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OZET

SIDERITIS TROJANA BORNM. VE
SIDERITIS ATHOA PAPANIKOLAOU & KOKKINI BITKILERINDEN ELDE
EDILEN EKSTRAKTLARIN AMES TESTI iLE MUTAJENIK VE
ANTIMUTAJENIK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Merve BALLI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR
18/07/2012, 90

Bu ¢alismada, Sideritis trojana Bornm. ve Sideritis athoa Papanikolaou & Kokkini
bitkilerinin  (Lamiaceae) mutajenik ve antimutajenik etkileri kisa zamanlh
mutajenite/antimutajenite test sistemlerinden Ames testi ile arastirilmistir. Calismada test
edilmek tizere, bitkilerin farkli ekstraktlar1 (kloroform, aseton, metanol ve su) elde
edilmistir. Mutajenite ¢alismalarinda ekstraktlarin 100, 20, 4, 0,8 ve 0,16 mg/plak dozlar1
ve antimutajenite ¢aligmalarinda 800, 160, 32, 6,4 ve 1,28 pg/plak dozlar1 kullanilmistir.
Deneyler Salmonella typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 mutant suslar1 ile
yuritilmistir. Bitki ekstraktlarinin mutajenik ve antimutajenik potansiyelleri, mikrozomal

enzimler igeren S9 varliginda ve yoklugunda test edilmistir.

S9 varliginda yapilan mutajenite ¢alismalar1 sonucunda, S. frojana metanol ve su
ekstraktlar1 ile S. athoa metanol ekstraktinin baz cifti degisimine yol agabilen potansiyel
mutajenik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Antimutajenite c¢aligmalarinda ise,
S. trojana ve S. athoa ekstraktlarmin genellikle doza bagh olarak orta ya da giicli
antimutajenik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Sadece S. trojana metanol
ekstraktinda doz arttik¢a, antimutajenik etkinin azaldigi saptanmistir. S9 varliginda en
yiiksek koruma, S. trojana kloroform ve aseton ekstraktlarnda (800 pg/plak dozunda
TA98 susunda) sirasiyla %65 ve %63 inhibisyon oranlariyla gdzlenmistir.

Anahtar sozciikler: Sideritis trojana, Sideritis athoa, Ames testi, mutajenite,

antimutajenite.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MUTAGENIC AND ANTIMUTAGENIC ACTIVITIES OF
EXTRACTS OBTAINED FROM SIDERITIS TROJANA BORNM. AND SIDERITIS

ATHOA PAPANIKOLAOU & KOKKINI PLANTS BY THE AMES TEST

Merve BALLI
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chair for Biology Thesis, Master of Science
Advisor: Assist. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
18/07/2012, 90

In this research, the mutagenic and antimutagenic effects of Sideritis trojana
Bornm. and Sideritis athoa Papanikolaou & Kokkini plants (Lamiaceae) have been
investigated by using short-term mutagenicity/antimutagenicity test system named Ames.
In this study for testing, different extracts (chloroform, acetone, methanol and water) of
plants have been obtained. 100, 20, 4, 0,8 and 0,16 mg/plate doses of extracts in
mutagenicity studies and 800, 160, 32, 6,4 and 1,28 pg/plate doses in antimutagenicity
studies have been used. Experiments were carried out on Salmonella typhimurium TA98
and TA100 mutant strains. Mutagenic and antimutagenic potencies of plant extracts have

been tested in absence or presence of S9 which contains microsomal enzymes.

As a result of the mutagenicity studies in presence of S9, it has been determined
that S. trojana methanol and water extracts and S. athoa methanol extract have potential
mutagenic effect which can lead to base pair substitution. In antimutagenicity studies, it
has been detected that S. trojana and S. athoa extracts have generally dose-dependent
moderate or strong antimutagenic activity. But only, antimutagenic effect was decreased
with increasing doses of S. frojana methanol extract. The highest protection in presence of
S9 was observed in S. trojana chloroform and acetone extracts with inhibition percentages
of 65% and 63% (at 800 pg/plate in TA98 strain), respectively.

Keywords: Sideritis trojana, Sideritis athoa, Ames test, mutagenicity, antimutagenicity.
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BOLUM 1 — GiRIiS Merve BALLI

BOLUM 1
GIRIS

Bitki ekstraktlari, eski ¢aglardan beri birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bitkiler, tibbi etken maddelerin dogal kaynaklar1 olarak binlerce yildir
insanogluna hizmet etmektedirler (Pezzuto, 1997; Topgu ve Ulubelen, 2007). Diinya
capinda, geleneksel ve modern tibbi sistemlerde 50.000-70.000 bitki tiiriiniin kullanildig1
bilinmektedir (Schippmann ve ark., 2006). Kullanima sunulan biitiin ilaglarin yaklagik
%350’s1 dogal iirlinler ve onlarin tiirevlerini icermektedir. Bu oranin yarisini, bitkilerden
elde edilen dogal iirlinler olusturmaktadir (Balandrin ve ark., 1993). Son yillarda, tibbi ve
aromatik bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif bilesenler iizerinde ¢ok sayida cesitli

arastirmalar yapilmis olup halen artarak devam etmektedir.

Pek cok bitki tedavi edici 6zellige sahip olmasina ragmen, icerdikleri bazi etken
maddeler nedeniyle potansiyel mutajenik, kanserojenik, toksik ve teratojenik
olabilmektedir (Gadano ve ark., 2006). Yapilan caligmalarda, birgok bitkinin mutajenik
bilesenler icerdigi tespit edilmistir (Gomes-Carneiro ve ark., 1998; Ferreira ve Vargas,
1999; Varanda ve ark., 2002; Rietjens ve ark., 2005; Santos ve ark., 2008). Mutasyonlarin
birikimi, yaslanma gibi ¢esitli dejeneratif olgularin ve ¢ogu kanserin gelisimi ile yakindan
iliskilidir (Migliore ve Coppede, 2002). Genotoksik ya da sitotoksik kimyasallar iceren

bitkilerin kanser gelisiminde rolleri oldugu diistiniilmektedir (Ames, 1983).

1.1. Mutasyonlar

Biyolojik molekiillerin ¢cogu sinirli bir yasam siiresine sahiptir. Pek ¢ok protein, lipit,
karbonhidrat ve RNA molekiiller1 hasara ugradiklarinda ya da uzun siire ihtiyag
olmadiginda parcalanirlar. Olusan kiiclik molekiiller enerji iiretimi ya da depolanmas: i¢in
gerekli bilesenlere metabolize olurlar. Bununla birlikte, genetik bilginin depolanmasi ve
ifade edilmesinde gorev alan deoksiriboniikleik asit (DNA) bilinen en kararli biyolojik
molekiildiir. DNA nesilden nesile aktarilir ve sadece hiicreler ldiigiinde parcalanir. Ancak,
bu molekiil degisebilir; yani mutasyona ugrayabilir (Hardison, 2005). Genetik materyalde
olusan herhangi bir kalitsal degisiklik mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu degisiklik
gamet (esey) hiicrelerinde ya da somatik hiicrelerde olabilir. Gamet hiicrelerinde meydana
gelen genetik degisiklikler sonraki nesillere aktarilabilmektedir. Somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlarin ise, kanser olusumunda etkili bir rol oynadig1 bilinmektedir (Hayashi, 1992;
Debele¢-Biitiiner ve Kantarci, 2006). Bununla birlikte, olusan mutasyon organizmanin

fenotipini etkileyebilir ya da etkilemeyebilir. Insan ya da hayvan fenotipini olumsuz ydnde
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etkileyen bir mutasyon, genetik bir bozukluk ya da kalitsal bir hastalikla
sonuglanabilmektedir (Campbell ve Reece, 2010).

Mutasyonlar kendiliginden (spontan) olarak ortaya c¢ikabildigi gibi, mutajen adi
verilen fiziksel ve kimyasal bazi ajanlarin etkisiyle de olusabilmektedir. Spontan
mutasyonlar, biitiin hiicrelerde goriilebilen ve dogal olarak olusan mutasyonlardir. Bu tip
mutasyonlar, genellikle DNA replikasyonu, onarimi ya da rekombinasyonu sirasinda
meydana gelen hatalar sonucu olusabilmektedir. Bir genin spontan mutasyona ugrama
olasilig1 10°-10° replikasyonda birdir. Ayn1 zamanda, UV ve X 1sinlar1 gibi fiziksel ya da
cesitli kimyasal mutajenlerin etkisiyle genetik degisikliklerin orani artmaktadir (Venitt ve
Parry, 1984; Forster, 1986; Keeton ve ark., 2003; Campbell ve Reece, 2010).

Mutajenler en az ii¢ farkli mekanizma ile mutasyonlar1 uyarirlar:

e DNA’daki bir bazin yerini alabilirler. Boylelikle, DNA replikasyonu sirasinda
hatal1 eslesmelere sebep olabilirler.

e DNA’nin yapisina katilabilir ve bu sekilde genetik materyalin yapisinin
bozulmasma neden olabilirler. Sonugta, DNA replikasyonunun dogru yapilmasmi
engelleyebilirler.

¢ Bazlarin yapisinda degisiklik yapabilirler. Boylece, bazlarin eslesme 6zelliklerinin

degismesine neden olabilirler (Campbell ve Reece, 2010).

Biitiin hiicreler ¢esitli yollarla DNA hasarini tamir eden bir seri enzimatik sisteme
sahiptirler. Bu tamir mekanizmalarindan bazilar1 mutajenik potansiyele sahip bilesenler
DNA ile reaksiyona girmeden Once, bazilar1 da DNA’da degisiklik olduktan sonra etki
etmektedirler (Hardison, 2005). Ancak, tamir mekanizmalarnin inhibisyonu
(engellenmesi) ya da aksamasi sonucu mutasyon frekansi artar ve hiicrede dengeler

bozulur.
Mutasyonlar1 genel olarak iki gruba ayirmak miimkiindiir:
1.1.1. Kromozom mutasyonlari

Kromozomal mutasyonlar, kromozomlarin sayisinin ya da yapisinin degismesi
sonucu meydana gelen mutasyonlardir. Kromozom sayisinin degismesi, hiicrenin sahip

oldugu kromozom sayisinin setler halinde artmasi ya da azalmasi seklinde (6ploidi)
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olabildigi gibi bu seti olusturan bir ya da daha fazla kromozomun artmasi ya da azalmasi
seklinde (andploidi) de olabilmektedir. Kromozom yapisinda meydana gelen degisiklikler
ise kromozomun bir parg¢asinin kopup kaybolmasi (delesyon), kopan parcanin 180° doniip
aynt kromozoma tekrar yapismasi (inversiyon), kromozomdaki bir segmentin
tekrarlanmasi (duplikasyon) ve homolog olmayan iki kromozom arasinda segmentlerin yer
degistirmesi (translokasyon) seklinde gergeklesmektedir (Aki, 2007; Campbell ve Reece,
2010).

1.1.2. Gen mutasyonlar

Gen mutasyonlart DNA’daki herhangi bir bazin ve komplementer zincirdeki esinin
farkli bir baz c¢ifti ile yer degistirmesi (baz substitisyonu), DNA’ya baz c¢iftlerinin
eklenmesi (insersiyon) ya da ¢ikarilmasi (delesyon) seklinde gozlenmektedir. Baz
substitisyonlar1 da kendi arasinda transisyon (karsilikli gecis) ve transversiyon (¢aprazlama
gecis) olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Transisyon, bir plirin bazinin (A ya da G) diger
plirin baziyla ya da bir pirimidin bazinin (T ya da C) diger pirimidin baziyla yer
degistirmesi seklinde olmaktadir. Transversiyon ise, bir piirin bazmin bir pirimidin baziyla
ya da bir pirimidin bazinin bir piirin baziyla yer degistirmesi seklinde gerceklesmektedir
(Keeton ve ark., 2003; Hardison, 2005; Campbell ve Reece, 2010) (Sekil 1). Insersiyon ya
da delesyon tipindeki mutasyonlar, yer degistirme mutasyonlarina oranla protein tizerinde
daha olumsuz bir etkiye sahiptir. Eklenen ya da cikarilan bazlar bir {icli seklinde
olmadiginda ortaya ¢ikan mutasyon, ¢ergeve kaymasi mutasyonu olarak adlandirilir.
Degisikligin oldugu noktadan itibaren okuma cercevesi kayacak ve bu durum ¢ogunlukla

islevsiz bir protein liretimine neden olacaktir (Campbell ve Reece, 2010) (Sekil 2).

Transisyon
A -—» S

Transversiyonlar

C

Transisyon

Sekil 1. Baz substitisyonlari ¢esitleri: transisyonlar ve transversiyonlar (Hardison, 2005).
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Frameshift mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

o EATTCACACCTACTEATECTAT
bases
- His H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu }-

Amine acid

C Frameshift of one DNA base results
in abnormal amino acid sequenca,

1.5, Mational Librany of Medicine

Sekil 2. Cergeve kaymasi mutasyonu

(http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/frameshift).

Mutajenik ve kanserojenik etkenler, insanoglunun yasadigi ortamda varligmi
siirdiirmektedir ve bunlarin tamaminin ortadan kaldirilmasi da miimkiin olmamaktadir. Bu
nedenle, antimutajenik ajanlarm belirlenmesine yonelik calismalar 6nem ve hiz

kazanmaktadir (De Flora ve Ramel, 1988).
1.2. Antimutajenite

Fiziksel ve kimyasal mutajenlerin sebep oldugu mutajeniteyi azaltan kimyasallar
antimutajen olarak tamimlanmaktadir (Mitscher ve ark., 1986). Bir antimutajen
promutajenik bir bilesenin mutajene doniisiimiinii dnleyebilir, mutajeni inaktive edebilir ya
da mutajen ve DNA arasindaki reaksiyonu engelleyebilir (desmutajenler).
Antimutajenlerin diger bir ¢esidi de DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve tamirinde
gorev alan enzimleri dogrudan ya da dolayl olarak uyarabilir, bask: altinda tutabilir veya
inaktive edebilir (biyo-antimutajenler). Mutajenler, DNA ile etkilesime ge¢cmeden Once
enzimatik ya da kimyasal yolla desmutajenler tarafindan tamamen veya kismen inaktif hale
getirilir. Biyo-antimutajenler ise, mutajenin genetik materyal ile reaksiyona girmesinden

sonra hasar gormiis DNA’nin tamir ve replikasyon mekanizmalar1 iizerinde rol oynayarak
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etkili olmaktadirlar (Ferguson, 1994; Bhattacharya, 2011).

Mutajenlerin, kanser olusumu disinda bir¢ok kronik dejeneratif hastaliklarin (kronik
inflamasyon, artrit, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar ve
karaciger hastaliklar1) gelisimi ve yaslanma siireci ile de iliskili oldugu bilinmektedir. Bu
maddelerin zarar verici etkilerini en aza indirmenin en iyl yollarmdan biri dogal
antimutajenlerin  kullannmidir.  Bitkilerde, giinliik tiikettigimiz gidalarda ve diger
kaynaklarda bulunan dogal antimutajenik maddeler mutajenlere karsi koruyucu etkiye
sahiptirler. Bunlar arasinda flavonoidler, fenolik bilesikler, kumarinler, pigmentler,
taninler, terpenoidler, saponinler, fitodstrojenler gibi farkli kimyasal grubundan cesitli
biyoaktif bilesenler bulunmaktadir (Weisburger, 2001; Bhattacharya, 2011). Antimutajenik
ya da korucuyu etkiye sahip en az 25 kimyasal smifa ait 500’den fazla bilesen

tanimlanmistir (Boone ve ark., 1990).

Cesitli maddelerin potansiyel mutajenik/antimutajenik etkilerinin deney hayvanlari
kullanilarak yapilan in vivo galismalarla test edilmesi daha akilci bir yaklasim olur. Ancak
bu tiir ¢alismalarin sonuglanmasi, hem ¢ok uzun zaman gerektirmekte hem de maliyetli
olmaktadir (Paolini ve Forti, 1997). Bu nedenle, mutajenite/antimutajenite test
sistemlerinden bakterilerin kullanildig1 kisa zamanh testler daha ¢ok tercih edilmektedir.
Bakterilerin temel {ireme ortamlarinda hizli iiremeleri, sonucun ¢abuk alinabilmesi, kolay
uygulanabilir ve ucuz olmasi gibi avantajlar1 sayesinde bakteriyel test sistemleri
mutajenite/antimutajenite ¢alismalarinda daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Josephy ve
ark., 1997; Lelie ve ark., 1997).

1.3. Ames Testi (Salmonella/Mikrozom Testi)

Ames testi, 1970’lerin basinda Prof. Dr. Bruce N. Ames ve calisma arkadaslari
tarafindan gelistirilmis ve kisa siirede diinya c¢apinda kabul gormiis bir bakteriyel
mutajenite/antimutajenite testidir (Ames, 1971; Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve

Zeiger, 2000).

Salmonella/mikrozom testi, mutasyonla sonu¢lanan genetik hasara yol acan
kimyasallar1 belirlemek icin yaygmn olarak kullanilan kisa siireli bir testtir. Bu testte,
Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlar sonucu elde edilmis

oksotrofik mutantlar kullanilmaktadir. Ames testinde kullanilan S. #yphimurium suslari,
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histidin operonunda yer alan ¢esitli genlerde farkli tipte mutasyonlara sahiptirler.
Dolayisiyla, cogalmalar1 i¢cin gerekli histidin aminoasidini sentezleme yetenegini
kaybetmis olan bu oksotroflarin, ortamda histidin olmadig1 siirece gelisip koloni
olusturmalart miimkiin degildir. Bu testin temeli; oksotrof (his® = histidin sentezleme
yetenegini kaybetmis) Salmonella suslarmin genellikle kimyasal bir ajanla muamele
edildikten sonra, ikinci mutasyon sonucu prototrof (his" = yabani tip) haline dénmesi

esasina dayanir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Test suslarinda baska mutasyonlar da olusturularak, fazla sayida cesitli kimyasala
kars1 hassasiyetlerinin arttirilmasi amaglanmistir (Mortelmans ve Zeiger, 2000). Genellikle
bu islemler DNA onarim mekanizmasinin zarar gormesi, bakteri hiicre duvarinin
gecirgenliginin arttirilmas1 ve antibiyotik direng geni iceren bir plasmidin hiicreye

sokulmasi seklinde olmaktadir (Gatehouse ve ark., 1990).

