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Bu calismada AMES/Salmonella- mikrozom test sistemi kullanilarak Dogu Anadolu
Bolgesinde yetisen ve tibbi 6neme sahip Origanum vulgare, Artemisia absinthium,
Achillea millefolium, Helychrysum pilicatum, Salvia nemerosa; Salvia verticillata
Nepeta racemosa ve Salvia limbata bitki tiirlerinin antimutajenik ve antikarsinojenik
ozelliklerinin varlig1 aragtirilmigtir.

O.vulgare, A.absinthium, A.millefolium, H.pilicatum ve S.nemerosa; Salmonella
typhimurium TA 1535 susunda doza bagh olarak belli dlgililerde antimutajenik aktivite
gosterirken, Salmonella typhimurium TA 1538 susunda sadece S.verticillata ve
H.pilicatum bitki ekstraktlar1 yine doza bagl olarak antimutajenik aktivite gostermistir.
Calisilan N. racemosa ve S.limbata bitki ekstraktlar1 ise her iki bakteri susunda ve
uygulanan her ii¢ dozda da antimutajenik aktiviteye rastlanmamustir.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION THE ANTIMUTAGENIC ACTIVITIES OF SOME SPECIES OF
MEDICINAL PLANTS GROWN IN EAST ANATOLIA USING
AMES/SALMONELLA-MIKROSOME TEST SYSTEM

Tiilin OZBEK

Atatlirk University
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Supervisor: Assos. Prof. Dr. Medine GULLUCE

In this study, using Ames/Salmonella-microsome test system, Origanum vulgare,
Artemisia absinthium, Achillea millefolium, Helychrysum pilicatum, Salvia nemerosa;
Salvia verticillata Nepeta racemosa ve Salvia limbata plants species that growth in East
Anatolia Reagion and have importance medicine have been evaluated whether have the
antimutagenic and anticarcinogenic activities or not.

While O. vulgare, A. absinthium, A. millefolium, H. pilicatum ve S. nemerosa; was
showed the antimutagenic activities at certain measurement as related to dose-response
in Salmonella typhimurium TA 1535 strain, only S. verticillata and H. pilicatum plant
extracts was showed the antimutagenic activities as related to dose-response. Not
antimutagenic activities was demonstrated N. racemosa and S. limbata plant extracts by
using each three dose and each bacteria strain.
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1. GIRIS

Bitkiler hem geleneksel ilaglar hem de endiistrilesmis iirlinler olarak tipta yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Rovado et al. 2004). Kanseri de igine alan cesitli
hastaliklarin gelismesine karsi bitkisel metabolitlerin koruyucu olabilecegini gosteren
in vivo ve in vitro deneysel arastirmalardan ve epidemiyolojiden elde edilen kanitlar;
bu metabolitler lizerine antimutajenik ve antigenotoksik c¢alismalarin biiylik 6l¢iide
artmasin1 ~ saglamistir  (Abdullaev et al.  2003). Antimutajenlerin  veya
antikanserojenlerin kanser etyolojisiyle ilgili olan faktdrlerle miicadelede aktif rol
oynadiklar1 bilinmektedir (Karaker et al. 2000). Bununla birlikte antimutajenik ve
antikarsinojenik 0ozellige sahip kimyasal bilesikleri arastirmak ve kesfetmek;
giiniimiizde insanlarda kanser riski ve mutasyon oranlarindaki artisin beraberinde
getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle de zorunlu hale gelmistir (Hartman and
Shankel 1990). Tumorogenezisin molekiiler mekanizmasini arastirmak ve tumor
gelisimini engellemede biyomedikal olabilecek yararlarin saptanmasina pratik bir

yaklagim sunabilmek de, bu arastirmalar1 kaginilmaz kilmistir (Abdullaev et al. 2003).

Beslenme aligkanliklar insan sagligi icin son derece onemlidir. Giinliik alinan vitamin
ve mineral igerikli besin maddeleri (askorbik asit, tokoferoller, isoflavonlar,
flavonoidler, polifenolik bilesikler); DNA sentezi, DNA tamiri, metilasyon, apoptozis
gibi bircok DNA metabolizmasini i¢ine alan DNA stabilitesi bakimindan son derece
onemlidir (Fenech 2001). Endojen savunma mekanizmalarinin yani sira aliman bu
besinlerin antioksidant aktiviteleri ROS (serbest radikal reaksiyonu)’a kars1 korunmada

hayati bir rol oynar.

Flavonlarin insan kolon kanser hiicrelerinde hiicre boliinmesini yavaslattigi ve
apoptozisi indiikledigi bulunmustur. Bu hiicrelerde flavon etkisi niiklear transkripsiyon
faktorli, apoptozisle ilgili genler ve hiicre dongiisiinin mRNA seviyesindeki

degisiklikleriyle baglantilidir (Wenzel et al. 2004).



Kanser tedavisinde flavonoidlerin yararl etkileri ROS indirgeme ve siiptiriicii 6zelligini
iceren antioksidant olarak davranabilme kapasiteleriyle baglantilidir (Galati and Brien
2004). Hypericum perforatum™un ¢icek ve yapraklarindan elde edilen ekstraktin,
quercetin ve hyperoside gibi birkag flavonoid ihtiva etmesinden dolay1 serbest radikal

stipiirticii 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Ivanova et al. 2005).

Ozellikle iizimde bulunan ve  dogal bir polifenol olan resveratrol (3, 4’,5-
trihydroxystillbene); anti-inflamatuar ve antitimor aktivitelerini igine alan oldukga
genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu bilesik koroner kalp hastaligmma karsi
koruyucu 6zellige sahip olmakla birlikte kanserlesme olgusunda baslangic, gelisme ve
yayilim sathalarinin tiimiinde pleiotropik biyolojik diizenleyici olarak da gorev alir
(Fremont 2000). Olas and Wachowicz (2001), aktive edilmis trombositlerde singlet
oksijen, hidrojen peroksit ve siiperoksit radikal gibi farkli reaktif oksijen tiirlerinin

olusumu iizerine inhibe edici etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Nar suyu i¢indeki polifenoller (ellagitannin, ellagic acid, punicalagin) iizerine yapilan
bir ¢alismada insanlarda ¢esitli kanserler lizerinde antiproliferatif etkiye sahip olduklari,
apoptotik etki gosterdikleri, lipit peroksidasyonunu inhibe ettikleri tespit edilmistir
(Sreeam et al. 2005). Yine ahududu bitkisinden elde edilen polifenollerin %88’lik
oranini olusturan ellagic acid bilesiginin yiiksek antiradikal aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Antikarsinojenik ve antioksidant aktiviteleri ilizerine ¢ok sayida kanit
bulunmasi nedeniyle 6zellikle meyveler da bulunan ellagic acid ve gallic aid bilesikleri

lizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (Ancos et al. 2000).

Vitamin E’nin  bazi formlarinin (succinate, tocotrienol) insan kanser hiicrelerinde
antiproliferatif etkiye sahip oldugu ve yine bazilarininda normal insan hiicrelerinde
degil de kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi rapor edilmistir. Vitamin E’nin
biyolojik membranlar stabilize ettigi ve hiicresel membranlarda polyunsaturated yag
asitlerinin peroksidasyonunu bloke eden bir antioksidant oldugu bilinmektedir

(Cameron ef al. 2003). B-karotenin ise disi Swiss albino farelerine oral olarak



verildiginde deride karsinogenesisi indiikleyen B[a]P {izerine engelleyici etkisi oldugu

bulunmustur (Lee and Park 2003).

Bitkisel metabolitlerin antimutajenik aktivitelerinin belirlenmesinde, deney hayvanlari
kullanilarak yapilan in vivo ¢alismalar uzun siire ve yliksek maliyet nedeniyle baslangic

asamasinda tercih edilen test sistemleri degildir (Iarc 1980).

Bu nedenle arastiricilar, antikarsinojenite taramalarina esas olabilecek kisa zamanda
sonug verebilen ve diisiik maliyetli bircok kisa zamanli mutajenite test sistemleri
gelistirmislerdir (Mortelmans and Ziger 2000). AMES-Sal/monelle/mikrozom test
sistemi kisa zamanli mutajenite test sistemlerinden biri olup antimutajen/
antikarsinojenlerin veya tersine mutajen/karsinojenlerin tespit edilmesinde siklikla

kullanilan 6nemli bir tekniktir (Abdullaev et al. 2003).

Yesil c¢ay polifenollerinin (catechin, epicatechin, catechin gallate, epigallatocatechin
gallate) antimutajenik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla ~ AMES/Salmonella-
mikrozom teknigi kullanilmis, bunlarin tiitiinle indiiklenmis mutajeniteyi inhibe ettigi

bulunmustur (Santhosh et al. 2005)

Elma polifenol ekstraktinin AMES teknigi kullanilarak yapilan mutajenite taramasinda
S. typhimurium TA98 susunda geri donen koloni sayisinda ¢ok az sayida bir artis
meydana getirirken diger suslarda herhangi bir artis meydana getirmedigi tespit

edilmistir (Shoji et al. 2004).

Kakao bitkisinden elde edilen liquor taninler ve polifenollerin heterosiklik aminlerle
indiiklenmis mutasyon insidansint S. typhimurium TA98 susunda biyiik Olciide
indirgedigi gozlenmistir. Ayni bitkiden elde edilen quercetin ise zayif etki gostermistir.
Fakat ayn1 ortama S9 metabolik fraksiyonu ilave edildiginde quercetin, heterosiklik

aminlerin etkisini 6nemli dl¢lide baskilamistir (Yamagishi et al. 2000).



Capsicum (kirmizi biber)’de ilk kez tesbit edilen capsaicin karotenoidi de; B[a]P
mutajenik maddesininde i¢inde bulundugu karsinojenik polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin metabolizmasi i¢in gerekli olan alkil hidroksilazi inhibe etmektedir.
[laveten, mikrozomal sitokrom P450 enzimlerinin modulasyonunu sagladig1 da tespit

edilmistir ( Lee and Park 2003).

Bu calismada; yukarida adi gecen metabolitler bakimindan zengin olan ve Dogu- Bati
arasinda cografi bir koprii konumunda olan Dogu Anadolu Bdlgesinde, geleneksel
olarak, halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan, Artemisia
absinthium, Achillea millefolium, Helychrysum pilicatum, Nepeta racemosa Origanum
vulgare, Salvia limbata, Salvia nemerosa ve Salvia verticillata tibbi bitkilerinden elde
edilen Oziitlerin, sodyum azid ve 4-nitro quinoline-1-oksit mutajenlerine kars1
antimutajenik etkilerinin arastirilmasi amacglanmistir. Bire bir olmamakla beraber ,
O. vulgare hari¢ diger bitkilerin antimutajenik aktiviteleri ile ilgili herhangi bir literatiire
rastlanmadigindan adi gegen bitki tiirlerinin AMES/Salmonella mikrozom testi ile
antimutajenik etkilerinin degerlendirilmesi orijinal bir arastirma konusu olarak

goriilebilir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Tibbi Bitkiler

2.1.1. Tibbi bitkilerin tarihcesi ve 6nemi

Hastalik etmenlerinin, insanlardan 6nce, yeryiiziinde bulundugu ¢ok eski devirlere ait
kemikler, fosiller v.b. kalintilardan anlasilmaktadir. Ik insandan itibaren hastalik
etmenlerine karst korunma c¢areleri aranmaya baslanmistir. Erisilebilen ilk yazili
kaynaklar da, insanlarin ¢esitli hastaliklarin tedavisi icin bitkilerden yararlandiklarini
ortaya koymaktadir. Bu kullanim bi¢imi etken madde olan dogal firiiniinden c¢ok,

bitkinin kendisine veya degisik yollarla elde edilen 6ziitlerine dayanmaktadir.

Tibbi bitkiler hakkindaki en eski kitabin Cin Hiikiimdar1 SHIN-NONG tarafindan M.O.
3700 yillarinda yazildig: belirtilmektedir. HIPPOCRAT 1n yasadigi devirde Yunanlhlar
da tip ve tedavi alanlarinda oldukc¢a ilerlemis ve bir¢ok bitkiyi drog yapiminda

kullanmiglardir.

Ik olarak ARISTOTELES bitkiler alemi ile etrafli bir sekilde ugrasmis ve ana eseri
olan "Bitkinin Teorisi" adli kitabin1 yazmustir. Aristo’nun Ogrencisi olan Meshur
botanik¢ci THEOPHRAST, 6zellikle farmakognozi ile ilgilenmis ve yazdigi " Historie de
Plante" adl1 eserinde ¢ok sayida bitkisel drog hakkinda bilgi vermistir.

8. yiizyillda Islam aleminde eczacilik ve ilag kitaplar1 ortaya ¢ikmustir. Kimya ve
eczaciligin olusmasinda biiyiik rolii olan EBU-BEKIR el RAZI’nin tibbi bitkiler listesi,
bu bitkilerin ne kadar zengin oldugunu gostermektedir. Bu dénemde gbze carpan degerli
Islam alimlerinden IBNI SINA tip ansiklopedisi mahiyetinde olan "Kanun" isimli

onemli eserini yazmustir (Barig 2004).



16. ylizyilin ilk yarisinda hekim PARACELSUS farmasotik kimyayr kurmus ve
bitkilerden belirli maddeleri izole edip bunlardan ila¢ hazirlamaya baslamistir (Baris

2004).

Biitiin bu gelismelerin akabinde ilk defa 19. ylizyilda bitki droglarinin yapi, tanim ve
islevlerini inceleyen farmakognozi bilimi ortaya atilmistir (Ceylan 1995). Tibbi
bitkilerin yetistirilmesi de farmakognozi ilminin gelismesine paralel olarak artmistir.
Ancak 1920-1950’li yillar arasinda doruk noktasina ulasan sentetik ilaglarin
gelistirilmesi ve mikroorganizmalar kullanilarak antibiotiklerin iiretimi, tibbi bitkilerin
diinya ticaret hacmindeki payim azaltmistir. Fakat sentetik katki maddelerinin
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte; et, siit,
meyve, sebze, deniz iirlinleri ve mesrubat sektorlerinde "dogal" tirlinlere duyulan talep

giderek artmistir (Fowler 1982).

Giliniimiizde tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen sekonder metabolitler iizerine
yapilan caligmalar; tedavi alanina giren yeni sentetik maddelerin bazilarinda goriilen
tehlikeli yan etkilerin bitkisel droglarda daha az goriilmesi; genellikle bir tek etkiye
sahip olan sentetik bilesiklere gore bitkisel droglarin birkag etkiye birden sahip olmalar1
ve yeterli diizeyde bir kimya endiistrisine sahip olmayan kalkinma yolundaki iilkelerin,
memleketlerindeki bitkilerden yararlanarak, kolay ve ucuz tedavi olanagi elde etmek

istemeleri (Aboolenein 1982), nedenlerinden dolay1 oldukca artmistir.

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde niifusun %80’i saglik gereksinmelerini ilk etapta
geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun %80’nin gelismekte olan
ilkelerde yasadig1 diisiiniiliirse toplam diinya niifusunun %64’ bitkileri tedavi amaclh
kullanmaktadir (Farnsworth 1990). Gelismis tilkelerde regete ile satilan ilaglarin da
yaklastk  %25’1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Principe 1991). Bununla birlikte
gelismekte olan iilkelerin populasyonlarinin biiyiik bir kismi bati1 farmasotiklerinin ve
buna bagli saglig1 korumanin biiyiik maliyetinden dolay1 saglig1 koruma kaynagi olarak
geleneksel ilaclar1 kullanmaktadir. Clinkii geleneksel ilaclar genellikle kiiltiirel ve dinsel

perspektifte cok daha kabul gormektedir (Verschaeve et al. 2004).



