uygulanan 5
farkli konsantrasyonlarinin (20 pg/petri, 40 ng/petri, 60 pg/petri, 80 ng/petri ve 100
ug/petri) bakteri suglar1 ilizerine mutajenik etkinlik gostermedigi, buna karsin S.
typhimurium TA1535, TA1537 ve E. coli WP2uvrA mutant bakteri suslari {izerine

antimutajenik etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.

Tezde kullanilan mutant bakteri suslar1 daha 6nceden tanimlanmis ¢ok 6zel mutasyonlar
icermektedir. Kullanilan mutant bakteri suslarindan olan S. typhimurium TA1535
bakterisi histidin (his’) oksotrofudur. Bundan dolayr histidin amino asidini sentez
edememektedir. Ames testi kullanilarak yapilan ¢alismalarin temel dayanagi; mutajen
maddenin bakteri DNA’s1 ile etkilesmesi neticesinde his operonunda geri mutasyon
olusturmasina dayanmaktadir. Boylece oksotrof olan bakteri atasal formuna (prototrof)
geri donerek histidin animo asidini sentez edebilmektedir. S. typhimurium TA1535
bakterisi histidin sentezinden sorumlu ilk enzimi kodlayan His G46 geninde bir baz
degisimi nokta mutasyonu tagimaktadir. Bundan dolay1 bakteri 16sin amino asidi yerine
prolin amino asidi sentezlemektedir (Victorin et al. 1987; Mortelmans and Zeiger 2000;

Karaday1 2010). Kullanilan diger bakteri susu olan S. typhimurium TA1537 ise histidin
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biyosentezinden sorumlu olan kisminda (His C ve His D gen bolgeleri) insersiyon
tipinde gen mutasyonu olusmustur. Bu durum cerceve kaymasina neden olmaktadir.
Mutajen ajanlar bu olay1 tersine dondiirerek bakterinin yeniden gerekli amino asitlerinin
sentezlenmesini saglamistir (Victorin et al. 1987; Mortelmans and Zeiger 2000;
Karaday1 2010).

Tezde kullanilan 6nemli geri mutasyon testlerinden bir digeri olan mutant bakteri susu
ise E. coli WP2uvrA’dir. Bu mutant bakteri triptofan oksotrofudur. Triptofan sentezinde
onemli bir enzimi kodlayan trpE geninde A-T baz degisimi nokta mutasyonu
tasimaktadir. Ilgili gendeki bu degisim anlamsiz mutasyonla sonuglanmistir. Ayrica
UVrA ise bakterinin hassasiyetini artirmak i¢in kullamilmistir (Mortelmans and Riccio
2000; Karaday1 2010).

Liken tiirlerinden elde edilen total ekstrelerin uygulanmasiyla kullanilan sodyum azid
(NaN3), 9-aminoakridin (9-AA) ve MNNG mutajenlerinin  mutajenik etkileri
engellenmistir. Antimutajenik etki liken ekstrelerinde bulunan liken asitleriyle
iligkilendirilmistir. Liken asitleri mutajen maddenin DNA ile etkilesimine engel olarak
veya mutajen maddenin hiicre igerisine girisini Onleyerek mutasyonlarin meydana

gelmesini engellemis oldugu diistiniilmiistiir.

Sonug¢ tablosuna bakildiginda liken tiirlerinin farkli antimutajenik etkinlige sahip
sonuglar olusturdugu ve bununda doza bagimli olmadig1 goriilmistiir. Caligmada
kullanilan farkli mutasyonlar igeren suslarin DNA tamir mekanizmalarinda da
farkliliklar bulunmaktadir. Likenlerin igermis olduklar1 liken asitleri giiclii antioksidan
ozelliklere sahiptirler. Liken asitlerinin bu o6zelligi antioksidan sistemi harekete
gecirmek suretiyle bu tamir mekanizmalarini uyararak mutajen ajanin etkisini azaltmig
veya ajanin DNA’ya baglanmasin1 engellemis olabilecegiyle iliskilendirilmigtir. Bundan
dolay1 antimutajenik etkinlik gostermis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bazi1 dozlarin
zayifta olsa mutajen etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu duruma farkli mutasyon igeren
bakteri suslarinin sahip olduklar1 tamir mekanizmalariyla ve hassasiyetleriyle iliskili

oldugu diisiiniilmiistiir. Diger bir sebep olarak da mutajen ajanla liken ekstresinde
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bulunan asitlerden bazilarinin sinerjitik etki gostermis olabilecegi varsayilmistir. Tezde
kullanilan farkli likenlerin degisik oranda antimutajenik etkinlik gdstermesi liken
tiirlerinin ~ birbirinden farkli yapida ve miktarda liken asidi icermeleriyle

iliskilendirilmistir.

Birbirleriyle mukayese edildiginde bakteri suslar1 arasinda likenlerin total ekstrelerinin
en etkili oldugu bakteri suslar1 sirasiyla E. coli WP2uvrA ve S. typhimurium TA1535
olmustur. Liken ekstrelerinin en az antimutajenik etkinlik gdsterdigi bakteri susu S.
typhimurium TA1537 mutant bakterisi olmustur. Bu durum suslarin tasimis olduklari
farklt mutasyonlar ve DNA tamir mekanizmalariyla, farkli hassasiyetlere sahip olmalari

ile agiklanmistir (Mortelmans and Riccio 2000; Ozbek 2006; Karaday: 2010).

