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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

 

Alyssum virgatum SULU EKSTRELERĠNĠN MUHTEMEL MUTAJENĠK 

ETKĠLERĠNĠN AMES TEST YÖNTEMĠ ĠLE ARAġTIRILMASI 

Emine Sevil ANAR 

Afyon Kocatepe Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

I. DanıĢman: Doç. Dr. Mustafa KARGIOĞLU 

II. DanıĢman: Prof. Dr. Muhsin KONUK 

 

Bilim ve teknolojinin geliĢmesi sonucu son zamanlarda hayatımıza katılan fiziksel ve 

kimyasal maddeler bazı sağlık sorunlarına neden olmaktadır. Günümüzde yeni kimyasal 

ürünler hala yaĢamımıza katılmaktadır. Bu ürünleri kullanmadan önce insan sağlığına 

etkilerinin incelenmesi gerekir. Diğer taraftan, günümüzde alternatif tıbbın önemli bir 

kısmı olan bitkiler ve ekstreleri antimutajenik etki gösterirler. Ancak bitki ekstrelerinin 

mutajenik etki de gösterdiği bilinmektedir. ÇeĢitli in vitro test sistemleri mutajenik 

etkilerin değerlendirilmesi için kullanılır. Bu araĢtırmada Alyssum virgatum bitkisinin 

sulu ekstrelerinin muhtemel mutajenik etkisi araĢtırılmıĢtır. Mutajenite Salmonella 

typhimurium TA 98 ve TA 100 suĢları ile Ames test yöntemi kullanılarak hem 

metabolik enzimlerin kullanıldığı S9'lu ortamda hem de S9'suz ortamda araĢtırılmıĢtır. 

Elde edilen sonuçlar kontrol grupları ile beraber karĢılaĢtırılmıĢtır ve mutajenite 

belirlenememiĢtir. 

 

2013, ix + 48 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Alyssum virgatum, Brassicaceae, Mutajenite, Ames testi 
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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 

 

I. Supervisor: Doç. Dr. Mustafa KARGIOĞLU 

II. 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 

Key Words: Alyssum virgatum, Brassicaceae, Mutagenicity, Ames test 
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1.GĠRĠġ 

Ülkemiz, Asya ve Avrupa kıtaları arasında geçiĢ konumunda olması, yeryüzü Ģekilleri 

ve farklı bitki yaĢama alanlarını içermesi nedeni ile zengin bir floristik yapıya sahiptir 

(Çırpıcı 1987). Ilıman kuĢak içerisinde bulunan Türkiye, sahip olduğu bitki çeĢitliliği 

açısından çevresinde yer alan birçok ülkeden farklılık gösterir. Türkiye‘de yayılıĢ 

gösteren bitki türlerinin sayısı, Avrupa kıtasında yayılıĢ gösteren bitki türlerinin sayısına 

yakındır. Son yıllarda yeni türlerin keĢfi ile Türkiye‘nin 12.000 civarında bitki 

taksonuna sahip olduğu ortaya çıkmıĢtır (Erik 2004). Ġklim özelliklerinde kısa 

mesafelerde ortaya çıkan değiĢiklikler, morfolojik özelliklerinden kaynaklanan 

çeĢitlilikler, toprak tiplerinin farklılıkları gibi çok sayıda coğrafik faktör, bitki 

formasyonlarının farklılaĢmasına ve tür içi çeĢitlemesine yol açmaktadır (Avcı 2005).  

Türkiye, endemik bitkilerinin zenginliği bakımından dünyanın önemli ülkelerinden 

birisidir. Endemik takson sayısı 3000‘den fazladır ve endemizm oranı %34.4‘dür 

(Özhatay et al. 2005). Brassicaceae familyasının üyelerinin çoğu ılıman kuzey ya-

rıkürede yayılıĢ gösterir. Brassicaceae familyası dünyada yaklaĢık 338 cins ve 3700 

türle temsil edilir (Avcı 2005).  

Brassicaceae (Cruciferae) familyasının bazı üyeleri sebze ve yem bitkisi olarak, bazıları 

tohumlarından yağ elde etmek amacıyla, bir kısmı ise süs bitkisi olarak yetiĢtirebilme 

potansiyeline sahip olup ekonomik bakımdan değerli bitkilerdir (KürĢat 1999). Önemli 

cinsler ve türler içeren Brassicaceae familyası tek yıllık veya çok yıllık otsu bitkilerdir. 

Tohumlarından yağ ve zehirli hardal gazı elde edilir. Ġlaç sanayinde de 

kullanılmaktadırlar (Yıldırımlı 2001).  

Dünya Sağlık Örgütünün tahminlerine göre (WHO) temel sağlık ihtiyaçları için 

geliĢmekte olan ülkelerin nüfusunun % 80‘inin geleneksel ilaçları, çoğunlukla bitkisel 

ilaçlara dayanır (Alison and Flatt 1991; Blumental et al. 1998). 

Brassicaceae familyasına giren Alyssum L. (Kuduz otu) cinsi Türkiye florası‘nın büyük 

cinsleri arasında yer almakta ve 107 tür ve türaltı taksonla temsil edilmektedir. Alyssum 

cinsi sistematik olarak incelenmiĢ. Çok az sayıda Angiospermae (Kapalı Tohumlu) 

bitkisi kuru yapraklarında nikelin (Ni) 1000 μg/g (0,1 %) konsantrasyonundan fazlasını 

biriktirme kapasitesine sahiptir ki böyle türlere aĢırı biriktiriciler denir. Alyssum 
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türlerinin çoğu Ni biriktirmektedir. Türlerin yoğunluğu Dogu Akdeniz‘de fazladır 

(Babaoğlu 2004). Bazı Alyssum türlerinin kültürü yapılmıĢ olup park ve bahçelerde süs 

bitkisi olarak kullanılmaktadır (Beckett 1985). 

Bilim ve teknolojide özellikle son yıllarda yaĢanan hızlı geliĢme toksisite olarak 

adlandırdığımız, kimyasalların organizmada oluĢturduğu hasarın belirlenmesi ve 

toksisite mekanizmalarının hücresel, biyokimyasal ve moleküler düzeyde 

aydınlatılmasında da yardımcı olmuĢtur. Metabolizmaya giren tüm toksinler 

hedefledikleri doku ya da organlarda hasar yaparlar. Özellikle ağır metallerin insanda 

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

Kısa zamanlı bakteriyel test sistemleri, karmaĢık kimyasal örneklerdeki mutajenik 

bileĢiklerin ve metabolik aktivasyon sonucu ortaya çıkan reaktif bileĢenlerin 

saptanmasında analitik araçlar haline gelmiĢlerdir (Hedenstedt et al. 1977).  

Salmonella-mikrozom testi baĢlıca iki varsayıma dayanmaktadır. Bunlardan birincisi, 

bakteri DNA‘sı ile etkileĢime girerek mutasyona neden olan ajanların, insan dahil diğer 

türlerde de muhtemel mutasyonlara yol açma yeteneğinde olabilecekleridir. Bu 

konudaki ikinci varsayım, mutajenite ile karsinojenite arasındaki korelasyonun yüksek 

oluĢudur (Özbek 2006). 

