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Bu c¢alismada; Morus nigra L. (Karadut) meyve o6zitlinin mutajenik, antimutajenik ve
antimikrobiyal ©zellikleri arastirildi. Antimikrobiyal aktivite mikrodiliisyon yontemi ile, mutajenik ve
antimutajenik 6zellikleri ise Salmonella/mikrozom test sistemi ile incelendi. Caligmalarda standart plak
inkorporasyon metodu uygulandi. Denemeler Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suglar1 Uizerinde
metabolik aktivasyon enzimleri (S9) varliginda ve yoklugunda yapildi. 10000, 5000, 2500, 1000 ve 500
pg /plak dozlar kullanildi. S9 enzimleri varliginda ve yoklugunda ttim 6zitlerin olast mutajenik aktivitesi
belirlenemedi. Bu durumda ayni dozlarda sodyum azid, 4-nitrofenilendiamin, 2- aminoantrasen ve 2-
aminoflouren gibi bilinen mutajenlere karsi ekstraktlarin antimutajenik aktiviteleri arastirildi. Morus
nigra L. ekstraktimin, 10000, 5000, 2500, 1000 ve 500 pg/plak dozlarinda Salmomella typhimurium TA
100 susu Uzerinde S9 varliginda zayif derecede antimutajenik aktiviteye (% 6, % 4, % 3, % 0, % 0 ) sahip
oldugu belirlendi. Morus nigra L. meyve &ziitliniin TA 100 susu {zerinde, S9 yoklugunda sodyum azid’e
(10 pg/plak) karst 10000 pg/plak dozunda % 20 oraminda zayif derecede antimutajenik aktivite
gosterirken, diger 5000, 2500, 1000 ve 500 pg/plak dozlarinda ise sirasiyla % 14, % 5, % 4 ve % 3
oranlarinda zayif derecede antimutajenik aktivite belirlendi. Morus nigra L. meyve 6zitinin TA 98 susu
Uzerinde, S9 yoklugunda 4-nitro-o-fenilendiamin (200 pg/plak)' e karsi 10000 pg/plak dozunda % 31
oraninda orta derecede antimutajenik aktivite gosterdigi fakat 5000, 2500, 1000 ve 500 pg/plak
dozlarinda ise sirasiyla % 20, % 16, % 8 ve % 6 oranlarinda zayif derecede antimutajenik aktivite
gosterdigi belirlendi. Ozitlerin S9 varliginda 2-Aminofluoren (200 pg/plak) karsi ise sadece 10000
pg/plak dozunda % 10 orami ile zayif dereceli antimutajenik aktivite gosterdigi, 5000, 2500, 1000 ve 500
pg/plak dozlarinda ise sirasiyla % 6, % 10, % 7 ve % 7 oranlarinda zayif dereceli antimutajenik aktivite
belirlendi. Antimikrobiyal calisma sonucunda; Ozltlerin Escherichia coli, Sarcina lutea, Salmonella
typhimurium ve Yersinia enterocolitica suslarina karsi MIK degeri 6.25 mg/ml olarak belirlenirken,
Salmonella enteritidis i¢in 3.12 mg/ml ve Listeria monocytogenes icin 1.56 mg/ml olarak belirlenmistir.
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus ve Proteus mirabilis suglarina
kars1 ise herhangi bir MIK degeri belirlenememistir. Candida albicans susuna kars1 3.12 mg/ml
konsantrasyonda inhibisyon gostermesi, C. albicans kaynakli agiz yaralarimin iyilestirilmesinde etkili
olmasini agiklamaktadir.

Sonu¢ olarak karadut (Morus nigra L.) meyve 0zitunin mutajenik etki géstermediklari fakat
antimutajenik ve antimikrobiyal aktivite yoniinden farkl: derecelerde etkili olduklari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Morus nigra L., Ames testi, Antimikrobiyal etki, Mutajenik ve
antimutajenik aktivite.
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In this study; mutagenic, antimutagenic and antimicrobial properties of Morus nigra L. ( Karadut ) fruit
extracts were investigated. Antimicrobial activity was examined by microdilution method while
mutagenic and antimutagenic properties by Salmonella / microsome test system. Standard plate
incorporation method was applied in the studies. Experiments were performed in the presence and
absence of metabolic activation enzymes (S9) on Salmonella typhimurium TA 98 and TA 100 strains.
10000, 5000, 2500, 1000 and 500 pg / plaque doses were used. The possible mutagenic activity of all
extracts could not be determined in the presence and absence of S9 enzymes. In this case, antimutagenic
activities of extracts against known mutageneses such as sodium azide, 4-nitrophenylenediamine, 2-
aminoanthracene and 2-aminofluoresin were investigated at the same doses. Morus nigra extract was
found to have weak antimutagenic activity (6 %, 4 %, 3 %, 0 %, 0 %) in the presence of S9 on Salmonella
typhimurium TA 100 strains at doses of 10000, 5000, 2500, 1000 and 500 ug / plaque. Morus nigra L.
fruit extract showed 20 % weakly antimutagenic activity on TA 100 strain at 10000 pg / plaque dose
against sodium azide (10 pg / plaque) in the absence of S9 while the other 5000, 2500, 1000 and 500 g /
plaque doses antimutagenic activity was detected at a low rate of 14 %, 5 %, 4 % and 3 % respectively.
Morus nigra L. fruit extract showed moderate antimutagenic activity on TA 98 strain at a dose of 10000
pg / plaque versus 4-nitro-o-phenylenediamine (200 pg / plaque) in the absence of S9 but 5000, 2500,
1000 and 500 ng / plague doses was determined that they had weakly antimutagenic activity at 20 %, 16
%, 8 % and 6 %, respectively. Extracts exhibited 10 % rate as a poor grade antimutagenic activity at a
dose of 10000 pg / plaque versus 2-Aminofluorene (200 pg / plague) in the presence of S9 while 6 %, 10
%, 7 % and 7 % rate as weak antimutagenic activities determined for 5000, 2500, 1000 and 500 pg /
plaque. As a result of the antimicrobial study; MIC value was determined as 6.25 mg / ml against
Escherichia coli, Sarcina lutea, Salmonella typhimurium and Yersinia enterocolitica strains while 3.12
mg / ml for Salmonella enteritidis and 1.56 mg / ml for Listeria monocytogenes. No MIC values were
seen against Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Proteus
mirabilis strains. The inhibition at the 3.12 mg / ml concentration versus the Candida albicans strain
indicates that it is effective in the treatment of C. Albicans originated oral wounds.

As a result, the black mulberry (Morus nigra L.) fruit extract were not show any mutagenic
activity but showed some different of antimutagenic and antimicrobial activity.

Key words: Morus nigra L., Ames test, Antimicrobial effect, Mutagenic and antimutagenic
activity.






ONSOZz

Bu calisma 2014-2017 yillar1 arasinda Selcuk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitist Biyoloji Anabilim Dalinda yiksek lisans tezi olarak hazirlandi. Calismada
Karadut (Morus nigra L.) meyve 0zitunin Ames/Salmonella mikrozom test sistemi ile
mutajenik, antimutajenik etkileri ve sivi mikrodillisyon yoéntemi ile antimikrobiyal
aktivitesi arastirildi. Laboratuvar ¢alismalari S.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.
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Biyoloji Bolumu), degerli bilgilerini, yardim ve Onerilerini benden esirgemeyen, her
zaman yol gosteren degerli hocam Dog. Dr. Ahmet UYSAL’a (S.U. Saghk Hizmetleri
Meslek Yiksek Okulu), ¢alismalarim sirasinda her konuda yardimer olan degerli hocam
Ars. Gor. Erdogan GUNES’e (S.U. Fen Fakiltesi Biyoloji Boliimii ) , tez ¢alismamda
benimle birlikte ¢alisan arkadasim Handan CELIK'e (S.U. Biyoloji Boliimi Yiiksek
Lisans Ogrencisi ) , hayatim boyunca maddi ve manevi agidan benden destegini
esirgemeyen, varliklariyla beni cesaretlendiren, dirist ve vicdan sahibi bir birey olmay1
Ogreten ve her zaman yanimda olan annem, babam ve kiz kardeslerim olmak Uzere
bitiin aileme ve sevdiklerime tesekkiirlerimi sunuyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C : santigrad derece

cm o santi metre

g ; gram

kg : kilo gram

I : litre

mg mili gram

ml : mili litre

mm mili metre

mM mili molar

ug : mikro gram

ul : mikro litre

um mikro metre

uM mikro molar

Kisaltmalar

KOB : Koloni olusturan birim
DMSO : Dimetil sulfoksit
2-AA : 2-aminoantrasen

2-AF : 2-aminoflouren

SA : Sodyum azid

4-NPDA : 4-nitro-o-fenilendiamin
TTC : Triphehnyltetrazolium chloride

MIC : Minimum inhibition concentration






1. GIRIS

Meyvelerin lif ve vitaminler yoninden zengin olmasinin yanisira istah arttirict
ozelligi ile yogun meyve sekeri (fruktoz) icermeleri, saglik ve beslenmesi agisindan ilgi
cekmektedir (Karaca, 2009).

Dut, kuzey yarimkiirenin sicak ve astropikal (alt tropikal) bolgelerinde, gliney
yarimkiirenin ise tropik bolgelerinde genis bir iklim, topografya ve toprak kosullarinda
yetisebilen bir meyvedir. Cin ve Hindistan gibi bazi Ulkelerde, yapraklarinin ipek bocegi
yemi olarak kullanilmasi amaciyla yetistirilirken, Tirkiye, Italya ve Yunanistan’in da
icinde bulundugu bazi Ulkelerde ise meyve olarak tiketilmektedir (Ercisli ve Orhan,
2007). Karadut Iran orijinli bir meyve olup Kuzey Avrupa, Giiney Asya ve pek cok
Akdeniz ulkesinde yetismektedir (Ercisli ve Orhan, 2008).

Karadut (Morus nigra L.) Angiospermae (kapali tohumlar) bolimunden, iki
cenekliler smifindan, Urticales takimmin Moraceae familyasinin Morus cinsine dahildir
(Ercisli ve Orhan, 2007; Ibrahim ve Bayir, 2010).

Morus nigra L. 10-15 m boyunda kalin dalli ve genis tepeli bir agactir. Cigek
yapraklart tuyll, yumurtalik yuvarlak yumurta biciminde ve tepecik uzun thyludur.
Olgunlagsmaya baslayan meyve parlak kirmizi, tam olgunlagsmis meyve siyah renklidir.
Meyvesi olgunlastiktan sonra toplanan, taze ya da kurutulduktan sonra meyve olarak
veya surup yapildiktan sonra tiketilen meyvedir (Yigit ve ark., 2007). Bilesiminde
bulunan papiriflavonal A, kuraridin, saforaflavanon D ve saforaiso flavanon A gugli
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Yapisinda bulunan 2-arilbenzofuran metisilin
direncli stafilokoklar Gizerinde etki gostermektedir(Sengiin ve Ycel, 2008).

Dut meyvesi, laksidatif (barsak bosaltmaya yardim edici), dizanteri tedavisinde
tamamlayici (yardim edici), odontaljik (dis ve cevresindeki dokularda ortaya ¢ikan
agrilara karsi), antihelmitik (barsak kurduna karsi), ekseptorant (balgam soktlricu),
hipoglisemik (kan sekerini diisiirticii), emetik (kusturucu) amaglarla kullaniminin yani
sira, TUrkiye’de agiz lezyonlarimin tedavisinde de kullanilmaktadir (Lin ve Tang, 2007;
Ozgen ve ark., 2009). Dut meyvesi; antifungal, antimikrobiyal, anti- HIV, antialerjik ve
antioksidan etkisinden dolayr tibbi amaclarla da kullanilmaktadir (Pehluvan ve ark.,
2012).

Gunimuzde artik bazi meyve ve sebzelerin icerdigi antioksidan maddelerin
kanser, kalp ve damar hastaliklarina kars1 koruyucu etkisinin vurgulanmasiyla beraber,

tuketiciler antioksidan maddelerce zengin urinleri tercih etmeye baslamis ve dolayist ile



triinlerin antioksidan kapasiteleri, onlarm Kalite kriterleri arasma girmistir (Ozgen ve
Tokbas, 2007). Ozellikle antosiyanince zengin olan ahududu, bogiirtlen, dut, nar, cilek,
visne, Kiraz, erik, zum, lahana, pancar ve patlican gibi koyu kirmizi ve mor renkli
meyve ve sebzelerin bazi kanser cgesitleri, damar ve kalp rahatsizliklar1 gibi erken
6lumlere neden olan hastaliklarin ortaya ¢ikmasini engellemede cok etkili oldugu
yapilan ¢aligmalarla kanitlanmaya ¢aligilmustir.

Bitkisel metabolitlerin antimutajenik aktivitelerinin belirlenmesinde, deney
hayvanlart kullanilarak yapilan in-vivo calismalar uzun sure ve yiksek maliyet
nedeniyle baslangi¢ asamasinda tercih edilen test sistemleri degildir (Organization ve
Cancer, 1980). Bu nedenle arastiricilar, antikarsinojenite taramalarina esas olabilecek,
kisa zamanda sonu¢ verebilen ve diisiikk maliyetli birgok kisa zamanli mutajenite test
sistemleri gelistirmislerdir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Ames-Salmonella/mikrozom test sistemi kisa zamanli mutajenite test
sistemlerinden biri olup antimutajen/antikarsinojenlerin veya tersine
mutajen/karsinojenlerin tespit edilmesinde siklikla kullanilan 6nemli bir testtir
(Abdullaev ve ark., 2003).