Tabloya bakildiginda E. coli WP2uvrA mutant bakteri susu ilizerine antimutajenik
etkinlik olarak en kuvvetli olan liken tiirleri sirasiyla Vulpicida pinastri (Scop.) J.-
E.Mattsson & M.J.Lai, Xanthoria parietina (L.) Th. Fr., Dermatocarpon miniatum
Eschw., Flavoparmelia caperata (L.) Hale liken tiirleridir. En az antimutajenik etkinlik
gosteren liken tiirii ise Letharia vulpina (L.) Hue’dir. S. typhimurium TA1535 mutant
bakteri susu lizerine antimutajenik etkinlik olarak en kuvvetli olan liken tiirleri sirasiyla
Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai, Usnea articulata (L.) Hoffm.,
Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. ve Ramalina farinacea (L.) Ach. liken tiirleridir. En az
antimutajenik etkinlik gosteren liken tiirii ise Flavoparmelia caperata (L.) Hale’dir. S.
typhimurium TA1537 mutant bakteri susu iizerine antimutajenik etkinlik olarak en
kuvvetli olan liken tiirleri sirasiyla Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Xanthoria
parietina (L.) Th. Fr., Vulpicida pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai ve Letharia
vulpina (L.) Hue liken tiirleridir. En az antimutajenik etkinlik gosteren liken tiirii ise

Ramalina farinacea (L.) Ach.’dir.

Liken tiirlerinden elde edilen total ekstreler uygulandiktan sonra MNNG ile muamele
edilmis E. coli WP2, NaNj3 ile muamele edilmis S. typhimurium TA1535 ve 9-AA ile
muamele edilmis S. typhimurium TA1537 mutant bakteri suslari iizerine 10 farkli liken

tiiriinden elde edilmis olan total ekstrelerinin dnemli antimutajenik etkilerinin oldugunu
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belirlenmigtir. Daha Once benzer test sistemleri ile yapilan ¢aligmalara bakildiginda
farkli liken tiirlerinin antimutajenik aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir (Agar vd

2010; Giilliice vd 2011; Aslan vd 2012).

Yine bu tezin ilk kisminda ikinci ayaginda yer alan ¢alismada insan periferal kanindan
elde edilen lenfositlerde AFB;’in mutajenik etkisine karsi bu liken tiirlerinin mutajenik
veya antimutajenik ozelliklerinin olup olmadiklart Mikroniikleus (MN) yontemi ile
arastirtlmistir. 10 farkli liken tiiriiniin total ekstrelerinin insan periferal lenfositlerinde
herhangi bir mutajenik etkisine rastlanmamistir. Ayrica uygulanan 3 farkli
konsantrasyonlarinin (5 pg/ml, 10 pg/ml ve 20 ug/ml) AFB;’in (5 pM) mutajenik
etkisine kars1 antimutajenik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. AFB;’in insan periferal
lenfositlerinde, MN’yi artirdigi goriilmistir. AFB; (5 puM) uygulanan lenfosit

kiiltiirlerinin kontrol ile aralarindaki farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Daha 6nce AFB; kullanilarak insan lenfosit hiicrelerinde yapilan benzer ¢aligmalarda
aflatoksinlerin mutajenik etkiye sahip olduklari bildirilmistir. Ozellikle aflatoksinler
icinde toksisitesi en yliksek olan AFB1, DNA da degisik hasarlara veya mutasyonlara
neden olmaktadir. 1977 yilinda Leon-Cazares ve Aroche-alfonso’nun yaptigi caligmada
insan lenfositleri Aspergillus parasiticus mantar sporlari ile birlikte 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakmis ve aflatoksinlerin KA’larina neden olduklarini gdstermistir

(Kotan 2010; Ceker 2011).

AFB1’in etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. AFB; dogrudan veya dolaylt
olarak etki etmektedir. Dogrudan DNA’ya baglanarak ya da salimmini uyardigi OH
iyonlarinin DNA hasarina neden olmasiyla mutajenik etki gostermektedir. AFB;’in
mutajenik etkisi DNA’daki guanin bazinin N-7 ile AFB;’in 8. karbonu arasinda
kovalent bag kurulmasimna bagl olarak, 6zellikle G-T seklinde transversiyona neden
olmasindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir. AFB; verilen ratlarda karacigerlerinde 8-
oksodeoksiguanozin (8-oxodG) olusumu artmaktadir. Bu durum ratlarin DNA’larinda
hasarlara (KKD gibi) neden olmaktadir (Chan et al. 2003).
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AFB;’in diger bir etki mekanizmasinin ise OH iyonlarmimn salinimini arttirarak
ROT’larin olusmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. AFB;’in canli viicudundaki
metabolik AFB;’in hareketliliginden dolayr ROT’larin miktarini arttirarak oksidatif
stres olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Chan et al. 2003). ROT’larin artis1 ise
mutasyona neden olarak degisik DNA hasarlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(Lee et al. 1989). Bundan dolay1 AFB;’in dogrudan DNA’ya baglanarak ya da dolayli
olarak ROT’larin saliniminin arttirmasiyla KKD olusumu, mikrontikleus olusumu,
asentrik kromozom olusmasi, kromatid fragmentlerinin olusmasi, anafaz kopriilerinin
olugmasi ve geri kalmis kromozomlar gibi birgok DNA hasarinin ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir.