Deneyimizde kullanılan TA98 suĢu çerçeve kayması mutasyonu, TA100 suĢu ise baz 

değiĢimi mutasyonu içermektedir. Salmonella/mikrozom test sisteminde denenen 

kimyasal maddeye mutajen denilebilmesi için histidin prototroflarının sayısının, 

kendiliğinden geriye dönen koloni sayısının en az iki katı olması gerekmektedir. Bu 

sayı, kendiliğinden geriye dönen koloni sayısının iki katından az olup, doza bağlı bir 

artıĢ söz konusu olursa yine bu maddeye mutajen denilebilir (Dean 1985).  

Çevremizdeki mutajen ve kanserojen maddelerin etkisinden korunmamız için bu 

özelliğe sahip bileĢiklerin tespit edilmesi ve etkilerinin belirlenmesi gerekir. Bitki 

ekstreleri farklı organizmalarda farklı mutajenik ve sitotoksik etkiler gösterebildiği gibi, 

mutajenik etki oluĢturan etmenlere karĢı da antimutajenik etki gösterebilmektedir.  
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Bu çalıĢmamın amacı ülkemizde endemik olarak bulunan Alyssum virgatum bitki 

ekstrelerinin kısa zamanlı test sistemlerinden olan Salmonella/mikrozom testi ile 

mutajenik etkilerini araĢtırmaktır. A. virgatum görünümü Resim 1‘de verilmiĢtir. 

 

 

Resim 1: Alyssum virgatum Nyár görünümü 
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2. LĠTERATÜR BĠLGĠLERĠ 

2.1. Toksik Maddeler ve Bitkilerin Toksik Etkileri 

Bir gen içerisinde DNA dizisinde meydana gelen herhangi bir değiĢim mutasyon olarak 

adlandırılmaktadır. Fenotipte meydana getirdiği değiĢimler nedeniyle morfolojik olarak 

tanımlanabilir niteliktedir. Mutasyonların anlaĢılması aynı zamanda bir genin 

anlaĢılmasına yardımcı olacağından önem taĢımaktadır. Mutasyonlar doğal olarak 

ortaya çıkabildiği gibi yapay olarak da oluĢturulabilir (Ahloowalia et al. 2004). 

DNA molekülünde mutasyonlara yol açan ajanlar ya da mutajenler, DNA üzerindeki 

etkilerini ya doğrudan ya da genomik bilgilere göre sentezlenen proteinlere bağlanarak 

dolaylı yolla gösterirler. DNA hasarında rol alan kilit moleküllerde ve yollardaki 

bozukluklar ise doku hasarı, yaĢlanma, kanser, infertilite ve bazı genetik ve 

multifaktoryal hastalıklara yol açmaktadır (Kirsch-Volders et al. 2003, Mateuca et al. 

2006). 

Birçok bitki ve hayvan korunma veya saldırı amacıyla toksik maddeler üretmektedirler. 

Hayvan, bitki ve bakteri orjinli doğal toksinler, farklı toksik etkileri bulunan ve insan 

zehirlenmesinde önemli bir sebep olan çeĢitli kimyasal tipleri kapsar. Bazı insanlar doğa 

güvenlidir teorisini öne sürerler fakat bu gerçekten çok uzaktır. Doğal toksinler yeme 

yoluyla, yiyeceklerde kontaminasyon oluĢturarak veya bazı canlıların sokmasıyla toksik 

etkisini gösterir (Timbrell 2002). 

Bitkiler yanlıĢlıkla temas yoluyla veya bitkilerin yenmesiyle toksik etki oluĢturabilirler. 

Toksisitenin diğer bir kaynağı ise bile bile bazı bitkilerin yenmesidir. Toksisite olasılığı 

ayrıca reçete ile satılan ilaçlarla bitkisel ilaçların interaksiyona girmelerinden oluĢabilir. 

Mesela bazı bitkiler hepatik sitokrom enzimlerini etkilemektedir (Izzo and Ernst 2001).  

Bitkilerde, sebzelerde ve köklerde bulunan doğal bileĢiklerin sağlık üzerindeki yararlı 

etkileri insanlarda çok eski zamanlardan beri geleneksel olarak bilinmektedir (Signorelli 

and Ghidoni 2005). Evrimsel süreç içinde bitkiler virüsler, bakteriler ve funguslar 

tarafından saldırıya uğramıĢ ve hayvanlar tarafından yenilmiĢlerdir. Buna karĢılık 

bitkiler de antimikrobiyal kimyasallar ve hayvanları defetmek için çeĢitli kimyasallar 

üretmek gibi birçok savunma mekanizması geliĢtirmiĢlerdir (Klaassen 2008). 
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Genotoksisite araĢtırmalarında mutajenlerin DNA‘da meydana getirdiği hasar, 

bakteriyel mutasyonları ölçebilen kısa zamanlı testler ile saptamaktadır. Bu testler de 

mutajenik etkileri ve geri mutasyonları belirleyen yöntemlerle ölçülebilmektedir. Bu 

testler içerisinde en yoğun kullanılan kısa zamanlı ve geri mutasyon testi olan Ames / 

Salmonella/Mikrozomal mutajenite testidir (Ayaz 2000). 

2.2. Mutasyon 

Birçok genetik kavramın geliĢtirilmesinde, kalıtsal materyalin yapı ve içeriğinin dölden 

döle geçerken değiĢmediği kabul edilir. Her ne kadar, genler dikkati çekecek kadar 

kararlı ve yeni döllere bütün özelliklerini koruyarak katılıyorlarsa da zaman zaman 

doğal ve yapay koĢullar altında mutasyon dediğimiz değiĢikliklere uğrarlar (Akman 

1983, Bağcı 1985, Temizkan 1996). 

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yılında, Hugo De Vries tarafından Oenothera 

lamarckiana Ser. (aksamsefası) ile yaptığı çaprazlamalarda gözlemlediği varyasyonu 

tanımlamak için kullanılmıĢtır (Öner 2003). Birçok araĢtırmacı çok çeĢitli mutasyon 

tanımları yapmıĢlardır. Genlerin nükleotid dizisinde herhangi bir nedenle meydana 

gelen ve kalıtsal olan değiĢiklere (AteĢ 2002), canlılarda, gen rekombinasyonu dıĢındaki 

nedenlerle meydana gelen kalıtsal değiĢiklere (Bahçeci 2002), genetik materyali 

oluĢturan nükleotidlerin sıralanması, sayısı ya da çeĢidinde ortaya çıkan kalıtsal 

değiĢikliklere mutasyon denir (Oraler 1990, Demirsoy 1991).  

Mutasyonlar doğada kendiliğinden meydana gelebildiği gibi mutajen adı verilen fiziksel 

ve kimyasal dıĢ etkenler tarafından da meydana gelebilirler. Genelde mutasyonun 

kendiliğinden meydana gelebilme olasılığının çok düĢük olmasına karĢın mutajenlerin 

etkisi ile mutasyon frekansı oldukça yükselmektedir. Normal koĢullarda kendiliğinden 

olan mutasyon frekansı her kuĢakta 10–5–10–10 gibi düĢüktür. Ġki ayrı gende aynı anda 

iki ayrı mutasyonun oluĢma olasılığı ise 10–10 -10–20 gibi çok daha düĢüktür (Oraler 

1990).  

