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I. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Cevrede, insan saghg icin tehlike olusturan kimyasal maddelere her yil
yenileri ilave olmaktadir. Cesitli farmasétik iirinler, gidalarda ve temizlik
malzemelerinde bulunan kimyasallar ve petrol {iriinleri bunlardan bazilaridar.
Ayrica, mikotoksinler gibi bir ¢ok kimyasal madde ¢evrede dogal olarak bulun-
maktadir.

Kimyasal maddelerden bazilarinin insanda kanser nedeni oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Kanserojen maddelerin yaklagik %901 aym zamanda
mutajendir. Mutajen maddelerin genetik materyalde olugturduklar: hasar so-
nucunda ileriki kugaklarda kalitsal hastaliklarin goriilme siklig1 artmakta ve-
ya somatik hiicrelere ait hastaliklar(kanser) olugmaktadir (1,2).

Mutajenez mekanizmasinin aydinlatilmasi ve mutajenlerin saptanmasi
icin cegitli test sistemlerinin gelistirilmesi ve mutajenezin insanlar igin olug-
turdugu kalitsal hastalik ve kanser riskinin azaltilmasi i¢in yapilan ¢aligmalar
Toksikolojinin en 6nemli ¢aligma alanlarindan birini olusturmaktadar.

Cevresel mutajen ve kanserojenlerin taranabilmesi i¢in ¢egitli kisa siire-
li testler ("short—term tests") gelistirilmigtir (1,3-5). Bakteriyofajlardan meme-
lilere ¢esitli organizmalarm kullanildigi bu kisa siireli testlerde genel olarak,
cogu karsinojen ve mutajenin direkt veya indirekt, DNA' da olusturduklan

hasar ve kromozom anomalileri tespit edilir.

Bakteriler, genetik toksinler i¢cin en fazla tercih edilen indikator organiz-
malardir (6,7).

Salmonella typhimurium TA 1535 /pSK 1002 susunun kullanildig:
umu-testi cevresel karsinojen ve / veya mutajenlerin genotoksik etkilerinin
aragtirilmasi i¢in son yillarda gelistirilen bir test sistemidir (6-9).



Biinyelerinde ¢esitli yapida kimyasal maddeler bulunan bitkisel ¢aylar
halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢aligmada, umu-test sistemi yardimiyla baz bitkisel ¢caylarm muta-
jenik (genotoksik) aktivitelerini arastirmay: amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genetik Materyal
DNA yapisi ve fonksiyonlar

DNA molekiilii (Deoksiriboniikleikasid) , sarmal gekilde birbirine dolan-
mig, yapi taglan niikleotidler olan uzun bir ¢ift zincirden olugsan birimdir. Niik-
leotidlerin yapisinda fosforik asid, deoksiriboz, ve purin veya pirimidin baz
bulunur. Bir niikleotidin fosforik asid grubu yamindakinin deoksiribozu ile bir-
legerek DNA zincirini olusturur. Baz molekiilleri, cifti olugturan zincirlerin
birbirine bakan kisimlarina yerlegmiglerdir.

Purin bazlar1 adenin (A) ve guanin (G) dir. Pirimidin bazlar: ise sitozin
(C) ve timin (T) dir. Bir zincirdeki G, kars: zincirdeki C ile A ise T ile hidrojen
baglar ile baglanmigtur.

DNA molekiilii {izerindeki genetik materyal " operon " ad1 verilen bi-
rimlerden olugur. Her bir operon hiicredeki biyokimyasal olaylar: yoneten en-
zimlerin sentezini saglayacak cesitli m- RNA molekiillerini sentezleyen birim-
dir. Belirli bir m-RNA'min yapimui ile gorevli operon bolgesi " gen " adim alir.
m-RNA'ya aktarilan mesaj ii¢ harfli sozciiklerden ibarettir. Sozciikleri olugtu-
ran ise dort harftir; adenin (A), sitozin (C), guanin (G), ve timin (T). DNA zin-
ciri iizerinde ii¢ bazdan olugan bu sozciik takimlarina " kodon ( triplet )" de-
nir. DNA ¢ift zinciri hiicrede bazik proteinler olan histonlarla sarilmig durum-
dadir ve kromatin iplikleri adim alir. Mitoz baglangicinda kromatin iplikleri
daha iri olan kromozomlara déniigtirler (10-14 ).

Hiicrede DNA molekiilii ile ilgili iki olay vardir:

-Mitozla hiicre boliinmesi ve yeni hiicrelere genetik informasyonun geg-
mesi (Replikasyon ),



-Genetik bilgilere gére hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesi (Transkrip-

siyon -Translasyon ).

DNA Replikasyonu: Mitoz béliinmenin baglangicinda DNA c¢ift zincir-
leri birbirlerinden ayrilirlar. Her bir zincir kalip gorevi yaparak tamamlayic
niikleotidleri ¢eker ve yeni bir DNA zinciri olusturur. Boylece bir ¢ift zincirden

iki yeni, birbirinin ayn: DNA zinciri olugur. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. DNA molekiiliiniin replikasyonu



Genetik bilgilerin Transkripsiyonu ve Translasyonu: DNA mole-
kiiltindeki bir zincir kalip gorevi yaparak diger makromolekiilleri yapar. Bun-
lar m-RNA (messenger RNA) ve t-RNA (transfer RNA) molekiilleridir (Trans-
kripsiyon). RNA molekiiliinde seker molekiilii ribozdur. Timin yerine Urasil

bulunur.

Genin transkripsiyonu ile olusan 6zgiil m-RNA molekiilleri ribozomlara
giderek, orada t-RNA'larmn yardimiyla gerekli proteinlerin ve enzimlerin sente-

zini saglarlar (Translasyon).

Enzim sentezlerinin diizenlenmesinde yapisal genler, diizenleyici genler,
operatir genler ve repressorler rol oynarlar. Operatér genler, operonda yapisal
genlerin yaninda yer alan ve repressor icin reseptor noktay: tegkil eden genler-
dir. Repressoriin operator tizerine etkisi ile yapisal genlerce baglatilan m-RNA
sentezi engellenir, Hiicre i¢i 6zel bir uyar1 sonucunda repressor operatér bolge-
den ayrlir ve protein sentezi ile ilgili gifre okunur. Diizenleyici genler, ortam-
daki degisiklikleri tespit ederek, gerekli enzimlerin sentezi ile ilgili yapisal
genleri diizenler ve repressor adi verilen maddelerin sentezini saglarlar (10-
14).

2.2. Mutasyon

DNA molekiiliinde meydana gelen kalici yap: degisikliklerine "mutas-
yon" denir. Mutasyona neden olan etkenler ise "mutajen" olarak adlandirilir-

lar.

Mutasyonlar fiziksel ve kimyasal etkenlerle veya spontan olarak meyda-
na gelirler. Mutasyon sonucu olugan yapiya (gen, kromozom, hiicre) "mutant"

adi verilir. Mutasyon sonucunda, DNA tarafindan yapilar: belirlenen ve hiicre-



nin yapisi, gelismesi ve fonksiyonlar: ile ilgili enzimlerin ve proteinlerin yapi-
sinda bozukluklar meydana gelir.

Genotoksik etki olarak da adlandinlan mutajenik etkinin arastirilmas:
caligmalarmin baglangici, 1927'de H. J. Miillerin x-1gmlarinin Drosophila me-
lanogasterde resesif letal mutasyona neden oldugunu kegfetmesidir. Bir y1l ka-
dar sonra L. R. Stadler x-1ginlarinin bitkilerde de mutasyona neden oldugunu
bildirmigtir. Kisa bir siire sonra UV-1sinlarimin mutajenik etkisi saptanarak,
kimyasal mutajenlerin aragtirilmasina baglanmigtir. Kimyasal mutajenez ile
ilgili calismalarin ilk sonuglar: 1940'lara dayanir. Bu tarihlerde Mustard gazi-
nin mutajen etkisi agiklanmig ve mutajeneé ile ilgili ¢caligmalar hiz kazanmg-
tir (1).