Antimikrobiyal maddelerin bazilar1 sentetik olarak (6rnegin kloramfenikol) ya
da yan sentetik olarak (6rnegin bazi penisilinler, sefalosporinler) Uretilmektedir. Bu
nedenle antimikrobiyal madde; bir organizma tarafindan Uretilen veya sentetik olarak
elde edilen, diger mikroorganizmalar Uzerine mikrobisit (6ldUrlcl) veya
mikrobiyostatik (lremelerini durdurucu) etki gosteren ve infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Akman, 1983).

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi, farkli bilesenlerden kaynaklanmakta
ve bunlarin bazilarini fitokimyasal bilesikler olusturmaktadir. Antimikrobiyal etkinin
olusumunda, polifenollerin bakteri membrani tarafindan absorbsiyonu sonucunda,
membranin pargalanmasi ve hiicre i¢i maddelerin disar1 sizmasi, ayrica polifenollerden
de hidroperoksitlerin tretilmesi 6nemli rol almaktadir (Ikigai ve ark., 1993; Akagawa ve
ark., 2003).

Bu c¢alismada; karadut cinsi ve birgok tlrlnun biyolojik aktiviteleri belirlenmis
olan Morus (Moraceae) cinsine ait Morus nigra L. meyve 0Ozltunun mutajenik
potansiyellerinin yan1 sira sodyum azid, 4-nitrofenilendiamin, 2- aminoantrasen ve 2-
aminofloren gibi bilinen mutajenlere kars1 antimutajenik potansiyellerinin de Ames testi
ile arastirilmasi, ayrica sivi mikrodilusyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Meyvesinden, yapraklarindan ve agacindan faydalanmak amaciyla yetistirilen
dut agaci, gliney yarim kurenin tropik boélgelerinden kuzey yarim kirenin subtropik
bolgelerine kadar farkli sicakliklarda ve ¢ok cesitli iklim, topografik 6zellikler ve toprak
sartlarinda yetisebilmektedir (Vijayan ve ark., 1997; Ercisli ve Orhan, 2008). Karadutun
yetistirildigi Ulkelerin basinda Hindistan, Cin ve Japonya gelmektedir. Bu llkelerde dut,
yapragt igin yetistirilir. Dut yapragi ipek bocegi yetistiriciliginde kullanilmaktadir
(Vijayan ve ark., 1997). Bu Ulkeleri, aralarinda Tirkiye ve Yunanistan’in bulundugu
pek cok Avrupa ulkesi takip etmektedir ve bu (lkelerde ise dut, yapragindan ok
meyvesi ic¢in yetistirilir (Gerasopoulos ve Stavroulakis, 1997; Ercisli, 2004).

Dut meyvesi, insan vicudunun sentezleyemedigi esansiyel yag asitlerini de
(omega-3, omega-6 vb.) icermektedir. Bu yag asitleri uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitleri olup, saglikli hlcre membraninin sekillenmesi, beyin ve sinir sisteminin
fonksiyonlarinin uygun sekilde yurutilebilmesi ve ‘eikosanoid’ olarak adlandirilan
hormon benzeri maddelerin Gretimi icin gereklidirler (Simopoulos ve Salem, 1996).
Ayrica karadutun; ates ve kan basmcimi disiiriicti, karacigeri zararli etmenlerden
koruyucu, bosaltimi kolaylastirici, kalp hastaliklarmi 6nleyici, agiz lezyonlarim
iyilestirici 0zelliklerinden, adeta bir ila¢ gibi yararlanilmaktadir (Yang ve Zheng, 1998;
Jia ve ark., 1999; Chen ve ark., 2006).

Karadut meyveleri tiiketildiginde vlcuda enerji, kuvvet ve serinlik verir, ayrica
yumusatici, toksinleri aritict ve besleyici 6zellikleri de vardir. Karadutun meyvelerinden
yapilan surup, 6zellikle kiclk ¢ocuklarda bogaz ve dis etleri iltihaplarina karsi gargara
olarak kullanilir. Istah arttiric1 6zelligi olup, idrar tutamama, bas dénmesi, kulak
cinlamasi, kansizlik nedeniyle uykusuzluk, sinir zayifligi, balgam sokturici, kan
sekerini diistiriicti, dizanteriyi tedavi edici olarak ve hipertansiyon tedavilerinde
kullanilir. Kok ve go6vde kabuklar1i solucan disiiriici olarak halk arasinda
kullanilmaktadir (Baytop, 1996).

Modern tipta dutun tek kullanim alani1 karaduttan elde edilen suruptur. Karadut
surubu gargara olarak agiz ve bogaz hastaliklarina, Ozellikle de bebeklerde
pamukcuklara karst uygulanir (Erdogan ve Pirlak, 2005). Ingiltere’deki Montfort
universitesinde yapilan ¢alismalarin  sonucunda, dutta bulunan resveratrol adli
molekullin vicutta kanser hicrelerini hedef alarak onlari tahrip eden, kanser karsiti bir

yaptya donistlrdigi saptanmistir (Altiok ve ark., 2009). Bilesiminde bulunan



papyriflavonal A, kuraridin, saphoraflavanone D ve saphoraiso flavanone A iyi bir
antifungal ve gucli antimikrobiyel aktivite gostermektedir. Ozellikle C. albicans
uzerinde antifungal aktivite gostermektedir. Karadut meyvelerinden elde edilen morin
flavanoid yapisinda bir maddedir ve bu maddenin makrofajlar tizerinde antiinflamator
aktivitesi belirlenmistir (Yigit ve ark., 2007)

Karaduttan hazirlanan suruplar 6zellikle bademcik iltihaplarinin giderilmesinde,
agiz ve dis yaralarmin iyilestirilmesinde, ¢ocuklarda pamukguk olarak bilinen ve
Candida tlri mayalarin neden oldugu enfeksiyonlarin iyilestirilmesinde de
kullanilmaktadir (Davis, 1965).

Dut igeriginde bol miktarda bulunan antosiyanlerin antitrombotik, antioksidan,
antimikrobiyal, antimutajenik ve antikarsinojen iltihaplanmay1 Onleyici ve  sinir
sistemini koruyucu gibi sagliga olumlu etkileri vardir. Bu etki duta renk veren fenolik
bilesenlerdendir (Aramwit ve ark., 2010). Meyve temel bilesenleri fruktoz (% 48),
glikoz (% 52), sitrik asit (% 92) ve malik asit (% 8) gibi organik asitler, fenolik asitler
ve antosiyaninlerdir (Elmaci ve Altug, 2002).

Sevilerek tlketilen dut meyveleri, ticari ve endustriyel agidan yeterince
degerlendirilemediginden 0Oretimi smirli kalmaktadir (Akbulut ve ark., 2007). Bunun
nedeni dutun yiksek su igerigine sahip, oldukga hassas bir meyve olmasidir. Raf
omrundn ¢ok kisa olmasi dolayisi ile taze olarak tiiketimi de sadece hasat dénemi ile
siirli oldugundan Ulkemizde dutlarin % 70’i pekmez, % 10’u kdéme, % 3’0 pestil
uretiminde, % 4’0 kurutulmus ve % 5’i de sofralik olarak degerlendirilebilmektedir
(Sengul ve ark., 2005; Ercisli ve Orhan, 2007; Hepsag ve ark., 2012).

Meyvesinden faydalanilan ve yaygin olarak yetistiriciligi yapilan dut tdrleri
beyaz dut (Morus alba L.), karadut (Morus nigra L.) ve kirmiz1 dut (Morus rubra
L.)tur (Ercisli ve Orhan, 2007; Aramwit ve ark., 2010; Boranbayeva ve ark., 2014).
Renkleriyle adlandirilmalarina ragmen meyve renginden dut cinsi anlasilamamaktadir.
Ornegin beyaz dut meyvesi beyaz, mor ya da siyah renkte olabilmektedir. Kirmiz1 dut
koyu kirmizi-siyah renktedir. Karadut ise koyu mor neredeyse siyah renkte ve genelde
buyik, sulu olmas1 ve dengeli seker-asit oranina sahip olmasi nedeniyle dutlar arasinda
en cok tercih edilenidir (Suh ve ark., 2003).



Karadut meyve Oziitlerinin Candida albicans, C. parapsilosis, C.tropicalis ve
Geotricum candidum izolatlar1 Uzerinde antikandidal aktiviteleri belirlenmistir (Yigit ve
ark., 2007).

Yigit ve vyigit, (2008), tarafindan karadutun (Morus nigra L.) yaprak ve
meyvelerinin antibakteriyel aktivitesinin oldugu ve Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (zerinde aktivite
gosterdigi belirtilmis ve en yuksek aktivitenin, S. aureus bakterisine karsi karadut
yapraklar1 tarafindan olusturuldugu bildirilmistir. Bununla baglantili olarak; dutun
meyvesinin, kok ve govde kabuklarinin, antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerinden
dolayr pek cok hastaligin tedavisinde kullanildigi da bildirilmektedir (Baytop, 1996;
Polat, 2004).

Genel olarak kullanilan antibiyotiklerin ¢oguna karsi mikroorganizmalarin
zamanla direng gelistirmeleri nedeniyle enfeksiyonlarla savasta, diren¢ problemini
yenmede ve bugiin mevcut antimikrobiyal ajanlarin meydana getirdigi yan etkilerden
dolayi, yeni antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi igin ¢alismalarin yapilmast zorunludur
(Ali-Shtayeh ve ark., 1998). Antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin ¢oklu direng
gelistirmesi ve bu mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisindeki
basarisizliklar, alternatif yeni antimikrobiyal ajan arayisina neden olmaktadir.
Antibiyotiklerin kullanimi ile iligkili problemlerin ortaya ¢ikmasinin sonucu olarak,
antimikrobiyal 6zelliklere sahip bitkilere olan ilgi yeniden canlanmaktadir (Emori ve
Gaynes, 1993; Pannuti ve Grinbaum, 1995). Bilim adamlar1 son yillarda bitki
tdrlerinden izole edilen ve patojenik mikroorganizmalar1 yok etme o6zelligine sahip,
biyolojik yonden aktif bilesenlerle ilgilenmektedirler. Son yillarda, tibbi bitkilerin
antimikrobiyal Ozellikleri diinyanin  degisik yerlerinde gittikge artarak rapor
edilmektedir (Pacheco ve ark., 1993; Ratnakar ve Murthy, 1995; Saxena ve Sharma,
1999; Levin ve ark., 2003)

Fenolik maddelerce zengin tat verici yabani otlar ve baharat ekstraktlarinin bir
cogunun bakteri, kif ve mayalara kars1 antimikrobiyal ve antioksidan etki gosterdigi
bildirilmistir (Yanishlieva ve ark., 2006; Tajkarimi ve ark., 2010).



Unlier, (2011) yaptign calismada beyaz dut ve Karadut yapraklarmin farkli
cozlict Ozdtlerinin  hicre dist  (in vitro) sartlarda antioksidan aktiviteleri ve
antimikrobiyal aktvitelerini belirlemistir. Artan polariteyle sirasiyla hekzan, etil asetat,
metanol ve su kullanilarak takip eden 6zitleme yapilmistir. Ayrica 6zltlerin toplam
fenolik ve flavonoit bilesik miktar1 da belirlenmistir. Iki tiirde de en yiiksek antioksidan
aktivitesi en polar ¢ozgen olan su Ozutlerinde hesaplanmistir. Morus alba ve Morus
nigra yapraklarinin aktiviteleri B-karoten-linoleik asit sistemine goére sirasiyla % 94.77-
93.38 olgiilmiistiir. DPPH serbest radikal giderim aktivitesine gore % 74.34-78.25
indirgeme glci 0.422-0.482 (A max 700nm) ve selatlama kapasitesi % 89.90-92.73
olarak belirlenmistir. Ayrica U¢ farkli derisimde galisilmistir. Derisimin artmasi ile
toplam antioksidan aktivitesi ve serbest radikal aktivitesinin de arttg1 gorilmiistiir.

Cayin (Camellia sinensis), metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’u
da iceren ¢esitli patojenik mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite yoninden
onemli derecede potansiyal yarar sagladigi, Betalaktam grubu antibiyotiklerle kombine
kullanildiginda sinerjik etki gosterdigi belirtilmistir (Abascal ve Yarnell, 2002).

Arjantin’de yapilan bir calismada Acaena magellanica, Baccharis grisebachii,
Ephedra breana, Oxalis erythrorhiza, Pachylaena atriplicifolia ve Satureja
paruifolia’dan hekzan, diklorometan (DCM) ve metanol ile elde edilen 18 ekstraktin
agar dilisyon metodu ile bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir. B. grisebachii ve O. erytrorhiza’nin hekzan ve diklorometan ekstraktlar
funguslara karsi en genis etki spektrumunu gostermistir. Antimikrobiyal aktivite
yoninden, B. grisebachii’nin hekzan ve diklorometan ekstraktlar1 ile O.
erythrorhiza’nin DCM ekstrakt1 125-500 pg/ml MIC ile metisilin direncli S. aureus ve
metisilin duyarli S. aureus Uzerinde, B. grisebachii’nin DCM ekstraktinin ise metisilin
direngli suslara karsi metisilin duyarli suslardan daha aktif oldugu tespit edilmistir
(Feresin ve ark., 2001).

Isparta’dan toplanan Origanum minutiflorum, Origanum onites, Thymbra
spicata ve Satureja cuneifolia’nin farkli konsantrasyonlarda esansiyel yaglarnin
antimikrobiyal aktivitesi calisilmistir. Calismada dort yagin Aeromonas hydrophila,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Corynebacterium xerosis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis,
Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus ve Yersinia enterocolitica’ya karsi aktivitesi

calisgilmig, tUm ugucu yaglarin etanoldeki 1/50°lik konsantrasyonda tim bakterilerin



uremesini inhibe ettigi tespit edilmistir. O. minutiflorum esansiyel yagi en ylksek etkiyi
P. Vulgaris, en diistik etkiyi ise L. monocytogenes Uzerinde gostermistir. O. onites en
yuksek etkiyi B. brevis’e en diisiik etkiyi L. monocytogenes’e karsi gostermistir. T.
spicata, P. vulgaris Uzerinde maksimum etkili olmustur. S. cuneifolia’nin en yiksek
etkisi ise M. luteus Uzerinde gortilmiistiir. Calismada kullanilan tlrlere ait ugucu yaglar
GC ile tanimlandiginda yaglarin ylksek miktarda karvakrol, y-terpinene ve p-cymene
igerdigi belirlenmistir (Baydar ve ark., 2004).