Ames test sisteminde kullanilan Salmonella suslarinin genetik 6zellikleri soyledir:

e Ames test sisteminde kullanilan her test susu, histidin operonunda yer alan
genlerden birinde farkli tipte (baz cifti de§isimi ya da g¢ergceve kaymasi) bir mutasyon
tasimaktadir. Ornegin; yaygin olarak kullanilan S. #yphimurium TA100 susunda bulunan
hisG46 mutasyonu, histidin sentezindeki ilk enzimi kodlayan hisG geninde bir baz ¢ifti
degisimi mutasyonu sonucunda meydana gelmistir. Bu mutasyonla enzim yapisina 1osin
aminoasidi (GAG/CTC) yerine prolin aminoasidi (GGG/CCC) katilir. Bu tip bir mutasyon,
baz c¢ifti degisimine neden olan mutajenler tarafindan eski haline dondiiriilebilmektedir. S.
typhimurium TA98’de bulunan AisD3052 mutasyonu da, histidin sentezindeki son enzimi
(histidinol dehidrogenaz) kodlayan hisD geninde meydana gelen cerceve kaymasi
mutasyonu sonucunda olusmustur. Bu mutasyon, genin sahip oldugu —C-G-C-G-C-G-C-G-
dizisinin yakinidaki bir bazin yapidan ayrilmasi sonucunda meydana gelmistir. hisD3052
mutasyonunun eski haline donmesi, ¢ergeve kaymasi tipinde mutasyona yol acabilen
mutajenler tarafindan miimkiin olabilmektedir. Ames testinde kullanilan biitiin suslar,
histidin operonunda bir mutasyon tasidigindan yasamsal dneme sahip histidin aminoasidini
sentezleyememektedirler. Boylelikle bu genetik 6zellige sahip mutant suslar, ortamda

histidin bulunmadigz siirece hayatta kalip cogalamazlar.
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e Biitiin suslar, kendilerini kusatan lipopolisakkarit tabakanin yapimindan sorumlu
genlerde bir mutasyon (rfa) tasimaktadirlar. Bu nedenle, hasarli bir hiicre duvarma
sahiptirler. rfa tasiyan bakteriler, biiylik molekiillere kars1 hassastirlar. Normalde hiicre
duvarindan gegemeyecek biiyliklilkteki maddeler hiicreye girerek, bakterinin §lmesine

neden olmaktadir.

e Ames testinde kullanilan suslarin (TA102 susu hari¢) genel bir 6zelligi de,
uvrB-bio genlerinde delesyon tipinde bir mutasyon tasimalaridir. uvrB, hatasiz kesip
cikarma tamir mekanizmasmi engellemekte ve hata yapmaya egilimli DNA tamir
mekanizmasin1 devreye sokmaktadir. Ayni zamanda biyotin vitamininin sentezinden
sorumlu bio geni de delesyona ugradigindan, bu mutasyona sahip test suslar1 iireyebilmek

icin biyotine ihtiya¢ duymaktadirlar.

e Son olarak, suslarin ¢cogu (TA97, TA98, TA100, TA102 ve TA104) ampisilin
direng geni tasiyan pKMI101 plazmidi igermektedir. Bu plazmid, hem hata yapmaya
egilimli DNA tamir mekanizmasmi uyarmakta hem de plazmidin hiicredeki varligim
belirlemek icin uygun bir marker tasimaktadir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve
Zeiger, 2000).

Ames testi, 0zellikle kimyasal olarak indiiklenmis mutajeniteyi belirlemek amaciyla
tasarlanmistir (Ames ve ark., 1975). Bu test sistemi ile kisa siirede 5000°den fazla
kimyasalin mutajenitesi test edilmistir (Maron ve Ames, 1983). Ayrica, bitkilerin ve
onlardan izole edilen biyoaktif bilesenlerin mutajenitesinin Ames testi ile arastirildigi cok
sayida calisma mevcuttur (Cardoso ve Colus, 2006; Ghazali ve ark., 2011). Ames test
sistemi topragin, suyun ve havanm mutajenik potansiyelini belirlemek i¢in de yaygin
olarak uygulanmaktadir (Lewtas, 1988; Kool ve ark., 1989; Cerna ve ark., 1996; Cerna ve
ark., 2000; Aleem ve Malik, 2003; Umbuzeiro ve ark., 2004; Watanabe ve ark., 2008; Vu
ve ark., 2012). Bunlarla birlikte, dogal ya da yapay kimyasallarin antimutajenik etkilerinin
calisilmasinda da popiiler bir test modelidir. Bir bilesenin antikanserojenik potansiyelinin
kisa siirede belirlenmesinde kullanilmaktadir (Hong ve Lyu, 2011). Simdiye kadar, Ames
testi ile vitaminler, karotenoidler, flavonoidler ve terpenoidler gibi fitokimyasallarin
antimutajenik/antikanserojenik etkisi test edilmistir (Sghaier ve ark., 2011a). Ames testi
sonucu pozitif c¢ikan bir kimyasal i¢in kesin olarak mutajen/kanserojen ya da

antimutajen/antikanserojen oldugunu soylemek miimkiin degildir. Bu kimyasalin sadece
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potansiyel olarak bu 0Ozellikleri tasiyabilece§i Ongoriilebilir. Sonucun kesinlik
kazanabilmesi i¢in, mutlaka deney hayvanlarmin kullanildig1 ¢caligmalar ile desteklenmesi
gerekmektedir. Ames test sistemi, geleneksel hayvan kanserojenite testlerini tamamlayici
ozellige sahiptir (McCann ve Ames, 1976). Bilinen pek ¢ok mutajen madde ilk kez
Salmonella/mikrozom testi ile belirlenmis olup, daha sonra deney hayvanlariyla yapilan in
vivo c¢aligmalarla genotoksik Ozellige sahip olduklar1 kanitlanmistir (Maron ve Ames,
1983). Cevresel kanserojen ve mutajenlerin belirlenmesinde yardimci olan bu test ile, bu
cesit kimyasallarla muameleden kaginarak ya da bunlara en az diizeyde maruz kalinarak

kanserden korunma miimkiin olabilmektedir (McCann ve Ames, 1976).

Baz1 kimyasallar, metabolik aktivasyon sonucu mutajenik aktivite kazanabilirler.
Ames testinde kullanilan bakteriler, memelilerde mevcut olan enzim sisteminden
yoksundurlar. Bu nedenle, test maddesinin memelilerde olusan metabolizmasini taklit
etmek amaciyla, bu bakteriyel test sistemine disaridan mikrozomal enzimler ilave
edilmektedir. Boylece, test edilen maddenin enzim aktivasyonu sonucu mutajenik etkiye
sahip olup olmadig1 belirlenebilmektedir. Bu enzim karigimi (sitokrom P-450 enzim
sistemi ile birlikte cesitli metabolik enzimler), kisaca S9 olarak isimlendirilmekte ve
genellikle sican karacigerinden elde edilmektedir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve
Zeiger, 2000; Sakura ve ark., 2004).

Daha once yapilan ¢alismalarla kanserojen olup olmadigi bilinen 300 kimyasal,
mutajenite ile kanserojenite arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in Ames test sisteminde
arastirilmistir. Sonugcta, test edilen 175 kanserojen maddenin %90’mmin mutajen 6zellige
sahip oldugu belirlenmistir. Kanserojen olmayan 108 kimyasalin test edildigi deneylerde
ise, %87 sinin mutajenik etki gostermedigi rapor edilmistir (McCann ve Ames, 1976). Son
zamanlarda yapilan calismalar, mutajenezis ve kanser olusumu arasindaki yakin iligkinin
anlagilmasindan sonra bitki iceriklerinin mutajenik ve antimutajenik potansiyellerini

belirleme tlizerine odaklanmistir (Loh ve ark., 2009).
1.4. Lamiaceae Familyasi

Diinya tlizerinde yaklasik 250 cins ve 3000 tir ile temsil edilen Lamiaceae
(Labiatae=Ballibabagiller) familyasi, en yiikksek endemizm oranma (%33) sahip
familyalardan biri olma 6zelligine sahiptir. Bu familya, Tiirkiye’de 45 cins ve 247’si

endemik olmak tizere 558 tiir ile temsil edilmektedir (Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark.,
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2000).

Lamiaceae familyasi, tibbi ve aromatik 6zellige sahip ekonomik agidan degerli pek
cok tlrii barindiran oldukca genis bir familyadir. Bu familyaya ait Sideritis, Salvia,
Thymus, Origanum ve Mentha cinsinden bir¢ok bitki tiiri halk arasinda yaygin olarak cay

seklinde tiiketilmektedir.

1.5. Sideritis L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae familyasina ait Sideritis cinsi, 150°den fazla tiir tarafindan temsil
edilmektedir. Bu cinse ait tiirler Bahama Adalari’'ndan Bat1 Cin’e, Almanya’dan Fas’a
Kuzey Yarimkiire’nin 1liman ve tropikal bolgelerinde yayilis gostermektedirler (Sekil 3).
Ancak, Sideritis tiirleri 6zellikle Kanarya Adalari’ndan Kafkasya’ya kadar olan bolgeyi
icine alan Akdeniz Havza’sinda bulunmaktadir. Tiir ¢esitliligi bakimindan en yogun
iilkeler Tiirkiye ve Ispanya’dir. Tiirkiye’de ise, Marmara ve Ege Bolgeleri’nde hakim
durumdadirlar (Aslan ve ark., 2006; Logoglu ve ark., 2006; Giiveng ve ark., 2010).

Sekil 3. Sideritis L. cinsinin diinya iizerinde yayilis1 (Barber ve ark., 2002).

Sideritis tiirleri tek yillik ya da ¢ok yillik, aromatik 6zellige sahip, otsu ya da kisa
calims1 formda tiirlerdir. Korolla ¢ogunlukla sar1, nadiren beyaz ya da kirmizi ve kaliksten
daha kisadir. Sideritis tiirleri en 1yi olarak gilines alan yerlerde yetisirler ve kurakliga uyum

saglamiglardir. Bu tiirlere kayalik yamacglarda ve otlaklarda, deniz seviyesinden yaklasik
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5-3000 m yiikseklerde rastlamak miimkiindiir. Besince fazla zengin olmayan biraz alkali

topraklarda yetismektedirler (Davis, 1982; Davis ve ark., 1988).

Sideritis cinsinin karakteristik bir 6zelligi de tiirler arasinda hibritlesme oraninin ¢ok
yiiksek olmasidir. Hibridizasyonun bir sonucu olarak, Sideritis tiirlerinin sistematik
siniflandirilmasinda  giicliik ¢ekilmektedir. Bu nedenle bu cinsin siniflandirilmasi,
morfolojik Ozellikleri ile birlikte icerdigi sekonder metabolitlerin analizi g6z Oniinde

tutularak yapilmaktadir (Gonzalez-Burgos ve ark., 2011).

Sideritis cinsinin onemli bir 6zelligi de endemizm oranmin oldukc¢a yiiksek (%77)
olmasidir. Tiirkiye’de yetisen 46 tiirtin 36’s1, 12 alttiiriin 10’u ve 2 varyete endemiktir
(Carike1 ve ark., 2007).

1.6. Sideritis L. Cinsinin Fitokimyasal I¢cerigi

Sideritis cinsinde terpenler, flavonoidler, ugucu yaglar, iridoidler, kumarinler,
lignanlar ve steroller gibi pek ¢ok kimyasal bilesen tanimlanmistir (Gonzalez-Burgos ve
ark., 2011).

Sideritis tiirleri ile yapilan fitokimyasal analiz ¢alismalar1 sonucunda diterpenler,
ucucu yaglar, flavonoid ve feniletanoid glikozitleri bakimindan zengin igerige sahip
olduklar tespit edilmistir. Bu fitokimyasallar, Sideritis cinsinin sahip oldugu farmakolojik
aktivitelerden sorumlu biyoaktif bilesenler olarak gosterilmektedir (Venturella ve ark.,
1975; Gonzalez ve ark., 1978; Fernandez ve ark., 1986; Fraga ve ark., 1987; Fernandez ve
ark., 1988; Ezer ve ark., 1992; Ezer ve Akcos, 1995; Baser ve ark., 1996; Ezer ve ark.,
1996; Topgu ve ark., 1999, 2002; Sahin ve ark., 2004; Piozzi ve ark., 2006; Carik¢1 ve
ark., 2007; Fraga ve ark., 2009; Kilig ve ark., 2009; Gonzalez-Burgos ve ark., 2011;
Kirmizibekmez ve ark., 2012).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar neticesinde, Sideritis cinsine ait tiirlerin i¢erdikleri
metabolitler arasinda a-pinen, B-pinen, siderol, sideridiol, sabinen, linearol, foliol ve
epicandicandiol bulundugu belirlenmistir (Piozzi ve ark., 1968; Kirimer ve ark., 2001;

Iscan ve ark., 2005; Ertas ve ark., 2009).

10
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1.7. Sideritis L. Cinsinin Biyolojik Aktiviteleri ve Halk Arasinda Kullanimi

Sideritis cins ismi, Yunanca kokenli “sideros” (demir) kelimesinden gelmektedir.
Antik c¢aglarda, bu metalden {retilen savas aletlerinin neden oldugu yaralarin
tyilestirilmesinde cesitli Sideritis tiirlerinden yararlanilmasindan dolay1r bu ismi almistir.
Sideritis tirlerinin tedavi amaciyla kullanilmalarindan bahseden ilk yazili eser,

Dioscorides’in 1. yilizyilda yazdig1 “De Materia Medica” adli kitabidir (Font Quer, 1999).

Halk arasinda ylizyillardir tibbi ve aromatik oOzelliklerinden dolay1 Sideritis
tiirlerinden yararlanilmaktadir. Gilinlimiizde 6zellikle toprak iistii kistmlar1 halk arasinda
gastrit, gastrik {ilser, mukoz membran inflamasyonu, hipertansiyon, yaniklar ve
yaralanmalarda  kullanilmaktadwr.  Sideritis  tlrlerinin  toprak  {stii  kisimlari
anti-inflamatuvar, anti-llseratif, antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz,
antispazmodik, analjezik (agr1 kesici) ve karminatif (karin gaz1 giderici) etkiye sahiptir. Bu
amacla, demleme veya kaynatma seklinde hazirlanip hem oral yolla hem de topikal olarak
uygulanmaktadir. Ayrica, Sideritis tlirlerinin sahip oldugu baz1 aktif maddelerin
antiproliferatif, anti-HIV ya da antifeedant (istah kesici) 6zelliklere sahip olduklar1 tespit
edilmistir (Zarzuelo ve ark., 1993; Bondi ve ark., 2000; Bruno ve ark., 2002; Hernandez-
Pérez ve ark., 2004; Tunalier ve ark., 2004; Diilger ve ark., 2005; Giirbiiz ve ark., 2005;
Ozkan ve ark., 2005; Diilger ve ark., 2006; Demirtas ve ark., 2009; Ertas ve ark., 2009;
Brankovic ve ark., 2011; Gonzalez-Burgos ve ark., 2011).

Tirkiye’de “dag cayi, yayla cayi,, ada c¢ay1r” olarak bilinen Sideritis tiirleri,
ciceklenme doneminde (Temmuz-Agustos) toplanip cok cesitli rahatsizliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kazdaglar1 endemik tiirii Sideritis trojana, en fazla talep
edilen ve tiiketilen tibbi bitkilerden birisidir. Yerli halk tarafindan toplanarak pazarlarda
satilmaktadir. Bu tiir, 6zellikle bogaz agrisi, hazimsizlik, gégiis rahatsizliklar1 tedavisinde
kullanilan ve aranilan bir bitkidir (Celik ve ark., 2008). Diinya {izerinde sadece Tiirkiye nin
Kazdaglar1 ile Yunanistan’in Athoa Dagi’nda yayilis gosteren Sideritis athoa bitkisi de,
halk arasinda basta soguk algnligi olmak ilizere gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Baser ve ark., 1986; Polat ve Satil, 2012).

11
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Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda, Sideritis tiirlerinin mutajenik ve/veya
antimutajenik  etkilerinin  belirlenmesi iizerine yapilan herhangi bir calismaya
rastlanilmamistir. Bu calisma ile Sideritis trojana ve Sideritis athoa bitkilerinden elde
edilen farkl ekstraktlarin (kloroform, aseton, metanol ve su) Ames (Sa/monella/mikrozom)
testi yardimiyla potansiyel mutajenik ve antimutajenik aktivitelerinin belirlenmesi

amaclanmistir.

12
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Sideritis trojana ve Sideritis athoa ile Yapilan Baz1 Calismalar

S. trojana bitkisinin potansiyel insektisidal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
aseton ekstrakti ile ii¢ aktif bileseninin (7-epicandicandiol, 7-epicandicandiol diasetat ve
18-asetilsideroksol) iic bocek tiiriine (Acanthoscelides obtectus, Sitophilus granarius ve
Ephestia kuehniella) kars1 toksisitesi belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonug olarak, S. trojana
bitkisinin doza bagli insektisidal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Aslan ve ark.,
20006).

Baska bir calismada, S. trojana da dahil olmak iizere toplam 7 endemik Sideritis
tiirtiniin metanol ekstraktlarinin klotrimazol direncli Candida albicans’a kars1 etkili oldugu

bulunmustur (Diilger ve ark., 2006).

Iclerinde S. athoa’nmn da bulundugu bazi Sideritis tiirlerinden elde edilen
ekstraktlarin merkezi sinir sistemi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amacla, farelere
Sideritis tiirlerinin su ekstraktlar1 iki farkli dozda (250 ve 500 mg/kg) verilmis ve ylizme
performanslart tizerindeki etkileri test edilmistir. Elde edilen sonuglar, antidepresan
ilaglarin kullanildig1 deneylerle karsilastirilmistir. Calisma sonunda; Sideritis tiirlerinin su
ekstraktlarmin diisiik dozlarmin farelerde depresan aktivite gdsterdigi, yiiksek dozlarinin

ise antistres etkide bulundugu tespit edilmistir (Oztiirk ve ark., 1996).

Diger bir calismada, S. athoa bitkisinin diterpenik bilesenleri elde edilip bunlarin
kimyasal yapilar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Calisma sonunda izole edilen bazi
diterpenlerin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Bunlarin, yaygin bakterilere kars1 diisiik
diizeyde antibakteriyel etkiye sahip olduklar1 ve sadece Bacillus subtilis’e kars1 anlaml1 bir

etki gosterdikleri belirlenmistir (Géren, 1997).

S. athoa’nin da i¢inde bulundugu 14 bitki tiiriinlin baz1 yaygin mikroorganizmalar
iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Sonugta, S. athoa bitkisinin ¢aligmada
kullanilan bakterilere (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
koagulaz (-) Staphylococ, Klebsiella pneumoniae) kars1 antimikrobiyal bir etkiye sahip
olmadig1 tespit edilmistir (Ozkavalali, 2010).

13
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Bazi1 Sideritis tiirlerinin (S. trojana, S. athoa, S. dichotoma, S. spilyea ve S. argyrea)
fitokimyasal igerikleri ve biyolojik aktivitelerinin arastirildigr bir ¢alismada, biitiin
tiirlerden toplam 41 diterpenoid bilesen izole edilmis olup bu bilesenlerden bazilarinin

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Kili¢ ve ark., 2003).

S. trojana ve S. athoa bitkilerinin kimyasal iceriklerinin belirlenmesine yonelik
yapilan caligmalar sonucunda ise, Ozellikle diterpenler ve glikozidler igerdikleri
saptanmistir (Topgu ve ark., 1999, 2002; Fraga ve ark., 2003; Halfon ve ark., 2011;
Kirmizibekmez ve ark., 2012).

2.2. Bazi Tibbi ve Aromatik Bitki Ekstraktlann ile Yapilan Mutajenite ve

Antimutajenite Calismalar

Calendula officinalis (aynisafa, nergis) bitkisinin genotoksik potansiyeli Ames test
sistemi ve fare kemik iligi mikroniikleus testi ile arastirilmistir. Calismada, Salmonella
typhimurium’un TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslar1 kullanilmistir. Test sonuglarina
gore, C. officinalis’in uygulanan konsantrasyonlarinda genotoksik etkiye sahip olmadigi

tespit edilmistir (Ramos ve ark., 1998).