Insanlarda ve diger ¢ok hiicreli canlilarda mutasyon, somatik hiicreler-

de veya iireme hiicrelerinde (gametlerde) olabilir.

Somatik hiicrelerdeki mutasyon sonucu genetik materyalde meydana ge-
len bozukluk ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan fenotipik bozukluk o hiicreye
kisitlh kalir, sonraki kugaklara ge¢mesi s6z konusu degildir. Ancak, somatik
hiicrelerdeki mutasyon kanserojeneze zemin hazirlar. Mutasyonun, kanseroje-
nezin 6zellikle baglama (initasyon) kademesinde etkili oldugu asagidaki ne-
denlerle kesin olarak kabul edilmigtir (1, 2).

- Bir ¢ok karsinojen DNA'da mutasyona neden olmaktadar.

- Kromozom yapisimin herhangi bir s:ebeple bozuldugu hiicreler, selektif
olarak anormal bir gekilde proliferasyon (¢ogalma) gosterirler.

- Kromozom yapis1 bozuk olan hiicrelerin onkojenik faktorler tarafindan
etkilenmeleri kolaydir.

- DNA tamir mekanizmasindaki bozukluklar kanser riskini arttirir.

Gamet hiicrelerindeki mutasyon sonucu meydana gelen genotipik bozuk-

luklar yeni kusaklara gecer; duruma gore bu bozukluk gizli kalir ya da fenotip-



te kendini belli eder. Trizomik Sendromlar bu tiir mutasyonlar sonucu meyda-

na gelen genetik hastaliklara tipik érneklerdir.

Belli bir mutant gen, kromozom c¢iftlerinden yalniz biri tizerinde bulunu-
yorsa heterozigottur, her ikisinde de bulunuyorsa, bu gen homozigot durumda-
dir. Bir mutant gen heterozigot durumda bulundugunda hastalik ortaya ¢iki-
yorsa, bu tip gene "dominant gen" ve meydana gelen hastalifa da "dominant
hastalik"denir.

Bir mutant gen ancak homolog kromozomlarin (allel) her ikisinde de bu-
lundugu yani homozigot oldugu zaman hastalik meydana getiriyorsa, bu gene

"resesif gen" ve meydana gelen hastaliga da "resesif hastalik"denir (2, 6, 12).

2.2.1. Mutasyon tipleri
Uc tip mutasyon vardir. Bunlar;
I) Gen mutasyonu (Nokta mutasyon):

DNA diziligsinde (niikleotid sirasinda) bir veya bir ka¢ kodonda meydana
gelen degigikliklerdir (1, 4, 6, 7, 10, 13, 14).

Nokta mutasyonu iki gekilde ortaya ¢ikar;
a) Baz cifti degisimi (Baz siibstitiisyonu):

En basit mutasyon tiiriini olugturur. DNA molekiiliinde bir baz ¢iftinin

yerine diger bir baz cifti gecer.

Bir baz ¢iftinde, bir purin bazinin yerini diger purin baz1 aldiginda buna-
diz gegis (transisyon), bir purin bazinin yerini bir pirimidin baz1 aldiginda ve-

ya tersi durumda, buna ¢apraz gecis (transversiyon) denir. (Sekil 2.2)
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Sekil 2.2. DNA baz ¢ifti degisiminin sematik agiklanmast

b) Kalip kaymasa :

Gende bir veya iki baz ¢iftinin cikmas: veya eklenmesi geklinde ortaya
¢ikan mutasyon tipidir (1, 6, 7, 13, 14).

Gendeki bazlarin siralanigi o gen tarafindan gifrelenen proteinin amino-
asit sirasini belirlemektedir. Bazlarin siralanisinda tek bir baz ¢iftini ilgilendi-
ren bir degisme, genin o noktasindaki kodonun ve dolayisiyla bu gen tarafin-
dan sifrelenen proteinin stz konusu kodon tarafindan belirlenen aminoasidi-
nin de degismesine yol agacaktir. Baz ¢iftinin delesyonu veya eklenmesi sonu-
cunda ise mutasyonun yer aldig1 kodondan sonraki biitiin kodonlar degisir. So-
nucta; proteinin mutasyonun oldugu noktadan sonraki gen kismi tarafindan

sifrelenen béliimii tamamen yanhs aminoasitlerden olusur. (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Kalip kaymast mutasyonu
II) Kromozomal mutasyon (Kromozomal bozukluklar) :
Kromozomlarin yapisinda meydana gelen ve genetik materyalde énemli
degisikliklere neden olan mutasyon tipidir (6, 7, 12-14). DNA zinciri veya kro-

matid kirilabilir, meydana gelen parcalar diger zincir veya kromatide gecerek

onunla degisik sekillerde rekombine olur (Kaynama).

a) Bir kromozomdaki DNA parcas1 koparak basgka bir kromozoma takilir
(Translokasyon).

b) Kromozomun kiigiik bir parcasi koparak eksilir (Delesyon).
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c¢) Kromozomun bir boliimii koptuktan sonra 180° dénerek tekrar koptu-

gu yere yapisir (Inversiyon).

ITI) Genomik Mutasyon :
Genomda, kromozom sayisinda meydana gelen degigikliklerdir (1, 6, 12)

Insanda diploid (2n = 46), yani 46 kromozomdan fazla olan ve kromo-
zomlarin haploid (n=23) sayisinin tam kati gseklinde artmig oldugu duruma

"poliploidi" ad1 verilir.

Kromozom sayisinin, normal diploid sayidan bir veya birkag adet az ve-

ya fazla olmasi durumuna "aneploidi” denir.

Tek bir kromozomun artmig oldugu durum "trizomi", eksik oldugu du-

rum ise "monozomi" dir.

Bu tip mutasyonlar esas olarak kromatid ¢iftlerinin veya homolog kro-
mozom ¢iftlerinin birbirinden ¢6ziilmelerinin olmayig: ile karakterize oldugu

icin "¢bziilmesiz mutasyon" adini alir (13) .

2.2.2. Mutasyon mekanizmasa :

Nokta mutasyonu ve kromozomal mutasyonda hedef DNA molekiltidiir.
Aneploidi ve poliploidide ise asil hedef mitoz ve meiozdaki hiicresel kompo-
nentler, 6zellikle igcik lifleridir.

Bir¢ok reaktif grup icermesi nedeniyle DNA molekiiltiniin yapis: cesitli
yollardan degisiklige ugrayabilir (6).
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- Hidrolitik zarar :

Spontan nokta mutasyonlari, DNA daki hidrolitik zarar sonucu olus-
maktadir. Depurinizasyon, depirimidasyon, ekzosiklik amino grubunun deami-

nasyonu bu tiir bir zarar sonucu meydana gelen degisikliklerdir.
- Adukt olusumu :

Birgok elektrofilik biles,ﬁik DNA molekiiliine baglanarak "adukt” denilen
stabil tiriinler olugtururlar (1, 4, 6).

DNA bazlar1 adukt olusumunda baglica hedeflerdir.

En fazla adukt olusturan baz guanindir. (N7, O8, C8, ekzosiklik N?)

(Sekil 2.4)
8
®)
7
1 5
HN f \>3
N
H.N7 2 A A
2 -
CH,CH, X
Alkilleyici ajan
Q
O-C‘JHZCH:3 CHZCHK
[ W
H_N HN }
2 f

Sekil 2.4. Guaninin 0° ve N7 alkilasyonu
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Adukt olusumunun biyolojik neticeleri, aduktun karakterine ve DNA
molekiiliindeki yerine baghdir. Ornegin: N7- Guanin'e bagh bir metil grubu O8-
Guanin'e bagh bir metil grubuna gore daha zayif mutajendir. Nokta mutasyo-
nu veya kromozomal mutasyon adukt oluéumu neticesi ortaya ¢ikan mutas-

yonlardir.
- Zincir kirilmasi :

Adukt olugumu ve fiziksel etkenler (X-1gmlari) zincir kirilmasina ve bu-

na bagli olarak kromozomal mutasyona neden olur (6).
- Elektromanyetik radyasyon :

Iyonize 1gimlar (X-,Y-1ginlari) serbest radikal olusturarak DNA bazlarin-
da kimyasal degisikliklere ve zincir kirilmalarina neden olur. UV-1gmlar: (254

nm de) dimer olusturarak mutajen etki gosterir (6).