Ayrica bitkisel ilaglarin, gelismis {ilkelerde de alternatif tibba siirekli olarak artan ilgiyle
baglantili olarak, bireylerin ve toplumlarin sagliklarinin korunmasinda genis bir
kullanima sahip oldugu da gézlenmektedir. Tiiketici arastirmalari, alternatif tibba pozitif
bir halk yaklasiminin oldugunu gostermektedir. Bitkisel ilaglarin kullanimi her iilkenin
tarihi, tibbi ve etnolojik gecmisine bagl olarak degismektedir. WHO (The World Health
Organization); geleneksel ilaglarin kullanimina gereken 6nemi vermek, toplumlar ve
Ozellikle aktarlar tarafindan kullanilan tibbi bitkilerin degerlendirilmesi ve sistematik
envanterini yapmak, bilimsel olarak kanitlanmis, giivenli ve etkili geleneksel ilaglarin
kullanimiyla ilgili modern tip ve alternatif tip arasinda isbirligini gelistirecek
arastirmalar1 yogunlastirmak amaciyla farkli devletlerin tesvik edilmesini 6nermektedir.
Bu oOnerilerin amaci, ulusal standartlar ve teknik rehberler gelistirerek tibbi bitkilerin
kullanimini ciddi bir sekilde degerlendiren ulusal saglik sistemi igine tibbi bitkilerin
daha fazla girmesini saglamak ve bunlarin bilimsel degerlendirilmesini hizlandirmaktir
(Benzi and Ceci 1997). Ancak ¢ogu dogal iirlin halen herhangi bilimsel veri olmaksizin
medikal tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Stephen 1998). Kronik hastaliklar1 tedavi
etme veya engellemek icin tibbi bitkilerin ve onlarin aktif bilesiklerinin modern tipta
kullanim1 bilimsel kanitlarin yetersizliginden dolayr deger kaybetmekte ve sadece

birkag bitki, bilim adamlariin dikkatini ¢ekmektedir (Kaur ez al. 2001).

In vivo ve in vitro galismalar, bitkilerin yaprak, meyve, kok gibi kisimlarindan elde
edilen baz1 dogal bilesiklerin ksenobiyotik etkiler iizerine diizenleyici rol oynadiklarini
gostermistir. Bu  bilesiklerin  karakterizasyonu, tanilanmasi, antimutajenik ve
antikarsinojenik etkilerinin belirlenmesi insanlarda kanser hastaliginin gelismesini
azaltmak icin onemli bir stratejiyi de beraberinde getirmistir (Rovado et al. 2004). Bu
hastaligi Onlemek i¢in gelistirilen strateji; ya cevresel mutajenleri ndtralize eden
ajanlarin kullanimimi artirmak yada bu ajanlarin kullanimimi smirlayan veya azaltan
cevresel mutajenleri elemine etmektir (Lee and Park 2003). Son zamanlarda bir¢ok
dogal bilesigin tiimdr inhibe edici etkiye ve immun sistemi kuvvetlendirici niteliklere
sahip oldugu gosterilmistir (Lien and Li 1985). Ozellikle makromolekiilleri i¢ine alan
birgok dogal iiriin bireysel immun sisteminin modiilasyonunu saglamasindan dolay1

antitimor aktiviteye sahiptir. Bu makromolekiillerin, kimyasal antitiimor druglarla



karsilastirildiginda daha az yan etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Tsukagoshi and
Ohashi 1974). Yine cesitli biyoaktif bilesikler ve bunlarin tiirevlerinin; baslangic,
gelisme ve yayilim safhalarini igine alan birgok deneysel sistemlerde karsinogenesisi
inhibe ettigi gozlenmistir (Huang er al. 1994). Bu ylizden c¢abalar, kanserin
indiiklenmesi ve sonraki gelisim sathalarini engelleyen, azaltan veya gerilemesini

saglayacak dogal antikarsinojenleri tanimlamaktir (Chuang et al. 2000).

2.1.2. Cahisilan bitkiler ve biyolojik aktiviteleri

Achillea millefolium L.(Yarrow- Civan Per¢cemi- Kandil Cicegi)

Asteracea familyasma ait Achillea cinsi iilkemizde 42 tilirle temsil edilmekte
(Karamenderes ve Kesercioglu 2002) olup; cayir ve caliliklar arasinda, kurak yerlerde,

yol boylarinda ve otlak arazide bulunmaktadir (Asimgil 1997).

Achillea millefolium  kimyasal olarak yapisinda; cesitli alkaloidleri, flavanoidleri,
sesquiterpen laktonlari, aminoasitleri ihtiva etmektedir. Yapisindaki flavonoidler
antiinflamatuvar ve antispazmotik ozellige sahiptir. Ayrica bu bitki alternatif tipta
analjezik, antihelmintik, antiinflamatuvar, antiviral, kontraseptif, diaforetik, diliretik,

laksatif amacla kullanilmaktadir (Chandler et al. 1982).

Artemisia absinthium L. (Wormwood- Deniz Pelini- Deniz Yavsani)

Asteraceae familyasina ait Artemisia cinsi 180 tiirle temsil edilmekte ve kimyasal-
biyolojik iceriginin ¢esitliligi, geleneksel tibbi uygulamalarda ¢ok sik kullanimi, zengin
bitki materyali dolayisiyla biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bu cins; sesquiterpenoidler,
flavonoidler, koumarinler, glikozitler, steroller, poliasetilenleri i¢ine alan ¢ok farkl
sekonder metabolit sinifin1 yapisinda bulundurmaktadir. Bitkiden izole edilen ve
sesquiterpen lakton grubuna ait olan arteminolidlerin tiimor hiicrelerine kars1 sitotoksik

etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Aynm1 zamanda mantar, bakteri, virus



enfeksiyonlarinda ve inflamasyon, kanser, hepatit, malarya gibi hastaliklarda siklikla

kullanilmaktadir (Berlin and Smilkstein 1996).

Artemisia absinthium’un kimyasal kompozisyonu incelendiginde absinthin, absinthic
asit, anabsinthin, artametin, suksinik asit gibi aci glikozitler, tanin, resin, malat
flavonoidleri ve potasyum nitrat ile diger tuzlar1 i¢erdigi tespit edilmistir (Grieve 1931).
Bitkiye kendisine has aci1 tadi veren icerisindeki absinthin ve anabsinthin (Tyler 1999)
onceleri kirmiz1 sarabin ana maddesi olarak, giinlimiizde de icki sanayinde tatlandirici
olarak ¢ok smirli miktarlarda da olsa kullanilmaktadir. Absinthin ayni zamanda;

antihelmintik, digestive, diiiretik, antibakteriyel, antipiretik etkiye sahiptir (Duke 1985).

Helychrysum pilicatum D.C. (Olmez cicek)

Compositae familyasina ait bu bitki Anadolu da oldukca yaygindir. Yapisinda regine,
act madde, kumarin, flavon glikozitleri ve ucucu yag mevcuttur. Tasidigr flavon
glikozitleri sebebiyle idrar sokiicli olarak ve idrar yollar1 taslarini diisiirebilmek

amaciyla kullanilmaktadir (Baytop 1984).

Nepeta racemosa L. ( Kedi nanesi)

Labiatae familyas1 bitkilerinden olan Nepeta cinsinin diinya iizerinde Asya ve
Avrupa’da yaygin olmak tizere 250’den fazla (~280) tiirii bulunmaktadir (Moghaddam
and Hosseini 1996). Tirkiye’de 17°si endemik olmak tizere 33 Nepeta tiiri
yetismektedir (Aydin vd 1999). Nepeta tiirleri kediler {iizerinde o6forik etki
gosterdiklerinden ’Kedi Nanesi’’ adi ile de bilinmektedirler. Nepeta tiirlerinin tibbi
ozellikleri, igerdikleri ugucu yag ve flavonoitlerden kaynaklanmaktadir. Nepeta
tiirlerinde bulunan nepetalaktonun kedilere 6zgii bir fizyolojik aktivitesinin bulundugu
bilinmektedir (Baser vd 2000). Tasidiklar1 iridoid ve nepetalaktonlardan dolay1 da halk
arasinda antiseptik, antitussif, antispazmodik, antiastmatik, antipiretik, diiiretik,

antibakteriyel, fungisidal, antiviral, bakteriostatik ve disinfektant olarak egzema tipi



deri hastaliklarina kars1 kullanilmaktadirlar (Baser vd 2000; Skaltsa et al. 2000;
Kalpoitzakis et al. 2001; Baranauskiene et al. 2003).

Origanum vulgare L. ( Giivey otu, keklik otu, kekik)

Labiatae familyasina ait bu bitki iilkemizde 20 tiirle temsil edilmektedir ve Anadolu da
oldukca yaygindir (Baytop 1984). Bu bitkinin iilkemizde baharat olarak kullanimi
olduke¢a yaygindir. Ayrica bitki ¢ayi1 olarak da tiikketilmektedir (Baser 2002).

Bu bitkiden 6zellikle karvakrol ugucu yagi elde edilmektedir (%70-80). Bunun disinda
gamma-terpine (8-10%), p-cymene (5-10%) alpha-pinene, flavonoid de yapisinda
bulunan o6nemli sekonder metabolitlerdendir. Yapisindaki karvakrol; oral olarak
alindiginda gastrointestinal diizensizlikleri tedavi ettigi, kandaki glukoz ve kolesterol
seviyesini diislirdiigii ve kanseri engelledigi bilinmektedir. Bununla birlikte agriyan
bolgelere siirterek o6zellikle eklem bdlgelerindeki romatizmal agrilar1 dindirmede
kullanilir (Bager 2002). Bronsit, siniizit , soguk alginlig1 gibi durumlarda kullanildig1
gibi (Tabata 1990); terletici, idrar atici, gaz sokiicii olarak da kullanilmaktadir (Baytop
1984). Ayrica antiviral, antibakteriyal, antifungal, antiparasitik, antiseptik 6zellige sahip
olan bitki 6zellikle gii¢lii analjezik ve antiromatik ajan olarak da kullanilmaktadir

( Baytop 1984).

Salvia L.( Adac¢ay1)

Lamiaceae familyasina ait bu cins, diinyada 600, iilkemizde ise Dogu Anadolu
bolgesinde 7 tanesi endemik olmak iizere 42, toplam 87 tiir ile temsil edilmektedir

(Baris 2004).

Salvia tiirlerinin tibbi 0&zellikleri igerdikleri ugucu yaglardan kaynaklanmaktadir.
Ozellikle sineol ugucu yagi iyi bir solunum yollar1 antiseptigi olarak kullanilirken

(Tanker vd 1998), tuyon ugucu yagi uyarici etkiye sahiptir ve gaz soktiiriicii, ditiretik ve



antiasit olarak kullanilmaktadir. Linalol ugucu yagi ise parfiimeri sanayisinde degerlidir

( Baytop 1984).

Biz bu calismamizda; Salvia  nemerosa, Salvia  verticillata, Salvia limbata’y1
antimutajenik 6zelligi acisinda degerlendirdik. S. verticillata; lilkemizin hemen her
yerinde goriilen, genis yayilis gosteren bir tiirdiir, S. nemerosa ise iilkemizin dogu

bolgelerinde yayilis gdstermektedir (Barig 2004).

2.2. Mutasyonlar ve Mutajenik Ajanlar

2.2.1. Mutasyonlar

DNA’ da meydana gelen kalitsal nitelikte yapisal degisiklikler olarak tanimlanabilir.
Mutasyon terimi genis anlamda a) kromozom sayisi, b) kromozom yapist degisimleri ,
c) genlerin yapisindaki fiziksel ve kimyasal degisiklikleri ifade etmek igin
kullanilmaktadir. Mutasyonlar, olusum bigimleri ve kosullari, meydana geldikleri hiicre
tipi yada yol actiklar1 durumlara bagli olarak degisik siniflandirmalara tabii tutulurlar.
Olusum kosullarina gore, dogal (kendiliginden olusan) ve yapay (deneysel) mutasyon
tiplerini ayirt etmek miimkiindiir. Dogal mutasyonlarm olusum olasihg 10°— 107

Sarasinda degisebilir. Genellikle bir niikleotidin mutasyona ugrama olasiligi 10 ” dir.

Biyolojik acidan 6nem tasiyan genlerin yapisinda fiziksel ve kimyasal degisime neden

olan gen mutasyonlarinin temelde ii¢ tipi vardir;



1. Ileri mutasyonlar;

a) DNA seviyesinde mutasyonlar:

1) Karsilikli gecis (transisyon tlirli substitisyon): Bir pirimidinin diger bir
pirimidinle, yada bir piirin bazinin diger bir piirin baziyla yer degistirmesi seklinde
(AT—>GC) olusur.

1) Caprazlama gecis (transversiyon tlrii substitisyon): Bir pilirin bazi ile bir
pirimidin bazinin veya bir pirimidin ile bir piirin bazinin yer degistirmesi seklinde

(AT—CG) meydana gelir.

b) Protein seviyesinde yada kodonlar tizerinde biraktiklari etkiye gére mutasyonlar:
1) Sessiz mutasyon (silent mutasyon): DNA baz dizisinde meydana gelen bir
mutasyon mRNA kodonunda degisiklige neden olur. Ancak; aminoasit sirasi
degismediginden yani ayni aminoasit i¢in bu aminoasiti tasiyan diger kodon
olustugundan sentezlenen proteinin 6zelligi degismez. Ornagin; ACG kodonu CGG
olarak degismesine ragmen, her iki kodon arginini kodlamaktadir.

1) Anlamli mutasyon (missense mutasyon): Gende bir baz dizisinde meydana gelen
bir bagkalasim mRNA kodonunda da degisiklik olusturur ve sonug olarak farkli bir
aminoasit taginmasina neden olur.

1i1) Anlamsiz mutasyon (nonsense mutasyon): Protein sentezini sonlandiran stop
kodonun kodlanmasina sebep olan ve protein sentezini yarida birakan mutasyon
tiriidiir. Yani proteinin yapisal kismi olusmadan protein sentezi durdurulur. Glisin’i
kodlayan CAG kodonunun stop kodonu olan UAG’ye doniismesi gibi.

iv) Cerceve kaymasi (frameshift mutasyon): Bir gende ii¢ bazdan daha az yada daha
fazla kiigiik delesyonlar yada insersiyonlar tarzinda gerceklesen mutasyon tiiriidiir. Bu
mutasyon sonucu hem transkripsiyon hemde mRNA’daki okuma cergevesinde olan

degisme sonucu 6nemli kusurlar ortaya ¢ikabilir (Bahgeci 2002).



