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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Alyssum virgatum SULU EKSTRELERININ MUHTEMEL MUTAJENIK
ETKILERININ AMES TEST YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

Emine Sevil ANAR
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Biyoloji Anabilim Dali

. Damisman: Dog. Dr. Mustafa KARGIOGLU
1. Damsman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Bilim ve teknolojinin gelismesi sonucu son zamanlarda hayatimiza katilan fiziksel ve
kimyasal maddeler bazi saglik sorunlarina neden olmaktadir. Giiniimiizde yeni kimyasal
tiriinler hala yasamimiza katilmaktadir. Bu tirlinleri kullanmadan 6nce insan sagligina
etkilerinin incelenmesi gerekir. Diger taraftan, giiniimiizde alternatif tibbin 6énemli bir
kismi olan bitkiler ve ekstreleri antimutajenik etki gosterirler. Ancak bitki ekstrelerinin
mutajenik etki de gosterdigi bilinmektedir. Cesitli in vitro test sistemleri mutajenik
etkilerin degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Bu aragtirmada Alyssum virgatum bitkisinin
sulu ekstrelerinin muhtemel mutajenik etkisi arastirilmistir. Mutajenite Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari ile Ames test yontemi kullanilarak hem
metabolik enzimlerin kullanildig1 S9'lu ortamda hem de S9'suz ortamda aragtirilmistir.
Elde edilen sonuglar kontrol gruplari ile beraber karsilastirilmistir ve mutajenite

belirlenememistir.

2013, ix + 48 sayfa
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF AQUEOUS EXTRACTS OF Alyssum virgatum MUTAGENIC
EFFECTS BY AMES TEST

Emine Sevil ANAR

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Sciences

Biology Program

l. Supervisor: Dog. Dr. Mustafa KARGIOGLU
1. Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Physical and chemical agents are joining to human life as a result of scientific and
technological developments. These agents cause some health problems to human life.
Nowadays newest chemical products still take part in our daily life. Before using these
products, an investigation of the effects of these substances to humans health should be
carried out. On the other hand nowadays it is well known that plants and their extracts
are important part of alternative medical and they show antimutagenic effect against
mutagenic chemicals and enviromental factors, so they prevent mutations. But, at the
same time plant extracts show mutagenic effects. Various in vitro test systems have
used for determination of their mutagenic effects. In the present study, possible
mutagenic effects of water extracts of Alyssum virgatum have been investigated with
Ames test. In this study, Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 strains were
employed. Therefore, both test strains were tested in the absence or presence of S9
metabolic activation. Results of experiments were compared with positive and negative
control groups data. Consequently, the mutagenicity of water extracts of Alyssum

virgatum was not observed in our study.
2013, ix + 48 pages
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1.GIRIS

Ulkemiz, Asya ve Avrupa kitalar1 arasinda gegis konumunda olmasi, yeryiizii sekilleri
ve farkli bitki yagsama alanlarini igermesi nedeni ile zengin bir floristik yapiya sahiptir
(Cirpict 1987). Ilman kusak igerisinde bulunan Tiirkiye, sahip oldugu bitki ¢esitliligi
acisindan ¢evresinde yer alan bir¢ok iilkeden farklilik gosterir. Tiirkiye’de yayilis
gosteren bitki tiirlerinin sayis1, Avrupa kitasinda yayilig gosteren bitki tiirlerinin sayisina
yakindir. Son yillarda yeni tiirlerin kesfi ile Tirkiye’nin 12.000 civarinda bitki
taksonuna sahip oldugu ortaya c¢ikmustir (Erik 2004). iklim &zelliklerinde kisa
mesafelerde ortaya ¢ikan degisiklikler, morfolojik 06zelliklerinden kaynaklanan
cesitlilikler, toprak tiplerinin farkliliklar1 gibi c¢ok sayida cografik faktor, bitki

formasyonlarinin farklilagsmasina ve tiir i¢i gesitlemesine yol agmaktadir (Avci 2005).

Tiirkiye, endemik bitkilerinin zenginligi bakimindan diinyanin 6nemli iilkelerinden
birisidir. Endemik takson sayist 3000°den fazladir ve endemizm orani %34.4’diir
(Ozhatay et al. 2005). Brassicaceae familyasinin iiyelerinin ¢ogu iliman kuzey ya-
rikiirede yayilis gosterir. Brassicaceae familyas: diinyada yaklasik 338 cins ve 3700
tirle temsil edilir (Avci 2005).

Brassicaceae (Cruciferae) familyasinin bazi iiyeleri sebze ve yem bitkisi olarak, bazilart
tohumlarindan yag elde etmek amaciyla, bir kismu ise siis bitkisi olarak yetistirebilme
potansiyeline sahip olup ekonomik bakimdan degerli bitkilerdir (Kiirsat 1999). Onemli
cinsler ve tiirler igeren Brassicaceae familyasi tek yillik veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir.
Tohumlarindan yag ve =zehirli hardal gazi elde edilir. Ilag sanayinde de

kullanilmaktadirlar (Yildirimli 2001).

Diinya Saglik Orgiitiiniin tahminlerine gére (WHO) temel saghk ihtiyaclar1 igin
gelismekte olan iilkelerin niifusunun % 80’inin geleneksel ilaglari, cogunlukla bitkisel

ilaglara dayanir (Alison and Flatt 1991; Blumental et al. 1998).

Brassicaceae familyasina giren Alyssum L. (Kuduz otu) cinsi Tiirkiye florasi’nin biiyiik
cinsleri arasinda yer almakta ve 107 tiir ve tiiralti taksonla temsil edilmektedir. Alyssum
cinsi sistematik olarak incelenmis. Cok az sayida Angiospermae (Kapali Tohumlu)
bitkisi kuru yapraklarinda nikelin (Ni) 1000 pg/g (0,1 %) konsantrasyonundan fazlasini

biriktirme kapasitesine sahiptir ki boyle tiirlere asir1 biriktiriciler denir. Alyssum



tirlerinin ¢ogu Ni biriktirmektedir. Tirlerin yogunlugu Dogu Akdeniz’de fazladir
(Babaoglu 2004). Bazi Alyssum tiirlerinin kiiltiiri yapilmis olup park ve bahgelerde siis
bitkisi olarak kullanilmaktadir (Beckett 1985).

Bilim ve teknolojide o6zellikle son yillarda yasanan hizli gelisme toksisite olarak
adlandirdigimiz, kimyasallarin organizmada olusturdugu hasarin belirlenmesi ve
toksisite mekanizmalarinin  hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde
aydinlatilmasinda da yardimct olmustur. Metabolizmaya giren tim toksinler
hedefledikleri doku ya da organlarda hasar yaparlar. Ozellikle agir metallerin insanda

belirli dokularda etkilerini gosterdikleri bilinmektedir (Int. Kyn. 1).

Kisa zamanli bakteriyel test sistemleri, karmasik kimyasal 6rneklerdeki mutajenik
bilesiklerin ve metabolik aktivasyon sonucu ortaya c¢ikan reaktif bilesenlerin

saptanmasinda analitik araglar haline gelmislerdir (Hedenstedt et al. 1977).

Salmonella-mikrozom testi baslica iki varsayima dayanmaktadir. Bunlardan birincisi,
bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek mutasyona neden olan ajanlarin, insan dahil diger
tirlerde de muhtemel mutasyonlara yol agma yeteneginde olabilecekleridir. Bu
konudaki ikinci varsayim, mutajenite ile karsinojenite arasindaki korelasyonun yiiksek

olusudur (Ozbek 2006).

Deneyimizde kullanilan TA98 susu ¢erceve kaymasi mutasyonu, TA100 susu ise baz
degisimi mutasyonu icermektedir. Salmonella/mikrozom test sisteminde denenen
kimyasal maddeye mutajen denilebilmesi icin histidin prototroflarinin sayisinin,
kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kati olmasi1 gerekmektedir. Bu
say1, kendiliginden geriye donen koloni sayisinin iki katindan az olup, doza bagh bir

artis soz konusu olursa yine bu maddeye mutajen denilebilir (Dean 1985).

Cevremizdeki mutajen ve kanserojen maddelerin etkisinden korunmamiz i¢in bu
ozellige sahip bilesiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin belirlenmesi gerekir. Bitki
ekstreleri farkli organizmalarda farkli mutajenik ve sitotoksik etkiler gosterebildigi gibi,

mutajenik etki olusturan etmenlere karsi da antimutajenik etki gosterebilmektedir.



Bu caligmamin amaci iilkemizde endemik olarak bulunan Alyssum virgatum bitki
ekstrelerinin kisa zamanli test sistemlerinden olan Salmonella/mikrozom testi ile

mutajenik etkilerini aragtirmaktir. A. virgatum goriiniimii Resim 1’de verilmistir.

Resim 1: Alyssum virgatum Nyar goriiniimii



2. LITERATUR BILGILERI

2.1. Toksik Maddeler ve Bitkilerin Toksik Etkileri

Bir gen icerisinde DNA dizisinde meydana gelen herhangi bir degisim mutasyon olarak
adlandirilmaktadir. Fenotipte meydana getirdigi degisimler nedeniyle morfolojik olarak
tanimlanabilir niteliktedir. Mutasyonlarin anlagilmas1 ayni zamanda bir genin
anlagilmasma yardimci olacagindan onem tagimaktadir. Mutasyonlar dogal olarak

ortaya cikabildigi gibi yapay olarak da olusturulabilir (Ahloowalia et al. 2004).