Baharat olarak kullanilan Myristica fragrans (kiiclik hindistan cevizi), Coriandrum
sativum (kisnis), Carthamus tinctorius (yalancisafran, aspir), Carum carvi (frenk
kimyonu), Rhus coriaria (sumak), Anisum vulgare (anason), Piper nigrum (karabiber),
Elettaria cardamomum (kakule), Cuminum cyminum (kimyon) ve Nigella sativum
(corekotu) bitkilerinin potansiyel mutajenik Ozellikleri Ames testi ile arastirilmistir. S.
typhimurium TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslarimin kullanildig1 mutajenite testinde,
kii¢iik hindistan cevizi ve kimyon disinda mutajenik etki gézlenmemistir. Kiiciik hindistan
cevizinin zayif ¢er¢eve kaymasi mutasyonuna ve kimyonun oksidasyon yoluyla ¢ok zayif

mutajeniteye neden oldugu belirlenmistir (Al-Bataina ve ark., 2003).

Giliney Afrika’nm tibbi bitkilerinden olusan 51 tiirtin genotoksik potansiyeli Ames
testi ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu calismada, ekstraktlarin eldesinde ¢dziicli olarak
diklorometan ve metanol kullanilmistir. Crinum macowanii bitkisinin soganindan elde
edilen diklorometan ekstrakti ile Chaetacme aristata ve Plumbago auriculata yaprak
ekstraktlarinin mutasyona neden oldugu bildirilmistir. Catharanthus roseus yapraklarmdan

ve Combretum mkhzense strgiinlerinden elde edilen ekstraktlar ise, sadece metabolik
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aktivasyon sonucu mutajenik aktivite gostermislerdir. Ayrica, C. roseus ve Ziziphus
mucronata yapraklarmin sadece metanol ekstraktlarmin S9 varliginda mutasyona neden
oldugu bulunmustur. Calismada tespit edilen mutajenik aktiviteler sadece TA98 susunda

goriiliirken, TA100 susunda genotoksik etkiye rastlanilmamistir (Elgorashi ve ark., 2003).

Meksika’da yerel halk tarafindan tedavi amaciyla kullanilan ve ticari 6neme sahip 15
bitkinin (Amphipteryngium adstringens, Hintonia standleyana, H. latiflora, Piper sanctum,
Haemathoxylon brasiletto, lostephane heterophylla, Valeriana procera, Arracacia
tolucensis, Brickellia veronicaefolia, Scaphyglottis livida, Exostema caribaeum,
Hippocratea excelsa, Ligusticum porteri, Poliomintha longiflora ve Gnaphalium sp.)
mutajenik potansiyelleri Ames test sistemi ile arastirilmistir. Gnaphalium sp. ekstraktinin
S. typhimurium TA98 susunda (S9 +) ve Valeriana procera ekstraktinin TA100 susunda

(S9 +) mutasyona neden olduklar1 bulunmustur (Déciga-Campos ve ark., 2007).

Yillardir Cin ve Japonya’da tibbi ve aromatik Ozelliklerinden dolay1 faydalanilan
Magnoliae officinalis (manolya) kabugu ekstraktinin in vitro ve in vivo genotoksik
potansiyeli arastirilmistir. In vitro c¢alismalarda, Escherichia coli WP2 uvr4 ile S.
typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve TA1537 suslart kullanilmis olup deneyler S9
varliginda ve yoklugunda gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak, manolya kabugu ekstraktinin
test edilen konsantrasyonlarmnin (18,5-300 pg/plak ve 625-2500 mg/kg) mutajenik ve
genotoksik bir etkiye sahip olmadig1 anlagilmistir (L1 ve ark., 2007).

Brezilya’da ytiksek ates, llser, astim, deri enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilan ve
gida olarak da tiiketilen Byrsonima intermedia bitkisinin mutajenitesi farkl testlerle
arastirilmistir. Bu amagla, B. intermedia yapraklarindan elde edilen metanol, hidrometanol
ve kloroform ekstraktlar1 in vitro (Ames testi) ve in vivo (mikroniikleus testi) olarak
degerlendirilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda, metanol ekstraktinin Ames testinde
mutajenik aktivite gosterdigi bildirilmis olup mikroniikleus testinde ise higcbir ekstraktin

genotoksik etkisi goriilmemistir (Sannomiya ve ark., 2007).

Kiiba’da yerel halk tarafindan solunum rahatsizliklarinda kullanilan Punica
granatum (nar) meyvesinin potansiyel genotoksik etkisi Ames testi de dahil ¢esitli testlerle
saptanmaya calisilmistir. Yapilan calismalar neticesinde, P. granatum meyvesinden elde
edilen ekstraktin hem in vitro hem de in vivo genotoksik 6zellige sahip oldugu tespit

edilmistir (Sanchez-Lamar ve ark.. 2008).
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Tibbi ve aromatik bir bitki olan Hypericum Iysimachioides Boiss. var.
lysimachioides’in genotoksisitesi Ames ve SOS kromotest ile belirlenmeye calisiimistir.
Petrol eteri, hekzan, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin test edildigi ¢alisma sonunda, bu
bitkinin 6nemli derecede mutajenik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Tolan ve ark.,
2009).

Hafiza kaybi ve stres gibi durumlarda kullanilan Coccoloba mollis bitkisinin
mutajenik ve genotoksik potansiyeli bazi in vitro ve in vivo testlerle Olclilmeye
calisilmistir. Bu amacla, C. mollis yaprak ve kokiinden elde edilen etanol ekstraktlar1 S.
typhimurium TA98 ve TA100 suslarinda (S9 +) test edilmistir. Yapilan Ames, comet ve
mikroniikleus testlerinin sonuglarina gore, C. mollis bitkisinin mutajenik 6zellige sahip

olmadig1 belirlenmistir (Tsuboy ve ark., 2010).

Tibbi ve aromatik 6zellige sahip Coriandrum sativum (kisnis) bitkisinin potansiyel
mutajenik aktivitesi Ames test sistemi ile arastirilmistir. C. sativum su ekstraktmin test
edilen yiiksek dozlarmm (1,6-8 pg/plak) mutajenik etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Ayrica, ayn1 calismada C. sativum’un sitotoksik ve embriyotoksik oOzellikleri de
belirlenmistir. Kisnis su ekstraktinin doza bagli olarak mitotik indeksi azalttigi ve
embriyonik gelisim sirasinda agir malformasyonlara neden oldugu saptanmistir (Reyes ve
ark., 2010).

Indigo boyas iiretiminde ve pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan Indigofera
truxillensis ve 1. suffruticosa bitkilerinin mutajenik aktivitelerinin Ames testi ile
arastirildigr  bir calismada, bitkilerden metanol ekstraktlar1 ve bu ekstraktlardan
gliserolipid, flavonoid ve alkaloid fraksiyonlar1 elde edilmistir. Test sonuglarina gore, /.
truxillensis ve 1. suffruticosa flavonoid ve alkaloid fraksiyonlarinin mutajenik etki

gosterdigi rapor edilmistir (Calvo ve ark., 2011).

Ames testi ile Limonium effusum ve L. globuliferum bitkilerinin mutajenik
aktiviteleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla, bitkilerin kok, govde ve yapraklarindan
farkli ekstraktlar (metanol, aseton:metanol (2:1) ve su) elde edilmistir. Caligma sonunda, L.
effusum kokiine ait metanol ve su ekstraktlarmin zayif mutajenik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica, L. globuliferum yaprak metanol ekstrakti ve kok su ekstraktinin bazi
dozlar1 ile govde ve yaprak su ekstraktlarinin mutajenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Eren, 2011).
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Nijerya’da bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerden Alchornea cordifolia,
Cnestis ferruginea, Lonchocarpus sericeus, Trema orientalis ve Senna alata’nin potansiyel
mutajenik etkileri Ames testi ile belirlenmeye ¢alisilmistir. 4. cordifolia, C. ferruginea, L.
sericeus ve T. orientalis’in uygulanan en yiiksek dozlarinda (5000 pg/plak) bile mutajenik
aktivite gostermedikleri goriilmistiir. Ancak, S. alata bitkisinde mutajenik etkiye

rastlanmigtir (Hong ve Lyu, 2011).

Genis kullanim alanma sahip ¢ay (Camellia sinensis) bitkisi ¢igeginin giivenilirligini
belirlemek amaciyla Ames test sistemi uygulanmistir. Calisma sonunda, cay c¢icegi

ekstraktinin mutajenik etkiye sahip olmadig1 saptanmistir (Li ve ark., 2011).

Tipta kullanilan Thermopsis turcica (Eber sarisi, sar1 meyan) bitkisinin kok, govde,
yaprak ve ¢iceklerinden elde edilen su ekstraktlarinin potansiyel mutajenik etkisi Ames test
sisteminde arastirilmistir. Sonugta, S. typhimurium TA98 susunda (S9 +) tim 7. turcica su
ekstraktlarmin (0.375-3750 pg/plak) ve S. typhimurium TA102 susunda (S9 +) yaprak
ekstraktinin (3750 pg/plak) mutajenik etkiye neden oldugu belirlenmistir (Liman ve ark.,
2011).

Gilineydogu Asya’da yaygim olarak cay seklinde tiiketilen Orthosiphon stamineus
bitkisinden elde edilen su ekstraktinin genotoksik potansiyeli Ames testi ve fare kemik iligi
mikroniikleus testi ile belirlenmeye calisilmistir. Calisma sonunda, O. stamineus bitkisinin

genotoksik risk tagimadigi saptanmistir (Muhammad ve ark., 2011).

Ames testi ile baz1 meyve ve sebzelerin antimutajenik potansiyelinin 6l¢tildiigii bir
calismada meyan koki, kivi, havug, brokoli, ananas, sogan, sarimsak ve yesil biber gibi
yiyecekler test edilmistir. Mutajen olarak cesitli nitrozIi bilesikler kullanilmistir. Sonugta,
biitlin mutajenlere kars1 koruyucu etki (%39-72) bir tek meyan kokii etanol ekstraktinda
gorilmiistiir. Kivinin de giiclii antimutajenik aktiviteye (%51) sahip oldugu rapor
edilmistir. Biitiin meyve ve sebze ekstraktlar: test edilen dozlarinda (50-2000 pg/plak),

degisen oranlarda antimutajenik etki géstermislerdir (Ikken ve ark., 1999).

Giliney Afrika’da cay olarak tiiketilen iki bitkinin antimutajenik 6zellikleri Ames testi
kullanilarak arastirilmistir. Calismada, fermente edilmis ve edilmemis Aspalathus linearis
ve Cyclopia intermedia’nmn sulu ekstraktlar1 2-asetilaminofloren (2AAF), aflatoksin Bl

(AFB1), metil metansiilfonat (MMS), kiimolhidroperoksit (CHP) ve hidrojen peroksit
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(H20,) mutajenlerine kars: test edilmistir. Sonucta, fermente edilmemis A. linearis ve C.
intermedia bitkilerinin antimutajenik etkilerinin daha fazla oldugu goriilmiistiir

(Marnewick ve ark., 2000).

Cesitli hastaliklarin (iilser, anemi, astim) tedavisinde kullanilan Terminalia arjuna
bitkisinin benzen, kloroform, aseton ve metanol fraksiyonlarmin antimutajenik etkileri
Ames test sistemi kullanilarak arastirilmistir. Mutajen olarak siyah asit boyasi, 2-
aminofloren (2AF) ve 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) kullanmilmigtir. Calisma sonunda,
aseton ve metanol fraksiyonlariin daha fazla antimutajenik aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (Kaur ve ark., 2002).

Zengin polifenol icerigine sahip Punica granatum (nar) kabuklarindan elde edilen
ekstraktlarin antimutajenik aktiviteleri Ames test sistemi kullanilarak arastirimistir.
Ekstraktlarin eldesinde etil asetat, aseton, metanol ve su kullanilmistir. Test edilen
ekstraktlarin biitiin dozlarmin (625, 1250 ve 2500 pg/plak) sodyum azid (NaNj) ile
indiiklenen mutajeniteyi azalttiklar1 belirlenmistir. En fazla antimutajenik etkiye sahip sulu

ekstrakti sirasiyla aseton, etil asetat ve metanol ekstraktlar1 izlemistir (Negi ve ark., 2003).

Giliney Afrika’da cay olarak tiiketilen Aspalathus linearis ve Cyclopia spp. (C.
intermedia, C. subternata, C. genistoides ve C. sessiliflora) bitkilerinin antimutajenik
ozellikleri Camellia sinensis (siyah ve yesil cay) bitkisi ile karsilastirilmistir. Fermente
edilmis ve edilmemis bu bitkilerden elde edilen sulu ekstraktlarin, Ames test sisteminde
AFBI ve 2AAF mutajenlerine kars1 antimutajenik etkileri arastirilmistir. Calisma sonunda,
fermentasyona ugramamis C. genistoides disinda test edilen bitkilerin belirli oranlarda

antimutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Merwe ve ark., 2000).

Alternatif tipta kullanilan Stevia pilosa ve S. eupatoria bitkilerinin potansiyel
antimutajenik etkilerinin Ames testi ile belirlendigi bir ¢alismada, bu iki tiiriin kok, yaprak
ve ¢igeklerinden elde edilen metanol ekstraktlar1 kullanilmistir. Mutajen olarak TA98 susu
icin 2-aminoantrasen (2AA), TA100 susu i¢cin N-etil-N-nitro-N-nitrozoguanidin (ENNG)
ve TA102 susu i¢in de mitomisin C (MMC) olmak iizere 3 kimyasal kullanilmistir.
Calisma sonucunda, her iki tiiriin ¢esitli ekstraktlarinin 2AA, ENNG ve MMC tarafindan
indiiklenmis mutajeniteyi farkli oranlarda engelleyici etkilerinin oldugu gdoriilmiistiir
(Carino-Cortés ve ark., 2007).
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Cinnamomum zeylanicum (tar¢m) kurutulmus meyvelerinin ¢esitli ekstraktlarinin
(etil asetat, aseton, metanol ve su) antimutajenik aktiviteleri Ames testi ile arastirilmistir.
Calisma sonunda, biitiin ekstraktlarin S. typhimurium TA100 susunda sodyum azid (NaN3)
ile indiiklenmis mutajeniteyi azalttig1 tespit edilmistir. 5000 pg/plak konsantrasyonda
biitlin ekstraktlarm giiclii antimutajenik aktivite gosterdikleri saptanmistir. Ekstraktlar,
sahip olduklar1 antimutajenik 6zelliklerine gore su>aseton>metanol>etil asetat seklinde

siralanmiglardir (Jayaprakasha ve ark., 2007).

Acacia salicina (akasya) bitkisinin bakterilerde ve insan lenfoblast hiicre
kiiltlirlerinde DNA hasar1 ve mutasyon olusumuna karsi koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu
amagla, A. salicina yapraklarindan elde edilen ii¢ ¢esit ekstraktin (su, metanol ve etil
asetat) Ames testinde benzo(a)piren ve comet testinde hidrojen peroksit mutajenlerine
kars1 antigenotoksik etkileri tespit edilmeye c¢alisilmistir. Su, metanol ve etil asetat
ekstraktlarmnin sirasiyla 500, 50 ve 500 pg/plak dozlarinda en yiliksek antimutajenik etkiye
sahip olduklar1 bulunmustur. Comet testi sonuglarma gore, metanol ve etil asetat
ekstraktlarinin belirli oranlarda DNA hasarin1 azaltmada etkili olduklar1 saptanmistir
(Bouhlel ve ark., 2008).

Kirmizi sogan (Allium cepa) kabugunun c¢esitli ekstraktlarmin/fraksiyonlarmin
(toluen, diklorometan, etanol, dietil eter, etil asetat ve n-biitanol) antioksidan ve
antimutajenik potansiyellerinin Ames testi ile arastirildig1 ¢calisma sonucunda, etil asetat
ekstraktinin doza bagli olarak tiitiin ile indiiklenmis mutajeniteyi engelledigi tespit
edilmistir (Singh ve ark., 2009).

Pistachia vera (Sam fistig1, Antep fistig1) yesil kabuk ekstraktmin antimutajenik
aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan bir calismada Ames testi kullanilmistir. Yapilan
calisma sonucunda, P. vera bitkisine ait ham ve saflastirilmis iki su ekstraktmin

antimutajenik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Rajaei ve ark., 2010).

Punica granatum (nar) kabugundan elde edilen fraksiyonlarin antimutajenik
aktivitesinin arastirildigr bir ¢alismada, Oncelikle ekstraktlarin antioksidan ozellikleri
cesitli testlerle belirlenmis ve en giiclii antioksidatif fraksiyonun ¢esitli S. typhimurium
suslartyla test etmislerdir. Antioksidan testleri sonuglarma gore, fraksiyonlar
metanol>etanol>aseton>etil asetat seklinde smralanmislardir. Bu nedenle, P. granatum

kabugunun antimutajenik aktivitesinin belirlenmesi i¢in metanol fraksiyonu secilmistir.
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Yapilan ¢alismalar sonucunda, metanol fraksiyonunun doza bagli olarak degisen oranlarda

(%66.76-91.86) antimutajenik etki gosterdigi kanitlanmistir (Zahin ve ark., 2010a).

Salmonella typhimurium bakterisinin TA98 susunda ve insan karaciger hiicrelerinde
(HepG2 hatt1) Rosmarinus officinalis (biberiye) ekstraktlarmin antigenotoksik ve
antioksidan etkileri arastirilmistir. Ames testinde, bu ekstraktlarin 4-nitroquinolin-N-oksit
(NQNO) ve 2-amino-3-metil-3H-imidazo[4,5-F] quinolin (IQ) mutajenlerine kars1
koruyucu etkisi test edilmistir. Sonucta, R. officinalis ekstraktlarinin gii¢lii antioksidan,
antimutajenik ve antigenotoksik 6zelliklere sahip oldugu saptanmustir (Zegura ve ark.,
2011).

Origanum vulgare L. ssp. vulgare bitkisinin antimutajenik potansiyeli Ames test
sistemi ile arastirilmistir. Bu amacla, bitkinin ham ekstrakt1 ile ondan elde edilen petrol
eteri, kloroform, etil asetat, n-biitanol ve su fraksiyonlar1 kullanilmistir. Yapilan ¢alisma
sonunda, metanol ekstraktinin ve onun n-biitanol fraksiyonunun O6nemli derecede

antimutajenik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Giilliice ve ark., 2012).

Giliney Afrika’da yaygim olarak kullanilan bazi tibbi bitkilerin (Rhamnus prinoides,
Ornithogalum longibracteatum, Gardenia volkensii, Spirostachys africana, Diospyros
whyteana, Syzigium cordatum ve Prunus africana) mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri
Ames ve mikroniikleus testleri ile arastirilmistir. Bu amagla, bitkilerin farkl kisimlarindan
diklorometan ile elde edilen ekstraktlar kullanilmistir. Ames testinde ekstraktlarin
hicbirinde mutajenik aktivite gdzlenmemekle birlikte, 4-nitroquinolin-1-oksit (4NQO)
mutajeninin etkisini engelleyici bir etkiye sahip olmadiklar1 da anlasilmistir. Mikroniikleus
testinde ise, baz1 ekstraktlarin genotoksik etkiye sahip oldugu ve bazilarinin da mitomisin
C (MMC) mutajeninin etkisini dnemli derecede azalttiklar1 bildirilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda, bu bitkilerin dikkatli bir sekilde kullanilmas1 gerektigi

vurgulanmistir (Verschaeve ve ark., 2004).