DNA baz dizisi mRNA dizisi Aminoasit dizisi

Mutasyon tiirt

CTA TTC CGA ACA GAU AAG GCU UGU Asp-Lys-Ala-Cys
Normal dizi

CTATTT CGA ACA GAU AAA GCU UGU Asp-Lys-Ala-Cys
Silent

CTA CTC CGA ACA GAU GAG GCU UGU Asp-Glu-Ala-Cys
Missense

CTA ATC CGA ACA GAU UAG GCU UGU Asp-Stop
Nonsense

CTATTT CCG ACA A GAU AAA GGC UGU Asp-Lys-Gly-Cys
Frameshift

2. Tersine Mutasyonlar: Mutant fenotiplerden yabanil tiplerin yada yabanil

tiplerden mutant fenotiplerin olusmasina neden olan mutasyonlardir. Yabanil tiplerden
anormal fenotipleri olusturan mutasyonlara ileri mutasyonlar, anormal tiplerden yabanil

fenotipleri olusturan mutasyonlara geri mutasyonlar adi verilir (Solak vd 1997).

3. Baskilayict Mutasyonlar: Bir mutasyonun etkisi bazen ayni gende yada bagka bir
gende meydana gelen ikinci bir mutasyon ile baskilanabilir (=supresyon).

1) Gen i¢i supresyon (Intragenic suppressor mutations): Baskilayici nitelikte bir
mutasyonun etkisiyle ayn1 gende ilk mutasyonun etkisinin kalkmasidir. Ornegin;
insersiyon tipi mutasyonu izleyen delesyon tipi mutasyonun gerceklesmesi. Bu sayede
ilk mutasyondan asagidaki tiim baz dizisinin okunmasinda bir kayma engellenmis olur
ve mutasyonun etkisi (iki mutasyonun arasindaki uzakliga bagli olmak {izere) aminoasit

dizisindeki bir iki degisiklikle sinirlanir:



5'.....AAA UUU AAA UUU AAA..J3
cﬁﬁ A ekleme (1. mutasyon)
5'....AAA AUU UAA AUU UAA...A...3

ekleme  (1.mutasyon) eksilme (2.mutasyon)
5....AAA AUU AAA UUU AAA...73

(Bunun yani sira teori olarak, bir nokta mutasyonun etkisinin onu geriye doniistliren
ikinci bir mutasyonla kalkabilecegi de diisiiniilebilir: 1.mutasyon U-C ; 2.mutasyon C-
U)

i1) Gen dis1 supresyon (Extragenic suppressor mutations): DNA molekiiliinde
mutasyona ugramis genden baska bir gende meydana gelen mutasyona gen disi
supresyon denilir. Bir mutasyonun etkisi genler arasi supresyon mekanizmasinda tRNA
molekiillerinin (supressor tRNA’larin) araciligiyla da baskilanabilir. Bu ikinci
mekanizmada supresyona yol acan tRNA molekiiliiniin antikodonunu sifreleyen DNA
baz dizisinde, ikinci bir mutasyonun olustugu goriiliir. Antikodonundaki bu degisiklik
sayesinde tRNA molekiilii birinci mutasyonunun sonucu ortaya cikabilecek (anlamsiz)
bir kodonu bir amino asitmis gibi okuyarak sentezin zamansiz durmasini Onler.
Ornegin; tirosini kodlayan UAC kodonu bir mutasyon sonucu anlamsiz kodon UAG’ye
dontigebilir. Tirosine 6zgii tRNA molekiillerinin birinin antikodonunun (AUG) ikinci
mutasyon sonucu mRNA’daki UAG’yi taniyan AUC antikodonuna doniismesiyle
anlamsiz mutasyona karsin normalde beklenen proteinin yapilmasi miimkiin olabilir

(Petek 1999).
2.2.2. Mutajenik ajanlar
2.2.2.a. Kimyasal mutajenler

Bir¢ok gruba ayrilabilen kimyasal mutajenler DNA bazlar1 ile kovalent olarak
baglanabilmektedir. Bunlar ya elektrofilik (elektron kaybetmis) gruplara sahiptir veya

metabolik olarak elektrofilik 6zellikte tiirevlere doniistiiriiliirler. Elektrofilik 6zellikteki



bu gruplar diger molekiillerin yapilarinda bulunan niikleofilik (elektronca zengin)
amino, siilfidril ve hidroksil gruplar1 ile kovalent baglar olustururlar. Niikleofilik
gruplar proteinlerin, RNA ve DNA yapilarinda bulunurlar. Elektrofilik 6zellikteki
kimyasal maddeler, bu hedef molekiillerin timii ile etkilesirler, ancak bunlarin

baglanarak zarar verdikleri en 6nemli hedef DNA molekiiliidiir (Petek 1999).

Ayn1 zamanda bircok eksojen mutajen insan viicudunda reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu artirmak suretiyle aktivite gostermektedir. ROS’un olusumu g¢evre
kirliligi, UV, radyasyon gibi bir¢ok metabolik prosesle baglantilidir. ROS; kanser, kalp
hastaligi, yaslanma ile baglantili olan mutasyon ve DNA zarar1 gibi dejeneratif
hastaliklarin endojen baslangici olarak biiyiik rol oynar (Negi et al. 2003). insan
viicudundaki sayisiz fizyolojik ve biyokimyasal proseste oksijen merkezli serbest
radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri olusabilir (Chai et al. 2004). Ornegin; viicuda
alinan besin maddesinin su ve CO,’e kadar yikilmasi reaksiyonunda oksijenin dort
elektron vererek indirgenmesi gerekir. I. elektron superoksit anyon radikalini, II.
elektron peroksit anyonu, II1.’sii hidroksi radikalini ve sonuncusu suyu meydana getirir.
Bu proses bdlmelere ayrildiginda ve siirekli gerceklestiginde zararli sonucglar ortaya
¢itkmaz. Ancak bu serbest radikal tilirlerinden herhangi biri zincirden ayrildiginda,
ayrilan radikal; lipit membranlara, DNA’ya, proteinlere v.b. zarar veren reaktif oksijen
tiirlerinin olugsmasini saglayan diger radikal zincir reaksiyonunu (lipid peroksidasyonu)
baslatabilme yetenegindedir (Murray 2004). Bu tiir serbest radikallerin asir1 {iretimi
biyomolekiiller {izerinde oksidatif hasara sebep olur ve sonunda insanlarda
areterioskleroz, kanser, yaslanma, diabet, diger dejeneratif hastaliklar gibi kronik

hastaliklar1 olusturabilirler (Chai et al. 2004).

Genotoksik oOzellikteki kimyasal maddelerin bircogu da sitokrom P-450 enzimleri
vasitasiyla epoksit ve hidroksil tiirevlerine (ileri derecede mutajenik veya karsinojenik)
dontisiir. Bu doniisimden 6nce karsinojen veya mutajen Ozellikte olmayan kimyasal
maddeler, vuciitta metabolizma sonucu aktif karsinojen haline déniisiir ve ¢cok kuvvetli
elektrofilik 6zellik gostermelerinden dolay niikleofilik olan DNA molekiiliine kolayca

saldirip ¢ok sayida mutasyonun olusmasina neden olurlar (Petek 1999; Murray 2004).



Ornegin; aflatoksin B;, benzoaminopirin, bromobenzen gibi ksenobiyotik maddeler
karacigerde glutatyonu kendine baglar ve yapisindaki aromatik halkalar epoksidasyona
ugrar. Onlarin epoksitleri ve ara lriinleri elektrofilik 6zelliklerinden dolay1 hiicre
membranlarinda lipit peroksidasyonunu indiikler. Bununla birlikte bu bilesenler DNA
zincirlerinde mutajeniteye sebep olacak sekilde onunla reaksiyona girer. Bu yiizden

bir¢ok ksenobiyotik madde karsinojen olarak fonksiyon gosterir (Park et al. 2004).

Proliferasyon fazinda olmayan, duragan hiicrelerde, ¢ift sarmali olusturan iki DNA
zincirinin bu tiir kimyasal maddelerle baglanma egilimi yoktur. Ancak DNA sentezi
sirasinda iki zincir birbirinden ayrildiginda, DNA; karsinojenik ve mutajenik saldirilara

ozellikle cok duyarli hale gelir (Petek 1999).

Cogu endiistriyel aktivitelerin yan iiriinleri olarak dogal ortama verilen, mutasyona
sebep oldugu bilinen genotoksik kimyasal maddelerin belli baghh gruplan

asagidakilerden olugsmaktadir.

a) Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAHs): PAH’lar orijinal olarak yaglarin ve
biyolojik materyallerin piroliziyle ortaya ¢ikan bilesiklerdir. Tiitiinde, viskide, 1zgara et
de ve yanmasi tamamlanmamis komiir ve petrolde ortaya ¢ikar. Sitokrom P-450
tarafindan enzimatik olarak aktive edilmis PAH’lar, piirin bazlariyla, 6zellikle guanin
ile bag olustururlar. Bu baglanma sonucu sitozin ile baglanamaz, karsisina es olarak
timini alir (Giinalp vd 1992). Benzoaminopirin (B[a]P), dimetilbenzatrasen gibi
kimyasal maddeler prokarsinojen nitelikte polisiklik aromatik hidrokarbonlardir ve
sitokrom P-450 enzimlerinin (phase I detoksifikasyon enzimleri) hidroksilleme

reaksiyonlari ile etkin karsinojen maddelere doniistirler (Murray 2004).

b) Aromatik Aminler: Arilaminler olarak da adlandirilan bu maddeler boya igerisinde,
lastik ve petrokimya endiistrisinde kullanilir (Murray 2004) ve karsinojenik-mutajenik
ozellige sahip gevresel ve endiistriyel kimyasallarin en énemli sinifindan birini olusturur

(Josefina et al. 2004).



Bu maddeler DNA ile baglanamazlar, N-hidroksil gruplarinin siilfatlanmasina ve
asetilasyonuna sebep olurlar. Bu iiriinler DNA’nin guanin bazlari ile reaksiyona girerler.
Boylece guaninin yanlis eslesmesine sebep olurlar. 2-asetilaminofluoren (2AF), N-
metil-4-aminbenzen (MAB) mutajenik ve karsinojenik etkiye sahip 6nemli kimyasal
aromatik aminlerdir (Murray 2004). 2-asetilaminofluoren ve 2-aminoanthracene gibi
aromatik aminler nitro grubu radikal anyonlarin olusumunu saglayan indirgeme prosesi
dolayistyla mutajeniktir. Nitro ve amino grubu heterosiklik bilesikler; mutajenik
hidroksi amin bilesiklikleri ve nitro iyonlar1 iireten N-asetil ve O-asetiltransferazlar,
sitokrom P450 monooksigenazlar, nitrorediiktezlar tarafindan metabolize edilebilirler

(Beudot 1998).

¢) Deaminasyon yapan ajanlar: Tiitsiilenmis et ve baliklarda, ayrica, gidalarda koruyucu
olarak ilave edilmis nitritlerle birlikte, dogal aminler olarak DNA icin tehlike
olustururlar. "Amino" grubu iceren bazlarla reaksiyona girerek, DNA bazlarinin,
"Amino" gruplarini deamine eder ve baz siralamalarinda bozukluga neden olurlar.
Ornegin; boyle bir etki, adenini —hipoksantine, sitozini—urasile, guanini—>ksantine
kolayca dontistiirebilir. Boyle bir durum; adenin yerine ge¢cmis hipoksantinin 6zgiil

olarak sitozin ile baz ¢ifti olusturmasina sebep olur (Nitroz asit- HNO;) (Petek 1999)

d) Alkilleyici ajanlar: Hardal gazi, polivinil klorid, kiikiirt ve nitrojen mustard,
etilenoksitler ve daha az toksik olan etil-metan-sulfonat bu gruba girer.
EMS(etimetanosiilfonat), =~ MMS(metilmetanosiilfonat), = NG(nitroguanidin)  gibi
alkilleyici bilesikler, niikleotitlerin amino ya da keton grubuna —CH3 ya da —CH3-CH2
gibi bir alkil grubunu verirler. Ozellikle G’nin O° ve N’ pozisyonlarina etil ya da metil
grubu sokarak glikozid bagin1 gevsetir ve G’nin ayrilmasina neden olabilir. Ayrica
EMS, G’nin 6.pozisyonuna etil grubunu vererek (O-6-alkilguanin) timinle eslesmesine
ve bu degisiklik sonucu bir sonraki DNA sentezinde GC — AT (transisyon)
degisikligine yol acarlar. Dolayisiyla bu etkenler; depiirinasyon, zincir kirilmasi,
transisyon ve transversiyon tipinde nokta mutasyonlarina neden olabilmektedirler (Sekil

2.1) (Petek 1999).



e) Interkalasyon yapan ajanlar: Akridinler (proflavine, acriflavine, acridin orange).

Akridin boyalart C-G—A-T veya A-T—T-A seklinde transversiyonlara yol acarlar.
Ayrica c¢ift sarmal DNA’nin bazlar1 arasina girerek (intercalating) seker-fosfat
omurgasint bozabilmektedirler. Bu bilesikler DNA’da niikleotit eksilmesine ya da
artmasina bdylece DNA diziliminde c¢er¢eve kaymasina neden olabilen mutajenlerdir.
Bunlar rekombinasyon esnasinda bir zinciri kopan DNA molekiiliine baglanarak,

zincirlerin onarilmasinda yanlisliklara da neden olurlar (Sekil 2.1) (Petek 1999).

f) Baz analoglari: 5.Bromurasil; bu baz timine ¢ok benzediginden DNA eslesmesi
strasinda timin yerine kullanilabilir. Timinden tek farki 5. karbona bagli metil grubunun
yerine brom atomu bulunmasidir. Urasilde ise ayni yerde bir hidrojen atomu bulunur.
Hidrojenin bromla yer degistirmesinden meydana geldigi i¢in S5.bromurasil olarak
adlandirilir. 2 Aminopiirin; bu madde adenine ¢ok benzer. Bu molekiil amino formunda
iken timinle ¢ift olusturur (2AP-T). 2AP, nadiren bir "Imino"formunda bulunabilir ve
bu durumda iken sitozinle arasinda tek hidrojen bagi olacak sekilde ¢ift olusturabilir
(2AP-C). Bunun sonucunda, gen iizerinde A-T ¢iftleri yerine 2AP-C olusur. Boylece
A-T yerine G-C ge¢mis olur (Petek 1999).

2.2.3.b. Fiziksel mutajenler

a) Sicaklik derecesi ve pH: Yiiksek sicaklik, molekiillerin kinetik enerjilerini artirmak
suretiyle mutasyonlara sebep olur. Ozellikle piirin bazlarinin uzaklasmasi ile
depiirinasyona neden olurlar. Ortamin pH derecesi de molekiiller arasi etkilegsmelerde
ve Ozellikle tautomerik doniisiimlerde rol oynar. Bunlar da depiirinasyona sebep olurlar

(Petek 1999).

b) Isinlar: Iyonizan 1sinlar; mutajenik ve karsinojenik etkiye sahiptir. Mor dtesi 1sinlar,
pirimidin  dimerlerinin olusmasina neden olabilir. Karsilik gelen bazlarin
uzaklastirilmasi ile piirinsiz veya pirimidinsiz bolgeler olusabilir, tek veya cift zincir

kiriklar1 veya zincirler arasinda ¢apraz baglanma goriilebilir (Sekil 2.1). X ve y 1sinlari,



DNA iizerindeki dogrudan etkilerinin yan1 sira (delesyon ve insersiyonlar, zincir
kiriklar1 v.b.), dokularda serbest radikallerin olusmasina neden olur (Murray 2004). Bu
serbest radikallerde DNA’da bazlarin hasarina ve baz ile deoksiriboz seker arasindaki

glikozid bagini kirarak piirinsiz bolgelerin olusmasina yol agabilmektedir.