Meyvesi insanlar tarafindan gokga tiketilen Feijoa sellowiana Berg’in su
ekstraktinin  antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. F.
sellowiana’nin su ekstrakti tim bakteriyel suslar zerine inhibitor etki gostermistir.
Gr(+) bakteriler (Streptococcus faecalis ve Staphylococcus aureus) ekstrakta karsi ¢ok
duyarli olmadiklar1 ve en yiksek MIC degerine sahip olduklari tespit edilmistir. Gr(-)
bakterilerin ise daha duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Ozellikle Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae ve Pseudomonas aeruginosa ekstrakta karsi en yiiksek duyarliligi
gostermistir (Vuotto ve ark., 2000).

Nostro ve ark., (2001), antienflamator, antialerjik ve antimikrobiyal aktivitesi ile
taninan Helichrysum italicum’un antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir. Calismada,
bitkinin dietil eter ekstraktinin S. aureus (ATCC 6538P, MRSA ve MSSA izolatlari)’un
cogalmasi Uzerine etkisi tespit edilmistir. Sonugta, H. italicum ekstrakti’nin S. aureus
suslar1 Uzerinde inhibitor etkisinin oldugunu ve bu bakterinin hem bazi enzimlerini ( 17
koagiilaz, DNase, termonukleaz ve lipaz) hem de lremesini azalttigini gostermistir
(Nostro ve ark., 2001).

Gonzalez ve ark., (2001), enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bazi
Arjantin  yoresel bitkilerinin (Sebastiania brasiliensis, Sebastiania klotszchiana,
Polygonum punctatum, Lithraea molleoides ve Myrcianthes cisplatensis) antimikrobiyel
aktivitelerini belirlemek amaciyla Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli ve Candida albicans’in da aralarinda bulundugu ¢esitli mikroorganizmalara karsi,
bitkilerin % 50 hidroalkolik ekstraktlarmi test etmis, bu ekstraktlarin denemelerde
kullanilan mikroorganizmalar arasinda Gram pozitif bakteriler {zerinde etki
gosterdigini belirtmislerdir, S. brasiliensis’in % 50 hidroalkolik ekstraktinda metilgallat
ve protokatekuik asit olmak tzere iki antimikrobiyal bilesik tanimlamiglardir.

Renvert ve ark., (2008) tarafindan yapilan calismada icerisinde Nar gekirdegi
yagi, portakal ve limon Urunleri bulunan toplam 46 farkli formilasyon olusturularak

antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Pseudomonas aeruginosa, Salmonella



typhimurium, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae mikroorganizmalar: ile
antibakteriyel aktivitesi ve Candida albicans igin antifungal aktivitesi arastirmasinda
bircok formilasyona karsi aktivite gostermedigi bildirilmistir. Tibbi kullanim amagh
satisa sunulan bu Urlnlerin kullanimmin énlenmesi gerekliligi ve yetkili kuruluslarin
Onerileri dogrultusunda kullanilmalarinin daha yararli olacag bildirilmistir.

Dogal veya sentetik kimyasal maddelerin ¢ogu belirli  metabolik
aktivasyonlardan sonra veya dogrudan dogruya DNA ile etkilesime girerek mutasyona
ve kansere neden olduklari hemen herkes tarafindan kabul edilmektedir. Sayilari
milyonlart bulan kimyasal maddelerin ¢ok azmin (20.000 civarinda) kanserojenik
potansiyelleri bilinmektedir. Geriye kalanlarin ve her giin listeye giren yeni sentezlenen
maddelerin seri bir sekilde test edilerek mutajenik/kanserojenik etkilerinin saptanmasi
gerekir. Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya g¢ikarmak icin en akilci
yaklasim, deney hayvanlarinda timor indlksiyonudur. Bu testlerde, kimyasal
maddelerin uygulanmasiyla, deney sonuglarinin alinmasi arasinda gegen surenin
oldukga uzun olmasindan dolayi, bunlara “uzun zamanl testler” adi verilmistir. Uzun
zamanli test sistemlerinin kullanilmasi istenen bir durum olmakla birlikte, deney
hayvanlarina kimyasal madde verildikten sonra, bu hayvanlarda timor olusmasi
oldukga uzun zaman almakta ve bu testlerin maliyetleri ylksek olmaktadir
(Organization ve Cancer, 1980). Bu nedenle arastiricilar mutajenite taramalarina esas
olan ve kisa zamanda sonu¢ verebilen diisiik maliyetli birgok mutajenite test sistemleri
gelistirmiglerdir. Kisa zamanli test sistemlerinden en yaygm olarak kullanilanlart
bakteriyel testlerdir. Ames / Salmonella / Mikrozom test yontemi (Salmonella
typhymurium’un TA ve YG suslari), S.0.S kromotest (Escherichia coli) bakteriyel test
sistemlerinden bazilaridir. Bakteriler; genel ve 6zel besiyeri ortamlarinda hizli Gremeleri
ve maliyetlerinin diisiik olmas1 nedeni ile tercih edilmektedirler (Hofnung ve Quillardet,
1986).

Salmonella/ mikrozom test sisteminin kullanima baglandig1 1975 yilindan 1982
yilina kadar gegen sure icinde, bes binden fazla kimyasal maddenin mutajenik etkileri
aragtirllmistir. Bu test sisteminde, karsinojen olarak bilinen 179 madde teste tabi
tutulmus ve bunlardan 156’simin (% 87’si) mutajenik oldugu bulunmustur. Ayn1 sistem
ile 117 karsinojenik olmayan maddeyi de % 86’lik bir oran ile nonmutajenik olarak
smiflandirmistir. Bu sonuglardan anlasilacagi Uzere; Salmonella / mikrozom test

sistemi, karsinojenik maddelerin % 13’0nl mutajenik etkili olarak saptayamamaktadir.



Diger taraftan ayni test sistemi ile karsinojenik olmayan maddelerin de % 14’U
mutajenik olarak tanimlamaktadir (Akin, 2010).

Ames test sistemi ayn1 zamanda kimyasal ve dogal maddelerin veya bilesiklerin
mutajen veya karsinojen etkilerini ortadan kaldiran, bu maddelerin DNA ile
etkilesimlerini ©nleyen antimutajenlerin ve antikarsinojenlerin belirlenmesinde de
kullanilmaktadir (Rosin ve Stich, 1978; Shamberger ve ark., 1979; Ramel ve ark., 1986;
Victorin ve ark., 1987).

In-vivo ve in vitro ¢alismalar, bitkilerin yaprak, meyve ve kok gibi kisimlarindan
elde edilen bazi dogal bilesiklerin ksenobiyotik etkiler Gzerine dizenleyici rol
oynadiklarim1  gostermektedir. Bu  bilesiklerin  karakterizasyonu, tanimlanmasi,
antimutajenik ve antikarsinojenik etkilerinin belirlenmesi insanlarda kanser hastaliginin
gelismesini azaltmak icin onemli bir stratejiyi de beraberinde getirmistir (Roncada ve
ark., 2004). Bu hastaligi 6nlemek icin gelistirilen strateji; ya cevresel mutajenleri
notralize eden ajanlarin kullanimini artirmak yada bu ajanlarin kullanimini sinirlayan
veya azaltan gevresel mutajenleri elemine etmektir (Lee ve Park, 2003). Son zamanlarda
bircok dogal bilesigin timdr inhibe edici etkiye ve immun sistemi kuvvetlendirici
niteliklere sahip oldugu gosterilmistir(Lien ve Li, 1985). Ozellikle makro molekilleri
icine alan birgok dogal Urlin bireysel immun sistemin modilasyonunu saglamasindan
dolayr anti - timor aktiviteye sahiptir. Bu makro molekullerin, kimyasal anti - timor
droglarla karsilastirildiginda daha az yan etkiye sahip olduklart belirtilmistir
(Tsukagoshi ve Ohashi, 1974). Yine ¢esitli biyoaktif bilesikler ve bunlarin tirevlerinin;
baslangig, gelisme ve yayilim donemlerini igine alan birgok deneysel sistemlerde
karsinogenezisi inhibe ettigi gozlenmistir (Huang ve ark., 1994). Bu yiizden cabalar,
kanserin indliklenmesi ve sonraki gelisim safhalarim1 engelleyen, azaltan veya
gerilemesini saglayacak dogal antikarsinojenleri tanimlamaktir (Chuang ve ark., 2000).

Birt ve ark., (1986),sebzelerde bulunan apigenin ve robinetin’in antimutajenik
aktivitesini Ames testi ile belirlemeye yonelik yaptiklar1 ¢alismada; apigenin’in % 62
ve robinetin’in ise % 87 oraninda antimutajenik aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Kaur ve ark., (2002), Terminalia arjuna’nin benzen, kloroform, aseton ve
metanol ekstraktlarinin Salmonella typhimurium TA 98 susu (izerinde siyah asit boyasi,
2-Aminofluoren (2AF) ve 4-nitro-o-fenilendiamin’e (4-NPDA) kars1 antimutajenik
etkilerini incelemis, aseton ve metanol ekstraktlarinin antimutajenik aktivitelerinin diger

ekstraktlardan daha yuksek oldugunu belirtmislerdir.



10

Kanseri de icine alan gesitli hastaliklarin gelismesine kars1 bitkisel metabolitlerin
koruyucu olabilecegini g0Osteren in vivo ve in vitro deneysel arastirmalardan ve
epidemiyolojiden elde edilen kanitlar; bu metabolitler Uzerine antimutajenik ve
antigenotoksik c¢alismalarin blyuk Olclide artmasini saglamistir (Abdullaev ve ark.,
2003).

Al-Bataina ve ark., (2003), anason, aspir, ¢orek otu, kakule ve kimyon gibi bazi
baharatlardan elde edilen ugucu yaglarim Salmonella typhimurium’un TA 97a, TA 98,
TA 100 ve TA 102 suslar Gzerinde mutajenik aktivite gostermediklerini gozlemislerdir.

Evandri ve ark.,, (2005), Lavandula angustifolia yaginin mutajenik ve
antimutajenik etkilerini saptamak icin Salmonella typhimurium TA 98, TA 100 ve
Escherichia coli WP2 uvrA tirlerini kullanmiglardir. Yapilan g¢aligmalar sonucunda
mutajenik bir aktiviteye rastlanmamistir. Bunun tam aksine lavanta yaginin guclu bir

antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Hayder ve ark., (2008), Myrtus communis (mersin) bitkisinin yaprak kisminin
hekzan, etil asetat, metanol ve kloroform ile elde edilen ekstraktlarinin mutajenik ve
antimutajenik aktivitelerini Salmonella/mikrozom test sistemi ile incelemislerdir.
Ekstraktlarin hi¢ birinin mutajenik aktivite gostermedigini, test edilen ekstraktlarin
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA100 suslar1 Uzerinde aflatoxin B1 (AFB1)
mutajenine karsi, Salmonella typhimurium TA 100 ve TA1535 suslar1 (izerinde ise
sodyum azid mutajenine karst 6nemli bir antimutajenik aktivite gosterdigini, etil asetat
ve metanol ekstraktlarmmin da sodyum azid ve AFB1’e karsi Yyiksek derecede
antimutajenik aktiviteye neden oldugunu belirtmislerdir.

Ozbek ve ark., (2008), Turkiye’nin Dogu Anadolu Bolgesinden toplanan
Origanum vulgare L. subsp. vulgare’nin (kekik) metanol ekstraktinin Salmonella
typhimurium TA1535 ve TA1538 suslar1 Uzerine antimutajenik potansiyelini arastirmig
ve sonug olarak Origanum vulgare L. subsp. vulgare ekstraktinin antimutajenik etki
gosterdigini belirtmislerdir.

Ham ve ark., (2009), Inonotus obliquus (kil mantar1) ekstraktlarinin
antimutajenik ve antioksidan aktivitelerini degerlendirmis, ekstraktlarin Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari Uzerine Onemli o6lglde antimutajenik etki
gosterdigini saptamislardir.

Akin, (2010), Celtis glabrata (citlembik) Steven ex. Planch bitkisinin yaprak,
meyve ve cekirdek kisimlarinin farkli ¢Ozlculerdeki 6zdtlerinin  antimutajenik

aktivitelerini  S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarn Uzerinde arastirmustir.
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Ekstraktlarin S9 varliginda ve yoklugunda, dozlara bagli olarak yiksek oranda
antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu ileri stirmiistir.

Howell ve ark., (2010) Sisymbrium officinale Scop. (yuvarlak hardal)
ekstraktlarinin Salmonella typhimurium TA 98, Salmonella typhimurium TA100 ve
Escherichia coli WP2-uvrA suslar1 (zerinde gucli bir antimutajenik aktivite
gosterdigini saptamiglardir.

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve ugucu yaglarin hiicre dis1 (in vitro)
ortamda antioksidan aktivite gosterdigine dair pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir.
Cyclotrichium origanifolium bitkisinin ugucu yag ve gesitli 6zdtleriyle yapilmis olan
antioksidan aktivite ¢alismalarinda ise bitkinin polar 6ztlerinin non-polar olanlara gére
daha yiksek oranda antioksidan aktivite gosterdigi ifade edilmistir (Yildiz ve ark.,
2004)

2000 yilinda Japonya‘da yapilan bir arastirmada, Morus alba yapraklarina ait
fenolik bilesiklerin ve flavonoitlerin izolasyonu ve icerik tayini yapilmistir. Btanol ile
yapilan ekstraksyon islemi sonunda, ozutlerin kan serumundaki kolesterol artigini inhibe
ettigi ve damar sertlesmesini (ateroskleroz) onledigi agiklanmistir (Doi ve ark., 2001).