DNA molekiilinde mutasyonlara yol acan ajanlar ya da mutajenler, DNA {iizerindeki
etkilerini ya dogrudan ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak
dolayli yolla gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki
bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve
multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir (Kirsch-Volders et al. 2003, Mateuca et al.
2006).

Bircok bitki ve hayvan korunma veya saldirt amaciyla toksik maddeler iiretmektedirler.
Hayvan, bitki ve bakteri orjinli dogal toksinler, farkli toksik etkileri bulunan ve insan
zehirlenmesinde 6nemli bir sebep olan ¢esitli kimyasal tipleri kapsar. Bazi insanlar doga
giivenlidir teorisini One siirerler fakat bu gergekten cok uzaktir. Dogal toksinler yeme
yoluyla, yiyeceklerde kontaminasyon olusturarak veya bazi canlilarin sokmasiyla toksik

etkisini gosterir (Timbrell 2002).

Bitkiler yanliglikla temas yoluyla veya bitkilerin yenmesiyle toksik etki olusturabilirler.
Toksisitenin diger bir kaynag: ise bile bile bazi bitkilerin yenmesidir. Toksisite olasilig1
ayrica regete ile satilan ilaglarla bitkisel ilaglarin interaksiyona girmelerinden olusabilir.

Mesela bazi bitkiler hepatik sitokrom enzimlerini etkilemektedir (1zzo and Ernst 2001).

Bitkilerde, sebzelerde ve koklerde bulunan dogal bilesiklerin saglik iizerindeki yararl
etkileri insanlarda ¢ok eski zamanlardan beri geleneksel olarak bilinmektedir (Signorelli
and Ghidoni 2005). Evrimsel siire¢ ic¢inde bitkiler viriisler, bakteriler ve funguslar
tarafindan saldirtya ugramis ve hayvanlar tarafindan yenilmislerdir. Buna karsilik
bitkiler de antimikrobiyal kimyasallar ve hayvanlar1 defetmek i¢in c¢esitli kimyasallar

tiretmek gibi bircok savunma mekanizmasi gelistirmislerdir (Klaassen 2008).



Genotoksisite aragtirmalarinda mutajenlerin  DNA’da meydana getirdigi hasar,
bakteriyel mutasyonlar1 6lgebilen kisa zamanl testler ile saptamaktadir. Bu testler de
mutajenik etkileri ve geri mutasyonlar1 belirleyen yontemlerle dlgiilebilmektedir. Bu
testler igerisinde en yogun kullanilan kisa zamanli ve geri mutasyon testi olan Ames /

Salmonella/Mikrozomal mutajenite testidir (Ayaz 2000).
2.2. Mutasyon

Bir¢ok genetik kavramin gelistirilmesinde, kalitsal materyalin yap1 ve igeriginin dolden
dole gegerken degismedigi kabul edilir. Her ne kadar, genler dikkati ¢ekecek kadar
kararlt ve yeni dollere biitiin 6zelliklerini koruyarak katiliyorlarsa da zaman zaman
dogal ve yapay kosullar altinda mutasyon dedigimiz degisikliklere ugrarlar (Akman
1983, Bagc1 1985, Temizkan 1996).

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yilinda, Hugo De Vries tarafindan Oenothera
lamarckiana Ser. (aksamsefasi) ile yaptigi ¢aprazlamalarda gozlemledigi varyasyonu
tammlamak i¢in kullanilmistir (Oner 2003). Bircok arastirmaci ¢ok gesitli mutasyon
tanimlar1 yapmislardir. Genlerin niikleotid dizisinde herhangi bir nedenle meydana
gelen ve kalitsal olan degisiklere (Ates 2002), canlilarda, gen rekombinasyonu disindaki
nedenlerle meydana gelen kalitsal degisiklere (Bahgeci 2002), genetik materyali
olusturan niikleotidlerin siralanmasi, sayist ya da c¢esidinde ortaya c¢ikan kalitsal

degisikliklere mutasyon denir (Oraler 1990, Demirsoy 1991).

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi mutajen ad1 verilen fiziksel
ve kimyasal dig etkenler tarafindan da meydana gelebilirler. Genelde mutasyonun
kendiliginden meydana gelebilme olasiliginin ¢ok diisiik olmasina karsin mutajenlerin
etkisi ile mutasyon frekansi oldukga yilikselmektedir. Normal kosullarda kendiliginden
olan mutasyon frekansi her kusakta 10-5-10-10 gibi diisiiktiir. iki ayr1 gende ayn1 anda
iki ayr1 mutasyonun olusma olasiligr ise 10-10 -10-20 gibi ¢ok daha diisiiktiir (Oraler
1990).

2.2.1. Gen Mutasyonlari

Gen mutasyonlart1 veya diger bir deyisle ‘Nokta Mutasyonlarr’ kromozomlarin

yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmaz ve mikroskoplarda goriilmezler.



DNA’da bulunan niikleotit dizisinin ya da bazlarmmin degismesinden ileri gelir. Baz
sirasinin veya AT / GC oraninin degismesi, o gene 0zgili enzimin tamamen
kaybolmasina ya da etkisinin azalmasina neden olur. Bir gen, binlerce baz ciftinden
meydana gelmis bir birim oldugundan ve kurumsal olarak her bazda mutasyon
olabileceginden dolayi, bir genin en azindan baz ¢ifti kadar mutasyon c¢esitli olabilir

(Demirsoy 1992).

Kromozom mutasyonlarinda birden fazla gen séz konusu iken, gen mutasyonlarinda
degisiklik bir gen ile siirhidir. Genetik materyale etkilerine gore gen mutasyonlari

cesitli alt siniflara ayrilir (Ates 2002).
Transisyon (Gegis)

Bir baz ¢iftinin baska bir baz ¢iftine degismesidir. En ¢ok rastlanilan mutasyon tipidir.
Bu degisimde, bir piirin bazinin yerine baska bir piirin baz1 (A’nin yerine G, G’nin
yerine A), bir pirimidin bazi yerine bagka bir pirimidin bazi (T’nin yerine C, C’nin

yerine T) geger (Ates 2002, Falakali 1993).
Transversiyon (Capraz gecis)

Transversiyonda bir piirin bazi ile bir pirimidin bazi veya bir pirimidin bazi ile bir piirin
bazi (A veya G yerine T veya C’nin gecmesi ya da bunun tersi) birbirlerinin yerine

gecer (Ates 2002, Bahgeci 2002).
Yanhs anlamh (Missense) Mutasyonlar

DNA dizisindeki nukleotid degisiklikleri genetik kodu degistirerek farkli amino asidin

sentezlenmesine neden olurlar. Bu tip mutasyonlara yanlig anlamli mutasyonlar denir.
Anlamsiz (Nosense) Mutasyonlar

Protein sentezini sonlandiran STOP kodonunun kodlanmasina sebep olan ve protein
sentezini yarida birakan mutasyon tiiriidlir. Yani proteinin yapisal kismi olusmadan
protein sentezi durdurulur. Glutamini kodlayan CAG kodonunun UAG kodonuna
dontigmesi gibi mutasyonlar buna 6rnektir. Bir gene bir, iki veya {i¢iin katlar1 olmayan

niikleotidlerin eklenmesinin verdigi mRNA, ceviride bozukluk gosteren bir okuma



cergevesine neden olur ve kopmalarda goriilenlere benzer ayni etkiler mRNA c¢evirisine
yansir. Bu olay yerlestirme noktasinin distalinde kalan yararsiz bir amino asit dizgisine
neden olabilir ve yerlesme noktasi veya bunun distalinde kalan bir anlamsiz kodon' un
iiretilmesine veya olasilikla normal sonlandirma kodonunu asan bir okumaya neden
olabilir. Bir gende, bir kopmanin ardindan gelen bir eklenme (veya bunun aksi) dogru
okuma ¢ergevesini yeniden kurabilir. Buna karsilik gelen mRNA, ¢eviriye ugradiginda
ekleme ve kopma noktalar1 arasinda yararsiz bir amino asit dizgi igerecektir. Yeniden
kurgulanmis okuma ¢ergevesinin 6tesinde amino asit dizgisi dogru olacaktir. Kopma,
ekleme veya kopma ve eklemenin farkli bilesimleri, 6ngoriilebilecegi gibi bir boliimii
anormal olup bu anormal bolimii normal amino asit dizgilerinin sardig1 bir protein

tiretimi ile sonlanir. (Int. Kyn. 2).
Dogal (Neutral) Mutasyonlar

Notral mutasyonlar, mutasyon meydana gelirken canlinin bulundugu ortamda bireye bir
zarar ya da yarar getirmeyebilir. Fakat yeni bir ortamda veya gelecekte, bu notral
mutasyonlar deger kazanabilir. Notral mutasyonlar amino asit diziliminde ve evrimsel
uyumun kalbi olan varyasyonlarin olusumunda biiylik 6neme sahiptir. Bir¢ok insanin
hemoglobinindeki amino asitlerin incelenmesiyle beta zinciri igerisindeki 146 amino
asidin ve alfa zinciri igerisindeki 141 amino asidin her birinin degisebildigi
gosterilmistir. Bu degisiklikler hemoglobini daha etkin veya daha az etkin yapamaz.
Fakat meydana gelen varyasyonlar ilerideki bir degisiklige uyum yapacak yetenegi
kazandirabilir. Ornegin hava kirlenmesine bu sekilde bir uyum yapilabilir (Demirsoy
1988).