2.2.1. Gen Mutasyonları 

Gen mutasyonları veya diğer bir deyiĢle ‗Nokta Mutasyonları‘ kromozomların 

yapısında herhangi bir değiĢikliğe sebep olmaz ve mikroskoplarda görülmezler. 
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DNA‘da bulunan nükleotit dizisinin ya da bazlarının değiĢmesinden ileri gelir. Baz 

sırasının veya AT / GC oranının değiĢmesi, o gene özgü enzimin tamamen 

kaybolmasına ya da etkisinin azalmasına neden olur. Bir gen, binlerce baz çiftinden 

meydana gelmiĢ bir birim olduğundan ve kurumsal olarak her bazda mutasyon 

olabileceğinden dolayı, bir genin en azından baz çifti kadar mutasyon çeĢitli olabilir 

(Demirsoy 1992). 

Kromozom mutasyonlarında birden fazla gen söz konusu iken, gen mutasyonlarında 

değiĢiklik bir gen ile sınırlıdır. Genetik materyale etkilerine göre gen mutasyonları 

çeĢitli alt sınıflara ayrılır (AteĢ 2002). 

Transisyon (GeçiĢ) 

Bir baz çiftinin baĢka bir baz çiftine değiĢmesidir. En çok rastlanılan mutasyon tipidir. 

Bu değiĢimde, bir pürin bazının yerine baĢka bir pürin bazı (A‘nın yerine G, G‘nin 

yerine A), bir pirimidin bazı yerine baĢka bir pirimidin bazı (T‘nin yerine C, C‘nin 

yerine T) geçer (AteĢ 2002, Falakalı 1993). 

Transversiyon (Çapraz geçiĢ) 

Transversiyonda bir pürin bazı ile bir pirimidin bazı veya bir pirimidin bazı ile bir pürin 

bazı (A veya G yerine T veya C‘nin geçmesi ya da bunun tersi) birbirlerinin yerine 

geçer (AteĢ 2002, Bahçeci 2002). 

YanlıĢ anlamlı (Missense) Mutasyonlar 

DNA dizisindeki nukleotid değiĢiklikleri genetik kodu değiĢtirerek farklı amino asidin 

sentezlenmesine neden olurlar. Bu tip mutasyonlara yanlıĢ anlamlı mutasyonlar denir. 

Anlamsız (Nosense) Mutasyonlar 

Protein sentezini sonlandıran STOP kodonunun kodlanmasına sebep olan ve protein 

sentezini yarıda bırakan mutasyon türüdür. Yani proteinin yapısal kısmı oluĢmadan 

protein sentezi durdurulur. Glutamini kodlayan CAG kodonunun UAG kodonuna 

dönüĢmesi gibi mutasyonlar buna örnektir. Bir gene bir, iki veya üçün katları olmayan 

nükleotidlerin eklenmesinin verdiği mRNA, çeviride bozukluk gösteren bir okuma 
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çerçevesine neden olur ve kopmalarda görülenlere benzer aynı etkiler mRNA çevirisine 

yansır. Bu olay yerleĢtirme noktasının distalinde kalan yararsız bir amino asit dizgisine 

neden olabilir ve yerleĢme noktası veya bunun distalinde kalan bir anlamsız kodon' un 

üretilmesine veya olasılıkla normal sonlandırma kodonunu aĢan bir okumaya neden 

olabilir. Bir gende, bir kopmanın ardından gelen bir eklenme (veya bunun aksi) doğru 

okuma çerçevesini yeniden kurabilir. Buna karĢılık gelen mRNA, çeviriye uğradığında 

ekleme ve kopma noktaları arasında yararsız bir amino asit dizgi içerecektir. Yeniden 

kurgulanmıĢ okuma çerçevesinin ötesinde amino asit dizgisi doğru olacaktır. Kopma, 

ekleme veya kopma ve eklemenin farklı bileĢimleri, öngörülebileceği gibi bir bölümü 

anormal olup bu anormal bölümü normal amino asit dizgilerinin sardığı bir protein 

üretimi ile sonlanır. (Int. Kyn. 2). 

Doğal (Neutral) Mutasyonlar 

Nötral mutasyonlar, mutasyon meydana gelirken canlının bulunduğu ortamda bireye bir 

zarar ya da yarar getirmeyebilir. Fakat yeni bir ortamda veya gelecekte, bu nötral 

mutasyonlar değer kazanabilir. Nötral mutasyonlar amino asit diziliminde ve evrimsel 

uyumun kalbi olan varyasyonların oluĢumunda büyük öneme sahiptir. Birçok insanın 

hemoglobinindeki amino asitlerin incelenmesiyle beta zinciri içerisindeki 146 amino 

asidin ve alfa zinciri içerisindeki 141 amino asidin her birinin değiĢebildiği 

gösterilmiĢtir. Bu değiĢiklikler hemoglobini daha etkin veya daha az etkin yapamaz. 

Fakat meydana gelen varyasyonları ilerideki bir değiĢikliğe uyum yapacak yeteneği 

kazandırabilir. Örneğin hava kirlenmesine bu Ģekilde bir uyum yapılabilir (Demirsoy 

1988). 

Sessiz (Slient) Mutasyonlar 

DNA baz dizisinde meydana gelen bir baĢkalaĢım mRNA kodonunda değiĢikliğe neden 

olur fakat değiĢen kodon da aynı aminoasiti kodladığından protein dizisinde bir 

değiĢiklik meydana gelmez. Örneğin, AGA kodonu AGG olarak değiĢmesine rağmen 

her iki kodon da arginin‘i kodlamaktadır (Int. Kyn. 3). 
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Çerçeve Kayması (frameshift) Mutasyonları 

DNA molekülüne fazladan bir veya daha fazla baz çiftinin girmesi ya da çıkmasıyla 

oluĢan mutasyonlara çerçeve kayması mutasyonları ismi verilir. Bu mutasyonlarda bir 

veya daha fazla baz çiftinin ilavesine insersiyon (addition), ayrılmasına ise delesyon 

ismi verilir. Bu durum ise okunan çerçevenin translasyonunu değiĢtirir. Böylece 

translasyon sırasında tRNA‘ların tanıdığı üçlü baz dizileri değiĢir. Çerçeve kayması 

mutasyonları, replikasyon, onarım veya rekombinasyon sırasında DNA‘da oluĢan 

boĢluklarda ortaya çıkar. Bu iĢlemler sırasında bir zincirin diğerine göre kayması ve 

uygun olmayan bir tarzda baz eĢleĢme olasılığı vardır (Bahçeci 2002, Ates 2002). 

2.3. Mutajenik ve Kanserojenik Maddelerin Saptanması 

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. Kansere neden olan ajanlar ise 

kanserojen olarak ifade edilir ve bunlar da mutajendir. (Bağcı 1985). Kanser, belirli 

genlerde bir takım etkilerle oluĢan mutasyonlar sonucu veya gen ifadesinin miktarında 

ve zamanlamasında meydana gelen değiĢikliklerle ortaya çıkan hücresel seviyedeki 

genetik bir bozukluktur. Bu bozukluk neticesinde hücre döngüsünün bozularak sürekli 

olarak yeni kanser hücrelerinin meydana gelmesi ve yok edilememesi ile karakterize bir 

hastalıktır (Cumming and Klug 2002). 

Karsinojenlerin araĢtırılmasında mutajenitenin temel teĢkil etmesinin iki önemli nedeni 

vardır: 

1- Genetik kodun ve genetik sistemin evrensel oluĢu. 