Antimutajenite; mutajenik maddelerin mutajen veya kanserojen etkilerinin
ortadan kaldirilmas: veya bunlarin DNA ile etkilesimlerinin 6nlenmesidir. Genellikle
antimutajenik maddeler etki etme sekillerine gore desmutajenler ve biyoantimutajenler
olmak Uzere ikiye ayrilir. Mutajenin DNA’nin yapisina katilmasindan sonra, DNA
replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinin isleyisini diizenleyerek mutagenezisi
azaltan maddelere biyoantimutajenik maddeler denir. DNA polimeraz | ve DNA
polimeraz Ill sentezini artirmak, error- prone DNA tamir mekanizmasini engellemek,
error- free DNA tamir mekanizmasimi gelistirmek biyoantimutajenlerin etkiledikleri
O6nemli mekanizmalardir. Mutajen ajanlarin hlcreye girisini bloke eden, baska bir ifade
ile DNA’nin yapisina dahil olmadan onlar1 inaktif hale getiren antimutajenik maddeler
ise desmutajenler olarak tanimlanmaktadirlar. Ajanlar1 bloke etme, nitrosation
reaksiyonlarini engelleme, serbest radikalleri (reaktif oksijen turleri= ROS) giderme,
devre | ve devre Il detoksifikasyon enzimlerinin modilasyonu baslica etki
mekanizmalaridir (Nakasugi ve ark., 2000)

Bitkiler; fenolik bilesikler (fenolik asit, flavonoid, quinonlar, koumarinler,
taninler), nitrojen bilesikler (alkaloidler, betaalaninler, aminler), vitaminler, terpenoidler
(karotenoidler) ve antioksidan aktivite bakimindan zengin olan bazi endojen
metabolitler icerebilirler. Epidemiyolojik arastirmalar bdyle antioksidan bilesiklerin
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anti-inflamatuar, anti-arteriosklerotik, antitimor, antimutajenik, antikarsinojenik,
antiviral, antibakteriyal aktivitelere az veya ¢ok derecede sahip oldugunu gostermistir
(Cai ve ark., 2004).

Polifenoller, fenolik bilesikler veya polifenollerin aromatik halkalar1, bir veya
daha fazla sayida hidroksil grup iceren bilesiklerdir ve blyuk bir kismi hidrofiliktir.
Meyvelerde ve sebzelerde ¢cok miktarda bulunan fenolik bilesikler, birgok besin ve
icecegin tadinin, lezzetinin, renginin kaynagimi olustururlar (Moss ve Packer, 1983).
Fenolik bilesiklerin sahip oldugu antioksidan aktivite esas olarak metal selatlama,
singlet oksijen giderme, hidrojen verici ve indirgeyici ajan olarak davranmalarini
saglayan redox Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Polifenollerin antimutajenik ve
antikarsinojenik etkiye sahip oldugunu gosteren bir¢cok ¢aligma yapilmistir (de Ancos ve
ark., 2000).

Bitki pigmentleri olarak bilinen flavonoidler, polifenolik bilesikler grubuna dahil
olup bitkilerin herhangi yerinde olusabilirler (Galati ve O'brien, 2004; Wenzel ve ark.,
2004; Xia ve ark., 2004). Dogal olarak olusabilen 4000 farkli flavonoid tanimlanmis ve
bu say1 gin gectikce artis gostermektedir (Galati ve O'brien, 2004). Flavonoidlerin
(galangin, kaempferol, quercetin, myricetin, fisetin, morin, catechin, rhamnetin, rutin
v.b.) bircok biyolojik aktiviteyi diizenledigi  belirtilmistir. ~ Bakterisit ve
biyotransformasyon enzimlerini duzenleyici 0Ozellikleri nedeni ile antitimor ve
antioksidan olarak gorev yaptiklar1 bildirilmektedir.

Beudot ve ark., (1998), heterosiklik aminlere karsi dordinci pozisyonda
fonksiyonel bir karboksil grubu iceren flavonoidlerin, antimutajenik aktivitede son
derece 6nemli rol oynadiklarini tespit etmislerdir.

Karadutun mutajenik ve antimutajenik aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya

rastlanmadigindan, ilk kez yapilan bir ¢alisma olarak degerlendirildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Karadut ( Morus nigra L. ) Meyvelerinin Toplanmasi

Temmuz - 2015’te toplanan karadut meyveleri mekanik olarak ezilerek ve
stizgecten gecirilerek toplanan konsantre meyve sulari, plastik kaplarda incelenene dek,
- 25°C’de sakland.

a) b)

Sekil 3.1.1. Karadut ( Morus nigra L. ). a) Karadut agac1 b) Karadut meyveleri



3.1.2. Cahismada kullanilan test suslari
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TA 100 ve TA 98 Salmonella typhimurium bakteri kdkenleri (Afyon Kocatepe

Universitesi Fen - Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bolimi’nden) saglandi (Cizelge 3.1.2).

Suslarin genotip 6zellikleri :
TA 100: +R,his G 46, Auvr B, rfa.
TA 98: +R,his D 3052, Auvr B, rfa.

kullamilmasi (Oksiizoglu ve ark., 2000)

Cizelge 3. 1. Bazx Salmonella suslan ile genetik o6zelliklerinin Ames test sisteminde

Sus [ Histidin LPS | Onarim | pPKM | Mutasyonun | Belirlenecek Bilesik
Mutasyonu 101 Niteligi Smiflan
TA his G46 rfa | AuvrB - AT— GC Baz Cifti yer
1535 Transisyon degisimine Neden
Olan Mutajenler
TA his C376 rfa | AuvrB - Crt C Cerceve Kaymasina
1537 yanina +1 Neden Olan
Mutajenler
TA his D3052 rfa | AuvrB - CG...... CG | Cerceve Kaymasina
1538 yanindan -1 Neden Olan
Mutajenler
TA his D3052 | rfa | AuvrB + CG yanindan | Cerceve Kaymasina
98 -1 Neden Olan
Mutajenler
TA his G46 rfa | AuvrB + AT— CG Baz Cifti
100 Transisyon Degisimine Neden
Olan Mutajenler
TA his D6610 rfa | AuvrB + CCC yamma | Cerceve Kaymasina
97 +4 Neden Olan
Mutajenler
TA his G428 rfa | AuvrB + G Ochre AT Oksidanlar, X-
102 PAQ1 Isinlarn, U.V.,
Ahis Mitomisin C,
Bleomisin ve
Kinonlar

Salmonella typhimurium bakteri suslarindan, TA 98 gergeve kaymasi ve TA 100

ise baz cifti degisimindeki mutasyonlarin belirlenmesi amaci ile kullanildi.
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3.1.3. Kimyasal maddeler
e 2-aminoflouren (2-AF)
e 2-aminoantrasen (2-AA)
e Sodyum azid (SA)
e 4-nitro-o- fenilendiamin (4-NPDA)
e D-glukoz 6-fosfat
e Ampisilin trihidrat
e D-biyotin
e B-NADP
e Nutrient Broth No:2,
e SO fare karaciger fraksiyonu (Moltox, U.S.A)’dan saglandi.
e L-histidin-HCI monohidrat
e 2,3, 5-Trifeniltetrazolyum klorid (TTC).

3.1.4. Cahismada kullamlan standart mikroorganizma test suslari

e Candida albicans maya susu

e Escherichia coli ATCC 25922

e Klebsiella pneumoniae ATCC 70603

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
e Listeria monocytogenes 1/2 B

e Metisiline Direncli Staphylococcus aureus(MRSA) ATCC 43300
e Salmonella enteritidis ATCC 13076

e Salmonella typhimurium NRRLE 4463
e Sarcina lutea ATCC 9341

e Proteus mirabilis ATCC 25933

e Yersinia enterocolitica ATCC 1501

Calismada kullanilan standart mikroorganizma test suslari, Selguk Universitesi, Fen
Fakdiltesi, Biyoloji Bolumu, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari koleksiyonundan

saglanmistir.
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3.1.5. Calismada kullamlan c¢ozeltiler, tamponlar ve besiyerleri :
Salmonella / mikrozom test sisteminde kullanilmasi1 gereken cozeltiler ve

besiyerleri asagida verilmistir.

Histidin/biyotin soliisyonu (0.5 mM): Mutajenite deneyinde (90 ml top agara
10 ml olarak) kullanildu.

250 ml igin
Distile su 250 ml
L-Histidin-HCI (M.A. 191.7) 0.024 g
D-Biyotin (M.A. 247.3) 0.0309 g

Suyun kaynama noktasina kadar biyotin 1sitilarak ¢6zildi ve sonrasinda histidin
ilave edildi. Sterilizasyon islemi otoklavda 110 °C’de 20 dakika veya 0.22 um membran
filtre ile steril edildi. +4 °C’de saklandi.

Kristal viyole soltisyonu (% 0.1): Suslarin kristal viyoleye duyarliliklar1 ve bu

nedenle rfa mutasyonunu tasiyip veya tasimadiklarini kontrol amaci ile hazirlandi.

100 ml
Distile su 100 ml
Kristal viyole 01g

Kristal viyole, distile su icerisinde eritildi ve hazirlanan ¢ozelti 11k gecirmeyen

koyu renkli cam sisede buzdolabinda saklandi.

Glikoz cozeltisi (% 20):Glikoz ¢ozeltisi HBA ile MGA plaklarinin

hazirlanmasinda ilave edildi.

100 ml
Distile su 100 ml
Glikoz 20 g

Glikoz distile su icerisinde eritildi ve 110 °C’de 20 dakika otoklavda steril
edildi. Buzdolabinda saklandi.
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Vogel-Bonner minimal medium (50xVB _tuzlar) : Agar plaklarmin

hazirlanmasinda (histidin - biyotin (HB) agar, minimal glukoz agar (MGA), histidin -
biyotin ampisilinli agar (HBA) kullanildx.

1000 ml igin
Potasyum fosfat (K2HPO4) 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4POa4. 4H,0) 175 g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Magnezyum sulfat (MgSQOs. 7H20) 10¢g
Distile su (45 C) 670 ml

Distile su erlen icerisinde 45°C'ye kadar 1sitildi. Her tuz sirasiyla distile suya
eklendi. Her bir madde iyice ¢6zuldlkten sonra kristallesme olmamasi i¢in diger madde
eklendi. Toplaminda ise hacim 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika
otoklavda steril edildi ve maddeler tamamen c¢ozildikten sonra otoklavlandi. Steril

cozelti karanlikta oda 1sisinda saklandi.

Histidin c0zeltisi (% 0.5): Genotip kontroliniin belirlenmesi icin standart

bakteri deney suslar1 ile HBA plaklar1 hazirlandi.

100 ml
Distile su 100 ml
L-Histidin-HCI (M.A. 191.7) 059

110 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi ve buzdolabinda saklandh.

Biyotin cdzeltisi (% 0.13): Genotip kontroliiniin belirlenmesi igin standart
bakteri deney suslar1 ile HBA plaklar1 hazirlandu.

100 ml
Distile su 100 ml
D-biyotin 0.0013 g

Biyotin Suyun kaynama derecesine kadar biyotin isitildiktan sonra ¢ozildu. 110

°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi ve +4 °C’de saklandh.



18

Ampisilin cozeltisi (8 mg/ml): R plazmiti tasiyan suslarin master plaklari ve

suglarin ampisiline direnclilik 6zelliginin kontroliinde kullanildz.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 08¢
NaOH (0.02 N) 100 ml

NaOH yerine sayet ampisilin suda cozdiiriilecekse ve sicaklik 65 °C’ ye
ayarlanir. Ampisilin eritildikten sonra 0.45 pm filtrede suzildi. Buzdolabinda saklandi.

4- Nitro-o-Fenilendiamin (4-NPDA) (2 pa/ul): Pozitif kontrol amaci ile
kullanild.
DMSO’da ¢ozdurtlerek 200 ug/plak olmak (izere uygulandi. Direkt mutajen

olarak degerlendirilmesi ise TA 98 susu icin S9 fraksiyonu yoklugunda kullanildi.

10 mi
DMSO 10 mi
4-NPDA 0.02 g

Oda sicakliginda saklandi.

Sodvum azid cozeltisi (0.1 pa/pl): 10 pg/plak basina pozitif kontrol olarak

damitik suda ¢6zdurulerek kullanildi ve TA 100 susu igin S9 fraksiyonu yoklugunda

kullanilan mutajen maddedir.

100 ml
Distile su 100 ml
Sodyum azid 0.01g

+4 °C’de saklandi.

2-aminoantrasen c¢@zeltisi (2-AA) (0.05 ug/nl): 5 pg/plak basina olmak (zere
dimetilsilfoksitte (DMSO) c¢o6zdurulerek kullanildi. Pozitif kontrol olarak uygulandi.

TA 100 susu Uzerine S9 fraksiyonu varliginda kullanilan mutajen maddedir.
100ml
DMSO 100 ml
2-AA 0.005¢
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2-Aminofluoren (2-AF) (2 pa/ul): Pozitif kontrol amact ile kullanildi. 200

ng/plak basina olmak iizere dimetilsiilfoksitte (DMSO) ¢ozdiiriildii. Indirekt mutajen
olarak degerlendirilme ise TA 98 susu igin S9 fraksiyonu varliginda kullanildi.

10 mi
DMSO 10 mi
2-AF 0.02g

+4 °C’de saklandu.

Histidin/bivotin _besiyeri plaklar1 (HB agar): Histidin gereksinimi igin

denemelerde kullanildi.