Non iyonizan isinlar, UV isinlarinin DNA {izerindeki fotosimik etkisidir. DNA
molekiiliindeki pirimidin bazlar arasinda "dimerler"olusturur. Yapilan incelemeler U.V.
isinlarinin, DNA’nin ayni poliniikleotid zinciri iizerindeki primidinler arasinda da
baglanmalar olusturdugu gibi, karsilikli iki zincir iizerindeki primidinler arasinda da

olusturabilecegini gostermistir (Sekil 2.1) (Petek 1999).

2.2.3. Deneysel mutasyonlar:

Bilindigi iizere spontan mutasyonlar ¢ok seyrek olarak, ortalama 1/1.000.000 ihtimalle
meydana gelmektedir. Arastirmacilar ¢esitli 1sinlar, radyoaktif maddeler, kimyasal
maddeler v.s. gibi mutajenleri canlilara tatbik ederek mutasyonlarin frekansini artirir ve
bunlardan yararlanarak genetik mekanizmanin isleyisini aydinlatmaya calisirlar

(Bahgeci 2002).
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Sekil 2.1. DNA iizerinde mutasyonlarin ve mutajenik ajanlarin gosterilmesi



2.3. Antimutajenite ve Tibbi Bitkilerin icerdigi Onemli Antimutajenik Bilesikler

Antimutajenite; mutajenik maddelerin mutajen veya kanserojen etkilerinin ortadan
kaldirilmas: veya  bunlarin DNA ile etkilesimlerinin Onlenmesidir. Genellikle
antimutajenik maddeler etki etme sekillerine gére desmutajenler ve biyoantimutajenler
olmak iizere ikiye ayrilir. Mutajenin DNA’nin yapisina katilmasindan sonra DNA
replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinin isleyisini diizenleyerek mutagenezisi
azaltan maddeler biyoantimutajenik maddelerdir. DNA polimeraz I ve DNA polimeraz
III sentezini artirmak, error- prone DNA tamir mekanizmasini engellemek, error- free
DNA tamir mekanizmasini gelistirmek bioantimutajenlerin etkiledikleri 6nemli
mekanizmalardir. Mutajen ajanlarin hiicreye girisini bloke eden yani DNA’nin yapisina
dahil olmadan onlar1 inaktif hale getiren antimutajenik maddeler ise desmutajenler
olarak tanimlanmaktadir. Ajanlar1 bloke etme, nitrosation reaksiyonlarini engelleme,
serbest radikalleri (ROS- reaktif oksijen tiirleri) giderme, devre I ve devre II
detoksifikasyon enzimlerinin modiilasyonu baslica etki mekanizmalaridir (Nakasugi et

al. 2000)

Bitkiler; fenolik bilesikler (fenolik asit, flavonoid, quinonlar, koumarinler, taninler),
nitrojen Dbilesikler (alkaloidler, betaalaninler, aminler), vitaminler, terpenoidler
(karotenoidler) ve antioksidant aktivite bakimindan zengin olan bazi endojen
metabolitler icerebilirler. Epidemiyolojik arastirmalar boyle antioksidant bilesiklerin
anti-inflamatuvar, anti-arteriosklerotik, antitimor, anti-mutajenik, antikarsinojenik,
antiviral, antibakteriyal aktivitelere cok veya az Olclide sahip oldugunu gostermistir

(Chai et al. 2004).

Antimutajenik  6zelligi bilinen sekonder metabolitlerin en Onemlileri asagida

stralanmustir;



2.3.1. Polifenoller

Fenolik bilesikler veya polifenoller aromatik halkalarinda bir veya daha fazla sayida
hidroksil grup iceren bilesiklerdir ve biiyiik bir kismi hidrofiliktir. Meyvelerde ve
sebzelerde bol bulunan fenolik bilesikler birgok besin ve igecegin tadinin, lezzetinin,

renginin kaynagini olusturur (Moss 1993).

Fenolik bilesiklerin sahip oldugu antioksidant aktivite esas olarak metal selatlama,
singlet oksijen giderme, hidrojen verici ve indirgeyici ajan olarak davranmalarini
saglayan redox oOzelliklerinden kaynaklanir (Ancos et al. 2000). Ayrica fenoller ROS
radikallerini siipiiriicii 6zellige sahiptir ve bu 6zellik fenolik molekiiliin aromatik halkasi
tizerindeki hidrojen-donating hidroksil gruplarin  pozisyonuna-sayisina, fenolik
hidrojenlerin mevcudiyetine ve hidrojen vererek olusan fenoksi radikallerinin kararl

hale gecebilmesine baghdir (Silva et al. 2000; Chai et al. 2004).

Polifenollerin antimutajenik ve antikarsinojenik etkiye sahip oldugunu gosteren cok

onemli calismalar yapilmistir.

2.3.2. Flavonoidler

Flavanoidler bir asirdan fazladir bitki pigmenti olarak bilinmekte olup bitki orijinli
biitiin besinlerde bol miktarda bulunan oldukc¢a genis olan polifenolik bilesikler grubuna
dahildir ve bitkilerin herhangi yerinde olusabilirler (Wenzel 2004, Chai et al. 2004;
Galati and O’Brien 2004). Dogal olarak olusabilen 4000 farkli flavonoid tanimlanmistir
ve bu say1 giderek artmaktadir (Galati and O’ Brien 2004).

Flavonoidlerin (galangin, kaempferol, quercetin, myricetin, fisetin, morin, catechin,
rhamnetin, rutin v.b.) bircok biyolojik aktiviteyi diizenledigi belirlenmistir;

- bakterisit etkiye sahiptir,



- mitokondrial suksinooksidazi engelleyebilmesi ve biyotransformasyon enzimlerinin
diizenleyicisi olarak gorev almasindan dolay: antitiimor ajan olarak davranir,

- lipit sistemlerde antioksidant olarak gorev alir dolayisiyla diisik yogunluklu
lipoprotein  oksidasyonunu engelleme, ROS’un giderilmesi, demir selatlama
Ozelliklerine sahiptir. Prekarsinojenlerin biyotransformasyonunda gerekli olan enzimleri
inhibe eder (Silva 2000),

- redox-aktif metalleri igeren sistemlerde prooksidant olarak davrandiklar
gosterilmigstir. O, varliginda, demir ve bakir gibi transisyon metaller DNA, lipidler,
diger biyolojik molekiillere zarar verebilen fenoksi radikaller ve ROS olusumunu
yoneten fenoliklerin redox dongiisiinii katalizler (Galati and O’Brien 2004).

- A,B ve C halkalarinda amino grubu tasiyan bir¢cok flavonoidin antineoplastik ajan
oldugu rapor edilmistir. Dahasi; farkli mutajen tiirleri kullanilarak yapilan Ames
testinde antimutajenitesi kanitlanmistir.  3-hidroksiflavonolun, B(a)P ve diger
hidrokarbonlar tarafindan indiiklenen mutajeniteyi inhibe ettigi rapor edilmistir.
Edenharder ve ark. heterosiklik aminlere kars1 4.pozisyonda fonksiyonel bir karboksil
grubu igeren flavonoidlerin antimutajenik aktivitede son derece onemli rol olduklarini

rapor etmistir (Beudot ef al. 1998).

2.3.3. a-Tokoferol

Vitamin E sekiz bilesikli bir gruptur (o, B,9,y tokoferol ve a, 3,8,y tokotrienol). Bunlar
doygunluk ve yapilarindaki metil gruplarinin yerlesimine gore farklilik gosterir.

Viicudumuzda en baskin bulunan formu a-tokoferoldur (Lodge 2005).

a-Tokoferol serbest radikal reaksiyonlarin yayilimini engelleyen zincir kiric1 6zellige
sahip bir antioksidant ve yagda eriyebilen 6nemli bir vitamindir (Ramanathan et al.

2005).

Bazi formlarinin (vitamin E succinate, tocotrienol) insan kanser hiicrelerinde

antiproliferatif etkiye sahip oldugu ve yine bazilarinin da normal insan hiicrelerinde



degil de kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi rapor edilmistir (Cameron et al.

2003).

2.3.4. Askorbik asit

Askorbik asit (vitamin C), etkili serbest radikalleri toplayic1 ozellige sahip bir
antioksidanttir ve bilinen bir¢ok mutajene karsi antimutajenik etkisi gosterilmistir

(Gentile et al. 1998).

Askorbik asit; o-tokoferolun rejenerasyonunu katki sagladigi gibi hiicresel zarari
indiikleyen serbest radikalleri yavaslatmada giiclii bir savunma hatt1 olusturdugu icin
onemli bir rol oynar. Askorbik asit insan kolon kanseri hiicrelerinde yetersiz mismatch
onarim sisteminde spontan mutasyon oranmni azalttigi gozlenmistir. Baglangic
safhasinda hiicre siklusunu diizenleyen proteinlerdeki mutasyonlar vasitasiyla tetiklenen
karsinogenesisin en son evresinde, kolorektal adenomlu hastalara vitamin C,E,A’nin
ilave edilmesiyle prekanserojen sartlarin belirleyicisi olabilen hiicre kinetikslerindeki
anormallikleri indirgedigi 6nemli bir nottur. Ancak yiiksek oranda vitamin C’nin alinimi
apoptozisi indirgedigi i¢in adenomlu hastalarda kontrendike olabilmektedir (Wenzel et

al. 2004)

2.3.5. Karotenoidler

Koruyucu o0zelligi bilinen besin faktorleri arasinda karotenoidler Onemli bir yer
tutmaktadir. Sar1 ve turuncu renkteki sebze ve meyveler kadar yesil bitkilerde de bol
miktarda bulunmakta ve genis dagilim gostermektedirler. Domates, havug, portakaldan
elde edilen c¢esitli karetonoid fraksiyonlarinin antimutajenik etkileri (hidrokarbon
karotenoidleri, ksantofiller, karotenoid esterleri) iki farkli mutajenle indiiklenmis
Salmonella TA98 ve TA100 suslar1 lizerinde arastirilmis ve tiim bu fraksiyonlarin

antimutajenik etki gosterdikleri kanitlanmistir ( Raucher ef al. 1998).



2.4. Kisa Zamanh Mutajenite Test Sistemleri

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak icin en akillica yaklagim
deney hayvanlarinda tiimér indiiksiyonudur. Bu testlerde, kimyasal maddelerin
uygulanmasiyla, deney sonuglarinin alinmasi arasinda gecen siirenin olduk¢a uzun
olmasindan dolay1 bunlara "uzun zamanh testler" adi verilmistir. Uzun zamanli test
sistemlerinin kullanilmas1 istenen bir durum olmakla birlikte, deney hayvanlarina
kimyasal verildikten sonra, bu hayvanlarda timor olusmasi olduk¢a zaman almakta ve

bu testlerin maliyeti yiiksek olmaktadir (Petek 1999).

Bu nedenle arastiricilar, karsinojenite taramalarina esas olabilecek kisa zamanda sonug
verebilen ve diisiik maliyetli bircok kisa zamanli mutajenite test sistemleri
gelistirmislerdir (Mortelmans and Ziger 2000). Bu testler kimyasal maddelerin
mutajenik etkilerini belirlemeye yoneliktir. Denemeler veya seri halindeki genotoksik
testler; mutasyonlar (genlerin bloke edilmesine veya tek gen degisikliklerine neden olan
mutasyonlar1), klastojenisity (yapisal kromozom aberasyonlari), andploidi (sayisal
kromozom aberasyonlari) olmak iizere insandaki hastaliklarla baglantili genetik zararin
lic biiyilik son noktasi iizerine etkileri degerlendirmek i¢in gelistirilmistir (Rovado et al.

2004).

Karsinojenlerin taranmasinda mutajenitenin esas alinmasi, iki 6nemli nedene dayanir:
e Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusu,

e Karsinojenite ile mutajenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusu (Akin 1990).

Kisa zamanli test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlari, bakteriyel testlerdir.
Bakteriler, basit iireme ortamlarinda hizla iirediklerinden, basit, cabuk ve ucuz
uygulanabilir olmalarindan dolay1 bakteriyel testler tercih edilmektedir (Mortelmans

and Ziger 2000).



Cizelge 2.1. Mutajenitenin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanl test sistemleri ve
bunlarin dayandig1 genetiksel ve biyokimyasal yollar (Akin 1990)

Kisa zamanl testler Izlenen genetiksel/biyokimyasal yollar
1.Salmonella typhimurium Histidin okzotroflar1
2.Escherichia coli Arjinin-triptofan okzotroflar

Profaj indiiksiyonu
Onarim  eksikligi  olan  suslarin

bliyiimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi
3. Bacillus subtilis DNA onarimi hatali suslari
4. Neurospora crassa Adenin okzotroflari
5. Cin hamsteri ovaryum HGPRT (Hipoksantin guanin

fosforilbozil transferaz ) ve akciger

hiicreleri ile lokusunda mutasyonlar

6. Fare karaciger epitel hiicreleri 8-Azaguanine direnglilik

7. Drosophila melanogaster Kromozomal hatalar

8. Suriye Hamsteri embriyo hiicreleri Morfolojik transformasyonlar

9. Cin Hamsteri hiicreleri,Insan Kromozomal hatalar
periferal lenfositleri Kardes kromatit degisimi

10. HeLa hiicreleri, fare hepatositleri,

insan deri fibrolastlari Programsiz DNA onarimi

11. In vivo DNA sentezi Hata sikliginin artmasi

12. Sogan ve fasulye kok hiicreleri Kromozom anormallikleri




2.4.1. Salmonella- mikrozom mutajenite test sistemi

Dr.B. Ames tarafindan gelistirilmis ve Ames testi olarak adlandirilan Salmonella-
mikrozom test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda en
yaygin olarak kullanilan, test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve
mutajen karsinojen etkisi en i1yi bilinen kimyasallarla gegerliligi en fazla kabul edilmis,
kisa zamanli1 bakteriyel test sistemlerinden bir tanesini olusturmaktadir (Mortelmans and
Ziger 2000). Bu sistem; sitokrom P-450 enzimlerini iceren memeli karaciger post
mitokondriyal siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda, okzotrofik, histidin
aminoasitine ihtiya¢ duyan, mutant, Salmonella typhimurium test bakterileri

kullanilarak yapilmaktadir (Jorgensen et al. 1987)

Salmonella- mikrozom testi, basta Amerika Bilesik Devletleri ve Japonya olmak iizere
bir¢ok iilke tarafindan kullanilmaktadir. Bu test sisteminde kullanilan Salmonella
typhimurium bakterisinin LT2 atasal susundan in vitro mutasyonla elde edilen
Salmonella typhimurium his" mutantlari, his operonunun degisik bolgelerinde degisik
birer mutasyon igerir. Sa/monella-mikrozom testi ile kimyasal maddelerin, bu test
suslarmi his’ revertantlar1 haline doniistiirme 6zellikleri saptanmaktadir (Mortelmans
and Ziger 2000). Salmonella-mikrozom testi baslica iki varsayima dayanmaktadir.
Bunlardan birincisi, bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek mutasyona neden olan
ajanlarin, insan dahil diger tiirlerde de muhtemel mutasyonlara yol agma yeteneginde
olabilecekleridir. Bu konudaki ikinci varsayim, mutajenite ile karsinojenite arasindaki

korelasyonun yiiksek olusudur.