AFB;’in mutajenik etkisine karsi likenlerin antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir
(Giilgin vd 2002; Aslan vd 2006; Giilliice vd 2006; Agar vd 2010; Aslan vd 2011;2012;
Alpsoy vd 2011; Giilliice vd 2011; Kotan vd 2011; 2013; Nardemir vd 2013; Alpsoy vd
2013). Likenlerin gostermis olduklart bu antimutajenik etkileri, yapilarinda bulunan
“liken asitleri” denilen sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Degisik liken
tiirlerinden izole edilmis bircok liken asidi bulunmaktadir. Bunlardan olan
protolikesterinik asit, pulvinik asit tiirevlerinden olan vulpinik asit, pinastrik asit, depsid
grubundan evernik, olivetorik asit, tridepsid grubundan giroforik asit, depsidon
grubundan fisodik, lobarik, fumarprotosetrarik asitler ile dibenzofuran tiirevlerinden
usnik asidin degisik biyolojik aktivitelere sahip olduklart belirlenmistir. Bunlardan
ozellikle protolikesterinik asit, pulvinik asit, fisodik asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik
asit ve usnik asidin en yiiksek aktivite gosteren liken maddeleri oldugu belirlenmistir
(Vartia 1950; Diilger vd 1997; Diilger vd 1998; Ingolfsdottir 2002; Boustie and Grube
2005). Ayrica likenlerden izole edilen depsid, depsidon bilesiklerinin daha Onceki
caligmalarda da ifade edildigi gibi antibakteriyal, antifungal, antiiilserojenik,
antienflamatuar, antimutajenik ve antikarserojenik o6zelliklerin olduklar1 bildirilmistir
(Vartia 1950; Vartia 1973; Raju et al. 1985; Yamamoto et al. 1995; Neamati et al. 1997;
Aslan vd 1998, 1999; Huneck 1999; Miiller 2001, Brodo 2001; Miiller 2001,
Ingolfsdottir 2002; Tokat 2004; Behera et al. 2005; Boustie and Grube 2005; Russo et
al 2006).


https://www.researchgate.net/researcher/47258761_Lokman_Alpsoy/
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Likenler, lilkemizde ve diinyada ¢ok eski zamanlardan beri halk saghginda degisik
hastaliklarm tedavisi igin yaygin olarak kullanilmislardir (Oztiirk ve Aslan 1991; Aslan
ve Oztiirk 1994; Aslan 2000). 16. yy’den itibaren dekoksiyon ve infiisyon seklinde
hastaliklarin  tedavisinde kullanilan likenler yapilarinda bulunan sekonder
metabolitlerine gore degil morfolojik sekillerine bakarak degerlendirmis ve tedavi
amaclh kullanilmislardir. Ornegin: Usnea florida (L.) Weber ex F.H. Wigg. sa¢ uzatmak,
saclarin dokiilmesini engellemek ve giirlestirmek i¢in, Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm.
akciger hastaliginin tedavisinde kullanilmistir (Karamanoglu 1971; Smith 1975; Zeyrek
1982; Tutel 1986; Galun 1988; Dilsizoglu vd 2004; Boustie and Grube 2005). Benzer
sekilde sar1 renkli liken olan Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. sarilik hastaliginin tedavisi
icin Onerilmistir. Kafatas1 likeni olarak isimlendirilen Parmelia saxatilis (L.) Ach. veya
diger baz tiirlerin epilepsi tedavisi icin altin kadar degerli oldugu belirtilmistir (Tokat
2004). Cetraria islandica (L.) Ach. ve Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar & Vézda
oOkstiriik ve solunum yolu hastaliklarinin tedavisi ve gogilis yamusatici pastillerin yapimi

icin degerlendirilmistir.

Tezde kullanilan tiirlerin disinda da c¢ok farkli likenler degisik amaglar ve hastaliklar
icin kullanilmiglardir. Kolombiya’da yasayan Hesquiat halki Lobaria pulmonaria (L.)
Hoffm. likenini verem hastaliginin tedavisinde kullandigina dair kayitlar bulunmaktadir.
Likenlerin etkisinin tiretmis olduklar1 sekonder metabolitler olan stistik asit, giroforik
asit ve norstistik asit gibi maddelerden kaynakladigi diistiniilmektedir (Asahina 1967).
Giiniimiizde de liken asitlerinin kullanilmasi ile egzama, solunum ve dolasim yolu

hastaliklarinda kullanilmaktadir (Biswas 1956; Huneck and Yoshimura 1996).

Usnea barbata’y: rahim hastaliklar igin tavsiye edilmistir. Usnea longissima Ach. ‘dan
Cin’de hazirlanan ve adina “Sun lo” denilen karisim balgam soktiiriicii olarak ve iilser
tedavisi i¢in kullanilmigtir. Usnea’nin tiirleri Malaya Adalari’nda tonik seklinde ve
soguk alginliklarinda hala tiiketilmektedir. Usnea’nin bu etkilerinin yapisinda bulunan
ve yiiksek oksidatif aktiviteye sahip usnik asit ve diger asitlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Eski zamanlarda Peltigera canina kuduz hastaligina karsi, Peltigera

apthosa barsak kurtlarini diisiirmede ve ardi¢ kusu kizartilarindan 1stirap ¢ekenlerde,



121

Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. ise atesli hastaliklarin ve sarilik hastaligiin tedavisinde
kullanilmistir (Tokat 2004).