Ames testi ile Cyperus rotundus'un farkli ekstraktlarmin mutajenik ve antimutajenik
aktiviteleri arastirilmistir. Ekstraktlarin  eldesinde su, etil asetat ve metanolden
yararlanilmistir. S. typhimurium'un TA98, TA100, TA1535 ve TA1538 suslarmin
kullanildig1 c¢alismada, ekstraktlarin mutajenik etkiye sahip olmadiklar1 bulunmustur.
Ayrica, C. rotundus'un aflatoksin B1 (AFB1) ve sodyum azid (NaN3) mutajenlerine kars1
giiclii antimutajenik aktivite gosterdigi de belirlenmistir (Kilani ve ark., 2005).
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Giliney Afrika’da yetisen 42 tibbi bitki tiiriiniin diklorometan ve metanol (%90)
ekstraktlarinin mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri Ames testi ile degerlendirilmistir.
Yapilan testler sonucunda; Helichrysum simillimum, H. herbaceum ve H. rugulosum
bitkilerine ait metanol ekstraktlarinin mutajenik etkiye sahip olduklar1 bulunmustur.
Ayrica, 6 tiiriin (Bauhinia galpinii, Clerodendrum myricoides, Datura stramonium,
Buddleja saligna, Millettia sutherlandii ve Sutherlandia frutescens) S9 varliginda

antimutajenik 6zelliklere sahip olduklar1 saptanmistir (Reid ve ark., 2006).

Myrtus communis (mersin) bitkisinin mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerinin Ames
testi ile arastirildigr bir calismada, M. communis yapraklarimdan hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol ekstraktlar1 elde edilmistir. Yapilan testler sonucunda, ekstraktlarin
hicbirinde mutajenik etki goézlenmemistir. Bununla birlikte, biitiin ekstraktlarin
antimutajenik aktiviteye sahip olduklari tespit edilmis olup en yiliksek koruyucu etkinin etil

asetat ve metanol ekstraktlarina ait oldugu belirtilmistir (Hayder ve ark., 2008).

Brezilya’da cay olarak tiiketilen Vitex montevidensis, Gochnatia cordata ve G.
polymorpha bitkilerinin mutajenik ve antimutajenik aktivitelerinin Ames testi ile
degerlendirildigi bir ¢caliyma sonunda bu bitkilerin mutajenik aktiviteye sahip olmadiklar1
bildirilmistir. V. montevidensis ekstraktmm sodyum azid (NaNs3) ile indiiklenen
mutajeniteye karsi diisiik bir antimutajenik aktivite gosterdigi saptanmustir. Ayrica, ti¢ bitki
ekstraktimin da S9 icermeyen ortamda 4-nitroquinolin-1-oksit mutajeninin etkisini
arttirdiklar1 goriilmistiir. Ayrica, S9 varliginda biitiin ekstraktlarin 2-aminofloren (2AF) ile
indiiklenmis mutajeniteye kars1 onemli antimutajenik aktivite gosterdikleri belirlenmistir

(Horn ve Vargas, 2008).

Ames testinde bugday kabugu, karabugday ve yulaf ekstraktlarinin potansiyel
mutajenik ve antimutajenik etkileri saptanmaya c¢aligilmistir. Calisma sonucunda, bugday
kabugu ve karabugday ekstraktlarinin mutajenik aktivite gostermedigi tespit edilmis olup
yulaf ekstraktinin ise S. typhimurium TA102 susunda zayif mutajenik etkiye neden oldugu
belirlenmistir. Antimutajenite testinde direkt mutajen olarak 3-(5-nitro-2-fiiril) akrilik asit,
2-nitrofloren, hidrojen peroksit ve indirekt mutajen olarak aflatoksin B1 kullanilmistir. Bu
mutajenlere karsi biitlin ekstraktlarin konsantrasyona bagli olarak koruyucu etki

gosterdikleri belirlenmistir (Brindzova ve ark., 2009).
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Cesitli rahatsizliklarin (astim, bronsit ve g6z nezlesi) tedavisinde kullanilan
Euphorbia hirta bitkisinin su ve metanol ekstraktlarmin mutajenik ve antimutajenik
aktiviteleri Ames testi ile arastirilmistir. Sonucta, her iki ekstraktin da mutajenik etki
gostermedigi belirlenmistir. Bununla birlikte, su ekstraktinin (100 pg/ml) ve metanol
ekstraktlarnin (10 ve 100 pg/ml) 2-aminoantrasen (2AA) mutajenine kars1 S9 varliginda

giiclii antimutajenik etki gosterdikleri saptanmistir (Loh ve ark., 2009).

Nitraria  retusa  yapraklarmm mutajenik, antimutajenik ve antioksidan
potansiyellerinin arastirildigi bir ¢calismada, bitkinin farkl ekstraktlar1 (metanol, etil asetat,
kloroform ve hekzan) test edilmistir. S. #yphimurium’un TA102 ve TAI104 suslari
kullanilarak yapilan mutajenite testleri negatif olarak sonuglanmistir. Ayrica, metil
metansiilfonat (MMS) mutajenine kars1 en yiiksek koruma kloroform ve metanol
ekstraktlarinda gozlenmistir. Kloroform ekstraktinin %44.93, metanol ekstraktinin da %38
oraninda MMS’ nin mutajenik etkisini ortadan kaldirdigi hesaplanmistir. 2- Aminoantrasen
ile indiiklenen mutajeniteyi hekzan ekstraktinin %83.4, kloroform ekstraktnin ise %65.3

oraninda azalttig1 belirlenmistir. (Boubaker ve ark., 2010).

Ames test sistemi ile Amaranthus sp., Sorghum bicolor ve Echinochloa frumentacea
ekstraktlarmin mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri arastirilmistir. Ekstraktlarin
antimutajenik Ozelliklerinin belirlenmesinde direkt mutajen olarak TA98 susu icin 2-
nitrofloren (2NF), TA100 susu i¢in 3-(5-nitro-2-fiiril) akrilik asit (SNFAA), TA102 susu
icin hidrojen peroksit (H,O;) ve indirekt mutajen olarak da aflatoksin B1 (AFBI1)
kullanilmistir. Caligma sonunda, test edilen bitki ekstraktlarinin mutajenik aktiviteye sahip
olmadig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, biitiin ekstraktlarin SNFAA mutajenine karsi
antimutajenik aktiviteye sahip olduklari; ancak 2NF mutajenine karsi antimutajenik etki
gostermedikleri tespit edilmistir. H,O, tarafindan indiiklenen mutajeniteyi en iyi
engelleyen Amaranthus sp. olurken, en az engelleyen Sorghum bicolor olmustur. Ayrica,
biitiin ekstraktlar AFB1’e kars1 antimutajenik etki gostermislerdir (MoSovska ve ark.,
2010).

Tayland’a 6zgii bazi bitkilerin (Antigonon leptopus, Curcuma sessilis, Hibiscus rosa-
sinensis, Ixora coccinea, Millingtonia hortensis, Nelumbo nucifera, Plumeria obtusa,
Punica granatum, Rhinacanthus nasutus ve Syzygium malaccense) c¢esitli ekstraktlarmin

Ames testinde mutajenik ve antimutajenik potansiyelleri arastirilmistir. Sonugta, test edilen
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bitkilerin mutajenik aktiviteye sahip olmadig1 anlagilmistir. Biitiin diklorometan
ekstraktlar1 antimutajenik etki gostermis olup Curcuma sessilis ve Punica granatum’un
metanol ekstraktlarinin en yiiksek antimutajenik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir

(Wongwattanasathien ve ark., 2010).

Baharat olarak kullanilan ve Hindistan’da tedavi amaciyla da yararlamilan Carum
copticum bitkisinin meyve ekstraktlarmin antioksidan, mutajenik ve antimutajenik
ozellikleri belirlenmeye calisilmistir. En yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan metanol
ekstrakti olmustur. Bu sonuca bagl olarak, antimutajenik potansiyelin test edilmesinde
metanol ekstrakti secilmistir. Test i¢in S. typhimurium TA97a, TA98, TA100 ve TA102
suslar1 kullanilmistir. Test sonuglarma gore, C. copticum meyvesinin metanol ekstraktinin
(25-100 pg/plak) mutajenik etkiye sahip olmadigi anlasilmistir. Antimutajenik aktivite
testinde ise, uygulanan doza bagh olarak cesitli oranlarda (%10.8-83.1) mutasyon

olusumunu engelleyici etkiler gézlenmistir (Zahin ve ark., 2010b).

Acanthopanax divaricatus var. albeofructus bitkisinin mutajenik ve antimutajenik
Ozellikleri Ames testi ile arastirilmistir. Calisma sonunda, bu bitkiden elde edilen
ekstraktlarin higbirinde mutajenik etki goériilmemistir. Bununla birlikte, 4. divaricatus var.
albeofructus’un giiclii antimutajenik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Hong ve ark.,
2011).

Teucrium ramosissimum bitkisinin toprak Ustii kismindan elde edilen ekstraktlarin
mutajenik ve antimutajenik etkilerini degerlendirmek icin Ames ile SOS kromotesti
uygulanmistir. Ames testi sonucunda, test edilen ekstraktlarin higbirinde mutajenite
gozlenmezken ¢esitli mutajenlere karsi (sodyum azid, aflatoksin B1, benzo(a)piren ve 4-
nitro-o-fenilendiamin) antimutajenik aktivite gosterdikleri kanitlanmustir. SOS testi

sonuglar1 da Ames testi sonuglari dogrular niteliktedir (Sghaier ve ark., 2011b).

Gliney Afrika’da sik¢a kullanilan tibbi bitkilerden Podocarpus cinsine ait bazi
tiirlerin mutajenik, antimutajenik ve sitotoksik potansiyellerinin arastirildigi bir ¢aligmada,
bitkilerin yaprak ve kok ekstraktlari test edilmistir. Mutajenite ve antimutajenite deneyleri
Ames testi ile yiriitiilmiistiir. Sonucta, ekstraktlarin higbirinde mutajenik aktivite
gozlenmemistir. Bununla birlikte, biitiin ekstraktlarin doza bagl olarak 6nemli derecede

antimutajenik etkiye sahip oldugu anlagilmistir (Abdillahi ve ark., 2012).
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Brezilya’ya 0zgii olan ve alternatif tipta kullamilan Baccharis dracunculifolia
bitkisinin mutajenik ve antimutajenik Ozellikleri Ames test sistemi ile arastirilmistir. Bu
amagcla, B. dracunculifolia yapraklarmin etil asetat ekstrakti ile ana bileseni olan artepilin
C fitokimyasali test edilmistir. Yapilan calismalar sonucunda, B. dracunculifolia
ekstraktinin ve artepilin C kimyasalinin mutajenik olmadig1 belirlenmis olup antimutajenik

aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Resende ve ark., 2012).

24



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Merve BALLI

BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Test edilen bitkiler

Bu calismada, potansiyel mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerini belirlemek {izere
Sideritis trojana Bornm. ve Sideritis athoa Papanikolaou & Kokkini bitkileri (Lamiaceae)
kullanilmistir (Sekil 4).

Kazdaglar1 endemik tiirii S. trojana ile sadece belirli bir alanda yayilis gésteren nadir
bitki tiiri S. athoa, ¢igeklenme donemlerinde (Agustos 2011) Canakkale semt pazarmnda
koylilerden temin edilmistir. Elde edilen bitki ornekleri Yrd. Dog¢. Dr. Ersin
KARABACAK (Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii) tarafindan teshis edilmistir. Bu caligmada test edilen tiirlere ait 6rnekler, Vaskiiler

Bitki Sistematigi ve Filogenisi Laboratuvarr’nda (Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,

Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii) muhafaza edilmektedir.

Sekil 4. (a) S. trojana Bornm. (kazdagi veya sarikiz ¢ay1) ve (b) S. athoa Papanikolaou &
Kokkini (kedikuyrugu veya kandil ¢ayr) bitkileri.
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3.1.2. Test suslan

Bu calismada, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlar
sonucu elde edilen TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Bu suslar, Prof. Dr. Hiilya
SIVAS (Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii) tarafindan hediye
edilmistir. S. typhimurium TA98 susu cerceve kaymasina, TA100 susu ise baz cifti
degisimine neden olan mutasyonlarmn belirlenmesinde kullanilmistir (Maron ve Ames,

1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000) (Cizelge 1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan Salmonella typhimurium suslarinin genetik 6zellikleri

PP Belirlenecek
Suslar Histidin LPS Onarim R.. .. Mut?sy?fun Bilesik
Mutasyonu Faktoru Niteligi
Simiflarn
Cerceve
kaymasima
TA98  hisD3052  rfa  AuvrB  pKMI101 CG yanindan— 1 neden olan
mutajenler
Baz ¢ifti
TA100  hisG46  rfa  AuwrB  pKMI01 AT—GC degisimine
transisyon neden olan
mutajenler

*LPS: Lipopolisakkarit, 4: Delesyon

3.1.3. Kimyasal maddeler

Ekstraktlarin  elde edilmesinde ¢o6ziicii olarak kloroform (CHCIs), aseton
(CH3COCH3) ve metanol (CH3;OH) ROC kullamilmistir. Pozitif kontrollerde ve
antimutajenite deneylerinde kullanilan standart mutajenlerden 4-nitro-o-fenilendiamin
(NPD) Sigma-Aldrich’den, sodyum azid (SA, NaN3) ve 2-aminofloren (2AF) Merck’den
satin alinmistir. Bu kimyasallarin haricinde, calismada magnezyum siilfat (MgS04.7H,0),
sitrik asit monohidrat, potasyum fosfat (K,HPO4), sodyum hidroksit (NaOH),
dimetilsiilfoksit (DMSO), sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCIl), magnezyum
kloriir (MgClL,.6H,0), sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4H,0) ve disodyum hidrojen
fosfat (Na,HPO42H,0) (Merck); sodyum amonyum fosfat (NaHNH4(PO4.4H,0)), glukoz,
L-histidin, D-biyotin, glukoz-6-fosfat ve sigan karacigeri S9 fraksiyonu Sigma-Aldrich;

nutrient broth Oxoid ve agar Difco kullanilmistir.
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3.1.4. Stok c¢ozeltiler ve besiyerleri

Vogel-Bonner E ortami (50X VB tuz ¢ozeltisi): Minimal glukoz agar (MGA),
histidin/biyotin (HB) ve histidin/biyotin/ampisilin (HBA) agar plaklarinin hazirlanmasinda
kullanildi.

1000 ml i¢in

Distile Su (45 °C)  onviiii 670 ml
Magnezyum siilfat (MgSO4.7H20)  ooovviiiieeeeeeeees 10g
Sitrik asit monohidrat ... 100 g
Potasyum fosfat (K;HPO4) oo 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4(PO4.4H,0)) ........... 175 g

Isiticilt manyetik karistirict tizerinde 1lik distile suya yukaridaki kimyasallar sirastyla
ilave edildi. Kimyasallardan biri tamamen c¢oziinmeden digerinin eklenmemesine dikkat
edildi. Biitiin kimyasallar suda ¢oziindiikten sonra c¢ozelti 1000 ml’ye tamamlandi.
Otoklavda 121 °C’de 20 dk sonunda steril hale getirildi. Steril tuz c¢ozeltisi, oda

sicakliginda karanlikta muhafaza edildi.

%20 Glukoz cozeltisi: MGA, HB ve HBA agar plaklarinin hazirlanmasinda karbon
kaynag1 olarak kullanildi.

100 ml icin
GIUKOZ oo 20g
DIStIlE SU et 100 ml

Glukoz distile su i¢erisinde manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢6zlindii. 121 °C’°de

20 dk otoklavda steril edildikten sonra 4 °C’de sakland..

%0,5 Histidin cozeltisi: HB ve HBA agar plaklarinin hazirlanmasinda kullanildi.

100 ml icin
L-Histidin .o 05¢g
DIStIlE SU ettt 100 ml
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Histidin distile suda ¢6ziindiikten sonra 0.22 pm ¢apli membran filtre ile steril edildi.

Steril histidin ¢ozeltisi 4 °C’de saklandu.

0,5 mM Biyotin cozeltisi: HB ve HBA agar plaklarmin hazirlanmasinda kullanildi.

100 ml icin
D-Biyotin (MA 244,3 g/mol) ........cccooiiiiiiiiiin 0,0l g
DIStIlE SU ettt 100 ml

Biyotin, manyetik karistiric1 tizerinde kaynama noktasina kadar isitilan suya ilave
edildi. Tamamen ¢o6ziinene kadar karistirildi. 0.22 pm capli membran filtre ile steril

edildikten sonra 4 °C’de muhafaza edildi.

0,02 N NaOH c¢ozeltisi: Ampisilin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanild:.

100 ml i¢in
Sodyum hidroksit (NaOH) (MA 40 g/mol) ................... 0,08 g
Distile SU ..o.vii e 100 ml

NaOH bir miktar su i¢erisinde ¢6ziiniir ve son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

(%0,8/0,02 N NaOH) Ampisilin cozeltisi: Test suslarinda pKM101 plazmidi
varliginin kontroliinde ve bu plazmidi tasiyan suslarin master plaklarinin hazirlanmasinda

kullanildt.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat ... 0,8 g
0,02 N NaOH ..o 100 ml

Ampisilin trihidrat 0,02 N NaOH i¢inde ¢oziildi. 0,2 um ¢apli membran filtreden

gecirilerek steril edildi ve cam sise i¢inde 4 °C’de saklandu.
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Histidin/biyotin/ampisilin (HBA) agar: Calismada kullanilan test suslarmin
ampisiline direncglilik 6zelliklerinin kontroliinde ve master plaklarin hazirlanmasinda

kullanildz.

500 ml i¢in
N 75¢g
DiStile SU  o.eeni 450 ml
50X VB tuz ¢Ozeltist ..oovvviiiiiiii e, 10 ml
%20 Glukoz ¢OzZeltisi ........cooiiiiiiiii 50 ml
9%0,5 Histidin ¢OZEItiST .....cvviiiiiiiii i, 5 ml
0,5 mM Biyotin ¢0zeltisi ..........covvviiiiiiiiiiii e, 3 ml
(%0,8/0,02 N NaOH) Ampisilin ¢ozeltisi ...................... 1,575 ml

Bir litrelik temiz bir erlen igerisine aktarilan agar ve su otoklavda steril edildi.
Otoklavdan cikarilan agarli su karistminin yaklasik 65 °C’ye kadar sogumasi beklendi.
Manyetik karistiric1 iizerine alinan soliisyona steril 50X VB tuz, glukoz ve histidin
cozeltilerinden belirtilen miktarlarda yavasga ilave edildi. Yaklasik 45 °C sicakliktaki
karistma steril biyotin ve ampisilin ¢ozeltilerinden siwrasiyla eklendi. 500 ml’ye
tamamlanan karisim 25 ml/plak olacak sekilde paylastirildi. Test suslar1 bu plaklarda 4
°C’de yaklasik 2 ay siire ile saklanabilmektedir.