Salmonella/ mikrozom testinin kullanima baglandig1 1975 yilindan 1982 yilina kadar
gecen siire i¢inde, bes binden fazla kimyasal maddenin mutajenik etkileri arastirilmistir.
Bu test sisteminde, karsinojen olarak bilinen 179 madde teste tabi tutulmus ve
bunlardan 156’simnin (%87°si) mutajenik oldugu bulunmustur. Ayni sistem 117
karsinojenik olmayan maddeyi de %86’lik bir basar1 ile nonmutajenik olarak
siiflandirmistir. Bu degerden anlasilacag: gibi Salmonella/mikrozom testi, karsinojenik

maddelerin %13 ilinii mutajenik etkili olarak saptayamamaktadir. Diger taraftan ayni



test, nonmutajenik maddelerinde %14’inii mutajenik olarak tanimlamaktadir (Akin
1990). Ames test sistemi ayn1 zamanda, kimyasallarin mutajen veya kanserojen
etkilerini ortadan kaldiran, bu kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini Onleyen
antimutajenlerin ve antikanserojenlerin tayininde de kullanilmaktadir (Shamberger et al.

1979; Rosin and Stich 1978-1979; Alekperov et al. 1986; Victorin et al. 1987).

Kimyasal kanserojenler veya bunlarin metabolitleri DNA’ya kovalent olarak baglanirlar
(Miller and Miller 1976). Bu temel iliski Salmonella—mikrozom test sistemi
antimutajenlerin arastirilmasini saglamaktadir. Bir ¢ok dogal ve sentetik bilesiklerin bu
test sistemiyle kanserojenlerin genotoksik aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir

(Rosin and Stich 1979; Bahttachariya et al. 1987).

Mutajenite testlerinde kullanilan Salmonella typhimurium mutant suslarimin genetik

ozellikleri asagida verilmistir:
2.4.1.a.Histidin gereksinimi

Salmonella/mikrozom mutajenite test sisteminde kullanilan her test susu, histidin
operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar ya DNA’daki
tek bir bazin degismesiyle ortaya ¢ikan baz degismeleri yada c¢ikarilmasi ile kendini
gosteren  g¢erceve kaymasi mutasyonlaridir. Test edilen bilesigin neden oldugu
mutasyonun esas mekanizmasi, molekiiler diizeyde bu suslarla gosterilebilir

(Mortelmans ve Zeiger 2000)
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Sekil 2.3. Kimyasal olarak histidin olusumu




Salmonella typhimurium his™ (histidin gerektiren) mutantlarin DNA baz dizisi
analizleri yapilarak mutasyonlarin yerleri ve karakterleri saptanmistir. S.
typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 suslarindan saptanan His G46
mutasyonu, histidin biyosentezindeki ilk enzimi kodlayan his G iizerindedir. Bu
mutasyon, his G geninde, losin aminoasidin kodonu olan —-GAG-, -CTC-, yerine
prolin aminoasitinin kodonu olan -GGG-, -CCC-‘nin gelmesine neden olur. S.
typhimurium TA100 ve S. typhimurium TA1535 ilizerinde meydana getirilen ve
baz ¢ifti degisimine neden olan mutasyon, yine baz ¢ifti degisimine neden olan

mutajenler tarafindan geri dondiiriiliir (Mortelmans ve Zeiger 2000).

vuild-type his &6 mutant rewe rtant

s CGAG: @0 CEL-
-CTE- -FAG- -CTE-

mREMA  -CUC- -CCLC- -CUE-
Frotein -lew -pri- lew

Sekil 2.4. Histidin G46 mutasyonu

His D3052 mutasyonu, S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA1538 suslarinda
bulunur ve histidin biyosentezindeki son enzim olan ve histidinolii histidine c¢eviren
histidinol dehidrogenazi kodlayan his D geni iizerindedir. His D 3052 mutasyonu
cergeve kaymasi tipinde bir mutasyon olup, tek bir niikleotidin eksikligi (gerceve
kaymasi) sonucu olugmustur. His D 3052 mutasyonu, His D geni icinde, -
GCGCGCGC-, CGCGCGCG- dizimi olan, 8 kere tekrarlanan GC dizisine sahiptir ve
bu dizi -1 gerceve kaymasi mutasyon bdlgesinin yaninda bulunmaktadir (Isono and
Yourna, 1974). S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA1538 suslari, gerceve
kaymasi tipi mutasyonlara neden olan mutajen maddelerle tekrar his® hale geri

donistiirilmektedir (Mortelmans ve Zeiger 2000).

CECGLEIGE -
—GLGCGRGE -

Sekil 2.5. Histidin D3052 mutasyonu




His G428 mutasyonu S.typhimurium TA102 ve TA104 susunda bulunan bir ochre
mutasyonudur. Bu mutasyon TA102 susunda pAQ1l plazmidi {izerinde tasinirken
TA104 susunda kromozom iizerinde taginmaktadir. Bu mutasyon oksidatif hasara sebep

olan mutajenlerle geri dondiiriilebilir (Mortelmans ve Zeiger 2000)

wild-type his G428 mitant  revertanit

DN&  TTCGTT-CTC-  .TTCATT-CTG  -TTCETT-GTE-
AAG-UARGAD anpTas GAG-  -AAG-BAA GAG

MRNA -AAD-CARGAG:  pan s GAG-  -AAG-CA&GAG-
Protein  -lye-gln-glu- yg-5TOF -lyE-gln-glu-

Sekil 2.6. Histidin G428 mutasyonu

Baslangicta gelistirilen his” mutantlarin ¢esitli kimyasallara kars1 duyarliligini artirmak

i¢cin bu susglara asagida bahsedilen baz1 mutasyonlar eklenmistir.
2.4.1.b. rfa mutasyonu

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini kodlayan genlerde
meydana gelir. rfa mutasyonu, bakteri yiizeyini kaplayan lipopolisakkarit bariyerinin
kismen yok olmasina neden olur ve sonugta normalde hiicre duvarindan gegcemeyen
biiylik molekiillerin memeli hiicrelerinde oldugu gibi hiicreye girisi kolaylastirilir.
Salmonella/mikrozom testinin amaci, kimyasal maddelerle bakteri DNA’sin1 karsi
karsiya birakmak ve mutasyon yapabilme ozelliklerini saptamaktir (Mortelmans and

Zeiger 2000).



2.4.1.c. uvrB mutasyonu

DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma (excision repair) gorevini iistlenen enzimi
kodlayan uvrB geninin delesyonu ile olusmustur. uvrB mutasyonu, bircok mutajenin
ortaya ¢ikarilmasinda duyarliligin artmasina neden olur. Ancak, teknik nedenlerden
otilirii bu delesyon ile birlikte istenmeden, biyotin ve nitrorediiktaz enzimini kodlayan
chl genleri de delesyona ugramistir. Nitrorediiktaz enzimi, nitrofurojone ve furilfuramid
gibi bircok nitro grubu kanserojenlerin aktivasyonuna olanak vermekte ve tayin
edilebilmelerini saglamaktadir. Bu kanserojenlerin Sa/monella mutasyon testinin tayin
edilebilmeleri i¢in memeli nitrorediiktaz enzimine gerek duyulmaktadir (Mortelmans
and Zeiger 2000). Biyotin (bio) geni ise vitamin H denilen biyotinin sentezinden
sorumludur (Mortelmans and Zeiger 2000). Biyotin geni, delesyona ugradigindan, test

bakterilerinin iireyebilmesi i¢in ayrica biyotin vitaminine gerek vardir.

2.4.1.d. R faktori

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. tyhpimurium TA1538 ve TA1535
suslarina, ampisiline direnclilik geni tasiyan pkM101 R faktorii plazmidinin
eklenmesiyle S. tyhpimurium TA 98 ve TA100 suslart elde edilmistir (Mortelmans and
Zeiger 2000). R faktorii plazmidi igeren suslarin mutajenik oldugu gosterilmis ajanlara
kars1 cevaplari, plazmidi icermeyen suslara gore oldukca yilikselmistir. Plazmit iceren
yeni suglar, gercekte mutajen Ozellikte olup da orijinal suslarla zayif ya da mutajen
olmayan ajanlara karsi net bir pozitif cevap vermisglerdir. pkM 101 plazmidi bu suslarin
daha duyarli olmasindan sorumlu olan hata orani yiiksek (error-prone repair) onarim
sistemiyle baglantili gen iirlinleri igermektedir. Daha sonraki yillarda, mutajenik
ozgilligi S.tyhpimurium TA 1537 ile ayn1 olan, ancak pkM 101 plazmidi tasidig: igin
cerceve kaymasi mutajenlerine karsi ondan daha duyarli olan S.&yhpimurium TA 97
susu gelistirilmistir (Mortelmans and Zeiger 2000). Oksidatif mutajenleri belirlemek
amaciyla ile de, yeni bir sus olan S.tyhpimurium TA102 susu gelistirilerek kullanima
sunulmustur. Bu susta hisG 428 mutasyonu ve bir tetrasiklin direnclilik geni tasiyan

pAQIl plazmidi bulunmaktadir. Ames testine daha sonra sican karaciger 9000xg



supernatantini1  ve kofaktorlerini igeren aktivasyon sistemi eklenerek memelilerdeki
biyotransformasyon olaylarinin benzeri saglanmaya calisilmistir (Mortelmans and

Zeiger 2000).



Cizelge 2.2. Salmonella/ mikrozom test sisteminde yaygin olarak kullanilan test strainlerinin genotipleri (Mortelmans ve Zeiger

2000).

Sus Histidin Mutasyonu LPS Onarim pKM 101 Mutasyonun Niteligi
TA1535 his G46 rfa uvrB - AT—GC transisyon
TA1537 his C3076 rfa uvrB - C...... C yaninda +1
TA1538 his D3052 rfa uvrB - CG...... CG yanindan -1
TA98 his D3052 rfa uvrB + CG yanindan -1

TA100 his G46 rfa uvrB + AT—GC transisyon
TA97 his D6610 rfa uvrB + CCC yanma +4

TA102 PA Q1 his G428/Ahis  |rfa uvrB + GC ochre AT




2.4.1.e. S9 fraksiyonu (Metabolik aktivasyon sistemi)

Aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bazi kanserojenik kimyasallar
aktif formlarina metabolize edilmedikleri miiddetce biyolojik olarak inaktiftirler
(Mortelmans and Zeiger 2000). Yani prokarsinojenler mutasyona neden olan DNA’ya
kovalent olarak baglanma yetenegindeki elektrofilik bilesiklerin  enzimatik
transformasyonuna kadar inaktif halde kalir (Hakura et al. 1999). Insanlarda ve yiiksek
yapili canlilarda bulunan P450 sitokrom aktivasyon sistemi bu enzimleri metabolize
edebilme yetenegindedir. Sitokrom P450 aktivasyon sistemi akciger ve bobreklerde ¢ok

diisiik, karacigerde ise yiiksek diizeyde bulunmaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000).

Ames testinde kullanilan bakteriler bu sisteme sahip olmadigi i¢in memeli exogenous
organ aktivasyon sisteminin test kimyasallar1 ve bakterilerle birlikte petri platelerine

ilave edilmesi gerekir.

Metabolik aktivasyon sistemi; fenobarbital, 5,6- benzoflavon veya karaciger enzim
aktivitesini indiikleyen Aroclor 1254 ile beslenen sican karacigerden elde edilir

(Mortelmans and Zeigers 2000).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Antimutajenite potansiyeli arastirilan bitki ekstraktlar

3.1.1.a. Bitkilerin toplanmasi ve adlandirilmasi

Artemisia absinthium, Achillea millefolium, Helychrysum pilicatum, Nepeta racemosa,
Origanum vulgare, Salvia nemerosa, Salvia verticillata, Salvia limbata’nin yetistigi
lokaliteler ve ¢igeklenme donemleri tespit edildi. Bitkilerin teshisine yardimci olacak
farkli boyutlardan fotograflari ¢ekildi. Orneklerin toprak {istii yapilar1 (gévde, yaprak
ve cicek) ilgili lokalitelerden toplandi. Arazide gerekli notlar tutularak bitkilerden tip
ornekler tanilamak icin ayrildi. Toplanan bitkiler temiz torbalara konarak kurutulma
isleminin yapilacagi yere getirildi. Adlandirma isleminde, temel kaynak olarak, DAVIS
(1988)’in “Flora of Turkey and The Aegean Island” adli eserinden yararlanildi. Teshis
islemleri, Meryem SENGUL (Atatiirk Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii) tarafindan yapildi. Tiirlerin adlandirilmasindan sonra bitkilerin herbaryum
icin gerekli olan, toplandig1 habitat, ylikseklik, toplama tarihi, toplayici adi ve numarasi
bilgileri not alinarak herbaryum numaralar1 verildi. Teshis edilen tiirlerin 6rnekleri
Atatiirk Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu'nda (ATA
Herbaryumu) mevcuttur. Calisilan bitkilerin adlar1 ve toplandiklar1 lokaliteler asagida

verilmistir.

*Achillea millenfolium
A8 Erzurum-Bayburt arasi, taslik ve yamag yerlerden 17.06.2004 ve 20.06.2005
tarihlerinde toplanmistir (ATA HERB 9789).



*Artemisia absinthium
A8 Askale- Kop Dagi arasi, taslik ve yamag yerlerden 17.06.2004 ve 20.06.2005
tarihlerinde toplanmistir (ATA HERB 9578).

*Helychrysum pilicatum
A8 Askale- Kop Dagi arasi, taslik ve yamac yerlerden 17.06.2004 ve 20.06.2005
tarihlerinde toplanmistir (ATA HERB 9562).

*Nepeta racemosa
A8 Askale- Kop Dagi arasi, taslik ve yamag yerlerden 17.06.2004 ve 20.06.2005
tarihlerinde toplanmistir (ATA HERB 9632).

*Origanum vulgare
A8 Oltu- Erzurum arasi, tashk ve yamag¢ yerlerden 10.06.2004 vel7.06.2005
tarihlerinde toplanmistir (ATA. HERB. 9731).

* Salvia nemerosa
A8 FErzurum-Pasinler ve Erzurum-Dumlu arasi, tashk ve yamag¢ yerlerden

08-09.07.2004 ve 03-04.07.2005 tarihinde toplanmistir (ATA.HERB 9775).

* Salvia limbata
A8 Oltu- Erzurum ve Tortum-Uzundere arasi, taglik ve yamag yerlerden 14-15.06.2004
ve 19-20.06.2005 tarihlerinde toplanmustir (ATA.HERB 9776).

* Salvia verticillata
A8 Erzurum-Bayburt ve Tortum-Uzundere arasi, taslik ve yamac yerlerden

12-13.06.2004 ve 18-19.06.2005 tarihlerinde toplanmistir (ATA.HERB 9777).