1000 ml 500 ml 250 ml
Agar 15¢ 750 3.75¢
% 20 glikoz 100 ml 50 ml 25 ml
50 X VB 20 ml 10 ml 5ml
Histidin HCI. H20 10 mi 5ml 2.5 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml 3ml 1.5 ml
Distile su 864 ml 422 ml 216 ml

Agar, su icerisine ilave edikten sonra 110°C’ de 20 dakika otoklavda steril
edildi. 45 °C’ye kadar sogutularak (20-30 dakika) % 20 glikoz , 50XVB tuzlari, histidin
cozeltisi eklendi, solisyon biraz daha soguduktan sonra biyotin eklendi, karistirildiktan

sonra petri kutularina 25 ml olarak dagitildi. Katilastiktan sonra +4 °C’de saklandi.

Minimal glikoz agar plaklari (MGA): Mutajenite ¢alismalarinda denendi.

1000 ml 500 ml
Agar 15¢g 7549
Distile su 880 ml 440 ml
50X VB 20 ml 10 ml
% 20 glikoz 100 ml 50 ml

Agar ile su karistirildiktan sonra otoklavda steril edildi. 45 °C’ye sogutulup (20-
30 dakika) % 20 glikoz ve 50XVB tuzlar karistirilarak 25 ml olarak petri kutularina
dagitildi ve +4 °C’de iki ay saklanabilmektedir.
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Histidin/biyotin/ampisilin _plaklarn (HBA agar): R faktorl tasiyan suslarin

ampisiline direnclilik testini yapmak ve master plak hazirlanmasinda kullanildi.

1000 ml 500 ml 250 ml
Agar 15¢ 75¢ 3.75¢
Distile su 860 ml 430 ml 215 ml
50X VB tuzlari 20 ml 10 ml 5ml
% 20 glikoz 100 ml 50 ml 25 ml
Histidin HCI.H20 10 ml 5mi 2.5ml
0.5 mM Biyotin 6 ml 3mi 1.5ml
(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin 3150 pl 1575 pl 787.5 pl

Not: 50XVB tuzlar1 50 kez sulandirilarak hazirlanmaktadir ( 1000 /20 = 50 kez
sulandirildi.

Agar ile su otoklavlandi, 45 °C’ye sogutulduktan sonra 50XVB tuzlar1 % 20
glikoz, histidin bu soliisyona eklenerek karistirildi ve daha sonra biraz soguyunca
ampisilin ile biyotin eklenerek, petri plaklarina 25 ml olarak dagitildi. Bakteriler bu

plaklarda +4 °C’de iki ay saklanabilmektedir.

Nutrient agar plaklari (NA): Gecelik kaltirin ml’sindeki bakteri sayisini

bulma, genotip kontrolinde kullanildi. Kristal viyole ile test suslarinin UV duyarlilik

Ozelliklerinin belirlenmesi icin uygulanda.

1000 ml 500 ml
Distile su 1000 ml 500 ml
Agar 159 7549
Oxoid nutrient broth no:2 25¢ 125¢g

Broth, agar ve su iki litrelik cam kapta karistirildiktan sonra, 121°C’de 15 dakika
steril edildi ve petri kutularina 30 ml olacak sekilde dagitildi. Buzdolabinda saklandi.
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Top (Ust) agar : Mutasyon deneyinde kullanildi. Bakteri test suslar1 Ostlinde

denenen maddelerin homojen dagiliminda uygulandi.

1000 ml 500 ml 250 ml
Agar 69 30 15¢g
NaCl 590 2590 1.25¢
Distile su 1000 ml 500 ml 250 ml

Agar, tuz ile su manyetik karistiricida 1sitildi. Karistirilarak ¢6zduruldi ve

110 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.

Tuz coOzeltisi (1.65 M KCI + 0.4 M MaCly): Mutajenite deneyinde S9

karigiminda kullanildi.

500 ml 5ml
Distile su 500 ml 5ml
Magnezyum Kloriir (MgCl2.6H20) 40.7¢ 0.40¢
Potasyum klortir (KCI) 61.5¢g 0.61g

110 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Oda sicakliginda veya +4 °C’de

muhafaza edildi.

Sodyum-fosfat tamponu (pH :7.4) 0.2 M: Mutajenite deneyinde S9 karisimi

I¢in hazirlandh.

500 ml igin
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat
(Na2HPO4)(14.2 g/500 ml) 440 ml
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH2PO4. H20)( 13.82 g/500 ml) 60 ml

pH’s1 Olculdi ve pH derecesi ¢ok diisiik oldugundan dolayr 0.2 M disodyum

hidrojen fosfat eklendi, pH derecesi ayarlandi. 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril

edildi. Karanlikta oda 1sisinda muhafaza edildi.
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B-NADP cozeltisi (0.1 M): Mutajenite deneyinde S9 karisimi hazirlanmasinda

uygulandi.
10 ml
B-NADP (F.W. 765.4) 0.76 g
Steril distile su 10 mi

Sterilizasyon 0.22 um por ¢apli filtrelerle yapildi. -20°C’de saklandi

Nutrient broth sivi Koltir ortamu (NB): Bakterilerin bir gecelik sivi

kiltirlerinin hazirlanmasinda kullanildi.

200 ml
Oxoid nutrient broth no:2 5gr
Distile su 200 ml

Broth ve su karistirildiktan sonra, otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi.

Oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda muhafaza edildi.

Glikoz-6-fosfat cozeltisi (1M): Mutajenite  deneyi icin S9 karigimi

hazirlanmasinda uygulandi.

2.5ml
Steril distile su 2.5ml
Glikoz-6-fosfat 0.705¢

Sterilizasyon 0.22 um por ¢apli filtrelerle yapildi. -20°C’de saklandi.
S9 kanisim (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi 1 ;%

50 ml 75 ml g
MgCl: ile KCI tuz ¢ozeltisi 1ml 1.5 ml é
Rat karacigerinde S9 fraksiyonu 2 ml 3mi i
1 M Glikoz-6-fosfat 250 pl 375 ul °§‘
0.1 M B-NADP 2ml 3ml 5
0.2 M fosfat tamponu pH=7.4 25 ml 37.5ml é
Steril distile su 19.75ml 29.625 ml =

Asagidan yukariya dogru her daim karisim taze olarak ve yeterince hazirlanir.

S9 karisimi deney ¢aligsmasi sirasinda, icerikler daima buz icinde tutulur.
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3.1.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

3.1.6.1.S1v1 Mikrodiliisyon Yontemi

Escherichia coli ATCC 25922, Metisiline Direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) ATCC 43300, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Sarcina lutea ATCC 9341,
Salmonella typhimurium NRRLE 4463, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus
mirabilis ATCC 25933, Listeria monocytogenes 1/2 B standart bakteri suslari ile
Candida albicans maya susu, sivi mikrodilisyon yoénteminde, minimum inhibisyon

konsantrasyonunu (MiK) belirlemek igin kullanilda.
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3.2. Yontem

3.2.1. Meyve 6zutindn hazirlanmasi

Temmuz 2015'te Konya ilinde tek agagtan toplanan karadut (Morus nigra L.)
meyveleri mekanik pargalayici yardimiyla ezildi. Sizgecten gecirilerek toplanan
konsantre meyve sulari, plastik kaplarda incelenene dek, -25° C *de saklandi. Karadut
konsantre meyve sular1 laboratuvar ortaminda rotary evaporatérde 50 °C’nin altinda
buharlastirilip ham 6zut elde edildi. Elde edilen meyve konsantresi etiivde 50 °C’de

kurutuldu. Kurutulma isleminden sonra toplanan 6zt ten 25 mg/ml’lik stok hazirlandx.

3.2.2. Calismada kullamlan test suslarimin Gretilmesi

Mutajenite ve antimutajenite ¢alismalarinda Salmonella typhimurium standart
bakteri suslart ile 1 mI’sinde 1-2 x 10° Koloni Olusturan Birim (kob) bakteri kiiltiriintin
olmasi istenmektedir. 20 ml nutrient broth (63 pl ampisilin solisyonu eklenmis)
bulunan 50 ml’lik erlenlere, master plaklardan ya da histidin/biyotin agar plaklarindan
Salmonella typhimurium TA 98 ile TA 100’0n Ureme egrilerinin ¢ikarilmasi amaciyla
tek koloni alinarak ekim yapildi. 37 °C’de 140 rpm c¢alkamali etlivde ¢alkandi ve 16
saat inkulbe edildi. Stirenin sonunda 0.5 ml elde edilen kiltirden drnekler alindi ve 20
ml nutrient broth icermesi ile erlenlere ekim yapildi. 37 °C’de 110 rpm’de ¢alkalandin
ve inklbe edildi. 650 nm dalga boyunda absorbans degerleri spektrofotometrede,
bakteri kultirinden 6rnekler belirli zaman araliklarinda alindi ve 6lcildu. Buna paralel
orneklerden alinan belirli oranlarda (10° ve 10”) serum fizyolojik ile sulandirild: ve 0.1
ml olacak sekilde nutrient agarli plaklara ekim yapildi. Bakterilerin homojen dagilimini
saglamak i¢in ekim sirasinda 50 °C’deki 2 ml Ust agara bakteri kultlrleri karistirildi ve
calkalandi. Daha sonra plaklarin yiizeyine hizli bir sekilde dagitildi. 37 °C’lik etiivde bir
gecede plaklar inkibe edildi ve koloni sayimi yapildi. Bu hedef Salmonella
typhimurium TA 98 ile TA 100 test suslarmin canli bakteri sayilart mililitredeki
belirlenerek treme ile zamana karsi1 absorbans degerlerinin tablolar1 hazirlandi (Maron
ve Ames, 1983).

Bir mililitredeki koloni olusturan birim (kob/ml) = plaktaki koloni sayis1 X

sulandirma faktorii X10 olarak hesaplandi.
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3.2.3. Salmonella/mikrozom test sisteminde kullanilan suslarin genetik

ozelliklerinin kontroli

Susun genotip ozellikleri bakimindan mutant karakterlere sahip oldugu veya
olmadigi mutasyon testlerinde test maddesinin kontrol edilmesi ve testin giivenirliligi
6nemlidir. Bundan dolayi ¢esitli testler ile bakterilerin genotipleri kontrol edildi.

Histidin gereksinimi: Minimal glukoz agar plaklarma ekilmeleri yolu ile test
suslarinin his (-) 6zelligi kontrol edildi. Daha sonra suslar; uvrB delesyonu sebebiyle
histidine ilave edilmek (zere biyotine de ihtiyac gostermelerinden dolay:r histidin/
biyotin iceren ve sadece biyotin iceren histidinsiz minimal glukoz agar plaklarina ekildi
(Sekil 3.2.3.1, 3.2.3.2). Suslarmn histidin varliginda iiredigi ve histidin yoklugunda
trememeleri durumunda his (-) karakterini dogrulamaktadir (Maron ve Ames, 1983;
Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Sekil 3.2.3.1. S. typhimurium TA 98’in histidin gereksinim kontrolli: a) Histidin/ biyotin
agarda Ureme var, b) Biyotin agarda tireme yok.
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Sekil 3.2.3.2. S. typhimurium TA 100’0n histidin gereksinim kontroll: a) Histidin/ biyotin
agarda Ureme var, b) Biyotin agarda tireme yok.

R Faktorinin kontrol: His (-) karakterleri dogrulmasi sonucunda kolonilerin
ampisiline direnclilikleri kontrol edildi ve HBA agar hazirlandi. R faktor( test edilen
suglarin ekimi yapildi (McCann ve Ames, 1976). 37 °C’de 12-24 saatlik inkiibasyon
siresi sonunda, R faktorl iceren kisimda suslarin ampisilinli plaklarda Gredigi
g6zlemlendi Sekil 3.2.3.3).

Sekil 3.2.3.3.Test suslarinda R faktoril varliginin kontroll: a) S. typhimurium TA 98 susunun HBA agar
plaginda Ureme durumu pozitif b) S. typhimurium TA 100 susunun HBA agar plaginda treme durumu
pozitif
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rfa mutasyonun kontrolu: Test suslarmin gecelik kiltirunden 100 pl’lik
ornekler alinarak Nutrient agarli petrilere yayma yontemi ile asilandi. 1mg/ml stok
kristal viyole c¢oOzeltisinden 10 pl emdirilmis hazir bos diskler, petrilerin ortasina
yerlestirildi. 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi, disklerin gevresinde inhibisyon
zonunun olustugu veya olusmadigi kontrol edildi (Sekil 3.2.3.4). Disklerin cevresinde
renkli acik bir alan, buylk molekle sahip kristal viyole soliisyonunun bakterilerin icine
difizyon yolu ile girerek onlar1 inaktive etmesi rfa mutasyonunun pozitif kanitidir (b)
(Ames ve ark., 1973)

Sekil 3.2.3.4. Nutrient agar plaklarinda rfa mutasyonu kontroll: a) S. typhimurium TA 98 susu (Zon ¢ap1
14 mm) b) S. typhimurium TA 100 susu (Zon ¢apt 14 mm)

uvrB mutasyonunun kontrolii: Mutasyonun varlig: ile ultraviyole ismlarma
duyarlilik testi olglldi. Test suslarinin gecelik kiltirinden ornekler 6ze ile alinip
nitrient agarli plaklara ise yayma yontemiyle ekildi. 37 °C’de bir gecelik
inkiibasyondan sonra tek kolonilerin Ureyen kisminda, steril ekivyon c¢ubuklar ile
alinip, nitrient agarli iki plagin bulundugu kisma ¢izgi ekim yontemi ile asilandi.
Plaklardan bir adedi kontrol plag: olarak, digeri kapagi agilarak 15 watt’lik germisidal
UV lambasi altinda 33 ¢cm uzakliktan 8 saniye sure ile isinlanmaktadir. UV’ ye maruz
birakilan plak ve kontrol plagi 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. uvrB delesyonu tasiyan
suslarm UV ile 1ginlanmis plaklarda tiremedigi ama kontrol plaginda ise iredigi
g6zlendi (Sekil 3.2.3.5, 3.2.3.6, a) (Ames ve ark., 1973)
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Sekil 3.2.3.5. S. typhimurium TA 98 susunda uvr B mutasyon kontrolli: a) UV ile ismlanan
plakta tireme yok. b) UV ile iginlanmayan plakta Greme var.