2- Karsinojenite ile mutajenite arasındaki korelasyonun yüksek oluĢu (de Serres 1976, 

Ramel and Rannug 1980). 

Genellikle doğrudan veya metabolize edildikten sonra karsinojenik etki gösteren tüm 

maddelerin, aynı zamanda mutajenik etki gösterecekleri kabul edilmektedir. Tüm 

mutajenik maddelerin karsinojenik etki göstermeleri beklentisi ise bazen 

gerçekleĢmemektedir. Bakteriyel test sistemlerinde mutajen olduğu saptanan birçok 

bileĢiğin aynı zamanda karsinojen olup olmadığı 300 kimyasal madde kullanılarak, 

Salmonella/mikrozom test sistemi ile Mc Cann vd. (1976), tarafından arastırılmıĢ; 
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karsinojen etki gösteren bilesiklerin % 90‘ının mutajenik, karsinojen olmayan 

bilesiklerin % 87‘sinin de mutajenik etki göstermediği bulunmuĢtur. 

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970‘ lerden beri kullanılmaktadır ve 

günümüze kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini 

ölçebilmek için birçok genotoksisite testi geliĢtirilmiĢtir (Bedir et al. 2004).  

Fazla sayıda kalifiye iĢ gücü gerektirmeleri, besinlerdeki doğal kimyasal maddelerle su 

ve hava kirleticileri gibi kompleks bileĢiklerin testine uygun olmamaları ve kullanılan 

hayvan sayısının azlığı nedeniyle, test duyarlılığının düĢük oluĢu gibi 

dezavantajlarından dolayı kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyellerini ölçebilmek 

için, canlı hayvan deneyleri yerine birçok in vitro test sistemi geliĢtirilmiĢtir. Kısa 

zamanlı testler (short-term tests) diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin belirli 

genetik sistemlerde belirli sonuçlar verip vermedikleri ölçülmekte ve elde edilen 

sonuçlarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasında iliĢki kurulmaktadır (Asal 

1983 ve Bağcı 1985). 

2.4.Mutajenite Testleri 

Zaman açısından en pratik ve hızlı cevap veren test sistemleri genellikle bakteriyel 

testlerdir. Bu testlerin tercih edilme nedeni; bakterilerin kolayca sağlanabilen vasatlarda 

hızlı üremeleri, üretim maliyetlerinin düĢük olması ve uygulama kolaylıkları sunmasıdır 

(Hofnung and Quillardet 1986). Bakteriyel test sistemlerinin kullanım amaçlarından 

bazılarını söyle sıralayabiliriz: 

• Çesitli kimyasalların potansiyel karsinojenitelerinin incelenmesinde, 

• Kompleks karıĢımlardan, biyolojik olarak etkin bileĢiklerin belirlenmesinde, 

• Prokarsinojenlerin öncül ya da son metabolitlerinin saptanmasında, 

• Vücut sıvılarının ve atıklarının test edilmesiyle insanların mutajen ve karsinojenlere 

maruz kalma düzeylerinin izlenmesinde, 

• Kimyasalların mutajenik etki mekanizmaları üzerine yapılan çalısmalarda, 

• Konakçılar üzerinde yapılan deneylerde, 

•  Karsinojen ve mutajenlerin neden olduğu özgül DNA hasarlarının tiplerini saptamada 

bakteriyel test sistemleri kullanılmaktadır (Öksüzoğlu 2000). 
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Mutajenleri tanımlamakta kullanılan test sistemlerinin her biri farklı bir mutasyonu 

gösterdiği için değiĢik test sistemleri geliĢtirilmiĢtir. Mutajen/kanserojen maddelerin 

saptanmasında kullanılan kısa zamanlı testlerden bazıları çizelge 1.1.‘de gösterilmiĢtir. 

Çizelge 2.1. Kimyasal mutajen/kanserojen maddelerin saptanmasında kullanılan kısa zamanlı 

testlerden bazıları (Bağcı 1985). 

Test 
Ġzlenen Genetiksel 

Biyokimyasal Yollar 

 

Metabolik aktivasyon 

 

Literatür 

 

Salmonella typhimurium 

 
Histidin okzotrofları 

 

Post- mitokondriyal karaciğer 

fonksiyonları 

(S9, mikrozomlar ) 

Ames vd. 1973a, Maron 

and Ames 1983. 

Escherichia coli 
 

Arginin-triptofan okzotrofları 

 
Profaj indüksiyonu 

 

 
Onarım eksikliği olan suĢların 

büyümelerinin inhibisyonu 

 
SOS cevabı 

 

 
 

 
 

 

 
 

Sıçan karaciğer hücreleri 

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 onarımı hatalı suĢlar 

 

_ Kada and Hirano 1980 

Neurospora crassa 
 

Adenin okzotrofları 
 

_ Brockman 1984 
 

Çin hamsteri ovaryum ve 

akciğer hücreleri 

 

HGPRT 

(Hipoksantinguanin 

fosforiboziltransferaz) 

lokusunda mutasyonlar 

 

_ 

Beaudet 1973 

 

Fare karaciğeri epitel 
hücreleri 

 

8-Azaguanine dirençlilik 

 

_ 
Vogel and Sobels 1976 

 

Drosophila melanogaster 
 

Kromozomal hatalar 
 

_ Vogel and Sobels 1976 
 

Suriye hamsteri embriyo 

hücreleri 
 

Morfolojik transformasyonlar 

 

_ 
Pienta et al. 1977 

 

Çin hamsteri hücreleri 

 

KardeĢ kromatid değiĢimi _ Perry and Evans 1975 

 

 Ġnsan periferal kan 
lenfositleri testi 

Kromozomal hatalar 
 

_ Preston et al. 1981 

 

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

Bu test tekniğinde mutasyon sonucu kromozomda oluĢmuĢ olan kromatite 

dislokasyonlar olmadan oluĢan akromatid lezyonlar, kırıklar, yer değiĢtirmeler ve 

fragmentler sayılır (Rıbas et al. 1996).  
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2.4.2. KardeĢ Kromatid DeğiĢimi (SCE) Yöntemi 

DNA‘da bir kırılma meydana geldiğinde DNA‘nın kendi onarım mekanizması 

çalıĢmaya baĢlar. Bazen bu onarım sürecinde, bir kromozomda bulunan iki karĢılıklı 

kromatidlerin (sister chromatids) eĢ parçaları yer değiĢtirir. Özel boyama teknikleriyle 

bu kromatidlerin biri daha koyu, diğeri daha açık boyanarak tam olarak meydana gelen 

yer değiĢiklik saptanabilir. Böylece, SCE tehlikeli maddelere maruz kalan hücreler için 

duyarlı bir indikatör olarak iĢ görür. SCE testi, toksik madde-DNA etkileĢimini açığa 

çıkarmadaki duyarlılığı ve genotoksik kimyasalların kültüre edilmiĢ ya da muamele 

edilmiĢ hayvanlardan alınan hücre örneklerinde SCE sayısını önemli ölçüde arttırması 

sebebi ile bireysel olarak maruz kalınan genotoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde 

yarattığı DNA hasarını belirleyen bir test tekniğidir (Ayaz 2001). Antimikrobiyal ilaç 

olarak kullanılan Trimethoprim‘in insan lenfosit kültürlerinde SCE sıklığını arttırdığı 

bildirilmiĢtir (Rıbas et al. 1996). 