3.1.1.2. Bitkilerin Kurutulmasi ve Sekonder Metabolitlerin Eldesi

Toplanan bitkiler dogrudan giines 15181 almayan ve hava akimi bulunan serin bir
ortamda kurutuldu. Kurutulan bitkiler 6giitiildiikten sonra oziitleri hazirlandi. Bunun
i¢in artan polariteye gore oziitleme yontemi kullamldi. Ogiitiilmiis bitkisel materyal
soxalet ile Oncelikle hekzan ile 16-18 saat daha sonra da diklorometan ile 6 saat
oziitlendi. Boylece non-polar kisimlar, hekzan ve diklorometan fazlar1 ayrildi. Son
asamada ise metanol ile 6ziitlenip su ve kloroform fazlarina ayrildi. Boylece non-polar
ve polar fazlar kademeli olarak elde edildi. Elde edilen dziitler evaparator yardimi ile

¢oOziiciilerden ayrilarak kuru ve saf olarak buzdolabinda saklandi (S6kmen vd 1999).

3.1.2. Kullanilan test suslari

Calismada kullanilan Salmonella typhimurium TA1535, TA1538 mutant suslar1 ATCC
(The American Type Culture Collection-Georgetown University, Bacteria Department,

Washington,U.S.A)’den saglanmistir. (ATCC® Number: 29629, 29631)

3.1.3. Pozitif mutajenler ve kimyasal maddeler

Antimutajenite tayininde kullanilan pozitif mutajenler; sodyum azid(NaN3), 4-Nitro-1-
quinoline oksit Sigma’dan saglanmistir. Bacto agar, Difco nutrient broth, nutrient agar,
Difco’dan; Oxoid nutrient broth Oxoid’den; magnezyum siilfat (MgSQs), sodyum
amonyum fosfat (Na ,NH ,POj,), D-glukoz, L-histidin, D-biyotin, sodyum klorit (NaCl),
L- histidin.HCI, sodyum fosfat (Na,HPO, -dibasic-anhidroz), kristal viyole Sigma’dan;
sitrik asit monohidrat, Merck’den; potasyum fosfat (K,HPOs-dibasic-anhidroz)
Fluka’dan; sodyum fosfat (NaH, PO4-monobasic-anhidroz), Riedel-de-Haén’den

saglanmstir.



3.1.4. Cahismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

Inkiibator (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)

Steril Kabin

Magnetik Karistirict (Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083)
Derin Dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN P07K-476316-PK)
Hassas Terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE, 8190NF)

Saf Su Cihaz1 (Ateks, 7x35, Eu)

Mini Karigtirict (IKA, U.S.A., M51, SN 03017581)

Shaker (Gerhardt Bonn, SWITCH, IP20, Thermoshake Typ2)
Vortex (IKA, U.S.A., MS2)

Mikrodalga firin (Argelik, TURKIYE, MD592)

Benmari (Memmert, Schwabach, 854)
pH Metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202)
U.V. Spektrofotometre (Shimadzu,RC 232C)



3.1.5. Stok cozeltiler ve besi ortamlari

Vogel-bonner medyum E ( 50xVB tuzlarr): Minimal glukoz agar (bottom-alt agar)’l

ortam i¢in kullanildi.

1000ml. icin

Distile su (yaklasik 50 °C) 650 ml
Magnezyum siilfat (MgSO,) 8,7¢g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat, dibasic, anhidroz, (K;HPO4) 500 g
Sodyum amonyum fosfat, tetra hidrat, (Na ;NH ,POy) 175 g

Belirtilen maddeler yaklagik 50°C’deki belli bir miktar saf su igerisinde, magnetik bir
karistirict lizerinde birinin tam olarak ¢dziindiiglinden emin olunduktan sonra digeri
katilmak suretiyle siirekli karistirilarak ¢oziiniir. Bu ¢oziinme islemi yaklasik bir saat
siirer. Sonra su miktart 1000ml tamamlanir. Cam tiiplere 20ml’lik hacimlerde dagitilir.

121°C’de 30 dk otoklav edilir ve karanlikta oda 1sisinda muhafaza edilir.

%10’luk Glukoz soliisyonu: Minimal glukoz agarli ortam i¢in hazirlandu.
1000 ml i¢in

Distile su 1000 ml

D-glukoz 100 g

Belli bir miktar distile su icerisine glukoz katilir ve magnetik karistiric1 iizerinde
karistirilarak ¢oziinmesi saglanir. Son hacim 1000ml tamamlanir. 50ml hacimlerde cam

tiiplere dagitilir ve 121°C’de 20dk otoklav edilir. +4°C’de muhafaza edilir.



Minimal glukoz agarh ortam: Antimutajenite deneylerinde bottom (alt) agar

olarak kullanildi.
1000 ml icin

Distile su 930 ml
Difco agar 15¢g

50xVB tuzlan 20 ml
%10’luk glukoz soliisyonu 50 ml

15gr agar tartilip 2 litrelik erlene konulduktan sonra iizerine 930ml distile su ilave edilir.
Karisim otoklavda 121°C’de 30dk otoklav edilir. Otoklavdan ¢ikarilir, yaklagik 45-
65°C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine daha 6nceden steril edilmis 20ml 50xVB
tuzlar1 ve 50ml %10’luk glukoz soliisyonu ilave edilir, hafifce karistirilir. Petrilere

yaklagik 25-30ml olacak sekilde dokiiliir. Oda sicakliginda saklanir.

0.5 mM Histidin/ Biyotin soliisyonu: Antimutajenite deneylerinde top (iist) agara ilave

edilmektedir.
1000ml i¢in
Distile su 1000 ml
p- Biyotin (MA.247) 124 mg
L— Histidin.HC1 (MA. 191.7) 96 mg

Kaynama sicakligindaki distile suya biyotin ve histidin ilave edilir ve manyetik
karistirict iizerinde ¢Oziinlinceye kadar karistirilir. 0,45uM membran filtre kullanarak

steril edilir ve 4°C’de saklanir.

Top (iist) agar: Alt agar (minimal glukoz agarl ortam) yiizeyine bakteri, mutajen,

bitki ekstrakti ve S9 mix veya buffer sollisyonunu yaymak i¢in kullanilmustir.
1000 ml i¢in

Distile su 900 ml

Agar 6g

Sodyum klorit ( NaCl) 6g



Karisim otoklavda 121°C’de 30dk steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

0.1 mM, pH 7.4 Sodyum fosfat buffer; S9 ilavesinin yapilmadigi, direkt mutajenler

kullanilarak gergeklestirilen antimutajenite ¢alismalarinda kullanilmistir.

1000 ml icin

Sodyum fosfat (NaH, POs-monobasic-anhidroz ) 120 ml
( 1000 ml distile suya 11.9 gr NaH, POy, ilave edilir.)
Sodyum fosfat (Na,HPO, -dibasic-anhidroz) 880 ml

( 1000 ml distile suya 12.6 gr Na,HPOy ilave edilir.)

Iki madde belirtilen miktarlarda karistirildiktan sonra dibasic sodyum fosfat kullanilarak
pH 7.4 olarak ayarlanir. Cam tiiplere dagitilarak 121°C’de 30dk otoklavda steril edilir,

oda sicakliginda saklanir.

Nutrient broth: Test strainlerinin gecelik kiiltiirlerinin eldesi i¢in kullanilmistir.
1000 ml icin

Distile su 1000 ml

Oxoid nutrient broth No: 2 23 g

1000ml distile su igerisine 23g nutrient broth (Oxo01d, No:2) ilave edilir. 50ml erlenlere
20ml olarak dagitilir, otoklavda 121°C’de 20dk steril edilir. Oda sicakliginda muhafaza

edilir.

Nutrient agar: Tek koloni eldesi, test strainlerindeki rfa mutasyonunun tespiti ve
bakterilerin canliliginin kontrol edilmesi amaglar1 i¢in kullanilmistir.
1000 ml i¢in
Distile su 1000 ml
Difco nutrient agar 28 ¢



1000ml distile su igerisine 28g difco nutrient agar ilave edilir. Besiyeri otoklavda 121
°C’de 30dk steril edilir. 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek

katilagsmaya birakilir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.

% 0.1’lik Kristal viyole soliisyonu: Test suslarindaki rfa mutasyonunun dogrulanmasi

i¢in kullanilmustir.

100 ml i¢cin
Distile su 100 ml
Kristal viyole 100 m

Kristal viyole distile 100ml distile suda iyice ¢oziiliir. +4°C’de giines 1sinlarindan

korumak i¢in siyah sise icerisinde saklanir.

% 0.01’lik biyotin soliisyonu: Strainlerin biyotine gereksinmelerinin kontrolii i¢in

kullanilmastir.

100 ml i¢in
Distile su 100 ml
p- Biyotin 10g

Sicak suya biyotin ilave edilir, ¢dzilinlinceye kadar karistirilir. 0.45um filtreden

gecirilerek steril edilir ve +4°C’de muhafaza edilir.

%35’lik histidin soliisyonu: Strainlerin genetik isaretlerinin kontrolii i¢in minimal

glukoz agar ortamina ilave edilmistir.

100 ml icin
Distile su 100 ml
L.— Histidin 500 g

Histidin distile su igerisinde iyice ¢oziindiikten sonra 121°C’de 15dk steril edilir.

+4°C’de muhafaza edilir.



3.2 Yontem

3.2.1. Salmonella/mikrozom test sisteminde kullamlan suslarin genetik

ozelliklerinin kontrolii

3.2.1.a. Histidin gereksinimi

Test suslarinin his™ 6zelligi, minimal glukoz agar petrilerine ekilmeleri yoluyla kontrol
edildi. Suslar; uvrB delesyonu nedeniyle histidine ek olarak biyotine de gereksinim
duyduklart i¢in histidin/ biyotin iceren ve sadece biyotin iceren histidinsiz minimal
glukoz agar petrilere ekildi. Suglarin histidin varliginda iireyip, histidin yoklugunda

tirememeleri his™ karakteri dogrulamaktadir.

Bu genetik isaretin kontrol edilmesinde kullanilan minimal glukoz agarl petriler; 20ml
50xVB tuzlari, 50ml %10’luk glikoz soliizyonu, 8ml %0.5’1lik histidin soliisyonu, 8ml
%0.01’lik biyotin soliisyonu, 15gr agar, 900ml distile su kullanilarak hazirlandi.

Histidinsiz minimal glukoz agarli petrilere sadece histidin soliisyonu ilave edilmedi.

3.2.1.b. rfa mutasyonun kontrolii

Test suslarinin gecelik kiiltiiriinden alinan 0.1ml’lik 6rnekler, nutrient agarli petrilere
ekilip yayildi. Filtre kagidindan hazirlanmis ve 10ul kristal viyole ¢ozeltisi (1mg/ml)
emdirilmis diskler, petrilerin ortasina yerlestirildi. Petriler bir gece 37°C’de inkiibe
edildikten sonra diskin etrafinda inhibisyon zonu goézlendi. Diskin c¢evresindeki seffaf
bolge, biiyiik molekiil olan kristal viyolenin bakteri igerisine girip, onu dldiirmesine izin

veren rfa mutasyonunun varhiginin gdstergesidir.



3.2.1.c. uvrB mutasyonunun kontrolii

Bu mutasyonun varligi ultraviyole 1sinlara duyarlilik testi ile dl¢iildii. Test suslarinin
gecelik kiiltirinden 6ze ile alinan 6rnekler, nutrient agarli petrilere ekilip yayildi. Petri
kaplarinin kapaklar1 agilip yarisi kapatilarak 30 watthik U.V. lambas1 altinda 10 saniye
isinlandi. Isinlanan plaklar, 37°C” de bir gece inkiibe edildildi. U.V. 1sinina maruz
kalan petrinin kapatilmayan kisminda iireme olmazken kapali olan kisimda liremenin

gdzlenmesi suslarin uvrB mutasyonuna sahip oldugunu gdstermistir.

3.2.1.d. Kendiliginden geri donen koloni sayisinin kontrolii

Test suslarinin, histidinsiz ortamda treyebilmelerine yol acan kendiliginden doniis
yaptigimiz caligmalarda siirekli olarak o6l¢iildii ve her petride kendiliginden geriye
donen bakteri sayisi olarak ifade edildi. Kendiliginden geriye doniis frekanslarim
saptayabilmek icin minimal glukoz agarli petriler hazirlandi. %0.6 agar, %0.5 NaCl
iceren 100ml’lik top agar 45°C’deki su banyosunda eritilerek tizerine steril | —
Histidin.HCI /p- Biyotin ¢ozeltisinden 10ml eklenerek cam tiiplere dagitildi. Her bir sus
icin ayr1 olmak {lizere cam tiiplere suslarin gecelik kiiltiirtinden de 100ul ilave edildi ve
minimal glukoz agarli petrilere dokiiliip yayilmasi saglandi. 37°C’de 48h inkiibe
edilerek geriye donen kolonilerin sayimi yapildi.Bu deney bir ¢cok kez tekrarlandi ve

ortalama degerler alindi.

3.2.1.e. Mutajenlerin sitotoksitelerinin arastirilmasi:

Ames tekniginde toksiditenin degerlendirilmesi 48h inkiibasyondan sonra minimal
glukoz agar besiyeri iizerindeki son bakteri populasyonunun karakteristiklerinin

degerlendirilmesidir. Bu karakteristikler;

- Besiyeri iizerindeki geri donen koloni sayisinin az veya hi¢ olmamasi

- Besiyeri lizerinde ¢ok sayida kiigiik non-revertant kolonilerin varligi



Bir gecelik Salmonella nutrient broth kiiltiirler; ¢cok sayida histidine bagimli bakterinin
yani sira birka¢ tane histidinden bagimsiz bakteriyi de ( bunlar inkiibasyon esnasinda
olusur) igerir. Top agara ¢ok az miktarda histidinin ilave edilmesi petrideki ~ 10°
bakterinin histidin tiikeninceye kadar 6-8 arasinda hiicre boliinmesine ugramasina neden
olur. Bu smirl biiyliime mutagenezisin mutasyonel lezyonlara yerlesmesi agisindan son
derece onemlidir. Boylelikle his~ bakterilerin his™ hale déniiserek gozle goriilebilen
koloniler olusturacaktir. Bu his” bakteriler; histidine bagimli bakterilerin olusturdugu
mikrokolonileri igeren hafifce bulutlu gibi goziikken zeminde( backround lawn)
kolaylikla sayilabilirler. Ancak ortama toksik bir kimyasal konuldugunda petrideki
bakteriler toksiditenin dozuna gore ya tamamen Oliirler yada ‘thinning’ etki denilen
seyrelme gozlenebilir. Thinning etkide koloniler ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar

kiigiiktiir. Boyle dozlar ¢alismada kullanilmamalidir.

Bir diger durum ise; ¢cok sayida kii¢iik non-revertant kolonilerin varligidir. Bu koloniler
yiiksek kimyasal toksiditeye maruz kalmasina ragmen hayatta kalan histidine bagimli
bakterilerin olusturdugu ‘pinpoint koloniler’ olarak kabul edilirler. Bu koloniler ¢iplak

gozle cok rahat goriilebildiklerinden his" kolonilerle karistirilabilir.

Biitiin bu durumlart  6nlemek i¢in ¢alismada kullanilan mutajenlerin bakteriler igin
toksik olmayan dozu belirlenmelidir. Bu amagla {ist agara 0.1ml bakteri kiiltiirii ve 0.05
ml olacak sekilde degisik konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Karisim, minimal glukoz

agarli petrilere dokiilerek 37°C’de 48 h inkiibe edilmistir.