Cetraria islandica (L.) Ach. ve Cladonia stellaris (Opiz) Pouzar & Vézda oksiiriik ve
solunum yolu hastaliklarinin tedavisi ve gogiis yumusatici pastillerin yapimi igin
degerlendirilmistir. Giiniimiizde bir¢ok ila¢ fabrikalari tarafindan likenlerden elde edilen
pastil ve suruplar oldugu gibi bu likenlerin ¢ayr dahi bulunmaktadir (Karamanoglu

1971; Smith 1975; Zeyrek 1982; Tutel 1986; Galun 1988).

Liken tiirlerinden olan Cladonia rangiformis Hoffm.’ten elde edilmis olan metanol
etkstraktinin antienflamatuar etkinliginin oldugu ve bu etkininde icermis oldugu usnik,
atroronik asit, atranorinik asit, fumarprotosetraraik asit gibi liken asitlerinden

kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Siileyman vd 2002).

Cetraria aculeata (Schreb.) Fr. dan elde edilen aseton ekstresinin S. typhimurium TA98
ve TA100 bakterileri lizerine antimutajenik etkisinin oldugunu bildirilmistir (Zeytinoglu
vd 2008). Ayrica MN testiyle yapilan calismada genotoksik etkisinin olmadigi
antimutajenik Ozelliginin bulundugunu ve bu durumunda likenin igerdigi usnik asit,
protolikesterinik asit, likensturinik asit gibi asidik maddelerden kaynaklanabilecegini
ileri siirmiislerdir (Ogmundsdottir et al. 1998; Olafsdottir 1999; Orange et al. 2001).

Lin et al. (2003) likenlerden elde edilen bir polisakkaridin HL 60 ve K562 hiicrelerinin
miktarini azalttigini dolayisiyla apoptozis ve telomeraz aktivitesini degistirmek suretiyle
antikanser ozelligi sahip oldugunu bildirilmislerdir (Lin et al. 2003). Yine likenlerle
ilgili baska caligmada Cetraria islandica (L.) Ach. ’nin igermis oldugu protolikesterinik

asidin kanserde malignant hiicre olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir (Ogmunsdottir et

al.1998).

Peltigera canina (L.) Willd.’nin metanol ekstraklarindan elde edilen farkli yapidaki

polisakkaritlerin  farelerde TNFa salinimini artirarak —suretiyle immiin = sistemi
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giiclendirdigi ve buna bagli olaraktan antikanser tedavisinde kullanilabilecegini

belirtilmistir (Omarsdottir et al. 2007).

Tez caligmasinda kullanilan likenlerin kullanim alanlarina bakildiginda yiizyillardir halk
sagliginda kullanilan 6nemli tiirlerin oldugu goériilmiistiir. Vulpicida pinastri (Scop.) J.-
E.Mattsson & M.J.Lai Kuzey Avrupa’da zehir olarak kullanilmistir. Flavoparmelia
caperata (L.) Hale Meksika’ da ilag olarak tiiketilmistir. Letharia vulpina (L.) Hue
Okangon ‘da ilag olarak, egzama, sigil ve kurdesen gibi hastaliklar1 tedavisinde, British
Kolombiya’ da ylizeysel yaralara miidahalede, yaralarin ve iltihaplanan yerlerin
iyilestirilmesinde, mide iilserinde, Iskandinavya’ da degisik islemlerden gecirildikten
sonra zehir olarak kullanilmistir. Ayrica Parmelia saxatilis (L.) Ach. Isvec’te ellerdeki
sigillerin tedavisinde, Parmelia sulcata Taylor Kuzey Kaliforniya’ da kalin bagirsaktaki
sancty1 yok etmek amaciyla, Hindistan” da yemeklere tat vermek i¢in, yine Hindistan’
da yiyecek ve ilag olarak degerlendirilmistir. Usnea articulata (L.) Hoffm. ve Usnea
filipendula Stirt. yaralarin tedavisinde, Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. Avrupa’ da
sitma tedavisinde, sarilik tedavisinde ve kinin yerine kullanilmigtir. Xanthoria parietina
subsp. ectanea: Ispanya’ da menstrual déngii zamaninda sarapla kaynatilarak ilag olarak
tilketilmistir. Ayrica bobrek hastaliklarinda, dis agrilarinda, diger agrilarda ilag olarak
kullanilmis olup oksiirtik suruplarinin bilesenlerinden birini de bu liken c¢esidi

olugturmaktadir (Karamanoglu 1971; Zeyrek 1982; Tokat 2004; Anonim 2013).

20. yiizyildan itibaren hizla gelisen teknoloji ve kimya bilimi sayesinde likenlerin
icermis olduklar1 sekonder metabolitlerden hizla aydinlatilmaya ve saflastirilmaya
baglanmistir. Saflastirilan bu maddeler ise degisik biyolojik aktivite ¢aligmalarinda
bir¢ok aragtirmaci tarafindan kullanilmaya baslanmistir. Degisik kimyasal maddeler ve
AFB’in mutajenik etkisine kars1 likenlerin antimutajenik, antioksidan ekti gosterdigine
dair ¢ok ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir (Ogmundsdottir et al. 1998; Olafsdottir 1999;
Orange et a.l 2001; Geyikoglu ve Turkez 2006; Aslan vd 2012; Kotan vd 2011,2013).