Nutrient broth (NB): Test suslarinin gecelik kiiltiirde tiretilmeleri i¢in kullanild:.

200 ml i¢in
Nutrient broth (Oxoid, No:2) ......cooiiiiiiiiiiiiiiie, S5¢g
Distile SU  ...viii 200 ml

Toz halindeki nutrient broth distile suya ilave edildi ve manyetik karistiricida
isitilarak ¢oziinmesi saglandi. Karisim, 50 ml erlenlere 20’ser ml olacak sekilde dagitildi.
Otoklavda 121 °C’de 20 dk sonunda steril hale getirilen siv1 besiyerleri, oda sicakliginda

karanlikta saklandi.
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Nutrient agar (NA): Gecelik kiiltliriin ml’sindeki bakteri sayisinin bulunmasi ve

genotip kontrolii (UV ve kristal viyole hassasiyeti) i¢cin kullanildi.

500 ml igin
Nutrient broth (Oxoid, No:2) .......ooiiiiiiiiiiiiin., 125¢g
A AT e 75¢g
Distile SU  o.ueni 500 ml

Nutrient broth ve agar distile suya ilave edilip karistirildi. Karisim otoklavda 121
°C’de 20 dk sonunda steril hale getirildi. Esit miktarda olacak sekilde (yaklasik 25 ml)
steril petrilere dokiildii. Ortamin katilagmasi beklendikten sonra, plaklar buzdolabina (4 °C)
kaldirilda.

Minimal glukoz agar (MGA): Test suslarinin histidin gereksinimi kontroliinde,

mutajenite ve antimutajenite deneylerinde kullanildi.

1000 ml i¢in

A AT I5¢g
Distile SU  .o.vii 830 ml
50X VB tuz ¢Ozeltisi .....oveiniiiiiiiii e, 20 ml
%20 Glukoz ¢Ozeltisi ..........cooviiiiiiiiiiii 100 ml

Agar ve distile su karistirilip otoklavda steril edildi. Biraz soguduktan sonra, steril
50X VB tuz ¢ozeltisinden ilave edilip karistirildi. Daha sonra, steril glukoz ¢ozeltisinden
de yeterli miktarda eklendi ve karisim 1000 ml’ye tamamlandi. Uygun sicakliga (40-45 °C)
ulasan besiyeri petrilere dokiildii. Ortam katilagtiktan sonra, buzdolabinda (4 °C) muhafaza
edildi.
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Histidin/biyotin (HB) agar: Test suslarinin histidin gereksinimi kontroliinde
kullanilda.

500 ml igin
AT e 75 ¢g
Distile SU e 420 ml
50X VB tuz ¢Ozeltisi .....oviiiiiii i, 10 ml
%20 Glukoz ¢Ozeltisi ..........cooiiiiiiiiiiiii 50 ml
%0,5 Histidin ¢Ozeltisi ..., 5 ml
0,5 mM Biyotin ¢gozeltisi ..........ccooiiiiiiiiiiii 3 ml

Agar ve distile su karistirilip otoklavda 121 °C’de 20 dk steril edildi. Yaklasik 50
°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra, steril VB tuz, glukoz ve histidin ¢ozeltileri
yavasca eklendi. Son olarak biyotin ¢6zeltisi ilave edilen karigimin son hacmi, distile su ile

500 mI’ye tamamlandi. Her petride 25 ml olacak sekilde paylastirildi.

0,5 mM Histidin/biyotin c¢ozeltisi: Mutajenite ve antimutajenite ¢aligmalarinda top

agara ilave edilerek kullanildi.

500 ml i¢in
L-Histidin. HCI (MA 191,7 g/mol) ........c.ooiiiiiinin... 0,048 g
D-Biyotin (MA 244,3 g/mol) ..........ccoiiiiiiiiiiiinn. 0,062 g
Distile SU  o.eoni 500 ml

Kaynama noktasina kadar 1sitilan suya biyotin ilave edildi ve tamamen eridikten
sonra histidin eklendi. Cozeltinin sterilizasyonu 0,2 pum c¢apli membran filtre ile

yapildiktan sonra cam sisede 4 °C’de sakland1.

Top (iist) agar: Mutajenite ve antimutajenite ¢alismalarinda kullanildi.

1000 ml i¢in
Agar (Difco)
Sodyum klortir (NaCl)

31



BOLUM 3 - MATERYAL VE YONTEM Merve BALLI

Distile su

Agar ve NaCl, distile suya ilave edildi ve isiticili manyetik karistirict yardimiyla
agarin 1yice ¢oziinmesi saglandi. 2 ml olarak cam tiiplere aktarilan ortam, otoklavlanarak

steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan tiipler su banyosuna (43 °C) alind1.

%0,1 Kristal viyole ¢ozeltisi: Test suslarinda rfa mutasyonu varliginimn kontrolii i¢in
kullanild.

100 ml icin
Kristal viyole ..., 0,1g
DIStIlE SU et 100 ml

Kristal viyole ve distile su iyice karistirilip 151k geg¢irmeyen koyu renkli bir cam
sisede 4 °C’de sakland.

%0,9 Tuz cozeltisi (serum fizyolojik) : Bakteri kiiltiirlerinin seyreltilmesinde
kullanild.

500 ml icin
NaCl o 45¢
DIStIlE SU ettt 500 ml

Hazirlanan ¢6zelti otoklavda steril edildi.

0,1 pg/ul 4-Nitro-o-fenilendiamin (NPD): S9 yoklugunda TA98 susu i¢in pozitif

kontrol ve antimutajenite deneylerinde direkt mutajen olarak kullanild1.

10 ml i¢in
NP D I mg
Dimetilstilfoksit (DMSO) .....cooiiiiiiiiiiiiie, 10 ml

NPD, DMSO’da ¢oziiliip 0,2 pm’lik membran filtreden gecirildi. Oda sicakliginda
muhafaza edildi. Deneylerde 10 pg/plak olacak sekilde kullanildi.
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0,01 pg/pl Sodyum azid (SA): S9 yoklugunda TA100 susu i¢in pozitif kontrol ve

antimutajenite deneylerinde direkt mutajen olarak kullanildi.

10 ml i¢in
SA (NaN3) i 0,1 mg
DIStIlE SU i 10 ml

NaN3, distile suda ¢oziiliip 0,2 pm’lik membran filtreden gecirildi. 4 °C’de muhafaza
edildi. Deneylerde 1 pg/plak olacak sekilde kullanildi.

0,05 ng/ul 2-Aminofloren (2AF): S9 varliginda her iki sus i¢in pozitif kontrol

amaciyla ve antimutajenite deneylerinde indirekt mutajen olarak kullanildi.

10 ml i¢in
A 0,5 mg
DM SO 10 ml

2AF, DMSO’da ¢oziiliip 0,2 pm’lik membran filtreden geg¢irildi. 4 °C’de muhafaza
edildi. Deneylerde 5 pg/plak olacak sekilde kullanildi.

0,2 M Sodyum-fosfat tamponu (pH=7,4): S9 karisiminda kullanilmak {izere

hazirland1.
250 ml i¢in
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4 H,O) ......... 30 ml
(6,9 g/250 ml) (MA 137,99 g/mol)
0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO42H,0) ........ 220 ml

(8,9 /250 ml) (MA 177,99 g/mol)

Ayr1 ayr1 hazirlanan 0,2 M’lik iki soliisyon, yukarida belirtilen miktarlarda kapakli
cam bir sisede karistirildi. pH’1 7,4°e ayarlandiktan sonra, otoklavda 121 °C’de 20 dk

sonunda steril hale getirildi.
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0,1 M B-NADP cozeltisi: S9 karisiminda kullanilmak tizere hazirlandi.

S ml i¢in
B-NADP (MA 765,4 g/mol) .........cooiiiiiiiiiiiiannn, 0,383 g
Steril distile SU  oovvvrneee e S ml

Suda ¢oziilen B-NADP 0,2 um por ¢apli membran filtre ile steril edildi.

1 M Glukoz-6-fosfat ¢ozeltisi: S9 karisiminda kullanilmak {izere hazirland.

5 ml i¢in
Glukoz-6-fosfat (MA 260,13 g/mol) ..........cceiiiiinnnnns 1,3g
Steril distile SU  ..ovvviii 5ml

Suda ¢oziilen glukoz-6-fosfat 0,2 pm por ¢apli membran filtre ile steril edildi.

Tuz cozeltisi (0,4 M MgCL+1,65 M KCI): S9 karisiminda kullanilmak iizere

hazirland1.
50 ml i¢in
Magnezyum kloriir (MgCL.6H,0) (MA 203,3 g/mol) ....... 4,07 g
Potasyum kloriir (KCI) (MA 74,55 g/mol) ..................... 6,15¢g
Distile SU  ooein 50 ml

MgCl, ve KCI tuzlar1 suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 20 dk sonunda otoklavda

steril edildi. Cam siseye alinan ¢ozelti 4 °C’de muhafaza edildi.

S9 Kanisimu (sican karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorleri): Mutajenite

ve antimutajenite deneylerinde metabolik aktivasyon amaciyla kullanildi.

50 ml i¢in
Steril distile SU  ...ooviiii e, 19,75 ml
0,2 M Sodyum-fosfat tamponu (pH=7,4) ................... 25 ml
0,1 M B-NADP ¢OZeltisS1 ...ccvvvvriiiiiiiiiiiiiiiiieeieannnn. 2 ml
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1 M Glukoz-6-fosfat ¢ozeltisi ...............coeeeiiniiinnnn. 0,25 ml
MgCL-KCltuz ¢ozeltisi ......ccovvviiiiiiiiiiiiieen, I ml
Sican karacigeri SO fraksiyonu ... 2 ml

Oncelikle distile su, tampon ve ¢dzeltiler yazildiklar: siraya gore ilave edildi. S9
fraksiyonu, karigima en son eklendi. S9 karisimi ¢alismalara baglamadan hemen 6nce taze

olarak hazirland1 ve deney boyunca buz i¢inde tutuldu.

3.2. Yontem

Bu calisma i¢in temin edilen suslarin genetik oOzelliklerinin kontrolii, master
plaklarmin ve stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi, mutajenite ve antimutajenite c¢aligmalari
Maron ve Ames (1983)’in gelistirdigi standart plak inkorporasyon yontemine uygun olarak
yapild1

3.2.1. Ekstraktlarin elde edilmesi

Bu ¢aligmada, mutajenik ve antimutajenik potansiyelleri belirlenmek tizere S. trojana
ve S. athoa bitkilerinden elde edilen ekstraktlar kullanildi. Bunun i¢in, farkli polariteye
sahip coziiciilerden yararlanildi. Ekstraktlar elde edilmeden once, bitkilerin toprak istii
kisimlar1 gdlgede, devamli hava akimi olan, serin bir ortamda kurutuldu. 1-3 mm’lik kii¢iik
parcalara ayrilan kuru bitkiler, soksilet cihazinda (Wisd, Wise Therm) (Sekil 5a) ekstrakte
edildi. 20 g bitki i¢in 200 ml ¢6ziicii kullanildi. 8 saat siiren ekstraksiyon sonunda, filtre
kagidi ile saril1 bitki pargalar1 cihazdan ¢ikartilip etiivde kurumaya birakildi. Bu sekilde
coOziiciisiinden arindirilan bitki 6rnegi, polaritesi daha yiiksek olan ikinci ¢oziici ile
ekstrakte edilmeye hazir hale getirildi. Ekstraksiyon sirasiyla kloroform (CHCl;, kaynama
noktast (KN) 61,2 °C), aseton (CH3COCH3, KN 56 °C) ve metanol (CH30H, KN 64,7 °C)
ile yapildi. Bitkilerin tiikketim sekli dikkate alinarak, su ekstraktlarmin eldesi i¢in ayri
ornekler hazirlandi. Daha sonra, evaporator (Spektral, Heidolph, Laborota 4001) (Sekil 5b)
yardimiyla ekstraktlarin yaklasik 50 °C’de ¢oziiciileri uguruldu. Etiive (50 °C) konulan
ekstraktlar ¢oziiclilerinden tamamen arindirildi. Elde edilen ham ekstraktlar buzdolabinda
(0-4 °C) muhafaza edildi. Test edilmeden 6nce DMSO’da (su ekstraktlar1 harig) ve suda
coziilerek farkli konsantrasyonlar1 hazirlanan ekstraktlar, membran filtre (0,2 pm) ile steril
edildi (Kaur ve ark., 2002; Boubaker ve ark., 2010).
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Sekil 5. Ekstraktlarin elde edilmesinde kullanilan cihazlar. (a) Soksilet ve (b) Evaporator.

3.2.2. Ekstraktlarin verimlilik oranlarmin belirlenmesi

Calismada mutajenik ve antimutajenik aktiviteleri test edilen S. trojana ve S. athoa
bitkilerinden elde edilen farkli ekstraktlarin verimlilik oranlar1 % olarak belirlendi
(Cizelge 2). Bunun i¢in, ekstraksiyona baslamadan dnce bitki pargalarmin konuldugu filtre
kagidinin agirhigi tespit edildi. 20 g bitki filtre kagidi ile sarilarak soksilet cihazina
yerlestirildi. Ekstraksiyon sonrasi etiivde kurutulan bitki 0rnegi, hassas terazide tartildi.

Aradaki fark % cinsinden hesaplandi.

3.2.3. Test suslarinin genetik 6zelliklerinin kontrol edilmesi

Calismanin giivenilirligi bakimindan, deneylerde istenilen genetik o6zelliklere sahip
suslarin kullanildigimin kanitlanmasi gerekmektedir. Bu amagla test suslarmnin orjinal

mutasyonlara sahip olup olmadiklar1 asagida yer alan testler ile stirekli kontrol edilmistir.

3.2.3.1. Histidin gereksinimi

Ames testinde kullanilacak olan Salmonella suslarinin 6ncelikle histidin oksotrofu

(his") olduklarinin dogrulanmas1 gerekmektedir. Histidin sentezleme yetenegini kaybetmis
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mutant test suslari, bu aminoasidi igermeyen minimal glukoz agar (MGA) plaklarinda
ireyemezken histidin/biyotin (HB) agar plaklarinda iireyebilmektedirler. Bu amagla, HB
agar ve bir miktar biyotin iceren MGA plaklar1 kullanildi. Bir gece nutrient broth (NB)’da
iretilen taze kiiltlirden HB agar ve MGA plaklarina ¢izgi ekim yapildi. Plaklar, 37 °C’de
48-72 saat inkiibasyona birakild1.

3.2.3.2. rfa mutasyonu

Test suslarmin rfa tasiyp tasimadiklar1 kristal viyole hassasiyeti testi ile belirlendi.
Bu test icin nutrient agar (NA) plaklar1 kullanildi. Gecelik kiiltiirleri (12-16 saat)
hazirlanan S. typhimurium TA98 ve TAI100 test suslari, mikropipet yardimiyla 100 pl
olarak plaklara ekildi. Filtre kagidindan elde edilen 0,5 cm ¢aph steril disklerden biri
plagin ortasina yerlestirildi. %0,1’lik kristal viyole c¢ozeltisinden 10 pl almip diske
emdirildi. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda, disklerin
etrafinda seffaf olarak goézlenen yaklasik 14 mm’lik bir inhibisyon zonunun olusup
olusmadig1 gozlendi. Uremenin olmadigi bu seffaf alan, normalde hiicre duvarindan
gecemeyecek biiylikliikteki kristal viyole boya molekiillerinin rfa tasiyan bakteri hiicresine

girmesi sonucu olugsmaktadir (Ames ve ark., 1973).

3.2.3.3. uvrB mutasyonu

Test suslarmin uvrB tastyip tagimadiklar1 UV hassasiyeti testi ile belirlendi. Bu test
icin de NA plaklar1 kullanildi. Gecelik kiiltiirden ekiivyonla NA plagina paralel ¢izgiler
seklinde ekim yapildi. Petrinin kapag1 agilip yaris1 bu cizgileri kesecek sekilde plastik bir
tabaka ile kapatildi. Plaklar, 30 watt’lik germisidal UV lambasi ile 33 cm yiikseklikten 8 sn
1ismlara maruz birakildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sadece
plagin yarisinda (UV 1smi1 almasi onlenen kisimda) tireme oldugu goriildiiglinde, bu

suslarin uvrB delesyonu tasidiklari anlagilmaktadir (Ames ve ark., 1973).

3.2.3.4. R faktorii
Ampisilin direng faktoriinii (R faktorii) iceren pKM101 varligmin kontrolii i¢in, test
suslar1 histidin/biyotin/ampisilin (HBA) plaklarina ekildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon

sonucunda HBA plaklarinda iiremeyi bagaranlar, pKM101 plazmidini tasiyan suslardir.
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3.2.4. Test suslarimin master plaklarinin hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirlerinden HBA plaklarina ¢izgi ekim yapildi. Plaklar, 37 °C’de 48 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, iyi izole olmus ve normal biiyiikliige sahip bir koloni
secildi. Bu koloni 6ze ile alinarak ampisilin ¢ozeltisi (6,3 pl) igeren 2 ml NB ortamina
ekildi ve 37 °C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Hazirlanan taze gecelik kiiltiirden tekrar
HBA plaklarina ekim yapildi ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda elde
edilen master plaklar buzdolabinda (4 °C) muhafaza edildi.

3.2.5. Test suslarinin uzun siire saklanmasi ve stok kiiltiirlerinin acilmasi

Test suslari, canliliklarinin ve sahip olduklar1 genetik ozelliklerin uzun siire
korunabilmesi amaciyla -80 °C’de saklandi. Bunun i¢in, genetik kontrolleri yapilarak HBA
plaklarma ekilen suslardan 1yi izole olmus, normal biiytikliige sahip bir koloni seg¢ilip 2 ml
NB’da gecelik kiiltiir hazirlandi. Suslarin ampisiline direng 6zelliklerinin kaybolmamasi
icin, NB icerisine ampisilin ¢ozeltisinden (6,3 pl) ilave edildi. 37 °C’de 12 saatlik
inkiibasyondan sonra, 0,1 ml DMSO igeren steril ependorf tiiplerine bakteri kiiltiiriinden
0,9 ml eklendi. Sivi azota daldirilan tiipler, daha sonra derin dondurucuya (-80 °C)
kaldirildi.