3.2.1.6. Test suslarinin saklanmasi ve gecelik kiiltiirlerin hazirlanmasi

Salmonella test strainlerinin uzun siireli saklanmasi1 -80°C’de dondurulmasi ile saglanir.
Genetik isaretleri dogrulanan test suslari, nutrient broth ortamda ml’sinde 1-2 x 10° (
veya ~ 10%) bakteri bulunacak sekilde gogaltilir ( 540 nm absorbans da 0.1-0.2 arast).
Bakteri kiiltiirtine, kiiltiirin her ml’si i¢in 0.09ml olacak sekilde spektrofotometrik
saflikta DMSO ilave edilir ve yavasca karnistirilir. Ependorf tiiplere 1’er ml dagitilir.



Tiipler hemen kuru buz igerisine yerlestirilerek ~ 30dk bekletildikten sonra -80°C’lik

derin dondurucuya yerlestirilir. Test suslari, bu sekilde {i¢ y1l saklanabilmektedir.

Her deneme igin test strainlerin gecelik kiiltiirleri ml’sinde 1-2x10° yogunlugunda
olacak sekilde nutrient broth ortaminda gelistirilmelidir. Kiltiir flasklar1 her bir test
strainiyle inokiile edilir. Sayet donmus stok kiiltiirler kullanilacaksa oda sicakliginda
eritildikten sonra sivi besiyerinin %]1’ini olusturacak sekilde kiiltiire ilave edilir. Stok
kiiltiirin geri kalan1 ise atilmalidir. Bu taze inokiile edilmis kiiltlirler calkalama
olmaksizin oda sicakliginda karanlikta calkalayicida 4h bekletilir. Sonra 37°C’de hafif
calkalayarak 11-14h ¢alkalayicida inkiibe edilir. Calkalyicidan ¢ikardiktan sonra oda

sicakliginda karanlikta muhafaza edilir.

3.2.2. Antimutajenite testi (AMES/ Salmonella mikrozom testi):

AMES/ Salmonella mikrozom test sistemini c¢aligirken ‘standart plate incorporation’
yontemini kullandik. Bu teknikte; bitki ekstrakti, mutajen, bakteriyel test susu ve
sodyum fosfat buffer top agara ilave edilerek minimal glukoz agarli besiyerine
dokiilmektedir (Mortelmans and Zeiger 2000). 37°C’de 48-72h inkiibasyondan sonra

his" haline doniisen koloniler sayilir.

Bu yontemde; histidin ve biyotin eklenmis 43°C’deki 2ml’lik top agara, bitki
ekstraktindan 50ul, mutajen maddeden 50ul, sodyum fosfat bufferdan 500ul eklenir ve
3sn diisiik hizda vortekslenerek minimal glukoz agarli petrilere yayilmistir. Top agarin
diizenli bir sekilde yayilmasimi saglamak igin petriler diizgiin bir zemin iizerine
yerlestirilmistir. Top agarin petrinin biitiin ylizeyine yayilmasini saglamak i¢in
karistirma, dokme ve yayma islemlerinin tiimii 20sn’den az bir silirede yapilmistir. Her
deneyde mutlaka pozitif ve negatif kontroller kullanilmaktadir. Negatif kontrol olarak
top agara sadece ¢0ziicli ilave edilirken, pozitif kontrol olarak sadece mutajen ilave

edilmistir.



3.2.3. Sonuglarin degerlendirilmesi:

Caligmamizda denemeler ti¢ tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen degerler % inhisyon
ve SPSS 11.0 istatistik programi kullanilarak ANOVA ve Tukey testleri ile analiz

edilerek tablo halinde sunulmustur.

Salmonella mikrozom test sisteminde elde ettigimiz sonuglar1 degerlendirilirken %
inhibisyonu asagidaki formiilii kullanarak hesapladik;
% inhibisyon= [ 1- T ]x100
M
T— Mutajen ve bitki ekstrakt1 varliginda geri donen koloni sayis1

M— Sadece mutajen varliginda geri donen koloni sayis1

Bitki ekstraktinin mutajen {izerindeki inhibitor etkisi %20-40 arasinda oldugu
durumlarda antimutajenik etki orta dereceli olarak tanimlanirken; %40’dan fazla oldugu
durumlarda bitki ekstrakti giiclii antimutajenik olarak kabul edildi. Inhibitér etkinin
%20’den daha az oldugunda ise antimutajenik etki pozitif olarak kabul edilmedi (Negi
et al. 2003)



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Test bakterilerinin genotiplerinin kontrolii

Calismamizda kullandigimiz Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1538 suslarinin
genetik isaretleri materyal ve metotta belirtildigi gibi kontrol edildi.

4.1.1. Histidin mutasyonun kontrolii

Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1538 suslar1 histidin\biyotin igeren minimal
glukoz agarli petrilerde iiredi. Test bakterileri, biyotin igeren histidinsiz minimal glukoz

agarli petrilerde iiremedi. Suslarin his™ karakteri dogrulandi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1538 susunda histidin gereksinimin

gosterilmesi



4.1.2. rfa mutasyonun kontrolii

Nutrient agarli besiyeri ortaminda iiretilen test suslarinin kristal viyole disklerinin

cevresinde iiremedigi gdzlendi. Bu rfa mutasyonun varligin1 dogrulamaktadir (Sekil 4.2)

gosterilmesi

4.1.3. uvrB mutasyonun kontrolii

Suslar nutrient agarl besiyerine ekildikten sonra petri kaplarinin kapaklari acilip yarist
kapatilarak 30 wattlik U.V. lambasi altinda 10 saniye 1sinlandi. U.V. 1sinina maruz
kalan petrinin kapatilmayan kisminda iireme olmazken kapali olan kisimda iireme

gozlendi. Test suslarinin uvrB mutasyonu tasidiklar1 dogrulandi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Salmonella typhimurium TA1535 ve TA1538 susunun ultraviyole duyarlilik

testi



4.1.4. Kendiliginden geriye donen koloni sayis1 kontrolii

Test bakterilerinin histidinsiz minimal glukoz agarli petrilerde kendiliginden geriye
donen his" revertantlar gdzlendi.
Test suslarinin kendiliginden geriye donen koloni sayilar1 her denemede rutin olarak

belirlendi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Mutant suslarin kendiliginden geri donen koloni sayis1

Salmonella typhimurium mutant suglar ~ Kendiliginden geriye donen koloni sayis1

TA1535 13 £2.98

TA1538 2033 £3.52

* ortalama deger + standart hata

4.2. Mutajenlerin sitotoksitelerinin belirlenmesi

Caligmada mutajen olarak kullandigimiz sodyum azid ve 4-Nitro-1-quinoline oksit
bakteriler i¢in toksik olmayan dozu belirlendi. Elde ettigimiz verilere gére mutajenleri;

1ug\petri sodyum azid, 0.2pg\petri 4-Nitro-1-quinoline oksit dozlarinda kullandik.

4.3. Calhsilan bitkilerin antimutajenik 6zelliklerinin belirlenmesi

Origanum vulgare, Achillea millefolium, Artemisia absinthium, Helychrysum pilicatum,
Salvia nemerosa, Salvia limbata, Salvia verticillata, Nepeta racemosa’nin antimutajenik
aktivitelerinin arastirilmasi i¢in yaptigimiz antimutajenite deneylerinde bitki ekstraktlar
bakteriler tizerine ii¢ ayr1 dozda uygulandi; Spg/petri, 0.5pg/petri, 0.05ug/petri. Ayrica

her caligmamizda denemeler {i¢ tekerriirlii olarak yapildi.



O. vulgare her ii¢ dozda 6nemli antimutajenik aktivite gosterirken inhibisyon etki doza
bagiml olarak degismistir. Sodyum azid tarafindan indiiklenen S.typhimurium TA1535
susu iizerinde; Sug/petri ve 0.05ug/petri dozlar sirasiyla %24 ve %27 inhisyonla orta
derecede antimutajenik etki gosterirken, 0.5pg/petri dozu %40 inhibisyonla giiglii
antimutajenik etki  gdstermistir. 4NQO mutajenine kars1 6nemli antimutajenik etkiye
sahip oldugu (p < 0.05) Anova ve Tukey testleri ile tespit edilmis, fakat inhibisyon etki
%20’in altinda kalmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4, 4.10, 4.11).

H. pilicatum her iki bakteri susunda sadece Sug/petri dozunda sirastyla %36 ve %22
inhisyonla orta dereceli antimutajenik etki gostermistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.5, 4.10,
4.11).

Salvia nemerosa ise sadece sodyum azidle indiikklenmis S.#yphimurium TA1535 susu
tizerinde Spg/petri dozunda %27 inhibisyonla orta derecede antimutajenik etki

gostermistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.8, 4.12, 4.13).

S. verticillata  S.typhimurium TA1535 susu lizerinde uygulanan hi¢bir dozda
antimutajenik etki gostermezken; TA1538 susunda mutasyonu indiikleyen 4NQO
tizerinde ise 0.5 ve 0.05pg/petri dozlarinda sirastyla %33 — 27 oraninda inhibisyon etki

gostermistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.7, 4.12, 4.13).

A. millefolium sadece S.typhimurium TA1535 susu lizerine ve Sug/petri dozunda %37
inhibisyon etkiyle orta derecede antimutajenik etki gostermisir (Cizelge 4.3, Sekil 4.9,
4.12,4.13).

A. absinthium un sodyum azid mutajenine kars1 5 ve 0.5pg/petri dozlarinda sirasiyla
%31-38 oraninda inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu bitkinin 4NQO
mutajenine karsi etkisi ise Spg/petri dozunda sadece p<0.05 6nem araliginda onemli

bulunmustur. Elde edilen sonuglar 1s18inda 4. absinthium un sadece S.typhimurium



TA1535 susu lizerinde orta derecede antimutajenik etki gosterdigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.2, Sekil 4.6, 4.10, 4.11).

S. limbata ve N. racemosa her iki sus lizerinde ve uygulanan her ii¢ dozda da higbir

antimutajenik aktivite gostermemistir (Cizelge 4.2, 4.3, Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13).



Cizelge 4.2. S. typhimurium TA1535-TA1538 suslarimin O. vulgare, H. pilicatum, N.racemosa, A.absinthium bitki ekstraktlar1 ile AMES/

Salmonella- mikrozom testinden elde edilen sonuglar

Test edilen Konsantrasyon Geriye donen (revertant) koloni sayisi
bitkiler (ng\ petri) Salmonella typhimurium Salmonella typhimurium
TA 1535 TA 1538
Ortalama * S.hata % inhibisyon Ortalama * S.hata % inhibisyon
Negatif kontrol - 34,67 +4,22 - 10,25 £ 1,31 -
Pozitif kontrol
4NQO 0,2 pg\ pet.ri 196,5 £ 10,01 -
NaNj, 1 pg\ petri 255,0 +11,81 -
‘ 5 g\ petri 204,33 +11,57 * 24 170,66 + 1,33 * -
Origanum vulgare 0,5 pg\ petl‘l. 139,67 + 35,67 * 40 159,33 +9,83 * -
0,05 pg\ petri 156,00 +20,07 * 26 165,00 + 4,05 * -
- 5 g\ petri 178,33 £9,53 * 36 148,33 + 4,7 * 22
Helycrysum pilicatum 0,5 pg\ petrlo 292,00 +8.32 - 18433 +3.18 -
0.05 g petri 282,33 +9,28 ; 200,00 + 6,43 )
Nepeta racemosa 5 pg\ petri 350.66 + 11.62 18533 +8.11 -
0,5 pg\ petri SR - OGRS -
0,05 pg\ petri 252,00 + 13,58 3 183,00 £ 6,67 )
288,33 + 6,98 . 204,67 £ 6,76
Artemisia absinthium 5 pg\ petri 186,00+15,71 * 31 174,00£7,21 * -
0,5 pg\ petri 165,00+16,70 * 38 183,67+5,90 -
0,05 ug\ petri 275,00+8,74 - 200,00 £ 3,43 -




Cizelge 4.3. S. typhimurium TA1535-TA1538 suslarinin S.verticillata, S.limbata, S.nemerosa ve A. millenfolium bitki ekstraktlari ile

AMES/ Salmonella- mikrozom testinden elde edilen sonuglar

Test edilen Konsantrasyon Geriye donen (revertant) koloni sayist
bitkiler (ng\ petri) Salmonella typhimurium Salmonella typhimurium
TA 1535 TA 1538
Ortalama * S.hata % inhibisyon Ortalama * S.hata % inhibisyon
Negatif kontrol - 34,67 +4,22 10,25 + 1,31
Pozitif kontrol
4NQO 0,2 pg\ pet.ri 200,0 +13,11
NaNj 1 pg\ petri 243,0048,13
5 pg\ petri 271,00 + 6,24 - 164,33 +43 -
Salvia verticillata 0,5 pg\ petri 255,33 + 20,1 - 133,33 +4,09 * 33
0,05 pg\ petri 229,67 + 9,35 - 145,33 + 7,26 * 27

Salvia limbata

Salvia nemerosa

Achillea millefolium

5 ug\ petri
0,5 pg\ petri
0,05 ug\ petri

5 pug\ petri
0,5 pg\ petri
0,05 pg\ petri

5 ug\ petri
0,5 pg\ petri
0,05 pg\ petri

236,33 £ 21,86
227,67 +£10,83
202,00 + 14,00

148,67 £12,45 *
203,33 £10,68
261,33 £10,48

138,33 £20,04 *
194,00 + 25,40
193,67 25,67

37

204,67 £ 4,05
204,67 £ 8,97
191,33 £8,11

191,00 £ 6,80
192,00 £ 5,29
211,00 £ 4,04

182,00 +11,01
201,33 + 8,68
248,00 +32,68
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Sekil 4.4. Origanum vulgare 'nin S.typhimurium TA1535-1538 suslar1 lizerine etkisi

1— Origanum vulgare 'nin S.typhimurium TA1535 susu lizerine etkisi
2— Origanum vulgare’nin S.typhimurium TA1538 susu iizerine etkisi
3— S.typhimurium TA1535 susu pozitif kontrol
4— S.typhimurium TA1538 susu pozitif kontrol
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Sekil 4.5. Helychrysum pilicatum 'un S.typhimurium TA1535-1538 suslar1 lizerine etkisi

1— Helychrysum pilicatum 'un S.typhimurium TA1535 susu tizerine etkisi
2— Helychrysum pilicatum 'un S.typhimurium TA1538 susu lizerine etkisi
3— S.typhimurium TA1535 susu pozitif kontrol
4— S.typhimurium TA1538 susu pozitif kontrol
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Sekil 4.6. Artemisia absinthium’un S.typhimurium TA1535-1538 suslar lizerine etkisi
1— Artemisia absinthium’un S.typhimurium TA1535 susu tlizerine etkisi
2— Artemisia absinthium’un S.typhimurium TA1538 susu lizerine etkisi
3— S.typhimurium TA1535 susu pozitif kontrol
4— S.typhimurium TA1538 susu pozitif kontrol

250 ~

200

Salvia verticillata 'min antimutajenik etkisi

l\

150

100

50

Geriye donen koloni sayisi

0

e —a
.