Sekil 3.2.3.6. S. typhimurium TA 100 susunda uvr B mutasyon kontrolii; a) UV ile 1sinlanan
plakta treme yok. b) UV ile iginlanmayan plakta Greme var.

3.2.4. Spontan , revertant koloni sayisinin kontroll

Histidinsiz ortamda Ureyebilmesine neden olan test suslarimin revertant ve
mutajenite deneylerinde diizenli olarak o6lculir. Her plakta spontan, revertant bakteri
sayisi Olarak tanimlanir. Spontan, revertant her sus icin belli limitler iginde olur.

TA 100 i¢in 80-200 revertant / plak

TA 98 icin 30-50 revertant / plak

Oksotrofik mutant bakterilerin  gelistigi  besiyerde koloniler kolaylikla
g6zlenebilir. Spontan, revertant frekansini1 saptanabilmesi icin minimal glukoz agar
plaklar1 hazirlandi. NaCl (% 0.5) ve Bacto agar (% 0.6) icerdigi 100 ml’lik (st agar,
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otoklavda 110 °C’de 20 dakika steril edildi sonrasinda, 45 °C’lik su banyosunda
bekletildi. 10 ml steril cam tlpun igerisine homojen agar c¢ozeltisinden alindi. 0.5 mM
histidin/biyotin sélutisyonundan icine 10 ml ilave edildi. Karisim 2.5 ml’lik  steril
tiplere porsiyon seklinde dagitildi. Her susun gecelik kaltirinden tiplere 0.1 ml ilave
edildi. Diisiik devirde tup calkalayicida karistirildi ve karisim sogutulmadan plaga
dokaldi. Daha sonra sekiz seklinde hareket ettirildi ve yayilmasi saglandi. 37 °C’de 48-
72 saat inkubasyondan sonra spontan , revertant kolonilerin sayimi yapildi. Bu ¢alisma

her sus icin birden fazla tekrarlandi ve ortalama degerleri hesaplandi (Sekil 3.2.4.1.)
(Maron ve Ames, 1983).

Sekil 3.2.4.1. Kendiliginden geriye dénen koloni sayilarinin kontroli: &) S. typhimurium TA 98 b) S.
typhimurium TA 100

3.2.5. Master plaklarin calismada hazirlanisi

Iki ay stire ile saklanabilmesi igin buzdolabinda bakteri suslarmin master plaklari
hazirlandi.  Histidin/biyotin/ampisilin iceren kisimdaki plaklara genetik isaretleri
dogrulanan suslar ekildi. Sonra kultlr hazirlama c¢alismalar1 ise iki ay sure ile bu

plaklardan yapildi (Maron ve Ames, 1983).
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3.2.6. Pozitif kontrol

Bilinen standart mutajenik etkili kimyasal bazi maddelere karsi bakterilerin
tepkilerini gozlemek amaci ile bu mutajenler, pozitif kontrol amacindan dolay1 esas
deneme igin paralel olarak uygulandi. Salmonella typhimurium TA 98 susu icin ise
indirekt mutajen olan 2-aminoflouren S9 karisimi varliginda kullanildi. Direkt mutajen
olan 4-nitro-o-fenilendiamin S9 karisimi ise yoklugunda kullanildi (Sekil 3.2.6.1).
Salmonella typhimurium TA 100 icin ise direkt mutajen olarak S9 karisimi yoklugunda
sodyum azid ve varliginda 2-aminoantrasen kullanildi (Sekil 3.2.6.2) (Ozbek, 2006).

Sekil 3.2.6.1. Salmonella typhimurium TA 98 susu Ustlinde: a) S9 yoklugunda 4 nitro-o-fenilendiamin’in
mutajenik etkisi, b) S9 varliginda 2-Aminoflouren’in mutajenik etkisi.

Sekil 3.2.6.2. Salmonella typhimurium TA 100 susu Ustlinde: a) S9 yoklugunda Sodyum azid’in
mutajenik etkisi. b) S9 varhiginda 2-Aminoantrasen’in mutajenik etkisi.
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3.2.7. Negatif kontrol

Her iki bakteri susu Ustiine etkilerinin oldugu veya olmadigini kontrol etmek
amact bu c¢alismada meyve Ozutlerinin ve kontrol mutajen maddelerden 4-nitro-o-
fenilendiamin, 2-aminoantrasen ve 2-aminofloureni ¢cézmek icin dimetil stlfoksit’in
(DMSO) ve kontrol mutajenlerden Sodyum azid’i ¢ozmek igin su kullanildi. Bu
caismada uygun konsantrasyondaki bakteri kiltirinden (1-2x10%) 0.1 ml ile
spektrofotometrik safliktaki su ya da dimetil stlfoksit’ten 0.1 ml alinip, icerisinde 2.5
ml Gst agar bulunan tlpe aktarildi. Sonra minimal glukoz agarli plaklarin ylizeyine
karigim dagitildi. 37 °C’de 48-72 saat inklbasyona plaklar birakildi. Sire bitiminde

revertant plaklarindaki bakteri sayilariile negatif kontrol plaklar1 karsilagtirildi. Bu

sayilarin benzer ya da yakin oldugu durumlarda , negatif kontrolli dogruladigini gosterdi
(Sekil 3.2.7.1).

Sekil 3.2.7.1. Dimetil sulfoksitin (DMSO) negatif kontrol ajani olarak kullamilmasi: a) Salmonella
typhimuriumn TA 98 susu Uzerine etkisi. b) Salmonella typhimuriumn TA 100 susu Uzerine etkisi

3.2.8. Mutajenite deneyi (Ames/Salmonella/mikrozom testi)

Salmonella mikrozom test sistemi meyve Ozltlerinin  mutajenitelerinin
aragtirllmasinda kullanildi (Maron ve Ames, 1983). Denemelerde (Maron ve Ames,
1983) tarafindan “standart plak inkorporasyon” yontemi kullanildi. Bu teknikte; S9
varhigi ile yoklugunda iki farkli galisma yapildi.
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3.2.8.1. S9’suz deneyin yapilmasi

Gecelik kulttr hazirlandi ve 140 rpm de 16 saat calkaldi. Sabah saat 09:00da 500
pl alindi ve taze Kiltlr hazirlandi. 5 saat boyunca 110 rpm de ¢alkalamali inkibatorde
inkibe edildi. 5.5 saat sonundaki bakteri kaltirinin Gremesi bu deney icin uygun
bulundu.

5.5 saat sonunda, 45 °C’ lik su banyosunda tutulan, tuplere 2.5 ml olarak
dagitilmig olan Ust agara (tiplere dagitmadan Once 90 ml top agara 10 ml 0.5 mM
histidin/biyotin soliisyonu eklendi) sirasiyla 6nce 500 pl sodyum-fosfat tamponu, 100 pl
test maddesinin degisik konsantrasyonlari ile 100 pl 5.5 saatlik taze bakteri kulttrinden
ilave edildi. Tlpler disiik hizda vortekslenerek minimal glikoz agar (MGA) plaklart
yuzeyine dokilerek 8 isareti seklinde karisimin homojen bir sekilde dagildi.

Calismada sirasinda her bir doz igin deneyde U¢ ayri plak kullanildi. Buna
paralel olarak deneye pozitif ve negatif kontroller de yapildi.

Pozitif kontrol icin (3 petri): 500 ul sodyum-fosfat tamponu+100 pl pozitif
kontrol+100 pl bakteri kulturt st agara ilave edildi.

Kontrol i¢in (3 petri): 500 pl sodyum-fosfat tamponu+100 pl bakteri kilturt st
agara ilave edildi.

DMSO icin (3 petri): 500 pl sodyum-fosfat tamponu+100 pl DMSO+100 pl
bakteri kultirt Ust agara ilave edildi.

Agarin donmasi beklendi. 37 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmasi igin

plaklar ters cevrildi. Petrilerdeki bakteri kolonileri stire sonunda sayildu.

3.2.8.2. S9’Ilu deneyin yapilmasi

S9’suz deneyde anlatildigr gibi, bakterinin gecelik taze kultirl hazirlandi. Belli
bir suire sonunda yeniden pasajlanarak 5.5 saatlik taze kiltir elde edildi. Daha énceden
hazirlanmig olan ve 45 °C’lik su banyosunda tutulan 2.5 ml olarak dagitilmis olan st
agara, swrasiyla 6nce 500 pl S9 karisimi, 100 pl test maddesinin  degisik
konsantrasyonlar1 ile 100 pl 5.5 saatlik taze bakteri kilturunden ilave edildi. Tupler
diisiik hizda vortekslenerek minimal glikoz agar (MGA) plaklan yiizeyine dokiilerek 8
isareti seklinde karisimim homojen bir sekilde dagildi.
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Calismada sirasinda her bir doz icin deneyde ¢ ayri plak kullanildi. Buna
paralel olarak deneye pozitif ve negatif kontroller de yapildi.

Kontrol igin (3 petri): 500 pl S9 karisimi+100 pl bakteri kulttrt Gst agara ilave
edildi.

DMSO (negatif kontrol) icin (3 petri): 500 pl S9 karisimi+100 pl DMSO+100 pl
bakteri kultira Ust agara ilave edildi.

Pozitif kontrol icin (3 petri): 500 pl S9 karisimi+100 pl pozitif kontrol+100 pl
bakteri kultir Ust agara ilave edildi.

Agarin donmasi beklendi. 37 °C’de 48-72 saat inkilbasyona birakilmasi igin

plaklar ters cevrildi. Petrilerdeki bakteri kolonileri stire sonunda sayildi.

3.2.9. Antimutajenite deneyi

3.2.9.1. S9 yoklugunda yapilan ¢calisma

S9 yoklugunda yapilan deney icin gecelik kaltir hazirlanip ve 140 rpm’de 16
saat ¢alkalandi. 500 pl gecelik kiltirden alind1 ve taze kiltir hazirlandi. 110 rpm’de
calkalamali inkiibatorde 5.5 saat boyunca inkibe edildi. 5.5 saat sonundaki bakteri
kaltarandn Gremesi S9 varliginda yapilan deney icin uygun olarak gorildu.

Inkiibe edilmesi sonrasinda su banyosunda tutulan 45 °C’ lik tiiplere 2.5 ml
olarak Ust agara dagitildi (tiplere dagitmadan 6nce 90 ml (st agara 10 ml 0.5 mM
histidin/biyotin sollsyonu eklendi) ve dncelikle 500 pl sodyum-fosfat tamponu, 100 pl
meyve 6zt ve 100 ul pozitif mutajen madde ilave edildi. Disiik hizda vortekslenerek
tipler MGA plaklar yizeyine dokulerek, sekiz isareti yapilarak homojen bir sekilde
karisimin dagilmasi saglandi. Agarin donmasi igin beklendi ve 37 °C 48-72 saat olmak
uzere plaklar ters cevrilip inklbasyona birakildi. Sure bitiminde plaklardaki koloniler
sayildi.

Calismada sirasinda her bir doz icin deneyde (¢ ayr1 plak kullanildi. Buna
paralel olarak deneye pozitif ve negatif kontroller de yapildi.

Negatif kontrol (DMSO ya da su) icin: 100 pl su ya da DMSO+500 pl sodyum-
fosfat tamponu +100 ul bakteri kilturd Gst agara ilave edildi.

Pozitif kontrol igin: 100 pl pozitif mutajen madde +500 pl sodyum-fosfat

tamponu +100 pl bakteri kiltirt st agara ilave edildi.
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3.2.9.2 S9 varhiginda yapilan ¢alisma

S9 varliginda yapilan deney icin gecelik kiltir hazirlanip ve 140 rpm’de 16 saat
calkalandi. 500 pl gecelik kiltirden alindi ve taze kiltir hazirlandi. 110 rpm’de
calkalamali inkiibatorde 5.5 saat boyunca inkiibe edildi. 5.5 saat sonundaki bakteri
kaltarandn Gremesi S9 varhiginda yapilan deney icin uygun olarak gorildu.

Inkiibe edilmesi sonrasinda su banyosunda tutulan 45 °C’ lik tiiplere 2.5 ml
olarak Ust agara dagitildi (tUplere dagitmadan 6nce 90 ml Ust agara 10 ml 0.5 mM
histidin/biyotin solisyonu eklendi) ve dncelikle 500 pl S9 karigimi, 100 pl test maddesi
ile 100 pl pozitif mutajen madde, 100 pl 5.5 saatlik taze bakteri kilturinden eklendi.
Diisiik hizda vortekslenerek tiipler MGA plaklar1 ylzeyine dokilerek, sekiz isareti
yapilarak homojen bir sekilde karisimin dagilmasi saglandi.

Calismada sirasinda her bir doz icin deneyde U¢ ayr1 plak kullanildi. Buna
paralel olarak deneye pozitif ve negatif kontroller de yapildi.

Pozitif kontrol icin: 100 pl pozitif mutajen madde +500 pl S9 karisimi +100 pl
bakteri kultirt Ust agara ilave edildi.

Negatif kontrol (DMSO ya da su) i¢in: 100 pl su ya da DMSO + 500 ul S9

karisimi +100 pl bakteri kultlrd st agara ilave edildi.