Sessiz (Slient) Mutasyonlar

DNA baz dizisinde meydana gelen bir bagskalasim mRNA kodonunda degisiklige neden
olur fakat degisen kodon da aymi aminoasiti kodladigindan protein dizisinde bir
degisiklik meydana gelmez. Ornegin, AGA kodonu AGG olarak defismesine ragmen
her iki kodon da arginin’i kodlamaktadir (Int. Kyn. 3).



Cerceve Kaymasi (frameshift) Mutasyonlari

DNA molekiiliine fazladan bir veya daha fazla baz ciftinin girmesi ya da ¢ikmasiyla
olusan mutasyonlara ¢er¢eve kaymasi mutasyonlari ismi verilir. Bu mutasyonlarda bir
veya daha fazla baz ciftinin ilavesine insersiyon (addition), ayrilmasina ise delesyon
ismi verilir. Bu durum ise okunan cergevenin translasyonunu degistirir. Boylece
translasyon sirasinda tRNA’larin tanidigi Gglii baz dizileri degisir. Cergeve kaymasi
mutasyonlar1, replikasyon, onarim veya rekombinasyon sirasinda DNA’da olusan
bosluklarda ortaya ¢ikar. Bu islemler sirasinda bir zincirin digerine gore kaymasi ve

uygun olmayan bir tarzda baz eslesme olasilig1 vardir (Bahgeci 2002, Ates 2002).
2.3. Mutajenik ve Kanserojenik Maddelerin Saptanmasi

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. Kansere neden olan ajanlar ise
kanserojen olarak ifade edilir ve bunlar da mutajendir. (Bagc1 1985). Kanser, belirli
genlerde bir takim etkilerle olusan mutasyonlar sonucu veya gen ifadesinin miktarinda
ve zamanlamasinda meydana gelen degisikliklerle ortaya ¢ikan hiicresel seviyedeki
genetik bir bozukluktur. Bu bozukluk neticesinde hiicre dongiisiiniin bozularak siirekli
olarak yeni kanser hiicrelerinin meydana gelmesi ve yok edilememesi ile karakterize bir

hastaliktir (Cumming and Klug 2002).

Karsinojenlerin arastirilmasinda mutajenitenin temel teskil etmesinin iki 6nemli nedeni

vardir:
1- Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel olusu.

2- Karsinojenite ile mutajenite arasindaki korelasyonun yiiksek olusu (de Serres 1976,
Ramel and Rannug 1980).

Genellikle dogrudan veya metabolize edildikten sonra karsinojenik etki gosteren tiim
maddelerin, aynt zamanda mutajenik etki gosterecekleri kabul edilmektedir. Tiim
mutajenik  maddelerin  karsinojenik etki gdstermeleri beklentisi ise bazen
gerceklesmemektedir. Bakteriyel test sistemlerinde mutajen oldugu saptanan bir¢ok
bilesigin ayn1 zamanda karsinojen olup olmadigr 300 kimyasal madde kullanilarak,

Salmonella/mikrozom test sistemi ile Mc Cann vd. (1976), tarafindan arastirilmis;



karsinojen etki gdsteren bilesiklerin % 90’ mutajenik, karsinojen olmayan

bilesiklerin % 87’sinin de mutajenik etki gostermedigi bulunmustur.

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970’ lerden beri kullanilmaktadir ve
giinimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini

6l¢ebilmek i¢in birgok genotoksisite testi gelistirilmistir (Bedir et al. 2004).

Fazla sayida kalifiye is giicli gerektirmeleri, besinlerdeki dogal kimyasal maddelerle su
ve hava Kkirleticileri gibi kompleks bilesiklerin testine uygun olmamalar1 ve kullanilan
hayvan sayisinin  azligt nedeniyle, test duyarliliginin disik olusu gibi
dezavantajlarindan dolay1 kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini 6l¢ebilmek
icin, canli hayvan deneyleri yerine bircok in vitro test sistemi gelistirilmistir. Kisa
zamanli testler (short-term tests) diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin belirli
genetik sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri ol¢iilmekte ve elde edilen
sonuclarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir (Asal

1983 ve Bagci 1985).
2.4.Mutajenite Testleri

Zaman agisindan en pratik ve hizli cevap veren test sistemleri genellikle bakteriyel
testlerdir. Bu testlerin tercih edilme nedeni; bakterilerin kolayca saglanabilen vasatlarda
hizl1 tiremeleri, liretim maliyetlerinin diigiik olmas1 ve uygulama kolayliklar1 sunmasidir
(Hofnung and Quillardet 1986). Bakteriyel test sistemlerinin kullanim amaglarindan

bazilarini sdyle siralayabiliriz:

* Cesitli kimyasallarin potansiyel karsinojenitelerinin incelenmesinde,

» Kompleks karisimlardan, biyolojik olarak etkin bilesiklerin belirlenmesinde,

* Prokarsinojenlerin dnciil ya da son metabolitlerinin saptanmasinda,

* Viicut sivilarinin ve atiklarinin test edilmesiyle insanlarin mutajen ve karsinojenlere
maruz kalma diizeylerinin izlenmesinde,

+ Kimyasallarin mutajenik etki mekanizmalar lizerine yapilan ¢alismalarda,

» Konakgilar iizerinde yapilan deneylerde,

+ Karsinojen ve mutajenlerin neden oldugu 6zgiil DNA hasarlarinin tiplerini saptamada

bakteriyel test sistemleri kullanilmaktadir (Oksiizoglu 2000).



Mutajenleri tanimlamakta kullanilan test sistemlerinin her biri farkli bir mutasyonu

gosterdigi icin degisik test sistemleri gelistirilmistir. Mutajen/kanserojen maddelerin

saptanmasinda kullanilan kisa zamanli testlerden bazilari ¢izelge 1.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Kimyasal mutajen/kanserojen maddelerin saptanmasinda kullanilan kisa zamanlt
testlerden bazilar1 (Bagci 1985).

Test

izlenen Genetiksel
Biyokimyasal Yollar

Metabolik aktivasyon

Literatiir

Salmonella typhimurium

Histidin okzotroflari

Post- mitokondriyal karaciger
fonksiyonlar1
(S9, mikrozomlar )

Ames vd. 1973a, Maron
and Ames 1983.

Escherichia coli

Arginin-triptofan okzotroflart
Profaj indiiksiyonu
Onarim eksikligi olan suslarm
biiyliimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi

Sigan karaciger hiicreleri

Green and Murial 1976

Elesperu and Yarmolinsky
1979
Moreu vd. 1976

Rosenkranz and
Mermelstein 1980
Slater et al. 1971

Quillardet ve Hofnung
1985
Quillardet et al. 1985

Bacillus subtilis

DNA onarimi hatali suglar

Kada and Hirano 1980

Neurospora crassa

Adenin okzotroflar1

Brockman 1984

Cin hamsteri ovaryum ve
akciger hiicreleri

HGPRT
(Hipoksantinguanin
fosforiboziltransferaz)
lokusunda mutasyonlar

Beaudet 1973

Fare karacigeri epitel
hiicreleri

8-Azaguanine direnglilik

Vogel and Sobels 1976

Drosophila melanogaster

Kromozomal hatalar

Vogel and Sobels 1976

Suriye hamsteri embriyo
hiicreleri

Morfolojik transformasyonlar

Pienta et al. 1977

Cin hamsteri hiicreleri

Kardes kromatid degisimi

Perry and Evans 1975

Insan periferal kan
lenfositleri testi

Kromozomal hatalar

Preston et al. 1981

2.4.1. Yapisal Kromozom Bozulma Testi (chromosome aberration = CA)

Bu test

tekniginde mutasyon

sonucu kromozomda olusmus olan kromatite

dislokasyonlar olmadan olugan akromatid lezyonlar, kiriklar, yer degistirmeler ve

fragmentler sayilir (Ribas et al. 1996).
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2.4.2. Kardes Kromatid Degisimi (SCE) Yontemi

DNA’da bir kirilma meydana geldiginde DNA’nin kendi onarim mekanizmasi
caligmaya baslar. Bazen bu onarim siirecinde, bir kromozomda bulunan iki karsilikli
kromatidlerin (sister chromatids) es parcalar1 yer degistirir. Ozel boyama teknikleriyle
bu kromatidlerin biri daha koyu, digeri daha a¢ik boyanarak tam olarak meydana gelen
yer degisiklik saptanabilir. Boylece, SCE tehlikeli maddelere maruz kalan hiicreler i¢in
duyarl bir indikator olarak is goriir. SCE testi, toksik madde-DNA etkilesimini agiga
cikarmadaki duyarliligi ve genotoksik kimyasallarin kiiltiire edilmis ya da muamele
edilmis hayvanlardan alinan hiicre 6rneklerinde SCE sayisin1 6nemli 6lglide arttirmasi
sebebi ile bireysel olarak maruz kalinan genotoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde
yarattigt DNA hasarini belirleyen bir test teknigidir (Ayaz 2001). Antimikrobiyal ilag
olarak kullanilan Trimethoprim’in insan lenfosit kiiltiirlerinde SCE sikliginmi arttirdig:

bildirilmistir (Ribas et al. 1996).