2.4.3. Mikronukleus (MN) Testi 

Mikronukleus hücre bölünmesi sırasında; kromozom, kromozom parçası, kromozom ve 

kromatid tipi kırıklardan oluĢabileceği gibi asentrik fragmentlerden de meydana 

gelebilir. Mikronukleus; mitotik bölünme sırasında serbest kalan kromozom fragmenti 

veya serbest kalan kromozomların ortamda varlığını sürdürmesidir. Bunlar bir 

nükleoplazma ile sarılarak sitoplazma içersinde ana nükleusun yanında yer alan bir 

nüklear materyaldir. Mikronukleus oluĢumunun temelini DNA hasarı oluĢturur. DNA 

hasarı; oksidasyon sonucu serbest oksijen radikallerinin oluĢumu, DNA metilasyonunun 

normalden az ya da fazla olması, organizmanın çeĢitli mutajenik ve karsinojenik 

ajanlara maruz kalması vb. nedenler sayılabilir (Abou-Eısha et al 1999). 

 

DNA değiĢimlerine neden olan etkenler incelenirken, bunların DNA‘da ne gibi 

değiĢimlere yol açtığını belirtmek ve analiz edebilmek için laboratuvar tekniklerine 

gerek duyulmuĢtur. DNA düzeyindeki incelemeyi sağlayabilen bu teknik mikronukleus 

testidir. Tekniğin basit oluĢu, kısa zamanda sonuca ulaĢılması ve DNA harabiyeti 

konusunda güvenilir bilgi vermesi önem taĢımaktadır. Mikronukleus tekniği, insan 

periferik kan lökositlerinde, daha sonra kemik iliğinde ve yanak mukoza hücresinde 
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kimyasal ajanların genotoksik etkilerinin değerlendirilmesinde kullanılmıĢtır (Fenech 

2000). 

2.4.4. UDS Yöntemi 

‗ProgramlanmamıĢ DNA sentezi‘ testi olarak adlandırılır. Bu yöntemin prensibi, primer 

rat hepatositlerinde DNA tamirinin uyarılmasına dayanmaktadır. UV ile pozitif kontrol 

deneyleri yapılıp otoradyografik olarak değerlendirilmektedir (Norppo et al. 2003, 

Trosko 1997). 

2.4.5. Comet Yöntemi 

Bu yöntemde ise hücreler metefaz safhasında incelenerek kromozom hatalarının ortaya 

çıkarıldığı sitogenetik bir yöntemdir (Norppo et al. 2003, Trosko 1997). 

2.4.6. S.O.S Kromotest 

Temeli, E.coli’de hasarlı DNA da S.O.S. cevabının uyarılması yöneliktir. E.coli‘de 

S.O.S. sisteminin genel reseptörleri ile gen kontrol edildiğinden dolayı S.O.S. 

kromotest, DNA hasarlarını tespit etme olanağı sağlar (Kasamatu et al. 1996). 

2.4.7. Transformasyon Yöntemi 

Bu yöntemde, M2-C3H fare fibroblast hücrelerinde malignant transformasyonun 

uyarılmasıyla kimyasal maddelerin mutajenik ve tümorojenik etkileri ölçülür. 

Kanserojenik maddelerin tespiti için daha uygun bir testtir (Wyszynska 1991). 

2.4.8. Ames/Salmonella / Mikrosom Test Yöntemi 

Ames testi, 1970‘lerin baĢında Bruce Ames tarafından geliĢtirilen ve daha sonra yaygın 

olarak kullanım alanı bulmuĢ olan kısa zamanlı, bir geri mutasyon testidir (Maron and 

Ames 1983). Salmonella/Mikrozom testi bakteriyel mutasyon testleri içinde mutajen-

karsinojen etkisi en iyi bilinen ve karakterilize edilen geçerliliği, uygulama kolaylığı ve 

hassaslığı nedeniyle en fazla kabul görerek tercih edilen ve günümüzde de sıklıkla 

kullanılan bir yöntemdir (Gathouse et al. 1998).  
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Bu testin temeli, yapay mutasyonla oluĢturulmuĢ olan Salmonella typhimurium‘un 

histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmiĢ (his-) olan suĢlarının test bileĢeni ile 

muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon geçirip his+ haline dönüĢmesi esasına dayanır 

(Ames 1973a). Genel mutajenite testleri için en çok kullanılan test suĢları; TA 98, TA 

100, TA 102, TA 1535 ve TA 1538‘dir. Her bir test suĢu histidin operonunda değiĢik 

tipte mutasyonlar içermektedir (Maron and Ames 1983).  

Ames testinde kullanılan suĢlar ve onların genetik özellikleri Çizelge 1.2‘de 

gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 2.2. Salmonella typhimurium  mutant suĢlarının genetik özellikleri (Öksüzoğlu 1997). 

 

Histidin gereksinimi kontrolü 

Her test suĢu, histidin operonunun değiĢik bölgelerinde çeĢitli mutasyonlar 

içermektedir. Bunlar, ya DNA‘daki tek bir bazın değiĢmesi ile ortaya çıkan baz 

değiĢimleri ya da bir bazın eklenmesi ya da çıkarılması ile kendini gösteren çerçeve 

kayması mutasyonlarıdır (Ames et al. 1973b). 

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

histidin biyosentezinin ilk enzimini kodlayan hisG geni üzerindedir. Bu mutasyon, 

histidin biyosentezinde rol alan ilk enzimi kodlayan gende lösin kodonu  yerine 

prolin kodonunun  gelmesine yol açar. His D3052 mutasyonu, S. typhimurium 

TA 1535 His G46 Rfa ∆uvrB - AT→GC transisyon 
Baz çifti değiĢimine 

neden olan mutajenler 

TA 1537 His C3076 Rfa ∆uvrB - C…...C yanına +1 
Çerçeve kaymasına 

neden olan mutajenler 

TA 1538 His D3052 Rfa ∆uvrB - 
CG……CG yanından -

1 

Çerçeve kaymasına 

neden olan mutajenler 

TA 98 His D3052 Rfa ∆uvrB + CG yanından -1 
Çerçeve kaymasına 

neden olan mutajenler 

TA 100 His G46 Rfa ∆uvrB + AT→CG transisyon 
Baz çifti değiĢimine 

neden olan mutajenler 

TA 97 His D6610 Rfa ∆uvrB + CCC yanına +4 
Çerçeve kaymasına 

neden olan mutajenler 

TA 102 
PAQ1 

His G428 ∆ his 
Rfa ∆uvrB - G Ochre AT 

Oksidantlar, X-

IĢınları, U.V., 

mitomisin C, 
bleomisin, H O ve 

kinonlar… 
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TA 1538 ve S. typhimurium TA 98 suĢlarında bulunur. His D
+
 geni histidinol 

dehidrogenaz enzimini kodlar. His D3052 mutasyonu (-1) çerçeve kayması Ģeklinde bir 

mutasyondur ve nükleotid eksikliği his D
- 
geni içinde 8 defa tekrarlanan  

bölgesindedir. Bu nedenle bu suĢ daha çok çerçeve kayması tipi mutasyonlara neden 

olan mutajenik/kanserojenik kimyasallar ile his
+
 hale dönüĢmektedir. 