3.2.10. Mutajenite ¢calismasi sonuclarmin degerlendirilmesi

Bir madde Salmonella/mikrozom test sisteminde mutajen olarak tanimlanmasi
icin, maddenin mutajenik etkisinden dolay: prototrof bakteri hiicre sayilarmin histidin
(+) hale gelmesi, revertant koloni sayisinin ise en az iki kati olmasi gerekir. Bu sayi
doza bagh bir artis ile revertant koloni sayisinin iki katindan az oldugu durumda bu

maddeye mutajen olarak tanimlanmaktadir (Maron ve Ames, 1983).
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3.2.11. Antimutajenite calisma sonuclarinin degerlendirilmesi
Denemeler (¢ tekrarli olarak yapildi. Calismamizda elde edilen sonuglar ise %
inhibisyon degeri hesaplanip ve analiz edildikten sonra tablo halinde verildi.
Sonuglar degerlendirilirken Salmonella/mikrozom test sisteminde, % inhibisyon
orani asagidaki verilen formile gore hesaplandi (Rajaei ve ark., 2010);
(A-B)
% inhibisyon orani - [":J"* -C)

A— Sadece mutajen madde varliginda geri donen koloni sayisi

]x 100

B— Mutajen madde ve test maddesi varliginda geri donen koloni sayisi

C— Spontan revertant koloni sayisi

Karadut meyve Ozltlerinin - mutajen madde  Gzerindeki  etkisinin
degerlendirilmesinde inhibisyon orami % 25-40 arasinda ve antimutajenik etkisinin
degerlendirilmesi ise orta dereceli olmasi; % 40’tan fazla oldugunda ise, gucli
antimutajenik etkisi oldugu kabul edildi. % 25’den daha az oldugunda ise inhibisyon
orani antimutajenik etkisi olarak zayif veya yok olarak kabul edildi (Negi ve ark.,
2003).
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3.2.12. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek icin (Abbasoglu ve ark.,, 1995)'nin
bildirdigi sivi mikrodilisyon (broth microdilution) yontemi kullanildu.

3.2.12.1 Sivi mikrodilisyon yontemi ve sonuclarinin degerlendirilmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesine yonelik olarak uygulanan sivi
mikrodiltisyon metodunda Mueller-Hinton broth besiyeri kullanildi.

Karadut konsantre meyve suyulari laboratuvar ortaminda, rotary evaporator yardimi
ile kurutuldu. Toplanan 6ziitten 25 mg/ml ‘lik stok hazirlandi. Antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemek igin sivi mikrodiltisyon metodu uygulandi. Sivi mikrodilisyon metodunda; test
suslar1 olarak Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603,
Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Sarcina lutea ATCC 9341, Salmonella typhimurium NRRLE 4463,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Proteus mirabilis ATCC 25933, Yersinia
enterocolitica ATCC 1501, Listeria monocytogenes 1/2 B standart bakteri suslar1 ile Candida
albicans maya susu kullamldi. Bu suslar 37°C’de bir gece inkilbasyona birakilmak (zere
Brain— Heart Infusion Broth (Merck) besiyerine ekildi.24 saatlik bakteri kultlrindeki
kolonilerden, 0.5 McFarland tiip bulamikligina esit olacak sekilde bakteri stispansiyonu
hazirlanarak, son inokiliim konsantrasyonu 5x10° kob/ml olacak sekilde, 1/100 oraminda
sulandirildi. Mikropleytlerin steril U seklinde olan kuyucuklarim her birine 100 ul Mueller -
Hilton Broth Besiyeri ilave edildi. Meyve 6zitinden 100 pl hazirlanip ilk kuyucuklara ilave
edildi. Tk kuyucuklardan 100 ul alinip ikincilere, aym miktar alinip tgtincillere ve bu sirastyla
12. kuyucuga kadar dillisyon islemi uygulandi. Ve son olarak pozitif kontrol olmasi igin 12.
kuyucuk kullanildi. Kuyucuklardaki inokulumun son konsantrasyonu, 5x10° koloni olusturan
birim (kob) /ml ve karadut (Morus nigra L.) meyve 0ztleri; 6.25 — 0,048 mg/ml aras: final
konsantrasyonlarda mikropleytlere aktarildi. 37 °C’de 24 saat boyunca pleytler inkiibe edildi
ve bu siire sonunda 20 pl 2, 3, 5 — Triphenyl — 2H- Tetrazolium Cehlinde (TTC) (% 0.5)
soltisyonu kuyucuklara eklendi. Tekrar inkiibasyon icin 37 °C’de 30 dakika beklenildi. Daha
sonra sire bitiminde bakteri Gremesi olan kuyucuklar kirmizi veya pembe boyanirken,
uremenin olmadigr kuyucuklarda renk degisimi gorilmedi. Renk degisiminin gézlenmedigi

en son kuyucuk Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Cahsmada Test Suslarmim Ureme Durumlan

S. typhimurium TA 100 susunun kultirin mililitresindeki canli bakteri sayilar
ile zamana bagli absorbans degerleri tespit edildi (Cizelge 4. 1, Sekil 4. 1).

Sus Klturlerinde bulunmas: 6ngérilen ve bir mililitresinde 1-2x10° kob/ml
olmas1 Salmonella/mikrozom test sisteminde kullanilmaktadir (Maron ve Ames, 1983).
1 ml’sinde olmasi gereken bakteri sayisi (1-2x 10° kob/ml) Salmonella typhimurium TA
98 ile TA 100 suslarinda; Salmonella typhimurium TA 100 susu igin, inkibasyonunun
ortalama 5. ile 6. saatleri arasinda ulasildi. Bu yizden denemelerde, S. typhimurium TA
98 ile TA 100 suslar1 ¢alkalamali inklbatorde 110 rpm ve 37 °C’de 5.5 saat sure ile
inkube edildi.

Cizelge 4.1. Salmonella typhimurium TA 100’ln treme durumu ile zamana gdre absorbans

degerleri (*).

Zaman Canh Bakteri Sayisinin /ml Ortalama Absorbans 2=650 nm
(Saat) Ortalamasi

4 0.9x10° 0.687

5 1.5x10° 0.815

6 2.2x10° 1.112

7 2.7x10° 1.456

8 3.1x10° 1.905

9 3.4x10° 1.998

* Ug ayr1 6lgim ve sayim sonuglarmin ortalamasidir.
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Sekil 4.1. Salmonella typhimurium TA 100’{in Greme yogunlugu ve zamana bagli absorbans degerleri
karsgilagtirilmast

4.2. Morus nigra L. Meyve Oziitlerinin Mutajenik Aktivite Sonuclari

Calismada kullanilan meyve 6zltu ekstraktlarinin, Salmonella typhimurium TA
98 ve TA 100 icin S9 fraksiyonu varlhigi ile yoklugunda plak inkorporasyon testi
sonuglar1 Cizelge 4.2° de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 2. Cahsmada kullanilan Morus nigra L. meyve 6zutlerinin S.typhimurium TA 98
ile TA 100 suslar1 olmak Gizere mutajenik aktivite test sonuclari.

59 yo!(lqgunda S9 varhginda geri
geri donen 46 tant
Suslar Konsantrasyo n (revertant) onen (r_ever ant)
(Mg/plak) koloni sayisi koloni sayist
OrtalamatSD OrtalamaxSD
Negatif Kontrol
(DMSO) 100 pl 28+2 3916
Pozitif Kontrol * 880164 4158+117
Kontrol 0 pg/plak 3145 34+4
TA 9B 10000 pg/plak 29+3 376
5000 ug/plak 304 387
500 pg/plak 29 4 30£5
Negatif Kontrol
(DMSO) 100 pl 129+12 14049
Pozitif Kontrol * 2547+ 45 5019+289
TA 100 Kontrol 0 pg/plak 141+9 142+16
10000 pg/plak 14848 150+ 9
_ 5000 pg/plak 12349 146 + 10
Morus nigra 2500 pg/plak 132+10 131+ 14
meyve ozutu 1000 pg/plak 14349 110+ 7
500 pg/plak 15613 129+ 11

* S.typhimurium TA 98 susu Uzerinde S9 yoklugunda 4-nitro-o-fenilendiamin (200 pg/plak),S9 varliginda
pozitif kontrol olarak 2-Aminofluoren (200 pg/plak); S.typhimurium TA 100 susu icin S9 varliginda 2-
Aminoantrasen (5 pg/plak), S9 yoklugunda ise sodyum azid (10 pg/plak) kullanilmustir.
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Meyve Ozitlerinin Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 susu Uzerinde
mutajenik etkinin olabilmesi igin, her 0zt ve aynm1 zamanda hazirlanan Kontrol
plaklarindaki (0 pg/plak dozu) koloni sayisinin; en yiksek iki katindan fazla ya da iki
katina yakin sayilarda olmasi gerekir.(Maron ve Ames, 1983).

Morus nigra L. farkli meyve 0zt konsantrasyonlarinin (dozlarinin) TA 98 susu
uzerinde, S9 yoklugunda herhangi mutajenik bir aktivite gostermedigi belirlendi. Morus
nigra L. farkli meyve 6zitl dozlarinin TA 98 susu (zerinde, S9 varliginda da herhangi
bir mutajenik aktivite gostermedigi ve belirlenen sayinin, kontrol plaginda belirlenen
saymnin iKi katindan fazla ya da iki katina yakin sayida olmadigindan, S9’lu denemeleri
icin de herhangi bir mutajenik aktivite belirlenemedi. Morus nigra L. meyve 6z(ti
dozlarmin TA 100 susunda ise S9 varlig ile yoklugunda kontrol plagindaki sayinin iki
kat1 veya daha fazlasina ulasamadigr gozlendi. Bu durumda Morus nigra L. meyve
0zt ekstraktlarin TA 100 susu igin de mutajenik etkili olmadig1 tespit edildi
(Cizelge 4. 2.) .

4.3. Morus nigra L. Meyve Oziitlerinin Antimutajenik Aktivite Sonuglari

Calismada kullanilan meyve 6zutlerinin, bilinen mutajenlere kars1 gosterdikleri

antimutajenik aktiviteleri belirlendi. Antimutajenite oranlar1 ve revertant koloni sayilari
Cizelge 4.3°de verildi.
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Cizelge 4. 3. Calisgmada kullanilan Morus nigra L. meyve 6zutlerinin S.typhimurium TA 98 ile TA
100 suslarinda yapilan antimutajenite test sonuglari ve inhibisyon oranlari.

S9 yoklugunda geri donen
His ™ (revertant) koloni

S9 varhginda geri dénen
His ™ (revertant) koloni

Suslar onsantrasyon
(Lg/plak ) sayisi sayisi
Ortalamat | % Ortalamat | %
SD Inhibisyon SD Inhibisyon
Negatif Kontrol
(DMSO) 28+2 3916
Pozitif Kontrol * 880+64 4158+117
TA 98 Kontrol Oug/plak 3145 34+4
0000 pg/plak 603+63 31 3756+408 10
Morus niara 5000 pg/plak 698+30 20 3860+166 7
Mo dz?]tu 2500 pg/plak 724+29 16 3748+208 10
W 1000 ug/plak | 79120 8 3849+395 7
500 pg/plak 80497 6 3865+257 7
Negatif Kontrol
(DMSO) 129+12 140£9
Pozitif Kontrol* 2547+ 45 5019+289
Kontrol 0 pg/plak 14149 142+16
TA 0000 pg/plak 2065132 20 4749+205 6
100 5000 pg/plak 2213+182 14 48671286 4
Morus nigra  [2500 pg/plak 2428+188 5 4886+135 3
meyve 6zitl  |1000 pg/plak 243090 4 4978+429 0
500 pg/plak 2455+139 3 4992+115 0

* S.typhimurium TA 98 susu icin pozitif kontrol olarak S9 yoklugunda 4-nitro-o-fenilendiamin (200
pg/plak); S9 varliginda ise 2-Aminofluoren (200 pg/plak), S.typhimurium TA 100 susu igin S9 varliginda
2-Aminoantrasen (5 pg/plak), S9 yoklugunda ise sodyum azid (10 pg/plak) kullanild1.

Morus nigra L. meyve 6zUtl dozlarinin TA 98 susu Uzerinde, S9 yoklugunda

tim deneme dozlarinda 4-nitro-o-fenilendiamin (200 pg/plak)' e karsi 10000 pg/plak

dozunda % 31 oraninda orta derecede antimutajenik aktivite gosterdigi fakat 5000,
2500, 1000 ve 500 pg/plak dozlarinda ise sirasiyla % 20, % 16, % 8 ve % 6 oranlarinda

zay1f derecede antimutajenik aktivite gosterdigi belirlendi. Ekstraktlarin S9 varhiginda

2-Aminofluoren (200 pg/plak) kars: ise sadece 10000 pg/plak dozunda % 10 oran ile

zayif dereceli antimutajenik aktivite gosterdigi tespit edildi. Diger 5000, 2500, 1000 ve
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500 pg/plak dozlarinda da sirasiyla % 7, % 10, % 7 ve % 7 oranlarinda zayif dereceli
antimutajenik aktivite gosterdikleri belirlendi. ( Sekil 4.2, Cizelge 4.3).
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Sekil 4. 2. Calisgmada kullanmilan S.typhimurium’un Morus nigra meyve 6zutl dozlarinda TA 98
susunun S9 varhi@ ile yoklugunda pozitif mutajenlere kars1 (2-Aminofluoren 200 pg/plak ve 4-
nitro-o-fenilendiamin 200 pg/plak) antimutajenik inhibisyon oranlari.