0.05 0.5 5
Dozlar pg/petri

——1

—-—2

Sekil 4.7. Salvia verticillata’nin S.typhimurium 1538 susu iizerine etkisi
1— Salvia verticillata’nmin S.typhimurium TA1538 susu lizerine etkisi
2— S.typhimurium TA1538 susu pozitif kontrol
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Sekil 4.8. Salvia nemerosa’nin S.typhimurium 1535 susu lizerine etkisi
1— Salvia nemerosa’min S.typhimurium TA1535 susu lizerine etkisi

2— S.typhimurium TA1535 susu pozitif kontrol
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Sekil 4.9. Achillea millenfolium’un S.typhimurium 1535 susu lizerine etkisi
1— Achillea millenfolium’un S.typhimurium TA1535 susu lizerine etkisi

2— S.typhimurium TA1535 susu pozitif kontrol



O.vulgare, H. pilicatum,N. racemosa,A. absinthium S.typhimurium
TA1535 iizerine antimutajenik etkisi
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Sekil 4.10. Salmonella typhimurium TA1535 ile denenen bitki ekstraktlarin standart plate inkorporasyon
test sonuglart histogrami (1; lug/petri sodyum azid uygulanmis pozitif kontrol grubu, 2; Origanum
vulgare, 3; Helychrysum pilicatum, 4; Nepeta racemosa, 5; Artemisia absinthium) ( ortalamat standart
hata)
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Sekil 4.11. Salmonella typhimurium TA1538 ile denenen bitki ekstraktlarin standart plate inkorporasyon
test sonuglart histogrami (1; 0,2pg/petri 4ANQO uygulanmus pozitif kontrol grubu, 2; Origanum vulgare, 3;
Helychrysum pilicatum, 4; Nepeta racemosa, 5; Artemisia absinthium) ( ortalamat standart hata)



S.verticillata, S. limbata,S. nemerosa, A. millenfolium'un
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Sekil 4.12. Salmonella typhimurium TA1535 ile denenen bitki ekstraktlarin standart plate inkorporasyon
test sonuclart histogrami  (1; Ipg/petri sodyum azid uygulanmis pozitif kontrol grubu, 2;Salvia
verticillata, 3;Salvia limbata, 4; Salvia nemerosa 5;Achillea millenfolium) ( ortalamat standart hata)
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Sekil 4.13. Salmonella typhimurium TA1535 ile denenen bitki ekstraktlarin standart plate inkorporasyon
test sonuglar histogrami (1; 0,2 pg/petri 4NQO uygulanmis pozitif kontrol grubu, 2;Salvia verticillata,
3;Salvia limbata, 4; Salvia nemerosa 5;Achillea millenfolium) ( ortalamat standart hata)



5. TARTISMA ve SONUC

In vivo ve in vitro caligmalar, bitkilerin yaprak, meyve, kok gibi kisimlarindan elde
edilen baz1 dogal bilesiklerin ksenobiyotik etkiler iizerine diizenleyici rol oynadiklarini
gostermistir. Bu  bilesiklerin  karakterizasyonu, tanilanmasi, antimutajenik ve
antikarsinojenik etkilerinin belirlenmesi, insanlarda kanser hastaliginin gelismesini
azaltmak i¢in 6nemli bir stratejiyi de beraberinde getirmistir (Roncada et al. 2004).
Ozellikle makromolekiilleri icine alan birgok dogal iiriin, bireysel immun sisteminin
modiilasyonunu  saglamasindan  dolayr antitimoér  aktiviteye  sahiptir. Bu
makromolekiillerin, kimyasal antitimor druglarla karsilagtirldiginda daha az yan etkiye

sahip oldugu belirtilmistir (Tsukagoshi and Ohashi 1974).

Son yillarda, geleneksel tibbi bitkilerin mutajenik-antimutajenik 6zelliklerinin
belirlenmesinde arastiricilar, esas olabilecek kisa zamanda sonug verebilen ve diisiik
maliyetli test sistemleri gelistirmiglerdir (Mortelmans and Zeiger 2000). Salmonella
mutajenite test sistemi c¢esitli mutajen ve kanserojenlerin aktiviteleri iizerinde
antioksidantlar basta olmak {izere ¢esitli ajanlarin inhibitor etkilerinin izlendigi, ¢ok
onemli kisa zamanl test sistemidir (Rosin and Stich 1979; Alekperov et al. 1986). Bu
sistem ayni zamanda, kimyasallarin mutajen veya kanserojen etkilerini ortadan kaldiran,
bu kimyasallarn DNA ile etkilesimlerini 6nleyen antimutajenlerin  ve

antikanserojenlerin tayininde de kullanilmaktadir (Petek 1999).

Calismamizda, Erzurum ve cevresinde halkin geleneksel olarak ¢esitli hastaliklarin
tedavisi amaciyla kullandig1, Artemisia absinthium, Achillea millefolium, Helycrysum
pilicatum, Nepete racemosa,Origanum vulgare, Salvia limbata, Salvia nemerosa, Salvia
verticillata bitki ekstraktlarinin antimutajenik etkileri, Ames-Salmonella/ mikrozom
test sistemi kullanilarak, tesbit edilmistir.Bu bitkilerden, 4. absinthium, A. millenfolium,
H. pilicatum,O. vulgare, S. nemerosa S. verticillata,’da  antimutajenik aktivite

gozlenmistir.



Antimutajenik aktiviteye sahip olan bitkiler igerisinde, A. absinthium sodyum azid
mutajenine karst 5 ve 0.5 pg/petri dozlarinda sirasiyla %31-38 oraninda inhibisyon etki
gostermistir. Bu bitkinin 4NQO mutajenine kars1 etkisi ise sadece 5 pg/petri dozunda
p<0.05 o6nem araligiyla smirli kalmistir. Bu sonuglarla bitkinin ¢er¢eve kaymasi
mutasyonu iizerine antimutajenite etkisinin olduk¢a zayif, beraberinde baz degisimi
mutasyonlar1 {izerine giliclii antimutajenik etki gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 4.2,
Sekil 4.6, 4.10, 4.11). Ayn1 zamanda bitkiden izole edilen ve sesquiterpen lakton
grubuna ait olan arteminolidlerin tiimor hiicrelerine kars1 sitotoksik etkiye sahip oldugu
ve ilaveten mantar, bakteri, virus enfeksiyonlarinda ve inflamasyon, kanser, hepatit,
malarya gibi hastaliklarda siklikla kullanildig:r bilinmektedir (Berlin and Smilkstein
1996).

Bu cinsin farkli bir tiirii olan, A. argyi lizerine TA98 ve TA100 susu kullanilarak
yapilan antimutajenite arastirmasinda ise; benzoaminopurin(B[a]P), 4-nitro-1-quinoline
oksit(4NQO),  2-aminoflouren(2-AF),  2-nitroflouren(2-NF),  N-metil-N-nitro-N-
nitrosoquanidin(MNNG), sodyum azid(NA) mutajenlerine karst herhangi bir
antimutajenik Ozellik gozlenmemis fakat 2-aminoantracene, aflatoksin f; ‘in sebep
oldugu mutajeniteyi her iki strainde de azalttiklar1 gézlemlenmistir ( Nakasugi et al.
2000). Literatiirlerden elde edilen bilgiler degerlendirildiginde, cins iiyelerinin, hatta
ayni tiire ait, biyolojik aktivitelerin faklilik gosterdigi goriilmektedir. Bu farklilik
bitkinin genetik yapisina, ekstraktin elde edildigi bitkisel organa, kimyasal
kompozisyonuna ve g¢evresel etmenlerin degisimine ( yiikseklik, sicaklik, toprak yapis,

nem toplama zamani, v.b.) baglanabilmektedir. (Tepe 2002)

Artemisia cinsine ait tilirler arasindaki antioksadant aktivitenin Kkarsilasatirilmasi
amactyla Saban vd (2005) yapmis olduklari c¢alismada A. absinthium’™un giiclii
antioksidant aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Elde ettigimiz sonuglarin

A.absinthiumun giiglii antioksidant aktivitesine bagli oldugunu diistinmekteyiz.

A. millenfolium sadece S.typhimurium TA1535 susu lizerine ve 5 pg/petri dozunda
%37 inhibisyon etkiyle orta derecede antimutajenik etki gostermisir (Tablo 4.1, Cizelge



4.7, 4.10,4.11). Bu da bitkinin baz degisimi mutasyonlarina kars1i antimutajenik
aktivitesinin oldugunu gostermektedir. Adi gecen bitkiden elde edilen drug, insan
karacigerinden alinan bes farkli hiicre hattindan  hepatoblastoma hiicre hattinda gii¢lii
sitotoksik etki gosterirken, adenokarsinoma hiicre hattinda %40.7 oraninda (2000p/ml),
hepatocellular karsinoma hiicre hattinda ise %21.8 oraninda (2000p/ml) Onemli
sayilacak Olciide inhibitor etki gostermistir (Lin vd 2002). Ancak Rovado ve arkadaslar
(2004) yilinda yaptiklar1 calismada insan lenfositlerinde mitomisin-c ve sitosin-f3-
arabin-furanisidle = meydana getirdigi kromozomal kiriklar {iizerinde Achillea
millenfolium un etkisinin olmadigini1 gézlemislerdir. S6kmen ve ark. ise 2005 yilinda
bu bitkinin antioksidant aktivitesini belirlemek i¢in yaptiklar1 g¢alismada bitkinin
askorbik asite gore daha kuvvetli antioksidant aktiviteye sahip oldugunu, ancak bu
aktivitenin yapisindaki tek bir kimyasal bilesene degil bilesenlerin sinerjik etkisine bagh
oldugunu belirtmislerdir. Literatiirler dikkate alindiginda bitkinin var olan antimutajenik
aktivitesinin de bitki ekstresindeki kimyasallarin sinerjik etkisiyle olusan antioksidant

aktivitesine baglayabiliriz.

H. pilicatum her iki bakteri susunda sadece 5 pg/petri dozunda sirasiyla %36 ve %22
inhibisyonla orta dereceli antimutajenik etki gosterirken uygulanan diger dozlarda
herhangi bir etki gdstermemistir. Reid et al. (2005) bu cinsin farkli tiirleri {izerine
yapmus olduklar1 ¢alismada ( H. herbaceum, H. smillimum, H.rugulosum); bitkilerin S.
typhimurium TA98- TAI100 suslar1 {izerinde herhangi antimutajenik aktivite
gostermezken, 5 pg/petri ve 0.5pg/petri dozlarinda mutajenik etki gosterdigini
belirlemislerdir. Gerek tiir gerekse de ekolojik farkliliklarin bitkinin  kimyasal
kompozisyon igerigini degistirebilecegi, bu farkliligin da bundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Tepe 2000). Ayrica bu bitkiyle ilgili herhangi antioksidant, antitimor
v.b. ¢aligmalar yapilmadigi icin antimutajenik mekanizmasinin bu asamada nereden

kaynaklandig1 bilinmemektedir.

O. vulgare her li¢ dozda 6nemli antimutajenik aktivite gdsterirken, inhibisyon etki, doza
bagimli olarak degismistir. (Cizelge 4.2; Sekil 4.4, 4.10, 4.11). Elde ettigimiz sonuglara

gore bitki ekstrakt1 6zellikle sodyum azid tarafindan indiiklenmis S.#yphimurium



TA1535 susu lizerinde; 0.5 pg/petri dozu % 40 inhibisyonla giiclii antimutajenik etki
gostermistir. Boylelikle sodyum azidin  histidin operonunde meydana getirdigi
transversiyonu bitki ekstresinin geri ¢evirdigi belirlenmistir (Keles vd 2001). Ayni
bitkinin ugucu yag: ile Ipek vd (2003) tarafindan yapilan Ames Salmonella/microzom
testinde ise; Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 {lizerinde 4-nitro-o-
phenylenediamine and 2-aminofluorene mutajenlerine karsi, antimutajenik etkisinin
oldugu bildirilmistir. Ugucu yagin yapisindaki karvakrol maddesinin genotoksik ve
antigenotoksik c¢alismasinda da MMC ( mitomisin C) ile indiiklenen SCE (sister
chromatid Exchange) oranimi azalttigit bulunmustur. Bu da karvakrolun memeli
hiicrelerinde &nemli antigenotoksik aktiviteye sahip oldugunu gdstermektedir ( Ipek
2003). Arastiricilar bu sonucu maddenin giiclii antioksidant etkisine baglamislardir.
Nitekim Sahin vd (2003) bitki eksraktiyla yaptigi ¢alismada ekstraktin giiclii ROS
temizleyicisi oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuglar 1s18inda biz de bitkinin

antimutajenik aktivitesinin antioksidant 6zelliginden kaynaklandig: diistinmekteyiz.

S. nemerosa sadece sodyum azidle indiiklenmis S.typhimurium TA1535 susu iizerinde
5 pg/petri dozunda %27 inhibisyonla orta derecede antimutajenik etki gostermistir
(Cizelge 4.3, Sekil 4.8, 4.12, 4.13). Salvia verticillata ise TA1538 susunda mutasyonu
indiikleyen 4NQO iizerinde ise 0.5 ve 0.05 pg/petri dozlarinda sirasiyla %33 — 27
oraninda inhibisyon etki gostermistir (Cizelge 4.3, 4.7, 4.12, 4.13). Buradan da
S.verticillata’ nin gerceve kaymasi mutasyonlarina, S. nemerosa’nin ise baz degisimi
mutasyonlarina karsi antimutajenik etkisi oldugu anlagilmistir. Bu farkliligin ayni cinsin
farkl tiirleri arasinda farkli kimyasal kompozisyondan kaynakli olabilecegi buna bagl
olarak da antimutajenite mekanizmasiin farkli olacag: diisliniilmektedir. Bu bitkilerin
kimyasal kompozisyonu ilgili herhangi literatiire rastlanamadigi i¢in antimutajenik
aktivitesinin hangi mekanizmaya bagli oldugu bu agamada agiklanamamaktadir. Ancak
S. miltiorrhizae iizerine yapilan aragtirma da bitkiden elde edilen salvinal fenolik
bilesiginin ¢esitli kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif etkisi oldugu ve apoptozisi
indiikledigi belirlenmistir. Ayn1 zaman da boliinme periyoduna girmis hiicreleri tipki
kolsigin gibi mitozda durdurma 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir (Chang et al.

2004).



Yapilan calisma sonucunda, antimutajenik aktiviteden sorumlu oldugu tesbit edilen
bitki ekstraktlarinin, kimyasal bilesenleri aydinlatilarak, etken maddenin izole edilip,
fonksiyonel gruplarin ilave edilmesiyle, bu bilesenlerin aktivitelerinin hangi derecede
oldugunun aragtirilmasi yapilabilir. Ekstraktlarin antimutajenik aktivitesi, enzimatik
aktivasyon prosesini etkileyebilme yetenekleri kadar, serbest radikalleri toplayabilme
Ozelligine sahip olmalarindan da kaynaklanir. Yapisal olarak birbirinden ¢ok farkl
bilesiklerin koruyucu mekanizmasi, multifaktoriyel olabilir. Bu sebeple, antimutajenik
etkiye sahip bitkisel kokenli dogal bilesiklerin, in vivo ¢alismasi yapilarak, insanlar
tizerindeki etki mekanizmasi aydinlatilabilir. Bunlarla baglantili olarak, bitkisel kokenli
bilesiklerin, gergeklestirilecek daha ayrintili ¢aligmalar sonucunda, insanlar igin,

kullanilabilirligi daha yiiksek iiriinler haline doniistiiriilmesi miimkiin olacaktir.
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