Test suslarinin stok kiiltiirlerinin ag¢ilmasi i¢in, 6ncelikle -80 °C’de tutulan bakteri
kiiltiirliniin oda sicakliginda erimesi saglandi. Hemen bir 6ze yardimiyla ampisilin igeren
NB ortamina ekilen bakteriler, 37 °C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda,
HBA plaklarina paralel ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Bu plaklarda
iireyen test suslarindan iyi izole olmus bir koloni ile gecelik kiiltlir hazirlandi. 37 °C’de 12

saat inkiibe edilen NB tiiplerinden tekrar HBA plaklarina ekim yapildi.
3.2.6. Test suslarinin gecelik kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Test suslarmin gecelik kiiltiirleri, genetik kontrolleri yapilarak hazirlanan master
plaklardan ya da -80 °C’de saklanmis kalic1 kiiltiirlerden elde edildi. Nutrient broth (NB,
Oxoid, No:2) ile hazirlanan gecelik kiiltiirlere, bir miktar (20 ml NB i¢in 63 pl) ampisilin
cozeltisi ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan ortamda test suslari, 37 °C’de 140 rpm’de 16
saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda, gecelik kiiltiirden 0,5 ml taze ortama aktarilan
bakteriler 37 °C’de 110 rpm’de 6 saat inkiibe edildi (Akin, 2010). Calismada, yaklasik
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1-2x10° koloni olusturan birim (kob)/ml yogunluga sahip bakteri kiiltiirleri kullanildi.
3.2.7. Swvi kiiltiiriin mI’sindeki bakteri sayisinin belirlenmesi

Mutajenite ve antimutajenite caligmalarinda kullanilan gecelik sivi kiiltiirlerin
ml’sinde bulunan bakteri miktari, spektrofotometre (ODs4p ~ 0,1-0,2) ve buna paralel
olarak yapilan ekimler ile belirlendi. Ekimler i¢in bir dizi seyreltme (10"1-10'7) yapildi.
Bakteri yogunlugunun seyreltilmesi i¢in serum fizyolojik (%0,9 NaCl ¢ozeltisi) kullanildi.
Her seyreltmeden 0,1 ml alinip 43 °C’de tutulan 2 ml top agara ilave edildi. Yavasca
karigtirildiktan sonra NA plaklarina dokiildii. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda koloniler sayild1 ve asagidaki formiile gére ml’deki canli bakteri

sayisi tespit edildi.

1 ml’de bulunan canli hiicre sayisi (kob/ml) = sulandirma faktorii x plaktaki koloni

sayist x 10
3.2.8. Ekstraktlarin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Mutajenite ve antimutajenite ¢aligmalarina baglamadan 6nce, bitki ekstraktlarinin test
edilecek dozlarmin sitotoksik olup olmadigi belirlendi. Yapilan bu 6n ¢aligma ile iki tiire
ait kloroform, aseton, metanol ve su ekstraktlarmin farkli dozlar1 (100, 50 ve 25 mg/plak)
deneylerde kullanilacak mutant suslar lizerinde test edildi. Ortalama revertant koloni
sayilar1 ile spontan kontroldeki ortalama koloni sayilar1 karsilastirilarak test edilen dozlarin
sitotoksik etkiye sahip olup olmadigi degerlendirildi (Dean ve ark., 1985). Sonugta, bu
dozlarin ¢alisma icin uygun oldugu tespit edildi. Calismanin genis spektrumlu olmasi
gerektigi diisliniildiiglinden, mutajenite deneylerinde kullanilacak dozlarin 100, 20, 4, 0,8
ve 0,16 mg/plak ve antimutajenite deneylerinde kullanilacak dozlarm 800, 160, 32, 6,4 ve
1,28 pg/plak olmasina karar verildi.

3.2.9. Mutajenite calismalar

S. trojana ve S. athoa bitkilerinin potansiyel mutajenik aktiviteleri, standart plak
inkorporasyon metoduna dayali Ames test sistemi ile arastirildi. Mutajenite ¢aligmasinda,
iki bitki tiirline ait kloroform, aseton, metanol ve su ekstraktlarinin 5 dozu (100, 20, 4, 0,8
ve 0,16 mg/plak) kullanildi. Deneyler, S. #yphimurium TA98 ve TA100 suslar1 ile
yuriitiildii. Caligmalar hem metabolik aktivasyon varliginda (S9 +) hem de yoklugunda
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(S9 -) yapild1

Mutajenite calismasinda 43 °C’de tutulan 2 ml top agara (HB c¢ozeltisi ilaveli)
sirasiyla 500 pl sodyum-fosfat tamponu ya da S9 karisimi, 100 pl bitki ekstrakt: ve 100 pl
bakteri kiiltlirii eklenip yavasca karistirilarak MGA plaklarmna dokiildii. Bu plaklar 37
°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda geri donen bakteri kolonileri (his"

revertantlar) sayildi.

Mutajenik potansiyeli test edilen bitki ekstraktlarinin her dozu ii¢ ayr1 plaga ekildi ve
calismalar birbirinden bagimsiz iki deney seklinde uygulandi. Calismaya paralel olarak

pozitif, negatif ve spontan kontroller yapildi.
3.2.10. Antimutajenite calismalan

S. trojana ve S. athoa bitkilerinin potansiyel antimutajenik aktiviteleri, standart plak
inkorporasyon metoduna dayali Ames test sistemi ile arastirildi. Antimutajenite
calismasinda, iki bitki tiiriine ait kloroform, aseton, metanol ve su ekstraktlarinin 5 dozu
(800, 160, 32, 6,4 ve 1,28 ng/plak) kullanildi. Deneyler, S. typhimurium TA98 ve TA100
suslar1 ile yiiriitiildii. TA98 susu cerceve kaymasina, TA100 susu ise baz ¢ifti degisimine
neden olan kimyasallara karsi iki bitki tiirliniin koruyucu/inhibe edici etkilerinin
belirlenmesi amaciyla kullanildi. Caligmalar hem metabolik aktivasyon varliginda (S9 +)

hem de yoklugunda (S9 -) yapild.

Antimutajenite calismasinda 43 °C’de tutulan 2 ml top agara (HB c¢ozeltisi ilaveli)
sirastyla 500 pl sodyum-fosfat tamponu ya da S9 karisimi, 100 pl bitki ekstrakti, 100 pl
bakteri kiiltiirii ve 100 pl standart mutajen eklenip yavasca karistirilarak MGA plaklarina
dokiildii. Bu plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda geri donen bakteri

kolonileri (his' revertantlar) sayildi.

Antimutajenik potansiyeli test edilen bitki ekstraktlarinin her dozu ii¢ ayr1 plaga
ekildi ve caligmalar birbirinden bagimsiz iki deney seklinde uygulandi. Caligmaya paralel

olarak pozitif, negatif ve spontan kontroller yapilda.
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3.2.11. Pozitif kontrol

Mutajenite ve antimutajenite ¢alismalarinda standart mutajenler olarak, S9
yoklugunda (S9 -) S. typhimurium TA98 susu i¢in 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) ve
TA100 susu i¢in sodyum azid (SA, NaNj3) kullanildi. S9 varliginda (S9 +) ise, her iki sus
icin 2-aminofloren (2AF) pozitif kontrol olarak uygulandi. Deneylerde NPD 10 pg/plak,
SA 1 pg/plak ve 2AF 5 pg/plak olacak sekilde kullanildi.

Pozitif kontrolde 43 °C’de tutulan 2 ml top agara (HB ¢ozeltisi ilaveli) sirasiyla 500
ul sodyum-fosfat tamponu ya da S9 karigimi, 100 pl standart mutajen ve 100 pl bakteri
kiiltiirii eklenip yavasca karistirilarak MGA plaklarina dokiildi. Bu plaklar 37 °C’de 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda geri dénen bakteri kolonileri (his" revertantlar)

sayildi.
3.2.12. Negatif kontrol

Mutajenite ve antimutajenite calismalarinda kullanilan standart mutajenleri ve test
edilen bitki ekstraktlarin1 ¢6zmek amaciyla dimetilsiilfoksit (DMSO) ve su kullanilmastir.
Negatif kontrol (solvent kontrol), DMSO ve suyun geriye donen (his") bakteri sayisi

iizerine bir etkisinin olup olmadigmi belirlemek amaciyla yapilmistir.

Negatif kontrolde 43 °C’de tutulan 2 ml top agara (HB ¢ozeltisi ilaveli) sirastyla 500
ul sodyum-fosfat tamponu ya da S9 karigimi, 100 pl DMSO veya su, 100 pl bakteri
kiiltiirii eklenip yavasca karistirilarak MGA plaklarina dokiildi. Bu plaklar 37 °C’de 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda geri dénen bakteri kolonileri (his" revertantlar)

sayildi.
3.2.13. Spontan kontrol (kendiliginden geri donen koloni sayisinin kontrolii)

Calismada kullanilan his™ 6zellikte S. #yphimurium TA98 ve TA100 suslari, belirli
sinirlar icerisinde kendiliginden (spontan) his” hale gelebilmektedirler. Bu siirlar TA98
susu icin 20-50 revertant/plak, TA100 susu icin ise 75-200 revertant/plak’tir (Mortelmans
ve Zeiger, 2000).

Spontan kontrolde 43 °C’de tutulan 2 ml top agara (HB ¢ozeltisi ilaveli) sirasiyla 500
ul sodyum-fosfat tamponu ya da S9 karigimi ve 100 pl bakteri kiiltiirti eklenip yavasca
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karistirilarak MGA plaklarina dokiildii. Bu plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda geri donen bakteri kolonileri (his’ revertantlar) sayildi.
3.2.14. Sonuclarin degerlendirilmesi

Calismada kullanmilan bitkilerin mutajenik aktiviteye sahip olup olmadigini
belirleyebilmek i¢in deney gruplar1 negatif kontrolle karsilastirilmistir. Mutajenik etkiden
s0z edebilmek i¢in, test edilen ekstraktlarin farkli dozlarmin uygulanmasi sonucu elde
edilen geri donen (revertant) koloni sayismin negatif kontrole oranla iki kati olmasi
gerekmektedir. Doza bagl olarak koloni sayisinda bir artis gdzlenmesi durumunda ise,

zay1f mutajenik aktiviteden bahsedilmektedir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Antimutajenite ¢aligmalar1 sonucunda, test edilen bitki ekstraktlarinin mutajen
aktivitesini engelleyici etkisi (inhibisyon orani) %25’in altinda oldugunda antimutajenik
olarak kabul edilmemistir. Inhibisyon oran1 %25-40 olan ekstraktlar orta dereceli, %40’tan
fazla olanlar ise giiclii antimutajenik olarak tanimlanmistir (Ikken ve ark., 1999; Negi ve
ark., 2003).

Ekstraktlarin inhibisyon oranlari Hong ve Lyu (2011)’nun verdigi formiile gore

hesaplanmistir.
o A-B
Inhibisyon Orani (%) = 1 X 100

A: Pozitif kontrolde (sadece mutajen varliginda) geri donen koloni sayisi/plak
B: Bitki ekstrakt1 ve mutajen varliginda geri donen koloni sayisi/plak
C: Spontan koloni sayisi/plak

Calisma sonunda elde edilen verilerin ortalamalar1 alinarak standart sapmalari

hesaplanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Ekstraktlarin Verimlilik Oranlari

S. trojana ve S. athoa bitkilerinin toprak {istii kistmlarindan elde edilen kloroform,

aseton, metanol ve su ekstraktlarmin verimlilik oranlar1 % olarak hesaplandi (Cizelge 2).

Cizelge 2. S. trojana ve S. athoa bitkilerinin farkli ekstraktlarinin verimlilik oranlar1

S. trojana S. athoa

Kloroform %1,02 %1,98
Aseton %7.,2 %7,36
Metanol %19 %18,58
Su %9,27 %10,75

4.2. Test Suslarimin Genetik Ozelliklerinin Kontrolii

Calismada kullanilan S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarmin orjinal genetik
ozelliklere sahip olup olmadiklar1 her asamada kontrol edildi. Yapilan genetik kontroller
sonucunda, iki test susunun da mutajenite ve antimutajenite ¢alismalar1 i¢in uygun oldugu

gozlendi.
4.2.1. Histidin gereksinimi

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari, histidin/biyotin agar (HB) ve bir miktar
biyotin iceren minimal glukoz agar (MGA) plaklarina ekildi. Her iki sus da HB plaklarinda

iireme gosterirken, histidin icermeyen MGA plaklarinda iiremedi. Boylece, bu suslarin his

ozellikte olduklar1 dogrulandi (Sekil 6 ve 7).
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Sekil 6. S. typhimurium TA98 susunun (a) HB ve (b) MGA plaklarinda tireme durumlar1.

Sekil 7. S. typhimurium TA100 susunun (a) HB ve (b) MGA plaklarinda iireme durumlari.
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4.2.2. rfa mutasyonu

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarina kristal viyole hassasiyeti testi uygulandi.
Test sonucunda, kristal viyole ¢ozeltisi emdirilmis disklerin etrafinda seffaf bolge (14 mm)

goriildii. Boylece, her iki susun rfa tasidigi dogrulanmis oldu (Sekil 8).

Sekil 8. S. typhimurium (a) TA98 ve (b) TA100 suslarma uygulanan kristal viyole

hassasiyeti testi sonuglari.
4.2.3. uvrB mutasyonu

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarina ultraviyole hassasiyeti testi uygulandi.
Test sonucunda suslarin petrinin UV’ye maruz birakilan kisminda tiremedikleri, tizeri
kapatilan kisminda iiredikleri goriildii. Boylece, bu suslarin uvrB delesyonu tasidiklari
dogrulandi (Sekil 9).
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Sekil 9. S. typhimurium (a) TA98 ve (b) TA100 suslarma uygulanan ultraviyole hassasiyeti

testi sonuglari.

4.2.4. R faktorii

Test suslarinda ampisilin direng geni tastyan pKM 101 plazmidlerinin varhg,
bakterilerin histidin/biyotin/ampisilin (HBA) plaklarinda tiremeleri sonucu kanitland1

(Sekil 10).

Sekil 10. S. typhimurium (a) TA98 ve (b) TA100 suslarinin HBA plaklarinda iireme

durumu.
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4.3. Mutajenik Aktivite Sonuclar

Bu calismada, S. trojana ve S. athoa bitkilerinin mutajenik etkiye sahip olup
olmadiklart Ames (Salmonella/mikrozom) testi ile saptanmaya calisildi. Bu amacla
bitkilerden kloroform, aseton, metanol ve su ekstraktlari elde edilmis olup her ekstrakt i¢cin
5’er doz (100, 20, 4, 0,8 ve 0,16 mg/plak) test edildi. Her doz ii¢ ayr1 plaga ekildi ve
calismalar birbirinden bagimsiz iki deney seklinde uygulandi. Deneyler, S. typhimurium
TA98 ve TA100 suslar1 ile hem S9 (+) hem de S9 (-) yapildi. Caligmalara paralel olarak
pozitif, negatif ve spontan kontroller de uygulandi. Pozitif kontrolde S9 (-) TA98 susu i¢in
4-nitro-o-fenilendiamin (NPD), TA100 susu i¢in ise sodyum azid (SA) ve S9 (+) her iki
sus icin de 2-aminofloren (2AF) kullanildi. Pozitif kontrol olarak NPD 10 pg/plak, SA
(NaN;3) 1 pg/plak ve 2AF 5 pg/plak olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrolde
ekstraktlarin ¢oziiciileri (DMSO ve su) kullanildi. Mutajenite aragtirmalar1 sonunda elde

edilen bulgular S. trojana i¢in Cizelge 3’te, S. athoa i¢in Cizelge 4’te verildi.

Deneylerde histidin sentezleyemeyen oksotrof suslar (S. #yphimurium TA98 ve
TA100) kullanilmis olup, bu suslarin histidini tekrar sentezleyebilir hale gelmesini
saglayan bitki ekstraktlar1 ve dozlar1 belirlenmeye c¢alisildi. Bunun degerlendirilmesi i¢in,
histidini yeniden sentezleyebilen (his" revertant) kolonilerin sayis1 ile negatif kontrol grubu
karsilastirildi. Negatif kontrolde gézlenen koloni sayisini 2 katina ¢ikaran 6rnek, mutajenik
sayildi. Ayrica geriye donen bakteri sayisinda doza bagli bir artis oldugunda ise, bu durum

zay1f mutajenik etki olarak kabul edildi (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

S. typhimurium TA9S8 susu ile yapilan caligmalar sonunda elde edilen bulgulara gore,
S. trojana ve S. athoa kloroform ekstraktlarinin test edilen dozlarinin hi¢gbirinde mutajenik
etki gozlenmedi (Sekil 15). Bununla birlikte, S. trojana aseton ekstrakti TA98 susunun geri
donen (revertant) koloni sayisinda doza bagli olarak artisa neden oldugu icin zayif mutajen
olarak kabul edildi. Ancak, S9 icermeyen ortamda goriilen bu etki S9 varliginda ortadan
kalkt1 (Sekil 16). Aynmi sekilde, S. athoa metanol ekstraktmin da sadece S9 (-) zayif
mutajenik aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 17). 1Iki bitki tiiriinden elde edilen su

ekstraktlarinda ise, mutajenik etkiye rastlanmadi (Sekil 18).

S. typhimurium TA100 susu ile yapilan caligmalar sonunda elde edilen bulgulara
gore, S9 (-) S. trojana kloroform ekstraktinin en yiiksek dozunun (100 mg/plak) mutajenik
aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Ayn1 ¢alismada, S. athoa kloroform ekstraktinin da
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zaylf mutajenik etki gosterdigi saptandi (Sekil 19). Bununla birlikte, S. trojana aseton
ekstraktmin S9 (-) mutajenik etkiye neden oldugu tespit edildi. Ancak, bu etki S9
varliginda gozlenmedi. S. athoa aseton ekstraktmin S9 (+) TA100 susu ile yapilan
calismalarinda, test edilen herhangi bir dozunun mutajenik aktivite gostermedigi belirlendi
(Sekil 20). S. trojana metanol ekstraktinin neredeyse tiim dozlarinin S9 (-) mutajenik
etkiye neden oldugu saptanmis olup S9 (+) 20 ve 100 mg/plak dozlarmnin zayif mutajen
ozellikte oldugu anlasildi. S. athoa metanol ekstraktnin ise, ayni test susunda S9 (+)
sadece en yiiksek dozunun kontroldeki koloni sayisini biraz arttirdigi belirlendi (Sekil 21).
Su ekstraktlarmin TA100 susu ile test edildigi ¢aligmalarin sonuglarina gore, S. trojana
bitkisinin S9 (£) mutajenik potansiyele sahip oldugu bulundu. S. athoa su ekstraktinin ise
S9 (-) zayif mutajenik etki gosterdigi, fakat S9 (+) mutajenik risk tasimadigi belirlendi
(Sekil 22).

Deneylere paralel olarak yiiriitiilen pozitif, negatif ve spontan kontrollerde gézlenen
revertant bakteri sayisi, daha Once yapilan caligmalara ve literatiire uygunluk gosterdi
(Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000) (Cizelge 3, 4 ve Sekil 11, 12, 13,
14).
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Sekil 11. Pozitif kontrol. (a) NPD (4-nitro-o-fenilendiamin) ve (b) SA (NaN3 sodyum azid)

mutajenlerinin etkisi (S9 -).

Sekil 12. Pozitif kontrol. 2AF (2-aminofloren) mutajeninin etkisi (S9 +).
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Sekil 13. Negatif kontrol. (a) DMSO ve (b) Su.