Yapilan calismalarda likenlerden izole edilen liken asitlerinden depsid ve depsidon

grubundan olan maddelerin ultraviyole 1sinlarinin (UV) neden oldugu deri kanserine
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kars1 koruyucu ozelliklerinin oldugu tespit edilmistir (Russo et al. 2008). UV.A ve
UV.B i1smlarmin ROT’larin {iretilmesine ve nitrojen tiirevlerinin artmasina neden
olduklari, boylece canlilarda degisik kanser hastaliklarina, gen mutasyonlarina ve DNA
hasarlarina neden olmaktadirlar. Russo ve ark. (2008) yapmis oldugu calismalarda
likenlerden izole edilen depsidon maddelerinin DNA zincir kiriklarini azalttigi, bu
azalmanin depsidon grubu bilesiklerin ana etkisinin ROT’larin  azalmasiyla
iliskilendirmislerdir (Russo et al. 2008). Ayrica yine aynmi ¢alismada kullanilan liken
konsantrasyonunun artmasiyla ROT aktivitesinde artis gozlenmis, ROT aktivitesinin
artisin1 likenlerin apoptozise yonlendirici etkisiyle agiklamistir. Bagka bir ¢aligmada ise,
likenlerden izole edilen epigallokatektin gallet, quercetin, gallik asit curcurin, eugenol
bilesiklerinin polimeraz enzim aktivitesini azaltarak yaslanmaya kars1 etkisi ve
apoptozise hiicreleri yoOnlendirmek suretiyle antikanser o6zellige sahip oldugu
bildirilmistir (Fujisava et al. 2002; Lin et al. 2003). Bunlara ek olarak, protolikeesterinik
asidi, lobarik asit, usnik asidin timor olusumu {iizerine etkisinin oldugunu
bildirmislerdir (Cardenelli et al. 1997; Lin et al. 2003; Bucar et al. 2004). Ayrica
likenlerden izole edilen vulpinik asidin Spodoptera ornithogelle tiirlerinde larval

periyotta 6liime sebep oldugu belirlenmistir (Slansky 1979).

Tez caligmasinda kullanilan likenlerin icermis olduklar1 liken asitlerine bakildiginda;
Dermatocarpon miniatum Eschw. liken tiiriiniin D-mannitol, sorbitol, siikroz, trehaloz,
D-volemitol gibi maddeler icerdigi, Flavoparmelia caperata (L.) Hale’nin atranorin,
protosetrarik asit,(+) usnik asit, kaperatik asit, D- arabitol, mannitol, polisakkaritlerden
iireaz; Letharia vulpina (L.) Hue’nin ise norstiktik asit, wvulpinik asit, arabitol,
erythritol, galaktosit, glukoz, lichenin, mannitol, sukroz, sitrik asit, glikolik asit, malik
asit, alanin, aspartik asit, glisin, serin, tiyozin, valine, ve atranorin gibi kuvvetli asitler
igerdigi belirlenmistir. Ayrica Parmelia saxatilis (L.) Ach.’te atranorin, lobarik asit,
salisilik asit, belirlenemeyen baz1 yag asitleri, arabitol, fruktoz, galaktoz, ribitol, siikroz,
volemitol, iireaz gibi maddelerin yani sira bazi metallerin bulundugu ve bunlarin da
demir, manganez ve ¢inko oldugu saptanmistir. Parmelia sulcata Taylor igeriginde ise
atranorin, salisilik asit, enzimler, tireaz; Ramelina farinacea (L.) Ach ise igerik olarak

protosetrarik asit, (+) usnik asit, (+) arabitol, mannitol sahip olduklari1 bildirilmistir.
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Usnea articulata (L.) Hoffm. ve Usnea filipendula Stirt. da ise usnik asit; Vulpicida
pinastri (Scop.) J.-E.Mattsson & M.J.Lai de ise ozellikle (-) usnik asit, pinastrik asit,
vulpinik asit gibi kuvvetli zehir etkisi yapan asit tlirlerinin yam sira yiiksek yag asitleri,
depsitler ve depsidonlarin mevcudiyeti bildirilmistir (Culberson et al. 1977; Huneck
1999).

Canli viicudunda ger¢eklesen metabolik ve fizyolojik olaylar neticesinde yan {iriin
olarak ROT iiretilmekte ve bunlarin canlida zararli oksidatif reaksiyonlari
olusabilmektedir (Erel 2004). Yapilan ¢alismalarla serbest radikallerin DNA iizerinde,
proteinlerde ve lipitlerle beraber viicudun diger yapilarinda da oksidatif stres
durumundan dolay1 hasara neden oldugu belirlenmistir (Cakatay ve Kayali 2004).
Serbest radikaller canli niikleusunda DNA’ya zarar vererek genotoksik ve mutajenik
etkilere sebep olmaktadir. Serbest radikaller kalitsal materyaldeki piirin ve pirimidin
modifikasyonlarina, kansere yatkinligi olan gen bolgelerinin aktivasyonlarina, DNA
veya kromozom kirtlmalarina neden olduklarindan dolayr son derece Onemlidirler

(Seven ve Candan 1995; Barrington et al. 1996).