2.4.3. Mikronukleus (MN) Testi

Mikronukleus hiicre boliinmesi sirasinda; kromozom, kromozom pargasi, kromozom ve
kromatid tipi kiriklardan olusabilecegi gibi asentrik fragmentlerden de meydana
gelebilir. Mikronukleus; mitotik boliinme sirasinda serbest kalan kromozom fragmenti
veya serbest kalan kromozomlarin ortamda varligini silirdiirmesidir. Bunlar bir
niikleoplazma ile sarilarak sitoplazma icersinde ana niikleusun yaninda yer alan bir
niiklear materyaldir. Mikronukleus olusumunun temelini DNA hasar1 olusturur. DNA
hasar1; oksidasyon sonucu serbest oksijen radikallerinin olusumu, DNA metilasyonunun
normalden az ya da fazla olmasi, organizmanin c¢esitli mutajenik ve karsinojenik

ajanlara maruz kalmasi vb. nedenler sayilabilir (Abou-Eisha et al 1999).

DNA degisimlerine neden olan etkenler incelenirken, bunlarin DNA’da ne gibi
degisimlere yol agtigini belirtmek ve analiz edebilmek i¢in laboratuvar tekniklerine
gerek duyulmustur. DNA diizeyindeki incelemeyi saglayabilen bu teknik mikronukleus
testidir. Teknigin basit olusu, kisa zamanda sonuca ulasilmasi ve DNA harabiyeti
konusunda giivenilir bilgi vermesi onem tasimaktadir. Mikronukleus teknigi, insan

periferik kan lokositlerinde, daha sonra kemik iliginde ve yanak mukoza hiicresinde
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kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilmistir (Fenech

2000).
2.4.4. UDS Yéntemi

‘Programlanmamis DNA sentezi’ testi olarak adlandirilir. Bu yontemin prensibi, primer
rat hepatositlerinde DNA tamirinin uyarilmasina dayanmaktadir. UV ile pozitif kontrol
deneyleri yapilip otoradyografik olarak degerlendirilmektedir (Norppo et al. 2003,
Trosko 1997).

2.4.5. Comet Yontemi

Bu yontemde ise hiicreler metefaz sathasinda incelenerek kromozom hatalarinin ortaya

cikarildig sitogenetik bir yontemdir (Norppo et al. 2003, Trosko 1997).
2.4.6. S.0.S Kromotest

Temeli, E.coli’de hasarli DNA da S.0.S. cevabinin uyarilmasi yoneliktir. E.coli’de
S.0.S. sisteminin genel reseptorleri ile gen kontrol edildiginden dolayr S.O.S.

kromotest, DNA hasarlarini tespit etme olanagi saglar (Kasamatu et al. 1996).
2.4.7. Transformasyon Yontemi

Bu yontemde, M2-C3H fare fibroblast hiicrelerinde malignant transformasyonun
uyarilmasiyla kimyasal maddelerin mutajenik ve tiimorojenik etkileri dl¢iliir.

Kanserojenik maddelerin tespiti i¢in daha uygun bir testtir (Wyszynska 1991).

2.4.8. Ames/Salmonella / Mikrosom Test Yontemi

Ames testi, 1970’lerin basinda Bruce Ames tarafindan gelistirilen ve daha sonra yaygin
olarak kullanim alani bulmus olan kisa zamanli, bir geri mutasyon testidir (Maron and
Ames 1983). Salmonella/Mikrozom testi bakteriyel mutasyon testleri iginde mutajen-
karsinojen etkisi en iyi bilinen ve karakterilize edilen gegerliligi, uygulama kolayligi ve
hassasligr nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve giiniimiizde de siklikla

kullanilan bir yontemdir (Gathouse et al. 1998).
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Bu testin temeli, yapay mutasyonla olusturulmus olan Salmonella typhimurium’un
histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (his-) olan suslarmin test bileseni ile
muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon gecirip his+ haline doniismesi esasina dayanir
(Ames 1973a). Genel mutajenite testleri i¢in en ¢ok kullanilan test suslari; TA 98, TA
100, TA 102, TA 1535 ve TA 1538’dir. Her bir test susu histidin operonunda degisik

tipte mutasyonlar igermektedir (Maron and Ames 1983).

Ames testinde kullanilan suslar ve onlarin genetik oOzellikleri Cizelge 1.2°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Salmonella typhimurium mutant suslarinin genetik 6zellikleri (Oksiizoglu 1997).

TA 1535 His G46 Rfa AuvrB ; AT—GC transisyon Baz cifti degisimine
neden olan mutajenler
TA 1537 His C3076 Rfa AuvrB - C.....C yanmna +1 Gergeve kaymasina
neden olan mutajenler
TA 1538 His D3052 Rfa AUVIB R CG...... CG yanindan - Cergeve kayma_sma
1 neden olan mutajenler
TA 98 His D3052 Rfa AuvrB + CG yanmdan -1 Gergeve kaymasina
neden olan mutajenler
. . Baz cifti degisimine
TA 100 His G46 Rfa AuvrB + AT—CG transisyon .
neden olan mutajenler
. Cergeve kaymasina
TA97 His D6610 Rfa AuvrB + CCC yanina +4 neden olan mutajenler
Oksidantlar, X-
PAQL Isl_nlan., U.V.,
TA 102 . . Rfa AuvrB - G Ochre AT mitomisin C,
His G428 A his -
bleomisin, H O ve
kinonlar...

Histidin gereksinimi kontrolii

Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde c¢esitli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya ¢ikan baz
degisimleri ya da bir bazin eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile kendini gosteren gerceve
kaymasi1 mutasyonlaridir (Ames et al. 1973b).

Salmonella typhimurium TA 100 ve TA 1535 suslarinda bulunan His G46 mutasyonu,

histidin biyosentezinin ilk enzimini kodlayan hisG geni {izerindedir. Bu mutasyon,

-GAG-
histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlayan gende 16sin kodonu -CTC- yerine

GGG
prolin kodonunun -CtC- gelmesine yol agar. His D3052 mutasyonu, S. typhimurium
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TA 1538 ve S. typhimurium TA 98 suslarinda bulunur. His D" geni histidinol

dehidrogenaz enzimini kodlar. His D3052 mutasyonu (-1) ¢ergeve kaymasi seklinde bir

-GCGCGCGC-
mutasyondur ve niikleotid eksikligi his D™ geni i¢inde 8 defa tekrarlanan -CGCGCGCEG-

bolgesindedir. Bu nedenle bu sus daha ¢ok ger¢eve kaymasi tipi mutasyonlara neden

olan mutajenik/kanserojenik kimyasallar ile his* hale déniismektedir.

UvrB mutasyonu kontrolii

DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini {istlenen enzimi kodlayan uvrB
genindeki delesyon sonucu olusmustur. uvrB mutasyonu, bir¢ok mutajenin ortaya
cikarilmasinda duyarliligin artmasina neden olur. Ancak, teknik nedenlerden dolay1
uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi sirasinda bu delesyon biotin genine kadar
uzanmaktadir. Biotin geni ise vitamin H denilen biotinin sentezinden sorumludur. Bu
nedenle bakteriler iireyebilmeleri i¢in histidinin yaninda biotine de gereksinim duyarlar
(Ames et al. 1973Db).

Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarimin lipopolisakkarit (LPS) tabakasini kodlayan
genlerde meydana gelir. Bu engelin kalkmasi, yani LPS kusurlari mutajenin bakteri
igerisine girmesini kolaylastirarak, hiicrenin daha duyarl olmasina yol agmaktadir. Rfa
mutantlari, polisakkaritlerin sentezinden sorumlu bir enzim bakimindan kusurludurlar.
Bu nedenle de biiyiik molekiillere karst duyarhidirlar. S. typhimurium’un his- ve onarim
sistemlerinde mutasyon tasiyan test suslarindan, LPS kusurlu tiirevler elde edilmis bu

sekilde de sistemin mutajenlere duyarlilig arttirilmistir (Ames et al. 1973b).

R-faktorii

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. typhimurium TA 1538 ve TA
1535 suslarina, ampisiline direnglilik geni tasiyan pkM 101 R faktorii plazmidin
eklenmesiyle S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslar1 elde edilmistir (Ames et al.
1973). Plazmid igeren suslarin, mutajenik oldugu gosterilmis ajanlara karsi cevaplari,
plazmid igermeyen suslara gore oldukca ylikselmistir. Plazmid igeren yeni suslar,

orjinal suslarla zayif ya da mutajen olmayan ajanlara karst net bir pozitif cevap
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vermisglerdir. pkM 101 plazmidi bu suslarin daha duyarli olmasindan sorumlu olan hata

orani yiiksek onarim sistemi ile baglantili gen {irlinleri igermektedir (Levin et al. 1982).

Bu plazmid, DNA’nin kesme-¢ikarma yoluyla onarim mekanizmasinin aktivasyonuna
ve dolayisiyla spontan mutasyonlarin ve kimyasallarin neden oldugu mutasyonlarin

artmasina neden olur ( Baris 2007).