UvrB mutasyonu kontrolü 

DNA onarım sisteminde kesip çıkarma görevini üstlenen enzimi kodlayan uvrB 

genindeki delesyon sonucu oluĢmuĢtur. uvrB mutasyonu, birçok mutajenin ortaya 

çıkarılmasında duyarlılığın artmasına neden olur. Ancak, teknik nedenlerden dolayı 

uvrB geninin kesilerek uzaklastırılması sırasında bu delesyon biotin genine kadar 

uzanmaktadır. Biotin geni ise vitamin H denilen biotinin sentezinden sorumludur. Bu 

nedenle bakteriler üreyebilmeleri için histidinin yanında biotine de gereksinim duyarlar 

(Ames et al. 1973b). 

Rfa mutasyonu kontrolü 

Bu mutasyon, bakteri hücre duvarının lipopolisakkarit (LPS) tabakasını kodlayan 

genlerde meydana gelir. Bu engelin kalkması, yani LPS kusurları mutajenin bakteri 

içerisine girmesini kolaylaĢtırarak, hücrenin daha duyarlı olmasına yol açmaktadır. Rfa 

mutantları, polisakkaritlerin sentezinden sorumlu bir enzim bakımından kusurludurlar. 

Bu nedenle de büyük moleküllere karĢı duyarlıdırlar. S. typhimurium‘un his- ve onarım 

sistemlerinde mutasyon taĢıyan test suĢlarından, LPS kusurlu türevler elde edilmiĢ bu 

Ģekilde de sistemin mutajenlere duyarlılığı arttırılmıĢtır (Ames et al. 1973b). 

R-faktörü 

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amacıyla S. typhimurium TA 1538 ve TA 

1535 suĢlarına, ampisiline dirençlilik geni taĢıyan pkM 101 R faktörü plazmidin 

eklenmesiyle S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suĢları elde edilmiĢtir (Ames et al. 

1973). Plazmid içeren suĢların, mutajenik olduğu gösterilmiĢ ajanlara karĢı cevapları, 

plazmid içermeyen suĢlara göre oldukça yükselmiĢtir. Plazmid içeren yeni suĢlar, 

orjinal suĢlarla zayıf ya da mutajen olmayan ajanlara karĢı net bir pozitif cevap 
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vermiĢlerdir. pkM 101 plazmidi bu suĢların daha duyarlı olmasından sorumlu olan hata 

oranı yüksek onarım sistemi ile bağlantılı gen ürünleri içermektedir (Levin et al. 1982).  

Bu plazmid, DNA‘nın kesme-çıkarma yoluyla onarım mekanizmasının aktivasyonuna 

ve dolayısıyla spontan mutasyonların ve kimyasalların neden olduğu mutasyonların 

artmasına neden olur ( BarıĢ 2007). 

Bunların dıĢında son olarak Salmonella/mikrozom test sistemine daha sonra rat 

karaciğeri 9000xg süpernatantını ve kofaktörleri içeren metabolik aktivasyon sistemi 

eklenerek memelilerdeki biotransformasyon olaylarının benzeri sağlanmaya 

çalıĢılmıĢtır. Önceki çalıĢmalarda mutajenik aktivite göstermeyen birçok 

prokarsinojenler, test sisteminin metabolik aktivasyonu içeren bu uygulaması ile pozitif 

sonuç vermiĢlerdir (Ames et al. 1973b). 



 

17 
 

3. MATERYAL ve METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Bitki Ekstraksiyonu Yöntemi 

Ekstraksiyon iĢleminin en uygun Ģartlarda ve istenilen en yüksek verimle 

gerçekleĢtirilebilmesi için dikkat edilmesi gereken birçok kriter bulunmaktadır. Bu 

ölçütlerin en önemli olanları: sıcaklık, basınç, çözücü, parçacık büyüklüğü, süre, 

karıĢtırma hızı, karıĢtırıcı tipi ve nem olarak sayılabilir.  

 

Çözücü seçimi ekstraksiyon iĢlemlerindeki en önemli unsurdur. Çözücü seçiminde 

öncelikle ekstre edilecek olan maddeyi çözücünün tam olarak çözebilmesi aranan en 

önemli özelliktir. Çözünmesini istediğimiz madde polar bir yapıdaysa, ekstraksiyon için 

kullanılacak olan çözücünün de polar olması gerekir. Çünkü benzer benzeri çözer. 

Alyssum virgatum bitkileri Muratdağı (Afyonkarahisar) bölgesinden toplandıktan sonra 

Afyon Kocatepe Üniversitesi Biyoloji Bölümü Herbaryumunda taksonomik 

sınıflandırılması Doç. Dr. Mustafa Kargıoğlu tarafından yapılmıĢtır. Oda Ģartlarında 

kurutulmuĢ bitkilerin toprak üstü kısımları toz haline getirilmiĢtir. Çözücü olarak bu 

çalıĢmada distile su kullanılmıĢtır. Distile su ekstraksiyonu Sofowora (1999)‘ya göre 

yapılmıĢtır. Kapalı ĢiĢelere konulan toz halindeki 25‘er gramlık bitki örneklerine 250 ml 

distile su eklendikten sonra toz halindeki bitkiler 80°C‘de 30 dakika su banyosunda 

bekletilmiĢ ve daha sonra ekstreler 3000 rpm‘de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Elde 

edilen süpernatant kısım alınıp filtre kağıdından geçirilmiĢtir. En son elde edilen 

ekstrelerin çözücüleri, 45°C‘deki rotary cihazında vakumla uçurulmuĢtur. Hazırlanan 

100 g/L çözelti stok olarak kullanmıĢ ve deneylerde kullanılan çözeltiler deney 

esnasında bu stok çözeltiden taze olarak hazırlanmıĢtır. 

3.1.2. Salmonella typhimurium Test SuĢları 

Deneyde, Prof. Dr. Ames ve arkadaĢları tarafından, Salmonella typhimurium LT2 atasal 

suĢundan in vitro mutasyonlarla geliĢtirilmiĢ TA 98 ve TA 100 suĢları kullanılmıĢtır. Bu 

suĢlar Hacettepe Üniversitesinden Prof. Dr. Nuran Diril‘den sağlanmıĢtır. TA 98 suĢu 
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kodon kayması, TA 100 ise baz çifti dönüĢümü tipindeki mutasyonların saptanmasında 

kullanılmıĢlardır. 

3.1.3. Deneyde Kullanılan Ortamların Ġçerikleri ve Hazırlanmaları 

ÇalıĢmada kullanılan kimyasallardan nutrient broth no:2, Oxoid markalı olup diğer 

kimyasallar, magnezyum sülfat (MgSO4.7H2O), sitrikasit monohidrat, potasyum fosfat 

(K2HPO4), sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H2O), D-Biyotin, L-Histidin-

HCl, ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit, kristal viyole, glikoz, agar, NaCl, sodyum 

azid, 2-aminoantrasen, 4-NPD, 2-aminofluoren, potasyum klorür, magnezyum klorür, 

sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, -NADP, glikoz-6-fosfat ve S9 

fraksiyonu Sigma‘dan alınmıĢtır. 