Aflatoksinlerin ROT’larin seviyesinde artisa neden olduklari bildirilmektedir (Lee et al.
2005). Aflatoksinlerin ROT’larin artmasina neden olmasindan dolay: serbest radikaller
DNA, protein ve lipidlerle kolayca reaksiyona girerek DNA’nin yapisinda
mutasyonlara, proteinlerin yapisina baglanarak proteinlerde yapr degisikliklerine ve
dolayisiyla da proteinlerin oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olan OH

radikalinin salinimina neden olmaktadirlar (Bedard and Massey 2006).

ROT’larin canliya verdigi zararlarin azaltilmasini, giderilmesini veya baska molekiillere
cevrilmesini antioksidan sistemler saglamaktadir. Bundan dolayr bir¢ok arastiric
herhangi bir maddenin antimutajenik olmasinda antioksidan sistemin yattigin
vurgulamaktadir. Bu durum neticesinde antimutajenik 6zelligi tespit edilen 10 farkl
liken tiirlerinin antimutajenitesinin antioksidan 6zelliginden dolay1 olup olmadigina
bakilmistir. Yapilan antioksidan 6zellik belirleme calismasinda, AFB;’in SOD, GPx

aktivitesi ve GSH {izerine olan etkisi arastirilmistir. Arastirma neticesinde AFB;’in
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SOD, GPx aktivitesini ve GSH seviyesini diisiirdiigii, buna karsin 3 farkli dozda
uygulanan liken ekstreleri muamelesinden sonra bu enzimlerin aktivitelerinin ve
seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir. Boylece 10 farkli liken tiirliniin total ekstrelerinin
antimutajenik  Ozelliginin  antioksidan  kapasitesinden  kaynakli  olabilecegi
diisiiniilmistiir. Yapilan ¢alismada kontrol grubunda ki SOD ve GPx aktivitesiyle GSH
ve MDA seviyesi sadece AFB; verilen grupla karsilagtirildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

Antioksidan sistemin enzimatik olan ve en Onemlilerinden birisi de siiperoksit
radikallerinin O, veya daha az reaktif olan H,O,’¢ doniistiiriilmesi islemini yapan SOD
enzimidir (Mc Cord and Fridovich 1969).

Verma ve Nair’in (2001), yapmis oldugu c¢alismada total aflatoksin kullanimi
caligmasinda (25 veya 50 mg/aflatoksin/hayvan/giin) ve Kotan vd (2013) ¢alismalarda
aflatoksinin DNA ve protein miktarin1 azalttigi veya yapisinda bozulmalara neden
oldugu ve ayrica, SOD enzim aktivitesini azalttigini bildirmislerdir. Ceker vd (2012);
Alpsoy vd (2011) ve Kotan vd (2011,2013) insan lenfositleri {izerinde yapmis olduklari
caligmalarda, Preetha vd (2006)’ni ratlarin karacigeri iizerine yapilan calismalarda,
AFB:’in  kontrol grubuna nazaran SOD aktivitesini ciddi oranda diistirdigi
belirlenmistir (Preetha et al. 2006; Alpsoy vd 2011; Kotan vd 2011; Ceker 2012;).
Ayrica Eraslan vd (2005)’nin yapmis olduklari galigmada Ross PM3 irki piliglere
aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppm) besinler verildiginde de kan
parametrelerinin incelenmesi sonucunda SOD aktivitesinin azaldigr goriilmistiir

(Eraslan vd 2005).

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin sonuglarina bakildiginda da elde edilen sonuglar
ile literatiir sonuglar1 ortlismektedir. AFB;’den kaynaklanan oksidatif stres durumunda
SOD enzim aktivitesinin diistiigii gozlenmistir. Bu durumun sebeplerinden ilki,
ROT’larin enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi yapmalari, ikincisi ise ROT larin

proteinlere baglanmak suretiyle proteinlerde yapisal degisikliklere neden olarak
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proteinlerin oksidasyonuna sebebiyet vermesi seklinde agiklanmistir (Venkataraman et
al. 2004).

Antioksidan sistem igerisinde yer alan 6nemli diger bir enzim ise hidroperoksitlerin
ortadan kaldirilmasinda son derece biiylik 6neme sahip GPx enzimidir (Armstrong
1998). Daha oOnce yapilmis olan caligmalara bakildiginda AFB;’in GPx aktivitesini
azalttig1 tespit edilmistir (Alpsoy vd 2011; Kotan vd 2011; Ceker 2012). Ratlarla
yapilan caligmalara da bakildiginda AFB;’in karacigerde GPx aktivitesini kontrol
grubuna nazaran diisiirdiigii ve bunun da istatistiksel olarak énemli oldugu bulunmustur

(p<0.001) (Preetha et al. 2006).

Yine daha onceki ¢aligmalar incelendiginde AFB;’in total olarak kullaniminin da, Ross
PM3 1rki piliglere aflatoksinli (0.05 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm ve 1.0 ppm) besin verilerek
yapilan ¢alismada, AFB;’in DNA, RNA, protein miktarinda ve GPx enzim aktivitesinde

onemli derecede azalma meydana getirdigi belirtilmistir (Verma and Nair 2001).