Bunlarin disinda son olarak Salmonella/mikrozom test sistemine daha sonra rat
karacigeri 9000xg siipernatantin1 ve kofaktorleri iceren metabolik aktivasyon sistemi
eklenerek memelilerdeki  biotransformasyon olaylarinin  benzeri saglanmaya
calistlmistir.  Onceki  ¢alismalarda  mutajenik  aktivite  gdstermeyen  birgok
prokarsinojenler, test sisteminin metabolik aktivasyonu igeren bu uygulamasi ile pozitif

sonug vermislerdir (Ames et al. 1973Db).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Ekstraksiyonu Yontemi

Ekstraksiyon isleminin en uygun sartlarda ve istenilen en yiiksek verimle
gerceklestirilebilmesi igin dikkat edilmesi gereken birgok kriter bulunmaktadir. Bu
Olgiitlerin en Onemli olanlari: Sicaklik, basing, ¢oziicii, parcacik biytkligi, siire,

karistirma hizi, karistirici tipi ve nem olarak sayilabilir.

Coziicli se¢imi ekstraksiyon iglemlerindeki en 6nemli unsurdur. Coziicii seg¢iminde
oncelikle ekstre edilecek olan maddeyi ¢6ziicliniin tam olarak ¢dzebilmesi aranan en
onemli 6zelliktir. Coziinmesini istedigimiz madde polar bir yapidaysa, ekstraksiyon igin

kullanilacak olan ¢6ziiciiniin de polar olmas1 gerekir. Ciinkii benzer benzeri ¢ozer.

Alyssum virgatum bitkileri Muratdag: (Afyonkarahisar) bolgesinden toplandiktan sonra
Afyon Kocatepe Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumunda taksonomik
siiflandirilmas: Dog. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan yapilmistir. Oda sartlarinda
kurutulmus bitkilerin toprak {istli kisimlar1 toz haline getirilmistir. Coziicii olarak bu
calismada distile su kullanilmistir. Distile su ekstraksiyonu Sofowora (1999)’ya gore
yapilmistir. Kapali siselere konulan toz halindeki 25’er gramlik bitki 6rneklerine 250 ml
distile su eklendikten sonra toz halindeki bitkiler 80°C’de 30 dakika su banyosunda
bekletilmis ve daha sonra ekstreler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen siipernatant kistm alinip filtre kagidindan geg¢irilmistir. En son elde edilen
ekstrelerin ¢oziiciileri, 45°C’deki rotary cihazinda vakumla ugurulmustur. Hazirlanan
100 g/L c¢ozelti stok olarak kullanmis ve deneylerde kullanilan ¢ozeltiler deney

esnasinda bu stok ¢ozeltiden taze olarak hazirlanmustir.
3.1.2. Salmonella typhimurium Test Suslar

Deneyde, Prof. Dr. Ames ve arkadaglari tarafindan, Salmonella typhimurium LT2 atasal
susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmistir. Bu

suslar Hacettepe Universitesinden Prof. Dr. Nuran Diril’den saglanmistir. TA 98 susu
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kodon kaymasi, TA 100 ise baz ¢ifti doniisiimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda

kullanilmiglardir.

3.1.3. Deneyde Kullamilan Ortamlarin Icerikleri ve Hazirlanmalan

Calismada kullanilan kimyasallardan nutrient broth no:2, Oxoid markali olup diger
kimyasallar, magnezyum siilfat (MgSO4.7H20), sitrikasit monohidrat, potasyum fosfat
(K2HPO4), sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H20), D-Biyotin, L-Histidin-
HCI, ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit, kristal viyole, glikoz, agar, NaCl, sodyum
azid, 2-aminoantrasen, 4-NPD, 2-aminofluoren, potasyum Kloriir, magnezyum Kkloriir,
sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, -NADP, glikoz-6-fosfat ve S9

fraksiyonu Sigma’dan alinmustir.
Vogel-Bonner-E Ortami (50X VB tuzlarr)

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklari

1000 ml igin
Magnezyum siilfat (MgSO4.7H20) 10g
Sitrikasit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K2HPO4) 5009
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H20) 1759
Distile su (45 °C) 670 ml

Temiz bir erlen i¢ine dH20 konularak 1sitildi. Kaynama seviyesine gelmeden
yukaridaki maddeler sirayla sicak suyun igine eklendi. Kristallenmeyi 6dnlemek i¢in bir
madde iyice ¢oziinmeden digeri eklenmemelidir. Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanip

otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
(0.5 mM) Histidin/Biyotin Soliisyonu

Kullanim: Mutajenite deneyi (100 ml top agara 10 ml olarak)

250 ml igin
D-Biyotin (F.W. 247,3) 30,9 mg
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 24,0 mg
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Distile su 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziildii ve daha sonra histidin ilave

edilerek otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edildi. +4°C’de saklandi.

(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Suslarin ampisiline direnclilik 6zelliginin kontrolii ve R-faktér plazmidi

tastyan suslarin master plaklar

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 0,89
0.02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 N NaOH i¢inde ¢6ziildii ve sterilizasyon i¢in 0.22 mp caph
filtreden gecirildi ve +4°C’de saklandi.

(%1) Kristal viyole Soliisyonu

Kullanim: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu tasiyip

tagimadiklarinin kontrolii

100 ml i¢in
Kristal viyole 0,19
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su karistirildi ve soliisyon 1s1k gecirmeyen bir kaba konup

+4°C’de saklandi.
(% 0.13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

50 ml i¢in
D-biyotin 0.65 mg
Distile su 50 ml
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Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziildii ve otoklavda 121°C’de 20

dakika sterilize edildi.
(% 0.5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

400 ml i¢in
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 29
Distile su 400 ml

Maddeler yukarida yazildiklar sira ile su i¢inde ¢oziildii ve otoklavda 121°C’de 20

dakika sterilize edildi.

(%20) Glukoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 ml i¢in
Glikoz 20 ¢
Distile su 100 ml

Glukoz distile su i¢inde ¢6ziilerek otoklavda 110°C’de 15 dakika sterilize edildi ve 0—
4°C’de saklandi.

(2ug/ul) 2-aminofluorene (2AF)
Kullanim: Pozitif kontrol

1.0 mg/petri basina olmak iizere dimetilsiilfoksitde (DMSO) ¢oziilerek kullanildi. TA
98 susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir. 0-4°C’de saklandh.

(2ug/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)
Kullanim: Pozitif kontrol

200 pg/petri olmak tizere DMSO’da ¢oziilerek kullanildi. TA 98 susu i¢in S9 fraksiyonu

gerektirmeyen kimyasaldir. Oda 1sisinda saklandi.
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(0.15 M) KCI ¢ozeltisi

Kullanim: Mikrozom izolasyonu

1000 ml i¢in
KCI 11.275 g
Distile su 1000 ml

KCl, bir miktar distile suda ¢oziildii ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanarak

otoklavda sterilize edildi ve 0—4°C’de sakland:.
Top agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml igin
Agar 69
NaCl 59
Distile su 1000 ml

Agar-su ve tuz manyetik karistiricida 1sitilarak ve karistirilarak ¢oziildii ve otoklavda

121°C’de 20 dakika sterilize edildi.
Histidin/Biyotin plaklar1 (HB Agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml i¢in
Agar 159
% 20 glukoz 50 ml
Histidin HCI. H20 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 mi

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edildi. 45°C’ye sogutulup % 20
glikoz, 50XVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklendi, soliisyon biraz daha soguduktan

sonra biyotin eklendi, karigtirilip petri kutularma 30 ml olarak dagitilda.
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Histidin/Biyotin/Ampisilin plaklar1 (HBA Agar)

Kullanim: Ampisiline direnclilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml i¢in

Agar 159

Distile su 910 ml
50XVB tuzlari 20 ml
% 20 glukoz 50 ml
Histidin HCI.H20 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
(9%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin 3.15 mi

Agar ve su otoklavlandi, 45°C’ye sogutulup % 20 glikoz, SOXVB tuzlar1 ve histidin bu
sicak soliisyona eklenip karigtirildi ve biraz daha soguyunca biyotin ve ampisilin
eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarildi. Bu plaklarda bakteriler 4°C’de 2 ay

saklanabilir.
Minimal Glukoz Agar Plaklar1 (MGA)

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 ml i¢in
Agar 159
Distile su 930 ml
50X VB 20 ml
% 20 glukoz 50 ml

Agar ve su 1 litrelik kapta karistirilip ¢oziildii ve otoklavlanarak sterilize edildi, 45°C’ye
sogutulup % 20 glikoz ve 50X VB tuzlan eklenir ve besiyeri ¢alkalanarak karistirilir.

Daha sonra besiyeri, petri kutularina 30 ml olarak aktarildi.
Nutrient agar plaklar: (NA)
Kullanim: Gecelik kiiltiiriin m1’sindeki bakteri sayisin1 belirleme ve genotip kontroli

a. Kristal viyole b. UV duyarlilig
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1000 ml i¢in

Oxoid nutrient broth no:2 25¢
Agar 159
Distile su 1000 ml

Agar, broth ve su 2 litrelik kapta karistirtlip otoklavlandi ve petri kutularina 30 ml
olacak sekilde aktarildi.

Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 ml igin
Oxoid nutrient broth no:2 59
Distile su 200 ml

Broth ve su karistirilip otoklavda 121°C’de 20 dk sterilize edildi ve 4°C’de sakland.
Tuz Cozeltisi (1.65 M KCI1 + 0.4 M MgCl12)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karisimi

500 ml i¢in
Potasyum kloriir (KCI) 61.5¢g
Magnezyum kloriir 40.79
Distile su 500 ml

Maddeler distile suda ¢6ziildii ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edildi ve

4°C’de ya da oda sicakliginda saklandi.
0.2 M Sodyum-fosfat tamponu (pH=7,4)
Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karisimi

500 ml i¢in
0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2P0O4.H20) 13.82 ¢
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOA4) 14,2 g
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Distile su 500 ml
Karisim pH 7.4’e ayarlandiktan sonra 121°C’de 20 dk otoklavda sterilize edildi.
M B-NADP c¢ozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karisimi

5 ml igin
B—NADP (F.W. 765,4) 383 mg
Steril distile su 10 ml
Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apl filtrelerle yapildi.
M Glukoz—6-Fosfat ¢ozeltisi
Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karisimi

10 ml i¢in
Glukoz—6-fosfat 2.82¢
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apli filtrelerle yapildi.
S9 Karisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml i¢in
Steril distile su 19.75 mi
0.2 M fosfat tamponu pH=7,4 25 ml
0.1 M B-NADP 2ml
1 M Glukoz—6-fosfat 0.25 ml
MgCI2-KCl tuz ¢ozeltisi 1ml
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2ml
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Maddeler yukaridaki sira ile daima buz i¢inde tutulan 100 liik erlene dikkatli bir sekilde
konur. Karisim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlandi. igerikler daima buz

i¢inde tutuldu.

3.1.4. Test Maddeleri (dozlar1 ve hazirlanisi)

Alyssum virgatum tiirii distile su ekstrelerinin 50 pg/plak, 25 pg/plak, 12.5 ug/plak,
6.25 pg/plak ve 3.125 pg/plak konsantrasyonlari hazirlanmistir.  AMES testi

¢alismasinda bu dozlar kullanilmistir.

3.2. Metod

Calismamizda, Moran ve Ames’in (1983) plak inkorporasyon metodu uygulanmaistir.
Deneyler S9’Iu ve S9’suz olarak iki grup halinde ¢aligilmistir. Uygulanan her doz i¢in 3
plak kullanilmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica pozitif
kontrol, negatif kontrol ve spontan kontroller de belirlenmistir. Calisma Afyonkarahisar

Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’'nde gerceklestirilmistir.
3.2.1. Salmonella Suslarmin Kiiltiirlerinin ve Master Plaklarimin Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirleri HBA plaklarina paralel ekimleri yapilarak 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. 48 saatin sonunda iyi izole olmus bir koloni segilip, 2 ml NB
igerisinde siispanse edilerek bir gece (12—16 saat) 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra steril bir &ze ile bir 6ze dolusu dolusu siv1 kiiltiir alimip HBA
lizerine ¢izgi ekimi yapilmistir. Plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildiktan
sonra 4°C’de saklanmistir. Bu sekilde hazirlanan plaklar 2 ay siiresince yeniden kiiltiir

hazirlamak i¢in kullanilmistir.

3.2.2. Salmonella Suslarimin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin A¢ilmasi

Test suglarmin canliligini ve mutant &zelliklerini uzun siire koruyabilmesi i¢in
stoklanmas1 gerekir. Genetik kontrolleri yapilarak HBA’da iiremis olan Salmonella
suslarindan 1yi izole olmus bir koloni 6ze ile alinarak alinarak 2 ml NB i¢inde 37 °C’de
16 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda steril ependorf tiiplerinin igerisine 1 ml
bakteri kiiltlirii ve 90 ul DMSO ilave edilmis sonra da kapaklart sikica kapatilarak sivi

azot igerisine daldirilip c¢ikartilmis ve boylece sok donmalari saglanmistir. Sok
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dondurulan kiiltiirler stok olarak kullanilmak iizere -80 °C’ye kaldirilmistir. Bu stok

kiiltiirler 1-2 y1l stire ile tazeliklerini korur.
3.2.3. Salmonella Suslarimin Kontrol Testlerinin Yapilmasi
3.2.3.1. Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Mutasyon testlerinde test maddesinin mutant susu atasal tipe dondiirme giicii 6l¢iildiigii
icin, susun genotip bakimindan mutant karakterlere sahip olup olmadigmin kontrol
edilmesi, testin giivenirligi acisindan gereklidir. Bu nedenle, bakterilerin genotipleri

cesitli testler ile kontrol edilmistir.
Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin his- yapisindan his+ yapisina gegisi MGA lizerine ekilmeleri sonucu ayirt
edilmistir. Bu kontrol icin, bir gece NB igerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerden steril 6ze ile
alinan his- bakteriler MGA ve histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilmis ve
37 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda HB plaklarinda iireme g6zlenirken

MGA plaklarinda tireme gézlenmemistir.
UvrB mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon ile bakterilerin ultraviyole (UV) 1sinlarimin neden oldugu replikasyon
hatalarinin diizeltilmesi i¢in gerekli olan DNA onarim mekanizmasi engellenmistir ve
bu mutasyonun varligt UV ismlarma duyarlilik testiyle kanitlanmistir. Bu test i¢in,
NB’de bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiiriinden steril bir 6ze yardimiyla bir 6ze dolusu
alinip NA plaginin tamamina paralel ekim yapilmistir. Plagin yaris1 plastik bir plaka ile
kapatilip 33 cm. yiiksekten 8 sn siire ile 15 watt giiclindeki UV lambasina maruz
birakilmistir. Bu islem sonucunda plaklar kapatilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek

bakterilerin tireme durumlarina bakilmistir.
Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmus olup
hiicre duvarinin gegirgenligi arttirllmistir. Rfa mutasyonun varhigi kristal viyoleye

duyarhilik testi ile tespit edilmistir. Bu test igin 45 °C’ deki su banyosunda tutulan 2 ml
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top agara 0,1 ml. gecelik bakteri kiiltiirli ilave edildikten sonra NA plaklarina karigimin
homojen dagilmasi i¢in 8 isareti yapilarak ekilmistir. 10 dk. donmasi beklendikten sonra
plagin ortasina 0.5 cm capli steril disk yerlestirilip diskin ortasina %0.1°lik 10 pl kristal
viyole damlatilmistir. Disk boyayr emdikten sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk gevresinde 14 mm’lik iireme olmayan zon

gozlenmistir.
R-faktor varhg: kontrolii

Deneyde kullanilan her iki test susuda ampisiline direnglilik geni igeren R-faktor tasiyan
pKM 101 plazmitini igermektedir. Bu plazmitin varligi suslarin  ampisiline
direncliliklerinin Olgiilmesi ile tespit edilmistir. Bu amacla, NB icerisinde biiyiitiilen
bakteri kiiltiirleri ampisilin (%0,8 Ampisilin/0.02 M NaOH) iceren HBA plaklarina
cizgi seklinde ekimleri yapilmis ve daha sonra 37 °C’deki etiivde 24 saat inkiibasyona
birakilimistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda plazmit iceren mutant bakterilerin

ampisilinli ortamda biiytidiikleri gdzlenmistir.
Spontan olarak geriye doniis sikhiginin kontrolii

Mutant bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his- fenotipinden his+ durumuna
dontismesi, belirli sinirlar iginde mimkiindiir. Bu siirlar TA 98 ig¢in 20-50
revertant/plak; TA 100 i¢in 75-200 revertant/plaktir. Bu test i¢in, 37 °C’deki etiivde
110 rpm’de NB’de biiyiitillen bir gecelik kiiltlirlerden 0,1 ml alinip, 45 °C’deki su
banyosunda tutulan 0.25 ml 0,5 M histidin-biyotin soliisyonu igeren 2,5 ml top agar
lizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipli yavas¢a ¢alkalanarak MGA plaklarina
yayilmis ve 37 °C’deki etiivde 48—72 saat inkiibe edilerek plaklarda tireyen koloniler

sayillmistir. Normal sinirlarda revertant say1 gosteren kiiltiirler deneyde kullanilmistir.
3.2.4. Sivi Kiiltiiriin mI’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisin1 belirlemek i¢in
HBA plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 ml NB igerisine
eklenmistir. Daha sonra, kiiltlir calkalamal1 inkiibatorde 37 °C* de 110 rpm’ de 12-16
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gecelik kiiltiirden 100 pl almip 20

ml NB igerisine eklenerek taze kiiltlirleri hazirlanarak 140 rpm’de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0,9 serum fizyolojik ile 100, 10-1, 10-2, 10-3, 10—
4, 10-5 ve 10-6 olacak sekilde sulandirmalari hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden NA
plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri olacak sekilde 100 pl’ lik miktarlarda
almarak 45 °C’ deki su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar lizerine ilave edilmistir.
Daha sonra test tiipii ¢alkalanarak NA plaklarina 8 igareti yapilarak yavasga yayilmis ve

37 °C’ de 24 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler sayilmistir.
3.2.5.Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Test bilesenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanmas1 Dean vd. (1985) gore yapilmistir.
Buna gore, 2 ml top agara TA100 susunun gecelik kiiltiiriinden 100 pl ve distile su
icerisinde ¢Oziilmiis test bilesiklerinin degisik konsantrasyonlarindan 100 pl ilave
edilerek NA plaklarina ekilmistir. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis,
inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayis1 belirlenmis ve kontrol plaklari
ile karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Her bir doz igin 3
plak kullanilmistir. Deneme plaklarindaki koloni sayisi, kontrol plagindaki koloni

sayisinin yarisinin altinda olmamalidir.
3.2.6. S9 Karisiminin Hazirlanmasi

Salmonella/mikrozom test sistemi i¢in standart S9 karigimi bilesenleri 8 mM MgCI2, 33
mM KCI, 5 mM glukoz—-6-fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM Na-fosfat pH:7,4 ve bu
karigtmin her ml’si i¢in 0.04 ml. derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karisim daima her

mutajenite deneyi i¢in taze hazirlanmis ve deney siiresince buz igerisinde tutulmustur.
3.2.7. Ames Mutajenite Testinin Yapihis1