Sekil 14. Spontan kontrol (kendiliginden geri donen koloni sayisinin kontrolii).
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Cizelge 3. S. trojana bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkli dozlarinin S. typhimurium

TA98 ve TA100 suslar1 lizerindeki mutajenik etkileri

His" Revertant Koloni Sayisi/Plak

Doz TA98 TA100
Uygulama (mg/plak) — SO () S9 (1) S99 S9 (1)
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Ponitif NPD 10'? 912+32,54
Kontrol SA 107 1003+25,42
2AF 5x107 869+31,53 901+17,24
100 58+2,52 45+6,87 402+15,72  223+10,07
20 53+7,53 544404 295+13,84  195+8,63
Kloroform Ekstrakt1 4 65+5,26 52+6,11 261+12,52  229+2.,52
0,8 51+6,03 5844,00 197+£13,53  185+7,77
0,16 45+2,65 56+4,04 231+11,18  218+14,21
100 63+6,38 54+4,04 379+6,11  198+13,50
20 56+6,15 57+5,69 339+£15,09  25447,77
Aseton Ekstrakti 4 49+5,86 60+1,53 452+26,53  206+6,66
0,8 515,41 59+3,51 317+18,34  207+3,06
0,16 49+3,56 558,51 362+21,16  217+11,53
100 51+7,36 46+2.08 346+16,94  276+6,66
20 47+6,23 48+3,61 437+24,36  261+18,76
Metanol Ekstrakti 4 5445,51 56+3,05 375421,29  183+16,23
0,8 49+4,58 55+3,05 363+18,36  213+12,41
0,16 46+4,83 49+2.52 290+14,42  224+17,62
100 49+6,84 47+2.30 327+£24,15  306+11,53
20 52+6,76 50+3,53 305+7,55 273+7,02
Su Ekstrakti 4 59+4,16 57+2,52 273+15,50 210+11,50
0,8 45+4,85 60+3,61 257+19,00 181+12,22
0,16 53+6,42 5442.65 278+22,75  204+5,51
Negatif DMSO 47+3,51 51+3,00 181+3,51 190+4,73
Kontrol Su 45+2.65 48+3,79 168+8,72 181+2,00
Spontan Kontrol 38+3,51 434+2.52 155+6,00 162+8.,51

* NPD (4-nitro-o-fenilendiamin): S9 yoklugunda TA98 susu i¢in, SA (sodyum azid): S9 yoklugunda

TA100 susu igin, 2AF (2-Aminofloren): S9 varliginda her iki sus i¢in pozitif kontrol amaciyla kullanildu.

** DMSO (dimetilsiilfoksit) ve su 100 pl/plak olacak sekilde negatif kontrol amaciyla kullanildi.
**% Ort+=SD: Ortalama+Standart Sapma
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Cizelge 4. S. athoa bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkl dozlarinin S. typhimurium

TA98 ve TA100 suslar izerindeki mutajenik etkileri

His" Revertant Koloni Sayisi/Plak

Doz TA98 TA100
Uygulama (mg/plak) S99 S9 (1) S99 S9 (1)
Ort£SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Ponitif NPD 10'? 912+32,54
Kontrol SA 10 1003+25,42
2AF 5x107 869+31,53 901+17,24
100 48+4,04 50+2,65  176x10,69 210+8,34
20 53+5,51 5243,00  250+15,19 227+11,76
Kloroform Ekstrakti 4 575,08 55+4,04 211+12,45 206+8,74
0,8 50+5,15 62+3,61 20249,61  190+10,72
0,16 5246,09 54+3.22 17547,13  184+9,54
100 43+2,52 4622,00 18546,56  203+10,54
20 46+5,57 524625  180+14,01  213+11,02
Aseton Ekstrakt1 4 474551 5742,52  203+17,64  207+9,54
0,8 56+10,21  5446,00  191£13,01  199+5,13
0,16 51+4,04 48+1,53 186+5,57  183+12,22
100 484361 4742,52  205+23,10 266+7,77
20 63+2,52 49+4.51  202+13,65 202+24,01
Metanol Ekstrakt1 4 58+6,72 56+4,16  225+22.86  205+8,89
0,8 71+5,71 61£6,00  222+11,54 2124945
0,16 50+6,33 57+4,57  231x18,63  204+6,00
100 4243,61 49+2,65  258+7,77  22149,07
20 494252 53+2,00  200+23,48  205+8,89
Su Ekstrakt 4 58+3,06 563,61  295+21,71 216+15,57
0,8 4243,72 474453 213+20,65  174+6,51
0,16 494351 5143,61  194+17,78 176+11,93
Negatif DMSO 474351 51+3,00 1814£3,51  190+4,73
Kontrol Su 4542,65 48+3.79 16848,72  181+2,00
Spontan Kontrol 38+3,51 4342,52 155£6,00  162+8,51

* NPD (4-nitro-o-fenilendiamin): S9 yoklugunda TA98 susu i¢in, SA (sodyum azid): S9 yoklugunda TA100

susu i¢in, 2AF (2-Aminofloren): S9 varliginda her iki sus i¢in pozitif kontrol amaciyla kullanildi.

** DMSO (dimetilsiilfoksit) ve su 100 pl/plak olacak sekilde negatif kontrol amaciyla kullanildi.
**% Ort+=SD: Ortalama+Standart Sapma
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Sekil 15. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen kloroform ekstraktlarinin farkli

dozlarmin S9 (%) S. typhimurium TA98 susu ilizerindeki mutajenik etkileri.
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LUDMSO 110,16 mg/plak 10,8 mg/plak w4 mg/plak =20 mg/plak =100 mg/plak

Sekil 16. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen aseton ekstraktlarinin farkl

dozlarmin S9 (%) S. typhimurium TA98 susu iizerindeki mutajenik etkileri.
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Sekil 17. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen metanol ekstraktlarmin farkli

dozlarmin S9 (%) S. typhimurium TA98 susu iizerindeki mutajenik etkileri.
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uSu 10,16 mg/plak 10,8 mg/plak w4 mg/plak =20 mg/plak ® 100 mg/plak

Sekil 18. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen su ekstraktlarinin farkli dozlarimin

S9 (%) S. typhimurium TA98 susu iizerindeki mutajenik etkileri.
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Sekil 19. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen kloroform ekstraktlarinin farkli

dozlarmin S9 (£) S. typhimurium TA100 susu lizerindeki mutajenik etkileri.
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Sekil 20. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen aseton ekstraktlarinin farkl

dozlarmin S9 (£) S. typhimurium TA100 susu lizerindeki mutajenik etkileri.
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Sekil 21. §. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen metanol ekstraktlarmin farkl

dozlarinin S9 (£) S. typhimurium TA100 susu lizerindeki mutajenik etkileri.

500

Su Ekstrakty/Mutajenite/TA100

450
400

350

300

250

=

200

150
100

50

His* Revertant Koloni Sayisy/Plak

T4T

S9(-) S9(+)

Negatif Kontrol

S9(-)
S. trojana

S9 (+)

$9(-) SO (+) |
S. athoa

uSu 0,16 mg/plak 0.8 mg/plak w4 mg/plak 20 mg/plak =100 mg/plak

Sekil 22. §. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen su ekstraktlarinin farkli dozlarmin

S9 (%) S. typhimurium TA100 susu lizerindeki mutajenik etkileri.
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4.4. Antimutajenik Aktivite Sonuclar

Bu c¢alismada, S. frojana ve S. athoa bitkilerinin antimutajenik etkiye sahip olup
olmadiklart Ames (Salmonella/mikrozom) testi ile saptanmaya calisildi. Bu amagla,
bitkilerden kloroform, aseton, metanol ve su ekstraktlari elde edilmis olup her ekstrakt i¢cin
5’er doz (800, 160, 32, 6,4 ve 1,28 ng/plak) test edildi. Her doz ii¢c ayr1 plaga ekildi ve
calismalar birbirinden bagimsiz iki deney seklinde uygulandi. Deneyler, S. typhimurium
TA98 ve TA100 suslar1 ile hem S9 (+) hem de S9 (-) yapildi. Caligmalara paralel olarak
pozitif, negatif ve spontan kontroller de uygulandi. Pozitif kontrolde S9 (-) TA98 susu i¢in
4-nitro-o-fenilendiamin (NPD), TA100 susu i¢in ise sodyum azid (SA) ve S9 (+) her iki
sus icin de 2-aminofloren (2AF) kullanildi. Pozitif kontrol olarak NPD 10 pg/plak, SA
(NaN;) 1 pg/plak ve 2AF 5 pg/plak olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrolde
ekstraktlarin ¢oziiciileri (DMSO ve su) kullanildi. Antimutajenite arastirmalar1 sonunda
elde edilen bulgular S. trojana i¢in Cizelge 5 ve 6’da, S. athoa i¢in Cizelge 7 ve 8’de

verildi.

Antimutajenik potansiyeli test edilen kloroform ekstraktlarinin (800 pg/plak) S9 (+)
cerceve kaymasi tipindeki mutasyonu, %65 (S. trojana) ve %52 (S. athoa) oranlarinda
engelleyebildigi tespit edildi (Sekil 23). S. trojana ve S. athoa aseton ekstraktlarinin da test
edilen en yliksek dozlarinin S9 (+), giiclii antimutajenik etkilere (sirasiyla %63 ve %57)
sahip olduklar1 saptand1 (Sekil 24). S. athoa metanol ekstraktinin S9 (+) ve S9 (-) TA98
susu iizerinde doza bagli olarak antimutajenik etkisinin arttig1 gozlendi (Sekil 25). S9 (+)
S. trojana su ekstraktinin antimutajenik aktiviteye sahip olmadigi ve S. athoa su

ekstraktinin doza baglh giiclii antimutajenik etkisinin oldugu belirlendi (Sekil 26).

Kloroform ekstraktlarinin S9 (+) ve S9 (-) baz cifti degisimi mutasyonuna karsi
yiiksek oranlarda koruyucu etkiye sahip olduklari saptandi (Sekil 27). S. trojana aseton
ekstraktinin TA100 susu iizerinde S9 (-) doza bagh olmaksizin yiiksek antimutajenik etki
(%58-68) gosterdigi belirlenmis olup, S9 (+) antimutajenik potansiyelinin doza bagl
oldugu saptandi. S. athoa aseton ekstraktinin da doza bagh olarak gii¢clii antimutajen
ozellige sahip oldugu belirlendi (Sekil 28). Metanol ekstraktlarmin TA100 susu ile yapilan
antimutajenite ¢alismalarinda, S9 (-) doza bagli olmaksizin oldukg¢a yiliksek koruyucu
etkiye sahip olduklar1 gbzlendi. Bununla beraber, S. frojana metanol ekstraktinin S9 (+)

doza baglh olarak antimutajenik etkisinin azaldigi, S. athoa metanol ekstraktinin da
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antimutajenik aktivitesinin doz arttikga arttigi1 saptandi (Sekil 29). S. trojana su
ekstraktlarmin baz cifti degisimi seklindeki mutasyonlar1 S9 (-) %66-77 oraninda

engelledigi ve S9 (+) koruyucu etkisinin en fazla %51 (32 pg/plak) oldugu gozlendi (Sekil
30).

Deneylere paralel olarak yiiriitiilen pozitif, negatif ve spontan kontrollerde gézlenen
revertant bakteri sayisi, daha Once yapilan caligmalara ve literatiire uygunluk gosterdi
(Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000) (Cizelge 5, 6, 7, 8 ve Sekil 11, 12,
13, 14).
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Cizelge 5. S. trojana bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkli dozlarinin S. typhimurium

TA98 susu tizerindeki antimutajenik etkileri

His" Revertant Koloni Sayisi/Plak

Uygulama Doz TA98
(ng/plak) S9 (-) % S9 (+) %
Ort=SD  Inhibisyon = Ort=SD  Inhibisyon
Pozitif NPD 10 912+32,54
Kontrol 2AF 5 869+31,53
1,28 703+19,29 24 737£11,93 16
6,4 660+17,77 29 680+22,03 23
Kloroform Ekstrakti 32 634+14,51 32 450+16,50 51
160 607+16,66 35 474+12,90 48
800 616+16,11 34 335+10,60 65
1,28 790+14,16 13 746+9,54 15
6,4 790+13,00 13 631+8,19 29
Aseton Ekstrakti 32 729+16,81 21 622+13,58 30
160 712+14,58 23 565+11,59 37
800 764+16,11 17 351+10,69 63
1,28 721+11,50 22 507+18,15 44
6,4 686+6,56 26 606+5,29 32
Metanol Ekstrakti 32 660+6,56 29 450+4,58 51
160 686+5,57 26 647+5,57 27
800 694+6,66 25 655+6,66 26
1,28 686+9,17 26 758+13,01 14
6,4 634+7,55 32 737+18,04 16
Su Ekstrakti 32 599+11,00 36 680+6,25 23
160 668+13,50 28 655+14,22 26
800 57349,17 39 721+4,51 18
Negatif ~ DMSO 47+3,51 51+3,00
Kontrol Su 4542 .65 48+3,79
Spontan Kontrol 38+3,51 43+2,52

* NPD (4-nitro-o-fenilendiamin) S9 yoklugunda, 2AF (2-Aminofloren) S9 varliginda TA98 susu igin pozitif

kontrol amactyla kullanildi.

** DMSO (dimetilsiilfoksit) ve su 100 pl/plak olacak sekilde negatif kontrol amaciyla kullanildi.
***% Ort+=SD: Ortalama+Standart Sapma
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Cizelge 6. S. trojana bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkli dozlarinin S. typhimurium

TA100 susu iizerindeki antimutajenik etkileri

His" Revertant Koloni Sayisi/Plak

TA100
Uygulama Doz
(ng/plak) S9 (- % S9 (+) %
Ort+SD  Inhibisyon  opasp  Inhibisyon
Pozitif SA 1 1003+25,42
Kontrol 2AF 5 901=+17,24

1,28 672+13,53 63 736+7,81 22
6,4 543+8,15 65 556+13,89 46
Kloroform Ekstrakti 32 504+15,51 75 392+4,04 68
160 462+10,69 78 414+6,00 65
800 402+12,49 82 467+9,45 58
1,28 735+9,61 58 744+11,14 21
6,4 710+7,51 60 661£16,50 32
Aseton Ekstrakt1 32 665+9,71 63 586+10,60 42
160 593+6,25 68 504+9,07 53
800 678+7,55 62 399+16,09 67
1,28 685+8,33 62 474+15,37 57
6,4 643+3,61 65 497+7,00 54
Metanol Ekstrakti 32 683+7,55 62 736+10,02 22
160 718+5,86 59 691+15,95 28
800 660+8,72 63 796+9,61 14
1,28 630+9,54 66 624=+15,54 37
6,4 560+6,51 71 564+9,61 45
Su Ekstrakti 32 495+5,51 75 519+7,02 51
160 473+8,15 77 534+11,59 49
800 563+7,94 70 729+9,71 23

Negatif  DMSO 181+3,51 190+4,73

Kontrol Su 168+8,72 181+2,00

Spontan Kontrol 155+6,00 162+8.51

* SA (sodyum azid) S9 yoklugunda, 2AF (2-Aminofloren) S9 varliginda TA100 susu i¢in pozitif kontrol

amaciyla kullanildi.

** DMSO (dimetilsiilfoksit) ve su 100 pl/plak olacak sekilde negatif kontrol amaciyla kullanildi.
***% Ort+=SD: Ortalama+Standart Sapma
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Cizelge 7. S. athoa bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkl dozlarinin S. typhimurium

TA98 susu tizerindeki antimutajenik etkileri

His" Revertant Koloni Sayisi/Plak

TA98
Uygulama Doz
(ng/plak) S9 (- % S9 (+) %
OrteSpD  Inhibisyon  Qp+Sp  Inhibisyon
Pozitif NPD 10 912+32,54
Kontrol 2AF 5 869+31,53

1,28 738+27,51 20 762+9,71 13
6,4 651+18,03 30 721+11,00 18
Kloroform Ekstrakti 32 642+16,92 31 57345,51 36
160 529+9.61 44 548+21,93 39
800 581+15,87 38 442+6,25 52
1,28 747+16,86 19 729+10,97 17
6,4 616+10,07 34 721+10,54 18
Aseton Ekstrakti 32 712+4,00 23 622+6,11 30
160 816+21,07 11 524+5,51 42
800 738+9,71 20 401+7,00 57
1,28 677+8,74 27 754+7,02 14
6,4 599+7,77 36 721£9,17 18
Metanol Ekstrakti 32 547+4,73 42 614+9,29 31
160 590+4,58 37 672+7,77 24
800 547+4,51 42 515+6,03 43
1,28 721+10,79 22 713+£5,51 19
6,4 581+8,89 38 622+10,21 30
Su Ekstrakti 32 529+6,66 44 573+£7,37 36
160 660+9,07 29 532+6,11 41
800 573+9,85 39 441+4,51 52

Negatif  DMSO 47+3,51 51+3,00

Kontrol Su 4542 .65 48+3,79

Spontan Kontrol 38+3,51 43+2,52

* NPD (4-nitro-o-fenilendiamin) S9 yoklugunda, 2AF (2-Aminofloren) S9 varliginda TA98 susu i¢in pozitif

kontrol amactyla kullanildi.

** DMSO (dimetilsiilfoksit) ve su 100 pl/plak olacak sekilde negatif kontrol amaciyla kullanildi.
*** Ort+=SD: Ortalama+Standart Sapma
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Cizelge 8. S. athoa bitkisinden elde edilen ekstraktlarin farkl dozlarinin S. typhimurium

TA100 susu iizerindeki antimutajenik etkileri

His" Revertant Koloni Sayisi/Plak

TA100
Uygulama Doz
(ng/plak) S9 (- % S9 (+) %
Ort+SD  Inhibisyon  opasp  Inhibisyon
Pozitif SA 1 1003+25,42
Kontrol 2AF 5 901=+17,24
1,28 570+£8,51 51 54949,17 47
6,4 511+5,03 58 504+9,54 53
Kloroform Ekstrakti 32 537+7,10 55 541+10,41 48
160 520+4,04 57 571+9,85 44
800 469+9,54 63 519+£5,51 51
1,28 672+5,57 39 646+10,02 34
6,4 638+4,16 43 661+5,69 32
Aseton Ekstrakti 32 681+6,66 38 624+7,00 37
160 562+5,13 52 571+£10,15 44
800 545+5,03 54 556+9,17 46
1,28 647+9,07 42 751+14,64 20
6,4 486+9,45 61 646+13,58 34
Metanol Ekstrakti 32 520+4,51 57 616+7,57 38
160 477+17,06 62 519+8,62 51
800 503+12,29 59 534+7,10 49
1,28 689+8,33 37 759+4.51 19
6,4 638+4,58 43 646+4,73 34
Su Ekstrakti 32 638+6,11 43 699+8,02 27
160 545+4,04 54 601+7,10 40
800 537+2,52 55 579+9,02 43
Negatif  DMSO 181+3,51 190+4,73
Kontrol Su 168+8,72 181+2,00
Spontan Kontrol 155+6,00 162+8.51

* SA (sodyum azid): S9 yoklugunda, 2AF (2-Aminofloren) S9 varliginda TA100 susu i¢in pozitif kontrol

amaciyla kullanildi.

** DMSO (dimetilsiilfoksit) ve su 100 pl/plak olacak sekilde negatif kontrol amaciyla kullanildi.
***% Ort+=SD: Ortalama+Standart Sapma
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1
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S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (1)
S. trojana S. athoa

11,28 pg/plak 164 pg/plak 1432 pg/plak w160 pg/plak @800 pg/plak

Sekil 23. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen kloroform ekstraktlarinin farkl

dozlarmin S9 (%) S. typhimurium TA98 susu iizerindeki antimutajenik etkileri.