AFB;’in neden oldugu oksidatif stresin GPx aktivitesini diisiirmesinin sebeplerinden
birisi, ROT larin enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi yapmasidir. Diger bir neden
de, ROT’larn proteinlere baglanmak suretiyle proteinlerde yapisal degisikliklere neden
olmasidir. Dolayisiyla buna bagli olarak da proteinlerin oksidasyonuna neden
olmalaridir (Janssen et al. 1993; Preetha et al. 2006). GPx aktivitesinin azalmasinda bir
bagka neden de GPx aktivitesinin GSH miktarina bagli olmasidir. Oksidatif stres GPx
aktivitesinin azalmasina neden olarak GSH miktarin1 azaltmakta (Preetha et al. 2006),
buna bagh olarak da GPx aktivitesi azalmaktadir. Ozetle GPx aktivitesinin azalmasi
GSH’in azalmasina, GPx sentezinin azalmasina, enzim bozulmasinin artmasina ve
enzimin inaktivasyonuna bagli oldugu bilinmektedir (Janssen et al. 1993,

Krishnamoorthy et al. 2007).

Oksidatif stres canlida lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu
sonucunda ortaya MDA ¢ikmaktadir. Bu durum ise lipid peroksidasyonunu gosteren

parametrelerden birisidir (Seven ve Candan 1995). AFB; lipid peroksidasyonunun
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dolaysi ile de onun bir {irlinii olan MDA miktarinin artmasina neden olur (Shen et al.

1994).

Daha oOnceki calismalarda AFB;’in kontrol grubuna nazaran MDA miktarin1 asiri
derecede arttirdig1 ve aradaki farkin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p<0.001). Ratlarin karacigerlerinde yapilan galigmalarda, AFB; verilen grupta lipid
peroksidasyonunun asirt derecede arttigi buna bagl olarak da MDA miktariin kontrol
grubuna nazaran yiikseldigi gozlenmistir (Prectha et al. 2006). Yine Ross PM3 irki
piliclere aflatoksinli yem verilmis 15, 30 ve 45. giinlerinde kan alinarak MDA miktar1
Olgiilmiis, MDA miktar1 kontrol grubuna gore artma gostermistir (Eraslan vd
2005).Yaptigimiz c¢alismada ise kontrol grubundaki MDA miktarinin diisiik, , AFB;
verilen grupta ise ¢ok daha yiiksek olarak oOl¢lilmistir. AFB; H,0O; ile OH" iyonu
miktarmi arttirmis ve bu durum da lipid peroksidasyonuna sebep olmustur. Bundan
dolay1 da MDA miktarimi artirdigi bildirilmistir (Muthuvel et al. 2006; Krishnamoorthy
et al. 2007; Alpsoy 2008; Kotan 2010; Ceker 2011).

Aflatoksinlerin MDA seviyesini artirmalarinin nedeni c¢esitli arastirmacilar tarafindan
ROT’larn artigina ve bunun da lipid peroksidasyonunu artirmasina baglanmistir (Verma
and Nair 2001; Lee et al. 2005; Bedard and Massey 2006; Alpsoy vd 2011, 2009; Kotan
vd 2011; Ceker 2012).

AFB1 ile beraber likenlerin total ekstraktlarin verilmesiyle kiiltiirlerde genel anlamda
SOD, GPx aktivitesi ile GSH seviyeleri artmis, MDA seviyesi ise azalmistir. Bu

degerler istatistiksel acidan anlamli bulunmustur. (p<0.001).

Daha oOnceki caligmalar likenlerin antimikrobiyal, antimutajenik ve antioksidan
ozelliklere sahip oldugunu gostermistir (Ogmundsdottir et al. 1998; Olafsdottir 1999;
Orange et al. 2001; Geyikoglu ve Turkez 2006; Kotan vd 2012,2013;).

Yapisan calisma ve daha Onceki arastirmalar likenlerin antioksidan Ozellige sahip

olduklarini ortaya koymustur. Likenlerin bu antioksidan 6zelligi yapilarinda bulunan



128

sekonder metabolitlerden, flavonoidlerden, epigallokatektin, gallat, quercetin, gallik
asit, kurkumin, eugenol, fatty asitler, lakton, antrhraquinon, depsid, depsidon,
tridepsidon gibi bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Fujisawa et al. 2002; Atsumi et al.
2005).

Kosanic et al. (2013)’in yapmis oldugu c¢alismada Evernia prunastri (L.) Ach. ve
Pseudevernia furfuraceae (L.) Zopf.’dan elde edilmis olan 3-Hidroksifisodalik asit,
fisodik asit, evernik asit, usnik asit, atronorin ve kloroatranorinin antioksidan 6zelliginin

oldugunu bildirmislerdir (Kosanic et al. 2013).

Manojlovic et al. (2012)’1n yapmis oldugu ¢aligmada ise Parmelia caperata (L.) Hale.,
Parmelia saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor liken tiirlerinden elde edilen
fenolik bilesiklerden olan protosetrarik ve usnik asidin, depsidon grubundan olan
salizilik asit ile likenlerin temel maddelerinden olan atranorin ve kloroatranorinin

antioksidan aktivitelerin oldugunu belirlemistir (Manojlovic et al. 2012).