Deneydeki amacimiz, daha 6nceden biiylimesi igin histidin amino asidine gereksinim
duyan mutant oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin
sentezleyebilir hale doniistiirme giliclinii 6lgme temeline dayanmaktadir. Ayrica test
bilesenlerinin etkilerinin metabolik aktivasyonlari sonucunda degisip degismedigini

belirlemek amaci ile deneyler S9’ lu ve S9’suz olmak iizere iki grup halinde yapilmstir.
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3.2.7.1. S9’suz Deney

Bu deneyde, 45 °C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0.25 ml histidin biyotin
cozeltisi ilave edilmis 2,5 ml’lik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 100 pl ve 5 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden 100 pl eklenmistir.
Tiipler diisiikk hizdaki vorteks ile yavasca karistirilirak daha dnce 37 °C’de bekletilen
MGA plaklar iizerine 8 isareti yapilarak karisimin homojen bir sekilde dagilmasi
saglanmistir. 15 dakika agarim donmasi beklendikten sonra plaklar ters ¢evrilerek 37
°C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney TA98 ve TA 100 i¢in her bir doz 3 ayr1 plaga
ekilmistir. Bagimsiz iki deney yapilmis ve sonuglarin aritmetik ortalamalar1 alinmistir.
Sonuglarin degerlendirilebilmesi icin deneylere paralel olarak spontan kontrol, solvent
kontrol (distile su) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak TA 100 susu i¢in 0,1 pg/pl
sodyum azid (NaNs), TA 98 susu i¢in ise 2 ug/ul 4-nitro-o-fenilendiamine (NPD)

kullanilmistir.
3.2.7.2. S9’lu (+) Deney

Bu deneyde, 45 °C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0.25 ml histidin biyotin
cozeltisi ilave edilmis 2,5 ml’lik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 100 pl, 5 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden 100 ul ve S9
karigimindan 0,5 ml eklenmistir. Tiipler diisiik hizdaki vorteks ile yavasca karistirilirak
daha once 37 °C’de bekletilen MGA plaklar {izerine 8 isareti yapilarak karisimin
homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. 15 dakika agarin donmasi1 beklendikten
sonra plaklar ters ¢evrilerek 37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney TA98 ve TA 100
icin her bir doz 3 ayr1 plaga ekilmistir. Sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in deneylere
paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol (distile su) ve pozitif (diagnostik) kontrol
yapilmigtir. TA 100 susu igin 0,05ug/ul 2-aminoanthracene (2-AA), TA 98 susu i¢in 2
png/pl 2-aminofluorene (2AF) kullanilarak, pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir.

Deney her doz igin 3 ayr1 plak olarak uygulanmis ve iki bagimsiz deney yapilmustir.

Sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15.0 Windows paket programinda One-Way
ANOVA Testi ile yapilmuistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada Afyonkarahisar ilinden toplanan Brassicaceae familyasina ait olan ve
endemik bir tiir olan Alyssum virgatum bitkisinin sulu ekstrelerinin mutajenik aktivitesi
Salmonella typhimurium’un TA 98 ve TA 100 mutant suslari ile arastirilmistir. AMES
deneyine gecilmeden once bitki ekstrelerinin toksik dozlari belirlenmistir. Toksik doz
belirleme ¢alismalarinda  10000pg/plak, 5000ug/plak, 2500ug/plak, 1250ug/plak,
625ug/plak, 312,5ug/plak dozlar kullanilmis olup bu dozlardan sadece 10000ug/plak
konsantrasyonunun toksik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gére AMES

deneyinde toksik olan bu doz kullanilmamustir.
4.1. Genetik Isaretlerin Kontrolii

Bu ¢alismada kullanilan standart test suslarindan TA 100 susunun histidin gereksinimi
(Sekil 4.1), TA 98 susunun histidin gereksinimi (Sekil 4.2), rfa mutasyonu (Sekil 4.3),
uvrB mutasyonu (Sekil 4.4), R-faktor varligr (Sekil 4.5) ve spontan olarak geriye donen
koloni sayis1 (Sekil 4.6) bakimindan genetik isaretlerinin kontrolii yapilmistir. Yapilan
genotip kontrolleri sonucunda TA 98 ve TA 100 suslarmin genotiplerinde herhangi bir
bozukluk goriilmemistir ve bu suslarin  AMES testinde kullanilabilir oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.1. S. typhimurium TA 100 histidin gereksinimi kontrolii sonuglari

Sekil 4.3. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin rfa mutasyonu kontrolii sonuglari
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—

Sekil 4.4.S. typhimuium TA 98 ve TA 100 suslarinin uvrB mutasyo kontrolii sonuglari

Sekil4.6. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin spontan olarak geriye doniis sikligi
kontroli sonuglari
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4.2. Spontan Olarak Geriye Goniis Sikhiginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his- durumundan his+ durumuna
doniismesi, belirli siirlar icinde miimkiindiir. Bu smirlar TA 98 icin 20-50
revertant/plak; TA 100 i¢in 75-200 revertant/plaktir. Yaptifimiz ¢alisma sonucunda
spontan olarak geriye doniis sikligit TA 98 susu i¢in S9’suz ortamda 26.83+£2.9, S9
varliginda 25.50+2.7 bulunmusken, TA 100 susu icin sirasiyla 116+5.5 ve 147+£6.9
degerleri bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar da her iki sus i¢inde bu degerlerin

arasinda ¢ikmistir (Sekil 4.6).
4.3. Sivi Kiiltiiriin ml’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin kullanilarak yapildigi mutajenite
deneylerinde ml’deki bakteri sayisinin 1-2 x 109 ml/bakteri olmast gerekmektedir.
Yaptigimiz deney sonucunda ml’deki bakteri sayis1 1,2 x 109 ml/bakteri olarak

belirlenmis ve bu sayida istenilen degerler arasinda ¢ikmuistir.
4.4. Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Mutajenite deneylerinde, denenecek kimyasal maddelerin toksik etkileri de
belirlenmelidir. Eger denenecek madde toksik etkiliyse, petriye ekilen hiicrelerden
bazilar1 daha fazla boliinme gostermeden oOleceklerdir. Bunun sonucunda his
mikrokolonilerin sayilar1 az, fakat boyutlar1 daha biiyiik olacaktir. Bu nedenle mutajenik
ozelligi belirlenecek kimyasal maddelerin toksik etkisi belirtilmelidir (McGregor et al.
1984).

Test bilesenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi Dean vd. (1985) gore yapilmustir.
Toksik doz belirleme ¢alismalarinda 10000ug/plak, 5000pg/plak, 2500ug/plak,
1250pg/plak, 625ug/plak, 312,5pg/plak dozlar kullanilmig olup bu dozlardan sadece
10000pg/plak konsantrasyonunun toksik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu

sonuglara gore AMES deneyinde toksik olan bu doz kullanilmamustir.
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4.5. Ames Mutajenite Testinin Yapilisi

Revertant sayisindaki degisiklikler Salmonella typhimurium TA 98 i¢in S9 fraksiyonu
varliginda ve yoklugunda negatif kontrol grubuna gore artis gostermis olup bu degerler
istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. Her iki deneyde de test suslarinin geriye
doniis sikligimi ve S9 karisimiin etkisini dogrulamak i¢in mutajenik etkileri bilinen
pozitif kimyasal maddeler kullanilarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA
98 susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda 2-aminofluorene ve S9 fraksiyonu yoklugunda 4-
nitro-o-fenilendiamine kullanildiginda revertant koloni sayisi artmis ve bu artislar

istatistiksel agidan kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur.

Salmonella typhimurium TA 100 susunda ise revertant sayisindaki degisiklikler S9
fraksiyonu yoklugunda kontrol grubuna gore gostermis olup bu degerler istatistiksel
acidan anlamli bulunmamistir. TA 100 susunda da suslarin geriye doniis sikligini ve S9
karisiminin  etkisini dogrulamak icin mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal
maddeler kullanilarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA 100 i¢in S9
fraksiyonu varliginda 2-aminoanthracene ve S9 fraksiyonu yoklugunda pozitif mutajen
olarak sodyum azid kullanildiginda revertant koloni sayist her ikisinde de artmis ve bu

artislar istatistiksel acidan anlamli bulunmustur.

TA98 ve TA100 suslart ile yapilan AMES testi sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 TA98 ve TA100 suslar ile yapilan AMES testi sonuglari.