100
Aseton Ekstrakti/Antimutajenite/TA98

80
70

50
40
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% Inhibisyon

17 18
|

S9 (-) S9 (+) S9 () S9 (+)
S. trojana S. athoa

1,28 pg/plak w64 pg/plak w32 pg/plak =160 pg/plak =800 pg/plak

10 - i

Sekil 24. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen aseton ekstraktlarinin farkl

dozlarmin S9 (%) S. typhimurium TA98 susu iizerindeki antimutajenik etkileri.
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Sekil 25. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen metanol ekstraktlarmin farkli

dozlarinin S9 (£) S. typhimurium TA98 susu lizerindeki antimutajenik etkileri.
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S. athoa

11,28 pg/plak w64 pg/plak w32 pg/plak  m 160 pg/plak

® 800 pg/plak

Sekil 26. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen su ekstraktlarinin farkli dozlarmin

S9 (%) S. typhimurium TA98 susu iizerindeki antimutajenik etkileri.
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Sekil 27. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen kloroform ekstraktlarinin farkl

dozlarmnin S9 (%) S. typhimurium TA100 susu tizerindeki antimutajenik etkileri.

100
Aseton Ekstrakti/Antimutajenite/TA100
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Sekil 28. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen aseton ekstraktlarinin farkl

dozlarmin S9 (%) S. typhimurium TA100 susu tizerindeki antimutajenik etkileri.
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Sekil 29. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen metanol ekstraktlarmin farkli

dozlarinin S9 (£) S. typhimurium TA100 susu lizerindeki antimutajenik etkileri.
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27
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Sekil 30. S. trojana ve S. athoa bitkilerinden elde edilen su ekstraktlarinin farkli dozlarmin

S9 (%) S. typhimurium TA100 susu lizerindeki antimutajenik etkileri.
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Gilinlimiizde, kanserin mutasyonlarin birikimi sonucu olustugu bilinmektedir.
Bununla birlikte, Ames (Salmonella/mikrozom) testi gibi kisa zamanli bir genetik test
mutajenleri/kanserojenleri ya da antimutajenleri/antikanserojenleri belirlemek i¢in basarilt
bir sekilde kullanilmaktadir (Rausher ve ark., 1998).

Antimutajenik 6zellige sahip maddeler, ¢evresel mutajenlerin neden oldugu genetik
hasar1 Onlemeye yardimci olmaktadirlar. Bu c¢evresel mutajenlere yiyecek, igecek ve
ilaclarla aldigimiz kimyasallar da dahildir (Lakashmi ve ark., 2003). Bununla birlikte,
cogunlukla tiiketilen dogal besin kaynaklarinda (meyveler, sebzeler ve c¢ay gibi)
antimutajen bilesenlerin varliginin belirlenmesi, her giin kansere karsi korunma anlamina
gelmektedir (Wattenberg, 1996). Son 20 yilda yapilan ¢alismalarin basinda, cay (Camellia
sinensis) tiiketimiyle ilgili arastirmalar gelmektedir. Ozellikle yesil ¢ayin insanlarda kanser

riskini azalttig1 bildirilmistir (Blot ve ark., 1997; Dreosti ve ark., 1997; Birt ve ark., 2001).

Tiiketilen pek cok bitkinin ya da bitkisel iiriiniin ¢esitli antimutajenik maddeleri
icerdigi ve ayni zamanda bu kimyasallarin ¢evresel mutajen ya da kanserojenleri aktive
edebilen 6zellige sahip olduklar1 da bilinmektedir. Bu nedenle, ayni bitkiden elde edilen
ekstraktlarm hem mutajenik hem de antimutajenik cevaplarmi belirlemek Onemlidir
(Cortés-Eslava ve ark., 2004). Bunun icin ¢alismamizda, Sideritis trojana ve Sideritis
athoa bitkilerinden elde edilen farkli polariteye sahip ekstraktlarin genetik materyal (DNA)

iizerindeki potansiyel in vitro etkileri Ames testi ile aragtirilmistir.

Bir ¢alismada, Lamiaceae familyasma ait Melissa officinalis bitkisinden elde edilen
ekstraktlarin genotoksik ve mutajenik etkisi in vitro testlerle arastirilmistir. Bitkinin
icerdigi kimyasallarin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimine yol agmasi sonucu
mutajenik etki gosterdigi saptanmistir (Alves ve ark., 2009). Bununla birlikte, simdiye
kadar pek cok Sideritis tiiriiyle yapilan farmakolojik caligmalarda bu tiirlerin antioksidan
(ROS giderici) 6zellige sahip olduklar: rapor edilmistir (Tunalier ve ark., 2004; Sagdi¢ ve
ark., 2008). Bu durumun, yiiksek miktarda igcerdikleri fenolik bilesenlerden kaynaklandigi
bildirilmistir. Bu 6zellikleri dikkate alindiginda, Sideritis tlirlerinin antimutajenik 6zellige
sahip olmas1 beklenebilir. Ancak in vivo bir ¢alismayla Sideritis scardica tiirtiniin ROS
drettigi saptanmistir (Tadic ve ark., 2009). Bu ¢aligmada test edilen tiirlerin oksidan ya da
antioksidan Ozellige sahip olup olmadig1 bilinmemektedir. Boylelikle, S. frojana ve S.

athoa tiirlerinin serbest oksijen radikalleri liretimine katkida bulunarak genetik materyali
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hasara ugratma riski bulunmaktadir.

Bitkilerin mutajenik ve antimutajenik etkileri, igerdikleri fitokimyasal maddelerle
iliskilidir (Ferreira ve Vargas, 1999). Brezilya’da sindirim rahatsizliklar1 tedavisinde
kullanilan Strychnos pseudoquina bitkisinin nokta mutasyonlarina (in vitro) ve kromozom
aberasyonlarina (in vivo) sebep olan kimyasallar igerdigi bildirilmistir (Santos ve ark.,
2006). Sideritis tiirleriyle yapilan fitokimyasal analiz ¢aligmalarinda bu tiirlerin diterpenler,
flavonoidler ve ugucu yaglar bakimindan zengin bir igerige sahip olduklar1 belirlenmistir
(Ezer ve Akcos, 1995; Ezer ve ark., 1996; Topgu ve ark., 2002). Sideritis cinsine ait
tiirlerin icerdigi ana bilesenlerin ¢ogu izole edilip tanimlanmistir. Ancak, bu kimyasallarin
genotoksik/antigenotoksik  etkiye sahip olup olmadigina iliskin  bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, yapmis oldugumuz bu ¢alisma Sideritis cinsinin mutajenik
ve antimutajenik potansiyellerinin tespit edilmesi yoniinde yapilan ilk g¢alisma olma

niteligini tagimaktadir.

Onceki calismalarda, terpenlerin mutajenik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir
(Lupi ve ark., 2009; Al-Zubairi ve ark., 2010). Ornegin; Hyssopus officinalis
(Lamiaceae)’den elde edilen yiiksek terpen icerigine sahip hidroalkolik ¢6zeltinin
mutajenik etkisinin Ames testi ile arastirildigi bir c¢alismada, sonucun negatif ¢iktigi
bildirilmistir (Lupi ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada, Salvia cinnabarina (Lamiaceae)
bitkisinden izole edilen bir diterpenoidin Ames test sistemi ile mutajenik ve antimutajenik
etkileri arastirilmistir. Sonugta, bu fitokimyasalin mutajenik etkiye sahip olmadigi ve giiclii
antimutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Di Sotto ve ark., 2009). Scutellaria
(Lamiaceae) cinsinin en fazla icerdigi bilesenlerden diterpen ve flavonoidlerin antitimor
ve antioksidan 6zellige sahip olduklar1 bildirilmistir (Shang ve ark., 2010). Bu ¢alismada
test edilen iki Sideritis tiriiniin (S. trojana ve S. athoa) icerik analizleri yapilmamis olup
daha 6nce yapilan caligmalar sonucu bu tiirlerin ¢esitli diterpen ve flavonoidlerce zengin
icerige sahip olduklar1 bildirilmistir. Buna dayanarak, S. trojana ve S. athoa bitkilerinin
gostermis olduklar: yliksek antimutajenik 6zellikler diterpen ve/veya flavonoidleri yiiksek

miktarda igerebilme potansiyeline sahip olmalarina baglanabilir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada, S. trojana bitkisinin metanol ekstraktinin mutajenik
etkiye sahip olmasinda ve antimutajenite caligmasinda doza bagli olarak inhibisyon

oranmnin azalmasinda ekstraktin igerdigi kimyasallar etkin rol oynayabilir. Ekstraktlarin
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kimyasal analizi yapilmadigindan, icerisinde hangi aktif bilesenlerin oldugu tam olarak
bilinememektedir. Daha Once yapilan fitokimyasal analiz g¢alismalarinda, Sideritis
tiirlerinin igerdigi ana bilesenler arasinda flavonoidlerin de bulundugu tespit edilmistir.
Flavonoidlerin de yer aldigi bir grup kimyasalin, mutajenik etkili oldugu bildirilmistir
(Rietjens ve ark., 2005). Sambacus australis, Bauhnea forficata ve Mimosa bimucromata
bitkilerinin su ekstraktlarmin Ames testi ile mutajenik potansiyelinin arastirildigi bir
calisma sonunda, ekstraktlarin mutajenik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Cikan
pozitif sonuclarin, bitkilerin icerdigi tanin ve flavonoid kaynakli olabilecegini
disiindiirmiistiir (Bresolin ve Vargas, 1993). Bir ¢alismada, Nitraria retusa yapraklarindan
elde edilen ¢esitli ekstraktlarin flavonoid igerikleri belirlenmistir (Boubaker ve ark., 2010).
Kloroform ekstraktinda flavonoide rastlanmazken, metanol ekstraktinda fazla miktarda
tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug, mutajenik etkiye sahip S. frojana metanol
ekstraktinin da flavonoidce zengin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, hem
mutajenik aktivitede hem de genetik materyalin korunmasinda flavonoidlerin yapisi ve
aktivitesi arasida bir iligki oldugu rapor edilmistir (Edenharder ve ark., 1993; Beudot ve
ark., 1998). Bu nedenle, Kirmizibekmez ve ark. (2012) tarafindan cesitli flavonoid
icerigine sahip oldugu bildirilen S. trojana bitkisinin potansiyel mutajenik etkisinin hangi
biyoaktif bilesenden kaynaklandigi, bu kimyasallarin izole edilerek ayr1 ayri test edilmesi

sonucu anlasilabilir.

Qualea multiflora ve Qualea grandiflora bitkilerinin mutajenik aktivitelerinin Ames
test sistemi ile arastirildig1 bir calismada, polar ve apolar ekstraktlar elde edilmistir (Santos
ve ark., 2011). Bu ekstraktlarin eldesinde i¢in de ¢oziicii olarak kloroform, metanol ve su
kullanilmistir. Ekstraktlarin icerdikleri kimyasallar tespit edildiginde, metanol ve su
ekstraktlarmin hemen hemen ayni maddeleri ¢ozdiikleri goriilmiistiir. Dolayisiyla, aym
madde igerigine sahip iki ekstraktin benzer etkiler gostermesi kaginilmazdir. Yapmis
oldugumuz ¢alismada, metanol ve su ekstraktlarmm hem mutajenite hem de antimutajenite

sonuglarinin ¢cok benzer ¢ikmasi bunu dogrular niteliktedir.

Memeli hiicrelerinde, promutajenlerin  aktivasyonundan sorumlu enzimler
bulunmaktadir. Bu enzimlerin aktivitesi sonucunda, promutajenler mutajenlere
dontismekte ve bu durum siklikla gerceklesmektedir (Goldstein ve Faletto, 1993).
Mutajenik ajanin ¢ok diigiik miktarlarina maruz kalmak bile, genotoksik etkinin uyarilmasi

icin ¢cogunlukla yeterli olmaktadir (Abdillahi ve ark., 2012). Bu nedenle, bu enzimlerin
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calismaya disaridan eklenmesiyle, kimyasallarin memelilerde gosterecegi etki taklit
edilmektedir. Caligmalar, kisaca S9 olarak adlandirilan enzim grubu varliginda
tekrarlanmistir. S. trojana ve S. athoa bitkileri halk arasinda cay olarak tiiketildigi i¢in, bu
bitkilerin su ekstraktlarmin S9 varliginda test edildigi deneylerden alman sonuglar daha
fazla onem arz etmektedir. Yapilan mutajenite calismalari1 sonucunda, S. frojana su
ekstraktinin test edilen yiiksek dozlarmin TA100 susu iizerinde zayif mutajenik etkiye
sebep oldugu tespit edilmistir (Sekil 22). Ayni ekstraktm antimutajenite ¢alismalarinda ise,
indirekt bir mutajen olan 2AF’nin neden oldugu ¢ergeve kaymasi mutasyonunu %26 (160
pg/plak), baz cifti degisimi mutasyonunu %51 (32 pg/plak) oraninda engelleyebildigi
belirlenmistir. S. athoa su ekstraktinin S9 (+) antimutajenitesinin arastirildigi ¢caligmalar
sonucunda ise, test edilen en yiiksek dozunun (800 pg/plak) TA98 ve TA100 suslar ile
yapilan arastirmalarda sirasiyla %52 ve %43 oraninda koruyucu etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 26 ve 30). Eger bu etki (inhibisyon orani) %45’in iizerindeyse, o
maddenin giiclii antimutajenik 6zellige sahip oldugu kabul edilmektedir (Negi ve ark.,
2003). Ekstraktlarin antimutajenite ¢alismalarinda gostermis olduklar1 inhibisyon oranlari,
TA98 susu i¢in ¢ergeve kaymasi tipinde mutasyonu; TA100 susu icin baz cifti degisimi
seklinde olusan mutasyonu engelleme %’si olarak kabul edilmektedir. Cerceve kaymasi
mutasyonu digerine gore daha kararli oldugundan, genellikle TA98 susu ile yapilan
calismalarda % inhibisyon oranlar1 daha diisiikk ¢ikmaktadir. Yapti§imiz bu calismada
ekstraktlarin genel olarak TA100 susu iizerinde daha gii¢lii antimutajenik etki gosterdikleri
goriilmekle birlikte, bazilarinin TA98 susu ilizerinde antimutajenik aktivitesinin daha
yiiksek oldugu saptannustir. Bununla birlikte, benzer bir sonug Ipek ve ark. (2005)’nin
yaptig1 calismada da goriilmiistiir. Origanum onites (Lamiaceae) ugucu yagmin genotoksik
ve antigenotoksik etkisinin Ames testi ile arastirildigi ¢calismada, TA98 susunda %50-60,
TA100 susunda ise %40’lik inhibisyon gozlenmistir.

Calismada test edilen ekstraktlarin sahip oldugu antimutajenik aktivitelerin degisik
oranlarda goriilmesinin, igerdikleri aktif bilesenlerin ve bunlarin miktarlarmin farkli
olmasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bitkilerle yapilan antimutajenik calismalarda,
cogunlukla aktivitenin doza bagli olarak arttig1 gozlenmektedir (Hayder ve ark., 2008). Bu
calismada da elde edilen inhibisyon degerleri, genellikle doz arttik¢a artmaktadir.
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Simdiye kadar yapilan ¢caligmalar sonucunda; ayni cinse ait tiirlerin, hatta ayni tiirtin
dyelerinin kimyasal igeriklerinin farkli oldugu ve buna bagli olarak da biyolojik
aktivitelerinin degistigi goriilmiistiir. Bunun nedenleri arasinda genetik farkliliklar,
ekstraktin hazirlandig1 bitki kisimlarinin farkli olmasi, degisen iklimsel kosullar,
yetistirilen alan, farkli vejetasyon evresi gibi faktorler sayilabilmektedir (Tepe, 2002;
Miliauskas ve ark., 2004). Bu nedenle, bu calismada elde edilen verilerin iki Sideritis tiirii
icin farkli olmasi beklenen bir durumdur. S. trojana’nin mutajenik potansiyelinin S.
athoa’ya gore daha fazla olmasi ve bazi ekstraktlarmin diisiik dozlarinin S. athoa’ya oranla
daha giiclii antimutajenik aktivite gostermesi nedeniyle bu tiirlerin farkli kimyasallar

icerdikleri diistiniilmektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Yapilan mutajenite calismalar1 sonucunda, Sideritis trojana ve Sideritis athoa
ekstraktlarinin test edilen dozlarinin g¢ergeve kaymasi tipinde bir mutasyona neden
olmadiklar1 saptanmistir. Bununla birlikte, S. trojana metanol ve su ekstraktlari ile S. athoa
metanol ekstraktinin yiiksek dozlarinda S9 (+) baz cifti degisimine yol acabilen zayif
mutajenik etki tespit edilmistir. Test edilen diger ekstraktlarda S9 (+) mutajenik aktiviteye

rastlanmamuistir.

Yapilan antimutajenite ¢alismalar1 sonucunda, S. trojana ve S. athoa ekstraktlarinin
hem baz ¢ifti degisimi hem de cerceve kaymasi mutasyonunu S9 (+) ve S9 (-) genelde
doza bagh olarak engelledigi gozlenmistir. Sadece S. frojana metanol ekstraktinin dozu
arttik¢a, antimutajenik etkisinin azaldigi saptanmistir. Ayrica S9 (+) TA98 susu ile yapilan
calismalarda, antimutajenik aktivitesi en yliksek ekstraktin kloroform (%65) ile hazirlanan
ekstrakt oldugu belirlenmistir. S9 (+) TA100 susu ile yapilan ¢alismalarda, genel olarak

biitiin ekstraktlarin yiiksek oranlarda antimutajenik etkiye sebep oldugu tespit edilmistir.

S. trojana ve S. athoa bitkilerinin mutajenik ve antimutajenik potansiyellerinin
arastirildigr bu ¢alisma sonunda, ¢ay olarak tiiketilen bu bitkilerden S. #rojana’nin fazla
miktarda kullanilmast durumunda genetik materyale zarar verme riskinin bulundugu
saptanmistir. Bununla birlikte, antimutajenite ¢alismalar1 sonucunda her iki bitkinin test
edilen dozlarinin genellikle orta ya da giiglii antimutajenik etkiye sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, bu iki bitkinin kullaniminda asiriya

kacilmadig siirece zararindan ¢ok yararmin oldugu sdylenebilir.

S. trojana ve S. athoa bitkilerinin mutajenik ve antimutajenik etkilerinden sorumlu
aktif bilesenlerin izolasyonu ve karakterizasyonu yapildiktan sonra, bu kimyasallarin farkl

test sistemleri kullanilarak genotoksik ya da antigenotoksik potansiyelleri arastirilabilir.

Simdiye kadar yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen verilere dayanarak, bitki
sekonder metabolitlerinin tedavi edici 6zelliklerinin yaninda hasara ugratici yonlerinin de
bulundugu bilinmektedir. Dolayisiyla bitkisel {irtinleri kullanirken, dozuna ve kullanim

stiresine dikkat edilmesi gerektigi sdylenebilir.
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