Rankovic et al. (2012)’nin yaptig1 caligmalar ti¢ farkli liken tiiriinden elde edilen
norstiktik asit, usnik asidin kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip olduklarini bildirmistir

(Rankovic et al. 2012).

Bayir vd (2006)’nin liken ve likenden elde edilen liken asidiyle yapmis oldugu
calismada da, Usnea longissima Ach. liken tiirii ve ondan elde edilmis olan difraktaik

asidin giiclii antioksidan aktivitesini gostermislerdir (Bayir vd 2006).

Tiim bu ¢aligmalar géz oniine alindiginda likenlerin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 ve bu antioksidan kapasitesinin yapilarinda bulunan liken asitlerinden

kaynakladig1 diistiniilmiistiir.

Bu tez kapsaminda kullanilan Ames/Salmonelle ve E. Coli WP2 test sistemleriyle ve
MN yontemi ile yapilan 10 farkli liken tiirlinden elde edilen c¢aligmalar

degerlendirildiginde daha onceki calismalar genellikle tek bir organik ¢oziicii
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kullanilarak ekstraksiyonun yapildig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada ise, liken maddeleri
icin kullanilan 4 farkli organik ¢oziicli kullanilmis ve bunlar birlestirilerek total ekstre
elde edilmistir. Bu bakimdan calismamiz bir ilki teskil etmektedir. Ayrica kullanilan
liken tiirlerine bakildiginda da bu tiirlerin daha 6nce kullanilmadig1 veya kullanilan iki
tiriin ise tez kapsaminda g¢alisilan mutajenite ve antimutajenite testleri bakimindan
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bu tezde ayni anda hem prokaryotik ¢alisma hem de
Okaryotik ¢alisma yapilmistir. Bu durum goz Oniine alinda ¢alisma 6nemli bir boslugu
doldurmaktadir. Bundan dolay1 yapilan bu tez liken diinyasi1 ve literatiir ¢alismalari i¢in

Onem arz etmektedir.

5.1. Oneriler

Mutajen maddelerin canliya verdigi zararlar ile ilgili bircok calisma giiniimiizde
mevcuttur ve hala da arastirmalar devam etmektedir. Bu zararlarin belirlenmesinde ve
toksik etkinin engellenmesinde birgok test sistemiyle materyaller kullanilmaktadir. Bu
test sistemleri i¢cinde prokaryotik ve Okaryotik testler yer almaktadir. Calisilan tez
prokaryotik ve dkaryotik caligmalari beraber igerdiginden dolay1 son derece dnemlidir.
Fakat prokartotik calismada doza bagimli olmadig: tespit edilen antimutajenik etkinin

kaynaklanma sebepleri yapilacak daha hassas ¢alismalar ile belirlenebilir.

Daha onceki ¢alismalar AFB;’in mutajenik ve kanserojenik etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Bu calismalarda kullanilan liken tiirlerinden elde edilen ekstreler genel
olarak tek bir organik ¢oziicliden (metanol veya aseton) gecirilerek elde edilmistir. Buna
karsin likenlerde farkli yapida organik molekiiller bulunmakta ve bunlarin polariteleri
de farklilik arz etmektedir. Bundan dolay1 bu tez kapsaminda kullanilan 4 farkl ¢6ziicti
apolardan polara dogru siralanarak kullanilmig, likenin iceriginde bulunan tiim organik
molekiillerin elde edilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in yapilan ¢aligma, total ekstre
calisilmas1 bakimindan ilk ve 6nemli bir ¢alisma oldugu belirlenmistir. Fakat her bir
likenden elde edilen total ekstre ile kullanilan ¢oziictlilerin tek tek karsilastirilmali olarak
calisilmas1 aradaki farliliklarin belirlenmesi agisindan daha kapsamli sonuglar ortaya

koyacag diisiiniilmektedir.
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Prokaryotik ve Okaryotik c¢aligsmalar karsilastirildiginda  sonuglarin  birbirini
desteklemekle beraber bazi sapmalarin oldugu goriilmiistiir. Bu durum kullanilan test
sistemlerin farkli mekanizmalar ve degisik hassasiyetlere sahip olmasindan
kaynaklandig1 diisiintilmiistiir. Bu bakimdan yapilan ¢alismanin hassasiyetlik derecesi

arttirilmasi bakiminda 6nemli goriilmiistiir.

Liken ekstraktlarmin AFB1’in neden oldugu genotoksik ve biyokimyasal degisiklikler
lizerine antogonistik etkisinin oldugu belirlenmistir. Yapilan caligma sonucunda
antigenotoksiteden sorumlu olan bitki ekstraktlariin kimyasal bilesenleri aydinlatilarak,
etken maddenin izole edilip aktivitelerinin hangi derecede etkili oldugu arastirilmasi
yapilabilir. Ekstratlarin antimutajenite aktiviteleri serbest radikalleri toplayabilme
ozelliginden veya multifaktoriyel kaynakli olabilir. Bu durumun kullanilan farkli test
sistemleriyle Ortlistiigli goriilmistir. Bu sebeple likenlerin  antimutajenite  etki
mekanizmas1 ayrintili olarak calisilabilir. Bundan sonraki g¢aligmalarin bu noktaya

odaklanmasinin faydali olacag diistiniilmektedir.
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