Test Maddeleri | Dozlar | TA98 S9(-) | TA98 S9(+) | TA100S9 (-) | TAL00 S9 (+)
(ng/plak)
Negatif kontrol 18,4+2,07 29,8+1,79 75,4£1,52 308,6+15,26
SA
10 *2779,6£92,05
NPD
200 *1549,8+57,72
2-AA
5 *2273,4+152,25
2-AF
200 *990,4+23,01
5000 26,8+1,3 33,842,86 85+3,67 330,443,58
Alyssum 2500 25+1,58 32,4423 84,8+1,92 327,644,77
virgatum Sulu 1250 20,8+2,59 33,4£1,82 76,8+2,17 3274436
Ekstreleri 625 24242,05 302,74 73,2413 3099,87
3125 26,4+1,34 30,4+1,95 832,45 321,842,17

SA: Sodyum azid, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamine, 2-AA: 2-aminoanthracene, 2-AF: 2-aminofluorene
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5. TARTISMA ve SONUC

flag elde etmek, gorsellik, tat, koku ve daha bircok 6zellikleri igin kullanilan bitkilerin
bilimsel olarak giivenilir olmasi gerekir. Ulkemiz endemik tiir agisindan oldukga
zengindir. Bu bitki tiirlerinin taninmasi, mutajenik, antimutajenik, toksik etkilerinin

belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Calismamizda Alyssum virgatum bitkisinin sulu ekstrelerinin muhtemel mutajenik
etkileri Ames (Salmonella/mikrozom) test yontemi ile plak inkorporasyon yontemi

kullanilarak .metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz olarak arastirilmistir.

Oninkiibasyon yonteminde mutajenik metobolitler kiiciik hacimli test suslari ile daha iyi
tepkime verirler fakat plak inkorporasyon yontemi farkli arastirmacilar tarafindan

gelistirilmistir ve daha fazla kimyasalin incelenmesine olanak saglar (Mortelmans and

Zeiger 2000).

Bitkimizin ekstraksiyonunda ¢oziici olarak distile su kullanilmigtir.  Aseton,
dimetilsiilfat, etil asetat, kloroform, etanol, metanol gibi bir¢ok ¢oziicii de bu tiir
calismalarda kullanilmaktadir. Ancak, ¢alismamizda ¢oziicti olarak en iyi ¢oziicii su
oldugundan bu amag i¢in distile su kullandik. Fakat, baska ¢oziiciiler de kullanilsaydi

farkli sonuglar ortaya ¢ikabilirdi.

Salmonella/mikrozom test sisteminde mutasyon, ortamdaki histidin tiiketiminden sonra
agar lizerinde koloni olusturan histidin prototroflarinin sayilari ile olgiiliir. Histidin
prototroflarinin sayist kimyasallarin mutajenik potansiyellerinin gosterilmesinde en
onemli kriter olmasina ragmen, bu say1 gesitli faktorler tarafindan etkilenebilmektedir.
Farkli laboratuvarlarda ya da ayni laboratuvarda farkli zamanlarda yapilan ¢alismalarda,
bu say1y1 ayni oranda bulmak ¢ok zordur. Bu nedenle her mutant sus i¢in, kendiliginden
geriye donen koloni sayisi tek bir say1 olarak degil de, belirli bir aralikta verilir. Birgok
aragtirmaci, kendiliginden geriye donen koloni sayilarina etki eden faktorleri belirlemek
tizere ¢esitli calismalar yapmislardir. Bu faktorler; minimal ortamin 6zelligi, Glukoz -6-
fosfat’in derigimi, -NADP ve fosfat tamponu derisimi, plaklara ekilen bakteri sayisi,
plaklardaki minimal agarin hacmi, iist agarin yayilma sekli, etiiviin nem orani, st

agarin sicakligi, sivi tireme ortaminin hazirlanmasi, minimal agarin bilesimi v.b. (Boath

et al. 1980).
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Gelismis iilkelerde regete ile satilan ilaglarin yaklasik %25°1 bitkisel kokenli
kimyasallardir (Principe 1991). Son yillarda, geleneksel tibbi bitkilerin mutajenik-
antimutajenik 6zelliklerinin belirlenmesinde arastiricilar, esas olabilecek kisa zamanda
sonug¢ verebilen ve diisiik maliyetli test sistemleri gelistirmislerdir (Mortelmans and

Zeiger 2000).

Ames/Salmonella/mikrozom testinin bitki ekstrelerinin mutajenitelerinin
belirlenmesinde  kullanilabilirligi ~ tespit  edilmistir. ~ Helichrysum  simillimum,
Helichrysum herbaceum ve Helichrysum rugulosum bitkilerinin tiimiinden elde edilen
metanol ekstreleri mutajenite gostermistir. Bauhinia galpinii’nin yaprak metanol
ekstraktlar1 ve Bauhinia galpinii, Clerodendrum myricoides, Datura stramonium,
Millettia sutherlveii, Sutherlveia frutescens ve Buddleja saligna ’nin diklorometan
yaprak ekstraktlar1 S9 varliginda antimutajenik o6zellikler gostermistir. (Reid 2006).
Brezilya’da ilag yapiminda kullanilan 7 tiiriin (Achyrocline satureoides, lodina
rhombifolia, Desmodium incanum, Baccharis anomala, Tibouchina asperior, Luehea
divaricata, Maytenus ilicifolia) sulu ekstrelerinin  Ames testiyle mutajeniteleri
aragtirtlmistir. Pozitif sonuglar Achyrocline satureoides, Baccharis anomala ve Luehea
divaricata’da mikrozomal aktivasyon varliginda elde edilmistir (Vargas vd. 1991). Bu
calismamizda lilkemizde endemik olarak bulunan Alyssum virgatum sulu ekstrelerinin
muhtemel mutajenik etkileri Ames testi kullanilarak arastirilmigtir.  Alyssum
virgatum’un toprak istii distile su ekstrelerinde herhangi bir mutajenik etki
goriilmemistir. Ancak bir test sistemi ile bu yargiya varmak yeterli degildir. Birkag test

sistemi denenmelidir.

Brassicaceae familyasindaki Lepdium sativum’un pestisitler lizerindeki antimutajenik
etkisi TA 98 ve TA100 Salmonella typhimurium suslari ile metabolik aktivasyon
olmadan test edilmistir. Bu bitkinin ekstresinin Captan, Folpet, DDVP, Azinfosmetil,
Bioresmethrin ve Trifluralin gibi mutajen maddelerin mutajenik etkilerini azalttig1
goriilmiistiir. Onceden cesitli arastirmalarda Glutathione ve Cysteine gibi etken
maddelerin antimutajenik 6zellikleri tartisilmistir. Bitki 6zii bu gibi kimyasallarin tespit
etmek icin test edilmistir. Askorbik asit varligi saptanmistir (Erdem et al. 1997).
Lepdium sativum ile aym1 familyada bulunan Alyssum virgatum bitkisinin mutajenik ya

da antimutajenik etkisi ile ilgili daha 6nce ¢alisgiimamustir.
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Nitratlar sebzelerde ve suda dogal olarak bulunabilirler. Nitrat lahana, brokoli,
karnabahar, havug, kereviz, marul, turp, pancar ve 1spanak gibi sebzelerde yiiksek
miktarlarda bulunabilir ve gilinliikk nitrat aliminin % 86’s1 sebzelerden gelebilir. Asiri
nitrit ve nitrat kullanimiyla ilgili saglik sorunlari, methemoglobinemi ve karsinojenik
nitrozaminlerin olusumu sonucu mide kanserleridir (Int. Kyn. 4). Alyssum cinsinin bazi
tiirleri nikel metalini kuru yaprak biokiitlesinin %3’iine varan derisimlerde biriktirme

Ozelligine sahip oldugu i¢in ekolojik degeri olan bitki grubudur (Kramer 1996).

Brooks vd. (1979), Alyssum olarak tanimlanan 168 bitki tiriniin nikel i¢in
hiperakiimiilator olup olmadiginin anlasilmasi i¢in Ni (nikel) igerikleri saptamistir. Bu
calismada 14’ Avrupa tiiri olmak iizere toplam 31 tane hiperakiimiilator bitki

saptamiglardir (1 g kuru agirlikta >1000pg).

Ozdemir ve Demir (2010)’in yapmis oldugu calismada Findikpinari-Erdemli/ Mersin
bolgesinde Ni i¢in biyojeokimyasal anomalilerin incelenmesi amaciyla bolgede yetisen
Alyssum bitki tiirlerinden A peltarioides, A. murale, A. Floribundum tiirleri saptanmustir.
Sonug olarak A. murale bitki tiiriiniin yalnizca ¢igegi biyojeokimyasal prospeksiyonda
aklimiilator bitki olarak, topraktaki nikeli dogrusal olarak biinyesine almalar1 nedeniyle
cevresel monitdr olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Babaoglu (2002)’ nun
yapmis oldugu caligmada ise Alyssum cinsine ait tiirler toplam tohum proteinleri
bakimindan tiirler arasi polimorfizm gdstermistir. Tirlerin DNA’s1 ile yapilan
caligmada ise Ozellikle A. cyricum tiriinde biiyiik oranda tiir i¢i polimorfizm tespit
edimistir. Yani tiirler arasi farklilik ortaya komustur. Alyssum tiiriiniin nikel absorblama
oranlarinin da g6z Oniinde bulundurulmas: ile bu o6zelligin genetik farkliliklarla

iliskilendirilmesi miimkiindiir.

Alyssum cinsinde goriilen agir metal biriktirme 6zelligi nedeniyle fazla miktarda agir
metal bulunduran bu cinsin dyeleri mutajenik ve sitotoksik etkiler gosterebilir.
Calismamizda, Alyssum virgatum bitki ekstreleri mutajenik etki gostermemistir. Ayrica
bitki ekstreleri mutajenik kimyasallar ve ¢evresel faktorlere karsi antimutajenik etki de
gosterebilir. ileride yapilacak olan calismalarda bitkimizin mutajenik etki olusturan

etmenlere kars1 antimutajenik 6zelligi arastirilmalidir.
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