2.3 DNA Onarim Mekanizmalari :

DNA da olusan zararlar ya hiicrenin 6liimiine neden olur veya genetik

materyalde onemli degigiklikler meydana getirir.

Genetik bilgilerin sonraki kugaklara degismeden aktarilabilmesi i¢in bii-

tiin organizmalar kendilerine 6zgii onarim mekanizmalar geligtirmiglerdir.
Hiicre, DNA hasarlarina degisik gekillerde cevap verir (6, 15);

a) DNA hasari onarilarak molekiil eski haline déniistiiriiliir. Bu durum-

da bir mutasyon s6z konusu degildir.

b) DNA aduktu olugstugu taktirde, hiicre DNA replikasyonunu engelle-
mek suretiyle 6liir veya m-RNA transkripsiyonunu bloke ederek esansiyel bir
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proteinin sentezini engeller. Hiicre 61diigii taktirde mutasyon olasilig1 da eli-

mine olur.
c) Hiicre mutasyonel lezyonun varligina ragmen boliinmeye devam eder.
DNA hasarinin onarilmas: degisik sekillerde olur ;
I) UV-isinlar ile mutasyonun enzimatik fotoreaktivasyonu :

Bu mekanizmada, "Fotoreaktive edici enzim” ad: verilen 6zel bir enzim
300-400 nm. dalga boyvunda goriilebilir isikta aktif hale gelerek onarimi baslat-
maktadir.

DNA molekiiliinde UV'nin olusturdugu pirimidin dimerleri bu mekaniz-
ma ile giderilmektedir (1, 10, 16).(Jekil 2.5)

uv
o 254 nm

Fotoreaktive
O edici enzim
340-370 nm

Sekil 2.5. UV - sinlart ile mutasyonun enzimatik fotoreaktivasyonu
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IT) Of - Alkil guanin aduktunun metil transferaz enzimi ile onarnm (16,

17).

QS - Metil guanin- DNA + Metil transferaz-SH — Guanin - DNA + Metil

transferaz-S-metil

III) Purin baz1 ilavesi : (Sekil 2.6)

Pir Dur

21r 2ir
PN ¢ N N
NN

(

Pir Bir Pur Pir Pur
. : L k k k -7
5o p P\i P\j ?\j 2 | P =3

Sekil 2.6.DNA molekiiliine purin baz ilaves:
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IV) Baz veya niikleotidin uzaklastiriimasi (Nikleotid-, Baz - Ekzisyonu)

Genetik materyalde, mutasyona ugramis bélgedeki baz veya niikleotid-
ler gesitli enzim aktiviteleri ile uzaklastinilirlar (1, 16, 17). (Sekil 2.7)

endontikieaz DNA dlikosiiaz

ﬂ

I [ |
[ S B | G C A G AT
®
RS S\ A s CGTCCTa
CGLCCTA Voo 1t
1o R
LA
Y APendonikleaz
T ( veya AP endoniikleaz
cC A@c + ekzoniikieaz)

l DNApoiimcm_.

' b
| T T T R
GCAGG AT
CGeGTCCTA
[ A

) DNA ligaz

Y
| T A A
GCAGGAT
cGTCCT
[ |

Sekil 2.7. Niikleotid -, Baz - Ekzisyonu
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Bunlar, hem bakterilerde, hem de okaryotik hiicrelerde bulunan onarim

mekanizmalandair.

Mismatch ve SOS-Onarimu gibi mekanizmalara ise sadece mikroorganiz-

malarda rastlanmigtir.

2.4. Mutajenite Testleri

Mutajenik etkilerin arastirilmasinda, bakterilerden, viriisler, mantarlar,
memeli hiicre kiiltiirleri, bitkiler, bocekler ve memelilere kadar ¢esitli deney
organizmalarn kullanilir.

Bakteriler, genotoksik kimyasallarin taranmasinda en fazla kullanilan

test sistemleridir.

Ames tarafindan geligtirilen ve Ames testi veya Salmonella / mikrozom
testi (Muta test) de denilen test, bakteriyel testlerin gelismesinde énciiliik et-
mistir ve en yaygimn kullanilan testtir (18-33). Salmonella typhimuriumun bir
mutasyon nedeniyle histidin sentezleyemeyen (his’mutanti) mutantlarinin
kullaniidig: bu test, ayrica kimyasal maddélerin karsinojenik etki potansiyel-
lerini tespit etmek icin de tarama testi olarak kullamilir. Mutajen etkinin var-
liginda, bakterideki defekt ortadan kalkar (his® — histmutant). Bakteriler his-
tidin sentezleme yetenegini tekrar kazanirlar ve histidin icermeyen 6zel besi
yerinde (Minimal - Glukoz Agar) iireyebilirler. Koloni séym, maddenin muta-
jenik aktivitesi i¢in bir él¢tidiir.

Ames testinde kullanilan Salmonella typhimurium bakteri suslarindan
TA 1535 ve TA 100, TA104 ve TA102 baz ¢ifti degisimine neden olan mutajen-
lerin, TA 1537, TA 1538 ve TA 97, TA 98 ise kalip kaymasina neden olan mu-

tajenlerin tespitinde kullanilir.
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Nestmann ve arkadaglari, Ames testinde kullanilan Salmonella suslari-

nin ayni anda kullamldig: yeni bir test (Simul Test) gelistirmislerdir (34).

SOS genlerinin onarim mekanizmalarindan yararlanmak suretiyle geno-
toksik aktivite tayini yoniinde yapilan ¢aligmalar sonucunda Quillardet ve ar-
kadaglar: (1982) SOS-Kromotest denilen ve genotoksik maddelerin bir Esche-
richia coli susunda meydana getirdikleri SOS cevabina dayanan kisa siireli

bir tarama testi geligtirmiglerdir (35-39).

SOS-Fonksiyonlar: bakteri hiicre DNA'sinda meydana gelen bir hasar
sonucunda hiicre béliinmesinin inhibe edilmesi gibi ¢egitli onarim mekanizma-

larmm igeren kompleks reaksiyonlardir.

E. coli PQ 37sugunda B-galaktosidaz aktivitesinden sorumlu yapisal gen
olan lac Z'in kontrolii SOS-Onarim genleri olan sfi A genlerinin kontroliine ve-

rilmistir.

DNA'da meydana gelen bir hasar sonucunda SOS-Fonksiyonlar indiik-
lenerek sfi A genlerinin ifadesine ve sonucunda da B-galaktosidaz aktivitesinin
artmasina neden olmaktadir. B-galaktosidaz aktivitesi ise kolorimetrik bir

yontem ile 6l¢tilmektedir.

SOS-Onarim genlerinden yararlanilarak geligtirilen diger bir kisa stireli

tarama testi de caligmamizda kullandigimiz UMU testidir.

Oda ve arkadaglari umu C'-'lac Z segmentlerini iceren bir plazmidin
(pSK 1002) Salmonella typhimurium TA 1535'e transferini gerceklestirdiler.
Testin esasi, Salmonella typhimurium TA 1535 / pSK 1002 susunda genotok-
sik bir etki sonucu indiiklenen umu gen ifadesine bagh olarak artan B-galakto-
sidaz aktivitesinin kolorimetrik olarak 6lciilmesidir (40-46).