Vogel-Bonner-E Ortamı (50XVB tuzları) 

Kullanım: MGA ve HBA (master) plakları  

       1000 ml için 

Magnezyum sülfat (MgSO4.7H2O)    10 g 

Sitrikasit monohidrat     100 g 

Potasyum fosfat (K2HPO4)    500 g 

Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H2O) 175 g 

Distile su (45 C)     670 ml 

Temiz bir erlen içine dH2O konularak ısıtıldı. Kaynama seviyesine gelmeden 

yukarıdaki maddeler sırayla sıcak suyun içine eklendi. Kristallenmeyi önlemek için bir 

madde iyice çözünmeden diğeri eklenmemelidir. Toplam hacim 1000 ml‘ye tamamlanıp 

otoklavda 121 C‘de 20 dakika sterilize edildi. 

(0.5 mM) Histidin/Biyotin Solüsyonu 

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

       250 ml için 

D-Biyotin (F.W. 247,3)    30,9 mg 

L-Histidin-HCl (F.W. 191,7)    24,0 mg 
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Distile su      250 ml 

Biyotin suyun kaynama noktasına kadar ısıtılarak çözüldü ve daha sonra histidin ilave 

edilerek otoklavda 121 C‘de 20 dakika sterilize edildi. +4 C‘de saklandı. 

(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Solüsyonu 

Kullanım: SuĢların ampisiline dirençlilik özelliğinin kontrolü ve R-faktör plazmidi 

taĢıyan suĢların master plakları 

 

100 ml için 

Ampisilin trihidrat      0,8 g 

0.02 N Sodyum hidroksit    100 ml 

Ampisilin trihidrat, 0.02 N NaOH içinde çözüldü ve sterilizasyon için 0.22 m  çaplı 

filtreden geçirildi ve +4 C‘de saklandı. 

(%1) Kristal viyole Solüsyonu 

Kullanım: SuĢların kristal viyoleye duyarlılıkları, dolayısıyla rfa mutasyonunu taĢıyıp 

taĢımadıklarının kontrolü 

       100 ml için 

Kristal viyole      0,1 g 

Distile su      100 ml 

Kristal viyole ve distile su karıĢtırıldı ve solüsyon ıĢık geçirmeyen bir kaba konup 

+4 C‘de saklandı. 

(% 0.13) Biyotin Çözeltisi  

Kullanım: Genotip kontrolü ve HBA plakları hazırlanması 

       50 ml için 

D-biyotin       0.65 mg 

Distile su      50 ml 
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Biyotin suyun kaynama noktasına kadar ısıtılarak çözüldü ve otoklavda 121 C‘de 20 

dakika sterilize edildi. 

(% 0.5) Histidin Çözeltisi 

Kullanım: Genotip kontrolü ve HBA plakları hazırlanması 

       400 ml için 

L-Histidin-HCl (F.W. 191,7)       2 g 

Distile su      400 ml 

Maddeler yukarıda yazıldıkları sıra ile su içinde çözüldü ve otoklavda 121 C‘de 20 

dakika sterilize edildi. 

(%20) Glukoz Çözeltisi 

Kullanım: MGA ve HBA plakları hazırlanması  

       100 ml için 

Glikoz        20 g 

Distile su      100 ml 

Glukoz distile su içinde çözülerek otoklavda 110 C‘de 15 dakika sterilize edildi ve 0–

4 C‘de saklandı. 

(2 g/ l) 2-aminofluorene (2AF) 

Kullanım: Pozitif kontrol 

1.0 mg/petri baĢına olmak üzere dimetilsülfoksitde (DMSO) çözülerek kullanıldı. TA 

98 suĢu için S9 fraksiyonu varlığında kullanılan kimyasaldır. 0–4 C‘de saklandı. 

(2 g/ l) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD) 

Kullanım: Pozitif kontrol 

200 g/petri olmak üzere DMSO‘da çözülerek kullanıldı. TA 98 suĢu için S9 fraksiyonu 

gerektirmeyen kimyasaldır. Oda ısısında saklandı. 
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(0.15 M) KCl çözeltisi 

Kullanım: Mikrozom izolasyonu 

       1000 ml için 

KCl       11.275 g 

Distile su      1000 ml 

KCl, bir miktar distile suda çözüldü ve toplam hacim 1000 ml‘ye tamamlanarak 

otoklavda sterilize edildi ve 0–4 C‘de saklandı. 

Top agar  

Kullanım: Mutasyon deneyi  

       1000 ml için 

Agar            6 g 

NaCl            5 g 

Distile su      1000 ml 

Agar-su ve tuz manyetik karıĢtırıcıda ısıtılarak ve karıĢtırılarak çözüldü ve otoklavda 

121 C‘de 20 dakika sterilize edildi. 

Histidin/Biyotin plakları (HB Agar) 

Kullanım: Histidin gereksinim deneyi 

       1000 ml için 

Agar        15 g 

% 20 glukoz       50 ml 

Histidin HCl. H2O      10 ml 

0.5 mM Biyotin       6 ml 

50XVB       20 ml 

Distile su      914 ml 

Agar ve su karıĢtırıldıktan sonra otoklavlanarak sterilize edildi. 45 C‘ye soğutulup % 20 

glikoz, 50XVB tuzları ve histidin çözeltisi eklendi, solüsyon biraz daha soğuduktan 

sonra biyotin eklendi, karıĢtırılıp petri kutularına 30 ml olarak dağıtıldı. 
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Histidin/Biyotin/Ampisilin plakları (HBA Agar)  

Kullanım: Ampisiline dirençlilik testi ve master plak hazırlanması 

       1000 ml için 

Agar         15 g 

Distile su      910 ml 

50XVB tuzları      20 ml 

% 20 glukoz       50 ml 

Histidin HCl.H2O      10 ml 

0.5 mM Biyotin        6 ml 

(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin            3.15 ml 

Agar ve su otoklavlandı, 45 C‘ye soğutulup % 20 glikoz, 50XVB tuzları ve histidin bu 

sıcak solüsyona eklenip karıĢtırıldı ve biraz daha soğuyunca biyotin ve ampisilin 

eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarıldı. Bu plaklarda bakteriler 4 C‘de 2 ay 

saklanabilir. 

Minimal Glukoz Agar Plakları (MGA) 

Kullanım: Mutajenite deneyi 

       1000 ml için 

Agar         15 g 

Distile su      930 ml 

50X VB       20 ml 

% 20 glukoz       50 ml 

Agar ve su 1 litrelik kapta karıĢtırılıp çözüldü ve otoklavlanarak sterilize edildi, 45 C‘ye 

soğutulup % 20 glikoz ve 50X VB tuzları eklenir ve besiyeri çalkalanarak karıĢtırılır. 

Daha sonra besiyeri, petri kutularına 30 ml olarak aktarıldı. 

Nutrient agar plakları (NA) 

Kullanım: Gecelik kültürün ml‘sindeki bakteri sayısını belirleme ve genotip kontrolü 

a. Kristal viyole   b. UV duyarlılığı 



 

23 
 

       1000 ml için 

Oxoid nutrient broth no:2       25 g 

Agar          15 g 

Distile su      1000 ml 

Agar, broth ve su 2 litrelik kapta karıĢtırılıp otoklavlandı ve petri kutularına 30 ml 

olacak Ģekilde aktarıldı. 

Nutrient Broth Sıvı Kültür Ortamı (NB) 

Kullanım: Bakterilerin gecelik kültürde büyütülmeleri 

        

200 ml için 

Oxoid nutrient broth no:2       5 g 

Distile su      200 ml 

Broth ve su karıĢtırılıp otoklavda 121 C‘de 20 dk sterilize edildi ve 4 C‘de saklandı. 