Morus nigra L. meyve Ozitlerinin TA 100 susu Uzerinde, S9 yoklugunda tim
deneme dozlarinda sodyum azid’e (10 pg/plak) karsi, 10000 pg/plak dozunda % 20
oraninda zayif derecede antimutajenik aktivite gosterirken, diger 5000, 2500, 1000 ve
500 pg/plak dozlarinda ise sirasiyla % 14, % 5, % 4 ve % 3 oranlarinda zayif derecede
antimutajenik aktivite belirlendi. Meyve 6zitlerinin S9 varliginda 2-Aminoantrasen’e (5
pg/plak) kars1 10000 pg/plak dozunda % 6 orani ile zayif dereceli antimutajenik aktivite
gosterirken, diger 5000, 2500, 1000 ve 500 pg/plak dozlarinda ise sirasiyla % 4, % 3,
% 0 ve % 0 oranlarinda zayif dereceli antimutajenik aktivite belirlendi. ( Sekil 4.3,
Cizelge 4.3).
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Sekil 4. 3/ Calismada kullanilan S.typhimurium’un Morus nigra meyve 6ziitl dezlarinda TA 100

susunun S9 varhgi ile yoklugunda pozitif mutajenlere karsi (2-Aminoantrasen 5 pg/plak ve sodyum
azid10 pg/plak) antimutajenik inhibisyon oranlari.

Sekil 4.4. Morus nigra L. meyve 6zitinun S. typhimurium TA 100 susu iizerinde S9 varhginda 5000
ng/plak dozunda antimutajenik etkisi : a) Pozitif kontrol (2-AA) plagi b) 5000 pg/plak dozunda
revertant koloni sayisimin indirgenmesi
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4.4. Morus nigra L. Meyve Ozltlerinin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglar

Antimikrobiyal aktivite belirleme c¢alismasi igin sivi mikrodillisyon yéntemi
uygulandi ve ¢esitli konsantrasyonlardaki Gzitlerin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) degerleri tespit edilmeye calisildi. Stok ozitler; 6.25 — 0,048
mg/ml aras1 final konsantrasyonlarda mikro-pleytlere aktarildi. Test mikroorganizmalari
olarak Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603, Metisiline
Direncli  Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Sarcina lutea ATCC 9341,
Salmonella typhimurium NRRLE 4463, Yersinia enterocolitica ATCC 1501, Proteus
mirabilis ATCC 25933, Listeria monocytogenes 1/2 B standart bakteri suslari ile
Candida albicans maya susu kullanildi.

Calisma sonucunda; &zdtlerin Escherichia coli, Sarcina lutea, Salmonella
typhimurium ve Yersinia enterocolitica suslaria karst MIK degeri 6.25 mg/ml olarak
belirlenirken, Salmonella enteritidis icin 3.12 mg/ml ve Listeria monocytogenes igin
1.56 mg/ml olarak saptandi. Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosasuslarma kars1 ise herhangi bir MIK degeri

belirlenemedi. Candida albicans susunda ise 3.12 mg/ml konsantrasyonda inhibisyon

gosterdi.

Ken ! a2 b ¢ d e f g h 1 i j k
l =

6.25 i

3.12

a.

Sekil 4. 1. Mikrodiliisyon yonteminde: a) Morus nigra L. meyve 0ziitlerine karsi mikroorganizma test

suslarinin Ureme 6ncesi goriinimi



lar
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6.25
3.12
1,56
0.78

0.39

0.19
0.097

0.048

b.

b) Morus nigra L. meyve 6ziitlerine kars1 mikroorganizma test suslarinin tireme sonrasi gérnim.

(a: Escherichia coli ATCC 25922, b: Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, c: Klebsiella pneumoniae
ATCC 70603, d: Metisiline Direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, e: Salmonella
enteritidis ATCC 13076, f: Sarcina lutea ATCC 9341, g: Candida albicans, h: Salmonella typhimurium
NRRLE 4463, 1: Yersinia enterocolitica ATCC 1501, i: Proteus mirabilis ATCC 25933, j: Listeria
monocytogenes 1/2 B, k: besiyeri kontrol.)
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4.5. Tartisma

Bitkilerden elde edilen ¢esitli bilesiklerin gida endstrisinde, hem antioksidan
hem de antimikrobiyal bazi Ozellikleri nedeni ile gida maddelerinin ve bazi organik
urtnlerin korunmasi ve raf Omdurlerinin uzatilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Bitkilerin kok, govde ve yaprak gibi kisimlarindan ileri ve modern tekniklerle elde
edilen aktif saf bilesikler, insan saglig1 ile ilgili gesitli alanlarda kullanilmaktadirlar.

Gokbulut ve ark., (2013), karadut meyvesinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi ile ilgili yaptigi ¢alismada, karadutun Gram negatif bakterilerden
S.flexneri harig, daha ¢ok Gram pozitif bakterilere karsi etkili oldugunu, Minimal
inhibitér konsantrasyonlarmi (MIK) ; B. cereus ve S. hominis icin 16 mg/mL, S.
epidermidis, S.warneri ve S. flexneri i¢cin 32 mg/mL ve C.albicans i¢in 512 mg/mL
olarak belirlemistir.

Yigit ve ark., (2007), karadut (Morus nigra L.) meyvesinde su ve metanol
ekstraktlarnin Candida tiirlerine karst MIK degerlerini tespit etmislerdir. Calisma
sonucunda, su ve metanol ekstraktlarinin C. paropsilosis, C. albicans, C. tropicalis,
Geotricum candidum izolatlar1 tzerindeki antikandidal aktivitelerini gozlemislerdir.

Sengun ve ark., (2015), karadut ( Morus nigra L.) bilesiminde bulunan papiri
flavonal A, saforaflavanon D, kuraridin, saforasio flavanon A’nin glcli antimikrobiyal
etki gosterdigini bildirmektedirler. Calismamizda da karadut (Morus nigra L.) meyve
ozltinun gesitli mikroorganizma tiirlerine kars: belirlenen MiK degerleri, bu konuda
yapilan ¢aligmalarin sonuglarina yakin degerler gostermistir.

Grierson ve Munro-Hay, (1999), Giney Afrika’da agiz yaralarinin tedavisinde
kullanilan yoresel bitkilerin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi (zerine yaptiklari
calismada Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler kullanilmis, Gram  pozitif
bakterilerin (B. cereus, S. aureus) Gram negatiflere (E. coli, Klebsiella pneumoniae)
kiyasla daha hassas olduklari, Gram negatif bakteriler zerinde bitkilerin etkili
olmadigini tespit etmislerdir.

Pessini ve ark., (2003), Piper regnelli bitkisi neolignanlarinin ve ekstraktlarinin
antibakteriyel aktivitesinin tespiti icin yaptiklar1 ¢alismada kullanilan Gram negatif ve
Gram pozitif bakterilerden Gram pozitiflerin, (B. Subtilis ve S. aureus) Gram

negatiflere (P. Aeruginosa ve E. coli) kiyasla daha hassas olduklarin1 tespit etmislerdir.
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Alzoreky ve Nakahara, (2003), Asya’da yaygin tiketilen yenilebilir bitki
ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi konulu calismasinda denenen
bitkiler ve bakteriler degerlendirildiginde, Gram pozitif bakterilerin (S. aureus, B.
cereus) Gram negatif bakterilere (E. coli) kiyasla daha hassas olduklari belirlenmistir.

Holetz ve ark., (2002), Brezilya’da tibbi 6nemi olan 13 bitki ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesini B. Subtilis, C.krusei, S. aureus, C. albicans, C.parapsilosis
ile P.aeruginosa, C. tropicalis’ e karsi test etmis, toplamda 10 bitkide degisen oranlarda
antibakteriyel aktivitenin bulundugunu ve test edilen mikroorganizmalar arasinda Gram
pozitif bakterilerin bitki ekstraktlarina kars1 daha duyarli oldugunu belirlemislerdir.

Son yillarda, arastiricilar; geleneksel tibbi bitkilerin mutajenik ve antimutajenik
ozelliklerinin belirlenmesinde; esas olabilecek, diisiik maliyetli test sistemleri ile kisa
zamanda sonug verebilmesi icin gelistirmislerdir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).
Salmonella mutajenite test sistemi; cesitli kanserojen ile mutajen aktivitelerinde,
antioksidanlar basta yer almak Uzere gesitli ajanlarin inhibitor etkilerinin izlendigi, kisa
zamanli test sistemidir (Rosin ve Stich, 1979; Ramel ve ark., 1986).Bu sistem,
kimyasallarin mutajen ya da kanserojen etkilerini ortadan kaldiran, bu kimyasallarin
DNA ve etkilesimlerini engelleyen antimutajenler ile antikanserojenlerin tespitinde de
kullanilmaktadir (Petek ve ark., 1999).

Salmonella typhimurium TA 98 susu calismamizda, S9 varliginda ve S9
yoklugunda ortalama 39 revertant koloni ve 28 revertant koloni olusturdu. TA 100 susu
caligmamizda, S9 varliginda ve S9 yoklugunda ortalama 129 revertant koloni ve 140
revertant koloni olusturdu (Cizelge 4.2., 4.3., ). Ames’e (1972) gbre mutant bakteri
suglarimin  belirli sinirlar iginde Spontan his (-) durumundan his (+) durumuna
dontigmesi muhtemeldi. Bu nedenle sinirlar TA 98 i¢in 30— 50 revertant/plak ve TA 100
icin 75-200 revertant/plak olmaktadir. Revertant koloni sayilari ¢alismamizda uygun
degerde bulundu. Revertan koloni sayilarmi bulmak igin sayimda kullanilan MGA
bilesimine giren fosfat tamponu, B-NADP, glukoz—6-fosfat, glukoz ile tuz ¢o6zeltisinin
derisimi, S9 fraksiyonunun miktari, top agarin miktar1 ile yayilma sekli, plaklardaki
MGA’m hacmi, ortamdaki hava sirkilasyonu, ortamin sicakligi, etlivdeki nem orani,
gibi farkliliklardan degisebilmektedir ( Sekil 3.2.4.1)
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Calismamizda Moraceae cinsine ait Morus nigra L., meyve 0zutinin mutajenik
ve antimutajenik ozellikleri Ames-Salmonella/ mikrozom test sistemi kullanilarak tespit
edildi. Elde edilen veriler dogrultusunda; calismada kullanilan meyve Ozltlerinin
herhangi bir mutajenik etkisinin olmadigi belirlendi (Cizelge 4.2).

Calismamizda kullanilan meyve 0ziti dozlarimin, mutajenik etkilerinin
olmamasmdan dolayi, sodyum azid, 4-nitrofenilendiamin, 2- aminoantrasen ve 2-
aminofloren gibi bilinen mutajenlere kars1 antimutajenik potansiyelleri arastirildi.
Ureyen revertant kolonilerin sayis1 ve inhibisyon oranlar1 belirlendi (Cizelge 4. 3, Sekil
4.2,4.3).

Morus nigra L. meyve 6zitl ekstraktinin S9 varliginda ve yoklugunda TA 98
susu Uzerinde zayif antimutajeniteye sahip oldugu tespit edilmistir. TA 98 susu Uzerinde
10000, 5000, 2500, 1000 ve 500 pg/plak dozlarinda S9 yoklugunda, sirasiyla %31
inhibisyon oraninda orta dereceli antimutajenite, %20, %16, %8 ve %6 inhibisyon
oranlartyla zayif antimutajenite gosterdi. S9 varliginda ise bu oranlar % 10, % 6, %10,
% 7, % 7 olarak belirlendi ve =zayif derecede antimutajenik aktiviteli olarak
degerlendirildi. Aym ekstraktlar TA 100 susu tzerinde 10000, 5000, 2500, 1000 ve 500
ug/plak dozlarinda S9 yoklugunda, sirasiyla %20 inhibisyon orami ile orta dereceli
antimutajenik, %14, %5, %4 ve %3 inhibisyon oranlariyla da zayif antimutajenik etkili
bulundu. S9 varliginda ise bu oranlar %6, %4, %3, %0, %0 olarak doza bagl azalma
goruldi ve zayif dereceli antimutajenik olarak degerlendirildi.

Bulgular, metabolik aktivasyon enzimlerinin  ekstraktin  antimutajenik
aktivitesini artirdigr ve TA 98 susunda bulunan cerceve kaymasi mutasyonlarinin, TA
100 susundaki baz ¢ifti degisimi mutasyonundan daha stabil oldugu gosterdi. Bu yuzden
Ozitlerin TA 98 susu ve TA 100 susu Uzerinde belirlenen antimutajenite % oranlari, TA

100 susuna gore daha ylksek oldugu gozlendi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Morus nigra L. (Karadut) meyve ozitlerinin antimikrobiyal ve antioksidan
Ozelliklerinin yam sira, halk arasinda toksin giderici, agiz yaralarini iyilestirici, istah
artirict ve balgam soktiiriicii olarak da tiiketilmektedir (Ozgen ve ark., 2009).

Calismamizda, Morus nigra L. meyve Ozutlerinin Listeria monocytogenes
bakteri susuna karsi 1.56 mg/ml konsantrasyonda etkili bulunmasi, besin
zehirlenmelerine neden olan bu bakteri tirinin inhibisyonu amaci ile organik gida katki
maddesi olarak kullanilmasimnin yararli olacagi, Candida albicans maya susunun
konsantrasyonda 3.12 mg/ml etkili bulunmasina karsi ise bu maya turinin neden
oldugu pamukcuk benzeri agiz yaralarimin iyilestirilmesinde ve c¢ocuklarda gorilen
ishaller ile antibiyotik tedavilerinden sonra mide-barsak mikroflora dengesinin
bozulmasi sonrasi, C.albicans’in dominant hale gegerek neden oldugu ishal ve benzeri
rahatsizliklarin giderilmesi amaci ile de tliketilmesinin 6nerilebilecegi sonucuna varildi.

Morus nigra L. meyve 6zitlerinin tim dozlarda mutajenik etkili olmadig: fakat
denemelerde kullandigimiz direkt ve endirekt mutajenik maddelere kars1 S9 enzimleri
varhi@inda ve yoklugunda, orta ve zayif derecede antimutajenik aktivite gosterdigi ve

bu nedenle de etkili bir antimutajenik bilesik olarak degerlendirilemeyecegi belirlendi.
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