"Host-mediated" test sisteminde ise bir mikroorganizma (Bacillus subti-
lis, Neurospora crassa) indikator organizma olarak, bir memeli de (fare, sican)

test sistemi olarak kullanilir (47). Indikator organizma I.P. yoldan test sistemi



-18-

memeliye enjekte edilir. Mutajenik etkisi aragtirilacak kimyasal madde bagka
bir yolla hayvana tatbik edilir. Belirli bir siire sonra mikroorganizmalar peri-
tonal bolgeden ¢ikarilir ve kontrol ile kargilagtirilarak mutasyon siklig: hesap-
lanir. Bu yontemle direkt mutajenler yaninda, memelide biyotransformasyon
sonucu mutajenik aktivite kazanan metabolitlerin de mutajenik etkisi arastiri-
labilir.

Invivo test sistemlerinden en yaygin kullamilani Drosophila melanogas-
ter tiirii meyva sinekleridir. Toksik maddeleri memelilere benzer sekilde meta-
bolize ettigi i¢in tercih edilmektedir. Gerek gamet hiicrelerindeki mutasyonla-

rin, gerekse somatik hiicrelerdeki mutasyonlarin tespitinde kullanilir (48-50).

Sitogenetik testlerde ise genotoksik etki mikroskobik olarak direkt tes-
pit edilebilir. Yeterli sayida ve stabil hiicreler, kisa gelisme donemi, dizgiin
karyotip, az sayida ve iri kromozomlar sitogenetik calismalar i¢in idealdir. In-
vivo ve invitro sitogenetik ¢alismalarinda periferik kan -T- lenfosit kiiltiirleri
en uygun hiicre kiiltiirleridir. Bu testlerde genotoksik etkiler sonucu meydana
gelen yapisal ve sayisal kromozom anomalileri ve kardeg kromatid degisikligi
(SCE = Sister chromatid exchange) mikroskobik olarak teghis edilebilir (1, 51-
55).

Kromozom kirilmalarina neden olan maddelerin tespiti igin tercih edilen
invivo yontemlerden biri de fare eritrositleri ile yapilan Mikronukleus testidir
(4, 8).

Gamet hiicrelerinde mutasyonlarin aragtirilmasinda kullanilan invivo

testlerden biri de kemiricilerle yapilan "Dominant Letal Testtir" (2, 4, 8).
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2.5. Mutajen (Genotoksik) Maddeler

Genotoksik kimyasal maddelerin bir kismu direkt etkili ajanlardir. Alkil
siilfonik asit esterleri, epoksitler, aromatik N-oksitler, aromatik nitro bilegikle-
ri, laktonlar, alkilnitrozoiireler, alkilnitrézamidler direkt etkili mutajen mad-
delerdir. Bu maddeler elektrofilik 6zellikte olup, DNA'daki niikleofilik merkez-
lere baglanarak adukt olustururlar.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, alkil ve arilnit-
rézaminler, aromatik azo bilegikleri, alifatik vinil bilesikleri, aflatoksinler, saf-
rol ise indirekt etkili yani promutajen maddelerdir.

Bu maddeler, endoplazmik retikulumda yerlesmis olan karma fonksi-
yonlu oksijenazlar ile aktive olarak elektrofilik bilegiklerine déniigiirler.

Promutajenlerin kisa siireli testler ile arastirilmasi sirasinda test orta-
minda memeli metabolizmasini saglamak gerekmektedir. Mutajenite testlerin-
de kullanilan standart karaciger metabolik aktivasyon sistemi, "S9 karigimi”
olarak adlandirilir. S9 karigimi, S9 fraksiyonunu, gerekli tamponlan ve kofak-
torleri icerir. S9 fraksiyonunun hazirlanmasinda doku homojenizat: (karaci-
ger) kullanilir. Doku homojenizatlar1 9000 g'de santrifiij edildikten sonra ayri-
lan supernatant (S9 fraksiyonu) endoplazmik retikulum, ribozomlar, ¢éziin-

miis enzimler ve endojen kofaktdrleri igerir.

Metabolik aktivasyonu arttirmak i¢in si¢anlara fenobarbital, 3-metil ko-

lantren veya Araclor 1254 verilerek enzim indiiksiyonu saglanir (6).

2.6. Bitkisel Kaynakli Mutajen Maddeler :

Bitkisel kékenli droglar ¢ok eski devirlerden beri hastaliklara kars: kul-
laniimakla beraber, aktif bilegikleri ve etki mekanizmalan hakkindaki bilgile-



re ancak, 19. y.y'in ortalarindan itibaren yani yaklagik 150 seneden beri sahip
olunmaya baglanmigtir. Diinya tizerinde bulunan bitkilerden yaklagik 20000
tirin tibbi maksatlar i¢cin kullanildigr bilinmektedir. Tﬁrkijreiie yetismekte
olan 8500 tiirden ise ancak 500 kadan tedavide kullanilmaktadar.

Bitkisel droglarda, etkili saf bilesiklere oranla, effektif doz ile letal doz
arasindaki mesafe oldukca genigtir. Bu nedenle, bitkisel droglar ile zehirlene-
rek §lim ihtimali saf etkili maddelere oranla daha azdir. Bu da, halk arasmda,
etkili madde yerine bitkisel droglarin kullamlmasinin tercih edilmesine neden
olmaktadir.

Biinyelerinde ¢ok degigik yapida kimyasal maddelerin bulundugu bitki-
sel droglarn insan saghg acisindan olugturabilecegi risklerin aragtirilmas: ge-
rekmektedir. Bu konuda yapilan caligmalarin énemli bir bolimiinii de bitkisel
droglarin mutajenik (genotoksik) aktivitelerinin aragtirlmas: tegkil etmekte-
dir (56-59).

Kersetin, bitkisel kokenli mutajenlerden en aktif olanidir. Bir ¢ok bitki
ekstresinin genotoksik aktivitesinin icerdigi kersetinden ileri geldigi cesitli
arastirma gruplarinca saptanmigtir (60).

Ramnetin ve kamferol, kersetine oranla daha zayif aktivite gosteren fla-
vonoidlerdir (60, 61).

Ruta Herba bitkisinin tentiiriinde Ames testi ile yapilan mutajenite tes-
tinde Salmonella typhimurium TA 98 susuna kargt metabolik aktivasyonsuz
kuvvetli bir mutajenik etki gozlenmistir. Ekstrenin G.C ve G.C / M.S. ile ince-
lenmesi sonucunda furokinolin alkaloidlerini icerdigi ve mutajenik aktiviteden

de bu maddelerin sorumlu oldugu saptanmigtir (62).

Westendorf ve arkadaslar, hidroksi antrakinonlarin degisik test sistem-
lerinde mutajenik aktivitelerini aragtirmis ve bunlar arasinda lusidin ve aloe-

emodin'in genotoksik aktivite gosterdiklerini belirtmiglerdir (63).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler, Qﬁieltiler ve Aletler
Kimyasal Maddeler
Sodyumdihidrojen fosfatdihidrat (NaH,PO,.2H,0) (Merck)
Disodyumhidrojenfosfatheptahidrat (Na, HPQO,..7H,0) (Merck)
Sodyumkloriir (NaCl) (Merck)
Magnezyumsiilfatheptahidrat (MgSO,. 7H,0) (Merck)
B-merkaptoetanol (Merck)
Glukoz (Merck)
o-Nitrofenil-3-D-galaktopiranozid (ONPG) (Sigxﬁa)
Bactotripton (Difco)
Maya ozeti (Difco)
Ampisilin-Na (Fako Ila¢ Fabrikas1)
4- Nitrokinolin - 1- oksid (NQO) (Sigma)
4- Nitro-o-fenilendiamin (NODP) (Sigma)
Dipotasyumhidrojenfosfat (K,HPO,) (Merck)
Potasyumdihidrojenfosfat (KH,PO,) (Merck)
Dodesilhidrojensiilfat sodyumtuzu (SDS) (Merck)

Kloroform (CHCly) (Merck)



Sodyum karbonat (Na,COgy) (Merck)

Dimetilstilfoksit (DMSO) (Merck)

2- Aminoantrasen (2-AA) (Sigma)
Dimetilbenzantrasen (DMBA) (Sigma)
Potasyumkloriir (KC1) (Riedel)
Magnezyumkloriirhexahidrat (MgCl,.6H,0) (Merck).
Glukoz-6-fosfat (Merck)
B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADP) (Sigma)

Distile su.

Cozeltiler

Z - tampox;u 3

0.04M NaH,PO,2H,0
0.06 M Na,HPO,.7TH,0
0.01 M NaCl

0.001M MgSO,.7THO

0.05 M B-merkaptoetanol

6.24 g NaH,PO,.2H,0, 16.08g Na,HPO,.7H,0, 0.584 g NaCl, 0.246 g
MgS0,7H,0 birmiktar distile suda ¢oziildi. 2.7 ml B-merkaptoetanol ilave

edildikten sonra 1l'ye tamamland.
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% 0.2 Glukoz c¢ozeltisi :

2g Glukoz 1000 ml distile suda ¢oziildii. Otoklavda 109°C'de 1 saat steri-
lize edildi. ‘

ONPG cozeltisi :

4 mg ONPG, 1ml 0.1 M Na-fosfat tamponunda ¢ozildi.

0.1 M Na-fosfat tamponu :

Cozelti A : (0.1 M NaH,PO,.2H,0): 1.56g NaH,P0,.2H,0, 100 ml distile

suda ¢ozuldu.

Cozelti B: (0.1 M Na,HPO,.7TH,0): 2.68 g Na,qJHPO,.7H,0, 100 ml distile
suda ¢oztldi.

39 ml A-¢ozeltisi ile 61 ml B-¢6zeltisi karistirildi.

LB-medium :
Bactotripton % 1
NaCl % 0.5
Maya 6zeti % 0.5

10 g Bactotripton, 5g NaCl, 5g Maya 6zeti, 1000 ml distile suda ¢oziildii.
Otoklavda 121°C'de 20 dak. sterilize edildi.

TGA - medium :

Bactotripton % 1

NaCl % 0.5
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Glukoz % 0.2

0.75 g Bactotripton, 0.375 g NaCl, 75 ml distile suda ¢oziildii. Otoklavda
121°C'de 20 dak. sterilize edildi. Steril % 0.2 Glukoz ¢bzeltisinden 25 ml ilave
edildi.

K-fosfat tamponu :

Cozelti A: 17.42g K, HPO, 11 distile suda ¢oziildii.
Cozelti B: 13.61 g KH,PO, 1l distile suda ¢oziildi.
100 ml A-¢6zeltisi ile 32 ml B-¢ozeltisi karigtirnlda.
Stok Ampisilin ¢cozeltisi :

0.5 g Ampisilin-Na, 2 ml steril distile suda ¢oziildii.
Seyreltik Ampisilin ¢ozeltisi :

40 ul stok ampisilin ¢ozeltisi ile 960 ul steril distile su karigtirlda.
% 0.1 SDS ¢ozeltisi :

100 mg SDS, 100 ml distile suda ¢oziildii.

1M Na,CO; cozeltisi :

1.06 g Na, COg4, 10 ml distile suda ¢oziildil

1M KCl ¢ozeltisi :

3.728g KCl, 50 ml distile suda ¢6ziildii. Otoklavda 121°C'de 15 dak. ste-
rilize edildi.

0.25 M MgCL,.6H,0 cozeltisi :

2.541 g MgCl,.6H,0, 50 ml distile suda ¢ozildii. Otoklavda 121°C'de 15
dak. sterilize edildi.
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0.2 M Glukoz -6-fosfat ¢ozeltisi :

0.564 g Glukoz -6- fosfat 10 ml steril distile suda ¢6ziildii. 0.45um por bii-
yilikliigii olan Whatman filtreden siiziilerek sterilize edildi.

0.04 M NADP cozeltisi :

30.6 mg NADP, 1 ml steril distile suda ¢oziildi. 0.45um por biytukligi
olan Whatman filtreden siiziilerek sterilize edildi.

0.2 M NaHPO,4 tamponu :

3.12 g NaH,PO,. 2H,0, 75 ml distile suda ¢oziildi. 1 N NaOH ile pH
7.0'ye ayarlandi. Distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Otoklavda 121°C'de 15
dak. sterilize edildi.

Pozitif kontrollerin stok cozeltileri :
NQO Stok c¢ozeltisi :

1mg NQO, 1 ml DMSO icinde ¢oziildii. Gerekli seyreltmeler DMSO ile
yapilda.

NODP Stok cozeltisi :

10 mg NODP, 1 ml DMSO i¢inde ¢oziildii. Gerekli seyreltmeler DMSO
ile yapilda.

2-AA Stok c¢ozeltisi :

2 mg 2-AA tartildi ve 1 ml DMSO'de ¢oziilldii. Gerekli seyreltmeler
DMSO ile yapilda.

DMBA Stok cozeltisi :

2 mg DMBA tartildi ve 1.5 ml DMSO'de ¢oziildii. Gerekli seyreltmeler
DMSO ile yapild1.
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Bitkisel cay ekstrelerinin hazirlanmasi :
I-  Barsak kurtlar ve parazitler i¢in ¢ay (% 0.5):

0.5 g cay tartild: ve 100 ml distile su i¢inde 5 dak. kaynatilip 10 dak.
demlendikten sonra siiziilerek kullanildi. Gerekli seyreltmeler disti-
le su ile yapilda. ‘

II- Hiicre yenileyici olarak kullanilan ¢ay (% 1.5):

1.5 g cay tartild: ve 100 ml distile su icinde 5 dak. kaynatild: ve sii-
zildii. Gerekli seyreltmeler distile su ile yapildi.

III- Zayiflama cay1 (% 20) :

20 g cay tartildi, 100 ml distile sﬁ iginde 5 dak. kaynatild: ve siizil-
dii. Gerekli seyreltmeler distile su ile yapildi.

IV- Oksiiriik cay1 (% 10) :

10 g cay tartildi ve 100 ml distile suda 5 dak. kaynatild: ve siiziildii.
Seyreltmeler i¢in distile su kullanilda.

V- Bobrek tag, kum, iltihap, idrar sikintis1 rahatsizliklar: i¢in cay
(%0.2):

0.2 g cay tartildi. 100 ml distile suda 5 dak. kaynatildi, 10 dak. dem-
lendikten sonra siiziildi. Gerekli seyreltmeler distile su ile yapildi.

VI- Kaginti cay1(% 0.4):

0.4 g cay tartildi ve 100 ml distile suda 5 dak. kaynatildi. 10 dak.
demlendikten sonra siiziildii. Gerekli seyreltmeler distile su ile ya-
pildi.

VII- Damar tikanikligi, migren, siniizit igin ¢ay (% 0.2):

0.2 g cay tartild: ve 100 ml distile suda 5 dak. kaynatildi. 10 dak.
demlendi ve stiziildi. Seyreltmeler icin distile su kullanilda.
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VIII- Nefes darhigi, astum, bronsit icin ¢ay (% 0.5):

0.5 g ¢ay tartildi. 100 ml distile suda 5 dak. kaynatildi, 10 dak. dem-
lendi ve siiziildii. Seyreltmeler distile su ile yapilda.

IX- Yiiksek tansiyon ve altini 1slatan ¢ocuklar igin ¢ay (% 0.2):

0.2 g cay tartildi. 100 ml distile suda 5 dak. kaynatild: ve siiziildi.
Gerekli seyreltmeler distile su ile yapildi.

X- Seker hastalifricin ¢cay (% 1) :

1 g cay tartildi, 100 ml distile su i¢inde 5 dak. kaynatild: ve siiziildi.
Gerekli seyreltmeler distile su ile yapildi.

Aletler

pH metre : Nel Elektronik
Spektrofotometre : Bausch-Lomb
Calkalayicih etiiv =~ : Lab-Line

Calkalayicili su banyosu : BM 102 - Niive

Etuv : Dedeoglu

Pastor Firnm : Elektro-Mag

Otoklav : Kelmanlar

- 80°C Sogutucu : So-Low Environmental Equip. Co.
Hassas terazi : Mettler AE 50

Sogutuculu Santrifiij : Hettich.
Manyetik karigtirici : Elektro-Mag

0.45 um por biiyiikliigi olan Whatman filtre
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3.2. S9 Fraksiyonunun hazirlanmasi

S9 fraksiyonu hazirlanmasi i¢in Fenobarbital ile indiiklenmis sicandan

elde edilen karaciger homojenizati kullamldi.

196 g agirhiginda Spraque Dawley erkek sicana kesilmeden 5 giin énce
baglanarak, ti¢ giin I.P. yoldan Fenobarbitalin, Propilen Glikoldeki ¢ézeltisi
giinliik doz 16 mg/ml olacak sekilde uygulandi. Dordiincii giin enjeksiyon ya-
pilmadi ve sigan kesilmeden 12 saat énce a¢ birakildi. Beginci giin servikal dis-
lokasyon ile 6ldiriildii ve karacigeri steril sartlarda 0.15 M KCl igerisine alin-

d1. Bu iglemler sirasinda soguk ve steril aletler ile ¢gozeltiler kullanildi.

Karaciger , Sitokrom P-450'nin aktivitesini inhibe edebilen hemoglobi-
nin uzaklagtirilmasi igin bir ka¢ kez 0.15 M KCl ¢ézeltisi ile yikandi ve 0.15 M
KCl icine alinarak homojenize edildi. Bu gekilde elde edilen homojenizat, 10
dak. 9000 g (8700 rpm) santrifiij edildi. Supernatant (S9 fraksiyonu) ayrildi ve
daha sonra kullanilmak tizere -80°C de muhafaza edildi.

% 10 S9 karisiminin hazirlanmasi

10ml
1M KCl 0.33
0.25 M MgCl,.6H,0O 0.32
0.2 M Glukoz-6-fosfat 0.25
0.04 M NADP 1.00
0.2 M NaHPO, 5.00
Distile su 2.10
S9 fraksiyonu 1.00

Kullanilmadan hemen 6nce kargtirilarak hazirlands.



3.3. UMU -Tesii
3.3.1. Pozitif kontroller ile calisma

Salmonella typhimurium TA 1535 / pSK 1002 susu 50 pug/ml ampisilin
iceren 5 ml LB besiyerine ekildi. 16 saat 37°C'de inkiibasyona birakild. Inkii-
basyon siiresinin bitiminde bakteri kiiltiiri 50 ug/ml ampisilin iceren TGA be-
siyeri ile 20 kez seyreltildi ve bakteri dansitesi 600 nm de 0.25-0.35'e ulaginca-
ya kadar siirekli ¢alkalanmak suretiyle 37°C'de tekrar inkiibasyona birakilda.

Bakteri kiiltiiriinden 2.4 ml lik kisimlar deney tiiplerine alindi, her bir
tiibe 0.1 ml test (pozitif kontrol) ¢ozeltisi ve 0.5 ml 0.1 M K-Fosfat tampon ¢6-
zeltisi ilave edildi. Pozitif kontrol ¢6zeltisi olarak 2-AA ve DMBA kullamldigin-
da 0.1 M K-Fosfat tamponu yerine 0.5 ml S9 karigimi ilave edildi. 2 saat
37°C'de siirekli calkalanmak suretiyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon si-
resinin bitiminde B-galaktosidaz aktivitesi Miller metoduna gtre hesapland:
(64).

Miller Metoduna gore B-galaktosidaz aktivitesi tayini

Bélim 3.3.1'e gore hazirlanan inkiibasyon ¢ézeltisinden 0.1 ml deney
tiiplerine alindi. 0.9 ml Z-tamponu, 25 ul % 0.1 SDS ¢o6zeltisi ve 5 pl Kloroform
ilave edilerek kanstirildi. 0.2 ml ONPG ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 28°C'de
15 dak. inkiibasyona birakildi. Reaksiyon 0.5 ml 1 M Na,COj ilavesi ile durdu-
ruldu. Cozeltinin absorbans1 420 nm ve 550 nm de 6lciildii. Inkiibasyon ¢ozelti-
sinden kalan kisimin (2.9 ml) absorbans: 600 nm de 6l¢iildi.

B-galaktosidaz aktivitesinin hesaplanmasi :

B-galaktosidaz aktivitesi Millerin gelistirdigi asagidaki formiile gére he-
sapland1.
1000x(0D,90-1.7580Dsg;54)

txVxODgy,

B-galaktosidaz aktivitesi (Unite) =
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OD,50 = 420 nm deki absorbans
ODy;50 = 550 nm deki absorbans
ODyggo = 600 nm deki absorbans
t = Reaksiyon siiresi (15 dak.)

V = Tayinde kullanilan inkiibasyon ¢tzeltisinin hacmi (0.1 ml)

tndiksiyon faktori (D) = Caligilan konsantrasyonlarin $-galaktosidaz aktivitesi

Kontrol seviyesinin -galaktosidaz aktivitesi

3.3.2. Bitkisel ¢ay ekstreleri ile calisma

Bitkisel ¢aylarin ekstreleri aktar tarafindan belirlenen di'anlarda, distile
su ile kaynatilip 10 dakika bekletildi ve siiziilerek taze hazirlandi. Bélim
3.3.1'de belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri kiiltiiriinden 2.4 ml'lik kisimlar
deney tiiplerine alindi. Her bir tiibe ¢ay ekstreleri (0.1 ml) ve 0.5 ml 0.1 M
K-Fosfat tamponu veya 0.5 ml S9 karigim ilave edildi. 2 saat 37°C'de siirekli
calkalanmak suretiyle inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresi bitiminde B-
galaktosidaz aktivitesi Miller Metoduna gore tayin edildi. Yapilan her bir ¢a-
Ligmaya paralel olarak S9 karigimsiz denemelerde NQO (0.5 ug/ml) ile, S9 ka-
nisimi ilave edilerek yapilan denemelerde 2-AA (4 pg/ml) ile ¢ahigild1
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4. BULGULAR

S. Typhimurium TA 1535/pSK 1002 susu icerdigi umu C'-lac Z genleri
ile mutajen ve karsinojen kimyasal maddelere karg: hassas bir 6zellik kazan-
migtir. Mutajen bir etken tarafindan meydana gelen DNA hasarina karg: hiic-
rede olusan SOS sinyali umu operonunu indiikleyerek B-galaktosidaz aktivite-
sinin artmasma neden olmaktadir. (Sekil 4.1))
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B galaktosidaz, B-D-galaktozidleri hidroliz eden bir enzimdir. Renksiz
bir substrat ortamda bulundugunda, §-galaktosidaz tarafindan renkli tiriinlere
hidroliz olur. o-Nitrofenil-B-D-galaktopiranozid (ONPG) bu 6zellikte bir subs-
trattir. $-galaktosidaz tarafindan galaktoz ve o-nitrofenole hidroliz olur. San
renkli o-nitrofenoliin absorbansi 420 nm de 6l¢iiliir. Ortamda kafi miktarda

ONPG bulundugunda, olusan o-nitrofencliin miktar B-galaktosidaz miktan ile
orantilhidir.(Sekil 4.2 )

CH,0H
NO,

4

HO 0

i

OH F/\\‘ /
: NO
/ ! HZO 2
) OH

©~<0
o— Nitrofeni] ~3-D~galaktopiranozid -C

o— Nitrofenol
ODj,g

O f-Galaktosidaz Galaktoz +

Sekil 4.2. ONPG'nin Bgalaktosidaz tarafindan Galaktoz ve o-Nitrofeno-

le hidroliz:

4.1. NQO ve NODP ile Calismalar

Umu testi. metabolik aktivasyona ihtiyac géstermeyen, direkt etkili iki
pozitif kontrole uygulandi. Céziici kontrol olarak DMSO kullamldi. NQO ile
0.1-1.0 ug/ml, NODP ile 5.0-40.0 ug/ml! konsantrasyon aralifinda yapilan test-

ler sonucunda hesaplanan f-galaktosidaz aktiviteleri ve indiiksiyon faktorieri

Tablo 4.1'de veriimektedir.
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Tablo 4.1. Umu-Testsisteminde NQO ve NODP ile elde edilen sonuglar

Madde Bgalaktosidaz aktivitesi 8 Indiiksiyon faktorii
(ug/ml) (iinite)

NQO

ob 278 + 26 1
0.1 559 + 14 2.0
0.25 689 = 30 2.5
0.5 953 £ 19 : 34
0.75 1041 = 57 3.7
1.0 1261 + 24 4.5
NODP

ob 255 + 26 1

5 541 = 27 2.1
10 671 £30 2.6
20 836 + 25 3.3
30 940 = 17 3.7
40 1203 + 31 4.7

& Ortalama + SD (n=4)
b (isziicit kontrol, DMSO (100 pl)

4.2. 2-AA ve DMBA ile Calismalar

Indirekt mutajen etki gosteren (promutajen) pozitif kontrollerden 2-AA
ile 0.5 - 4.0 ug/ml, DMBA ile 2.0-12.0ug/ml konsantrasyon araliginda ¢aligilda.
Inkiibasyon karisimina metabolik aktivasyonu saglamak amaciyla S9 karigimi
ilave edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.2'de verilmektedir.
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Tablo 4.2.Umu Test sisteminde 2-AA ve DMBA ile elde edilen sonuglar

Madde B-galaktosidaz aktivitesi | Indiiksiyon faktérii

(ug/ml) (Unite)

2-AA

Qb 247 x5 1

0.5 3015 1.2

1 508 9 2.1

2 734 £ 11 2.9

3 869 +9 3.5

4 972 + 12 3.9

DMBA

0ob 234 11 1

2 3917 1.7
453 = 9 1.9

8 548 = 11 2.3

10 661 = 12 2.8

12 746 + 4 3.2

& Ortalama =+ SD (n=4)
b Csziicii kontrol, DMSO (100 pl)

4.3 . Bitkisel Caylar ile Yapilan Calismalar

Halk arasinda tedavi amaciyla yaygin olarak kullanilan 10 bitkisel cay
ornegi degisik aktarlardan temin edildi. Cay drneklerinden 3 tanesi tek bir

drog icermektedir. Digerleri ise degisik droglardan hazirlanmig karigimlardir.
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Caligmada kullamilan bitkisel ¢ay 6rnekleri, i¢erikleri ve halk arasindaki
kullamliglar Tablo 4.3'de belirtilmistir.

Tablo 4.3. Umu-Test Sisteminde genotoksik aktiviteleri incelenen bitki-

sel ¢aylar

Ornek Icerdigi Droglar Kullanihst

I Lavanta (Lavandula sp.) Barsak kurtlarn ve
Papatya(Anthemis sp.) parazitlere kars:
Kantaron (Hypericum sp.)
Pelin otu (Artemisia sp.)

I Isirgan otu (Urtica sp.) Hiicre yenileyici

111 Kugburnu (Rosa canina) Zayflatia
Sinamelkd (Cassia sp.)
Funda (Erica sp.)
Ardi¢ (Juniperus sp.)

v Hatmi (Althaea sp.) Oksiiriik ¢ay1
Kusburnu (Rosa canina)
Ardi¢ (Juniperus sp.)
Targn (Cinnamomum sp.)
Anason (Pimpinella anisum)
Papatya (Anthemis sp.)

v At kuyrugu (Equisetum sp.) Bobrek, tas, kum
Altin otu (Helichrysum sp.) iltihap, idrar
Rezene (Foeniculum vulgare)| sikintisi rahatsizhiklarina

Maydanoz (Petroselinum crispum) | karsi
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VI At kuyrugu (Equisetum sp.)
Kantaron (Hypericum sp.)
Hayit (Vitex sp.)

Hevhulma (Lythrum sp.)

VII Karabas otu (Lavandula sp.)

VIII Okaliptus (Eucalyptus

camaldulensis)

Kugburnu (Rosa canina)

Papatya (Anthemis sp.)
Thlamur (Tilia sp.)
Hatmi (Althaea sp.)

IX Okse otu (Viscum sp.)

X Rezene (Foeniculum vulgare )

Kusburnu (Rosa canina)

Ardi¢ (Juniperus sp.)

Kagintiya kars

Damar tikamkhg,

migren, siniizite karg:

Nefes darligi, astim,
brongit rahatsizhiklarina
karg.

Yiiksek tansiyon ve altim

1slatan gocuklar i¢in

Seker hastaligina karsi

Cay ornekleri aktarlar tarafindan onerilen konsantrasyonlarda, distile
su ile kaynatilip 10 dak. bekletilerek hazirlandi. Gerekli seyreltmeler distile su

ile yapilda.

Her bir érnek ile 10.0-100.0 ul/ml konsantrasyon araliginda metabolik
aktivasyon olmaksizin (-S9), 75 ul/ml ve 100 ul/ml konsantrasyonlarinda me-

tabolik aktivasyon (+39) ile ¢aligildi.
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Coziicti kontrol olarak distile su kullamildi. Caligmalarin sonucunda he-
saplanan B-galaktosidaz aktiviteleri ve indiiksiyon faktdrleri Tablo 4.4'de veril-
mektedir.

Tablo 4.4. Bitkisel ¢ay ekstreleri ile yapilanUmu-Testisonuglart :

SRNEK K:;;a;t— B—Qg.a.lak‘tosi:(.ia.z Indiiksiyon faktori
(u/ml) aktivitesi @ (iinite)
-39 +39 -39 +39
0P 107 = 4 127 = 4 1 1
10 109 =5 1
25 101 = 11 <1
50 107 = 12 1
75 116 =10 | 223 =38 1.1 1.8
100 106 =6 | 240 = <1 1.9
0P 107 = 4 127=4 1 1
10 102 =4 <1
25 100 =5 <1
50 99 =5 <1
7 1077 | 242=4 1 1.9
100 106=9 | 259=8 <1 2.0
0P 116 = 5 142 = 8 1 1
10 118 = 9 1
25 138 = 7 1.2
50 169 = 2 1.5
75 267 =9 | 304=11 2.3
100 208=3 | 293=9 1.8 2.

2 Ortalama + SD (n = 4)
b Cbéziici kontrol, distile su (100 ul)
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Konsant-

SENEK| rasyon B—og?lalftosida.z Indiiksiyon faktorii
(W/ml) aktivitesi 2 (iinite)
-89 +89 -89 +89

IV oP 116+ 5 | 134+3 1 1

10 206 + 11 1.8

25 260 = 17 1.2

50 328+ 9 2.8

75 396+12 | 417=x4 3.4 3.1

100 429+11 | 441+6 3.7 3.3
v ob 125+ 6 | 2468 1 1

10 122+ 4 <1

25 120 = 11 <1

50 125+ 7 1

75 123+ 7 | 328x9 <1 1.3

100 111+ 6 | 2506 <1 1
\%! ob 156+ 8 | 134=3 1 1

10 138 = 12 <1

25 148 + 10 <1

50 145+ 8 <1

75 15113 | 2134 <1 1.6

100 143+10 | 242+4 <1 1.8
VI ob 156+ 8 | 2579 1 1

10 164+ 7 1.1

25 157+ 8 1

50 154 = 11 <1

75 152 =13 239+ 3 <1 <1

100 15511 | 2474 <1 <1

8 Ortalama = SD (n = 4)
b Coziici kontrol, distile su (100 ul)




ORNEK I?;i,ﬁt- B-.g?la]%tosida.z Indiiksiyon faktorii
(uWl/ml) aktivitesi & (iinite)
-89 +89 -89 +89
VIII o° 893 | 141=3 1 1
10 86+ 2 <1
25 88+ 3 <1
50 872 <1
75 92+ 2 164 £ 4 1 1.2
100 88+ 3 187 + 5 <1 1.3
IX ob 89+3 | 246+8 1
10 91+ 3
25 98 + 2 1.1
50 96 + 2 1.1
75 93 + 2 265 = 7 1 1.1
100 94 + 2 281+ 8 1.1 1.1
X ob 13411 | 2579 1 1
10 128+ 7 <1
25 134+ 9 1
50 132+ 5 <1
75 136+ 5 | 266+5 1 1
100 134+ 7 | 293x7 1 1.1

@ Ortalama = SD (n = 4)

b Coziicii kontrol, distile su (100 ul)
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5. TARTISMA VE SONUC

Umu-testi ile, genotoksik maddelerin aktiviteleri, Salmonella typhimu-
rtum TA 1535/pSK 1002 susunda, umu operonda meydana getirdikleri indiik-
siyonun kolorimetrik olarak élciilmesi suretiyle olduk¢a ¢abuk ve hassas bir
sekilde tayin edilmektedir. Umu-testi ile bir ¢ok ¢evresel mutajen ve karsino-
jen maddenin genotoksik aktiviteleri incelenmis ve sonuglar Ames testi sonug-

lan ile uyum gostermigtir (40, 41).

Bu calismada umu-test sistemi ile halk arasinda tedavi amaciyla kulla-
nilan baz bitkisel ¢aylarin genotoksik (mutajenik) aktiviteleri arastirilmigtir.

Calismamizda, énce kendi laboratuvar kosullarimizda yaptigimuz umu-
testi ile elde edilen sonuclan literatiirde verilen sonuglarla karsilagtirmak
amacxﬂa dort pozitif kontrolle ¢alisiimistir. NQO ve NODP ile metabolik akti-
vasyonsuz ortamda yapilan wmu-testi sonucunda, ¢alisilan en yiiksek kon-
santrasyonlarda elde edilen indiiksiyon faktérleri NQO (lug/ml) igin 4.5,
NODP (40 ug/ml) icin 4.7 dir. Literatiirde aymu konsantrasyonlar i¢in verilen
degerler sirasiyla 5.3 ve 4.2 dir.

Birer promutajen olan 2-AA ve DMBA ile yapuan ¢aligmalar sonucunda
calisilan en yiiksek konsantrasyonlarda elde edilen indiksiyon faktdrleri 2-AA
(4 ug/ml) icin 3.9 ve DMBA (12 ug/ml) i¢in 3.2 dir. Literatiirde ayn: konsant-
rasyonlar icin belirtilen degerler 4.4 ve 2.8 dir.

Literatiir verilerinde konrol diizeyine gére B-galaktosidaz aktivitesinde 2
kat artis (Indiiksiyon faktéri (I) = 2), wmu-test sonucunun pozitif oldugunu
ifade etmektedir.
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Kuvvetli mutajenler, B-galaktosidaz aktivitesinde 6 kat (I=6), orta dere-
cede mutajenler 3 kat (I=3), zayif mutajenler ise 2 kat (I=2) artig meydana ge-

tirirler.

Deneylerimizde , kontrol diizeyi B-galaktosidaz aktivitesi DMSO i¢in
234-278 iinite, distile su i¢in ise 80-257 iinite olarak bulunmustur.

Pozitif kontrollerden elde edilen degerlerin literatiirde verilenlerle uyum
gbstermesinden sonra 10 adet bitkisel ¢ay 6rneginin aktar tarafindan 6ngorii-
len gekilde hazirlanan ekstreleri ile 6ncelikle metabolik aktivasyonsuz ortam-
da ¢ahgilmigtar.

I1I ve IV nolu érneklerde metabolik aktivasyon ile ve metabolik aktivas-
yonsuz, zayif bir B-galaktosidaz aktivitesi goriillmiigtiir.

ITIT nolu 6rnek ile 75 ul/ml konsantrasyonda S9 karigimi olmaksizin elde
edilen B-galaktosidaz aktivitesi 267+9 dur. Indiiksiyon faktori ise 2.3 diir. Me-
tabolik aktivasyon sonucu, 75 ul/ml ve 100 wW/ml'lik konsantrasyonlar icin he-
saplanan B-galaktosidaz aktiviteleri sirasiyla 304 = 11 ve 29329, indiiksiyon
faktorleri ise 2.1 ve 2.0 dir.

IV nolu 6rnegin B-galaktosidaz aktivitesinde, uygulanan ekstre miktar:-
na bagh olarak artig gérillmektedir. Metabolik aktivasyonsuz 50-100 pl/ml
konsantrasyon araliklari i¢in hesaplanan B-galaktosidaz aktiviteleri sirasiyla
3289, 396x12 ve 429x11, indiiksiyon faktorleri ise 2.8, 3.4 ve 3.7 dir. Metabo-
lik aktivasyon uygulandiginda indiiksiyon faktériinde bir azalma gériilmekte-
dir. 75 ul/ml konsantrasyon icin hesaplanan B-galaktosidaz aktivitesi 417+4,
inditksiyon faktorii 3.1, 100 ul/ml i¢in ise sirasiyla 441+6 ve 3.3 diir.

Diger 8 bitkisel cay 6rnegi umu test sisteminde metabolik aktivasyon-
suz ve metabolik aktivasyonlu aktivite géstermemiglerdir.

Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin ¢ok farkli yapilarda bir¢ok kimya-

sal madde igermeleri nedeniyle yapilan invitro mutajenite testleri, bu kimya-



sal maddelerin genotoksik aktivitelerinin degerlendirilmesi a¢isindan énemli-
dir.
Gerek ¢aligmamizda kullanilan bitkisel ¢cay ekstrelerinin gerekse diger

tibbi amagla kullanilan bitki ekstrelerinin, insan saghg: agisindan tehlikesizce
kullamlabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya gerek vardir.



6. OZET

Bu caliymada halk arasinda tedavi amaayla kullandan baz bitkisel ¢ay-

larin genotoksik (mutajenik) aktiviteleri umu-test sistemi ile incelendi.

Bitkisel ¢aylann, umu C'-' lac Z segmentlerini iceren bir plazmid (pSK
1002) transfer edilmis olan ve Salmonella typhimurium TA 1535 / pSK 1002
olarak bilinen yeni bir test sugundaki umu gen ifadesini indiikleme yetenegine
bagli olan B-galaktosidaz aktivitesi kolorimetrik bir yéntemle 8l¢iildii. Test
hem metabolik aktivasyonsuz (-S9) hem de metabolik aktivasyon ilave edilerek

(+S9) uyguland.

Sonug olarak; kullamilan 10 bitkisel caydan iki tanesi zayif mutajenik

aktivite gosterdi.



7. SUMMARY

In this research the genotoxic (mutagenic) activities of some herbal teas

used as folk medicines were investigated by the umu-test system.

The B-galactosidase activities were found to be dependent on the ability
of herbal teas td induce umu gené expression in a new tester strain, Salmonel-
la typhimurium TA 1535/pSK 1002. A plasmid-borne umu C'-lac Z fused gene
was introduced into this strain. The B-galactosidase activities were measured
by a colorimetric assay. The tests were performed without and with the addi-

tion of activation system (S9).

Consequently, from 10 herbal teas used in this research, only two of

them showed weak genotoxicity.
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