Tuz Çözeltisi (1.65 M KCl + 0.4 M MgCl2) 

Kullanım: Mutajenite deneyinde S9 karıĢımı 

       500 ml için 

Potasyum klorür (KCl)    61.5 g 

Magnezyum klorür     40.7 g 

Distile su      500 ml 

Maddeler distile suda çözüldü ve 121 C‘de 20 dk otoklavlanarak sterilize edildi ve 

4 C‘de ya da oda sıcaklığında saklandı. 

0.2 M Sodyum-fosfat tamponu (pH=7,4)  

Kullanım: Mutajenite deneyinde S9 karıĢımı 

       500 ml için 

0.2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.H2O) 13.82 g 

0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 14,2 g 
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Distile su      500 ml 

KarıĢım pH 7.4‘e ayarlandıktan sonra 121 C‘de 20 dk otoklavda sterilize edildi.  

M -NADP çözeltisi 

Kullanımı: Mutajenite deneyinde S9 karıĢımı 

        5 ml için 

—NADP (F.W. 765,4)     383 mg 

Steril distile su       10 ml 

Sterilizasyon 0.22 m delik çaplı filtrelerle yapıldı. 

M Glukoz–6-Fosfat çözeltisi 

Kullanım: Mutajenite deneyi için S9 karıĢımı 

        10 ml için 

Glukoz–6-fosfat      2.82 g 

Steril distile su        10 ml 

Sterilizasyon 0.22 m delik çaplı filtrelerle yapıldı. 

S9 KarıĢımı (rat karaciğeri mikrozomal enzimleri + kofaktörler) 

Kullanım: Mutajenite deneyi 

        50 ml için 

Steril distile su      19.75 ml 

0.2 M fosfat tamponu pH=7,4        25 ml 

0.1 M -NADP            2 ml 

1 M Glukoz–6-fosfat       0.25 ml 

MgCl2-KCl tuz çözeltisi           1 ml 

Rat karaciğeri S9 fraksiyonu           2 ml 
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Maddeler yukarıdaki sıra ile daima buz içinde tutulan 100 lük erlene dikkatli bir Ģekilde 

konur. KarıĢım, her zaman taze olarak ve yeterince hazırlandı. Ġçerikler daima buz 

içinde tutuldu. 

3.1.4. Test Maddeleri (dozları ve hazırlanıĢı) 

Alyssum virgatum türü distile su ekstrelerinin 50 g/plak, 25 g/plak, 12.5 g/plak, 

6.25 g/plak ve 3.125 g/plak konsantrasyonları hazırlanmıĢtır. AMES testi 

çalıĢmasında bu dozlar kullanılmıĢtır. 

3.2. Metod 

ÇalıĢmamızda, Moran ve Ames‘in (1983) plak inkorporasyon metodu uygulanmıĢtır. 

Deneyler S9‘lu ve S9‘suz olarak iki grup halinde çalıĢılmıĢtır. Uygulanan her doz için 3 

plak kullanılmıĢ ve farklı zamanlarda iki bağımsız deney yapılmıĢtır. Ayrıca pozitif 

kontrol, negatif kontrol ve spontan kontroller de belirlenmiĢtir. ÇalıĢma Afyonkarahisar 

Kocatepe Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü‘nde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.2.1. Salmonella SuĢlarının Kültürlerinin ve Master Plaklarının Hazırlanması 

Bakteri kültürleri HBA plaklarına paralel ekimleri yapılarak 37 C‘de 48 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 48 saatin sonunda iyi izole olmuĢ bir koloni seçilip, 2 ml NB 

içerisinde süspanse edilerek bir gece (12–16 saat) 37 C‘de inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyondan sonra steril bir öze ile bir öze dolusu dolusu sıvı kültür alınıp HBA 

üzerine çizgi ekimi yapılmıĢtır. Plaklar 37 C‘de 48 saat inkübasyona bırakıldıktan 

sonra 4 C‘de saklanmıĢtır. Bu Ģekilde hazırlanan plaklar 2 ay süresince yeniden kültür 

hazırlamak için kullanılmıĢtır. 

3.2.2. Salmonella SuĢlarının Stoklanması ve Stok Kültürlerin Açılması 

Test suĢlarının canlılığını ve mutant özelliklerini uzun süre koruyabilmesi için 

stoklanması gerekir. Genetik kontrolleri yapılarak HBA‘da üremiĢ olan Salmonella 

suĢlarından iyi izole olmuĢ bir koloni öze ile alınarak alınarak 2 ml NB içinde 37 °C‘de 

16 saat inkübe edilmiĢtir. Bu sürenin sonunda steril ependorf tüplerinin içerisine 1 ml 

bakteri kültürü ve 90 µl DMSO ilave edilmiĢ sonra da kapakları sıkıca kapatılarak sıvı 

azot içerisine daldırılıp çıkartılmıĢ ve böylece Ģok donmaları sağlanmıĢtır. ġok 
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dondurulan kültürler stok olarak kullanılmak üzere -80 °C‘ye kaldırılmıĢtır. Bu stok 

kültürler 1–2 yıl süre ile tazeliklerini korur. 

3.2.3. Salmonella SuĢlarının Kontrol Testlerinin Yapılması 

3.2.3.1. Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi 

Mutasyon testlerinde test maddesinin mutant suĢu atasal tipe döndürme gücü ölçüldüğü 

için, suĢun genotip bakımından mutant karakterlere sahip olup olmadığının kontrol 

edilmesi, testin güvenirliği açısından gereklidir. Bu nedenle, bakterilerin genotipleri 

çeĢitli testler ile kontrol edilmiĢtir. 

Histidin gereksinimi kontrolü 

Bakterilerin his- yapısından his+ yapısına geçiĢi MGA üzerine ekilmeleri sonucu ayırt 

edilmiĢtir. Bu kontrol için, bir gece NB içerisinde büyütülen kültürlerden steril öze ile 

alınan his- bakteriler MGA ve histidin/biyotin (HB) plaklarına çizgi ekim yapılmıĢ ve 

37 C‘de 48–72 saat inkübe edilmiĢtir. Süre sonunda HB plaklarında üreme gözlenirken 

MGA plaklarında üreme gözlenmemiĢtir.  

UvrB mutasyonu kontrolü 

Bu mutasyon ile bakterilerin ultraviyole (UV) ıĢınlarının neden olduğu replikasyon 

hatalarının düzeltilmesi için gerekli olan DNA onarım mekanizması engellenmiĢtir ve 

bu mutasyonun varlığı UV ıĢınlarına duyarlılık testiyle kanıtlanmıĢtır. Bu test için, 

NB‘de bir gece büyütülen bakteri kültüründen steril bir öze yardımıyla bir öze dolusu 

alınıp NA plağının tamamına paralel ekim yapılmıĢtır. Plağın yarısı plastik bir plaka ile 

kapatılıp 33 cm. yüksekten 8 sn süre ile 15 watt gücündeki UV lambasına maruz 

bırakılmıĢtır. Bu iĢlem sonucunda plaklar kapatılıp 37 C‘de 24 saat inkübe edilerek 

bakterilerin üreme durumlarına bakılmıĢtır. 

Rfa mutasyonu kontrolü 

Bu mutasyon bakteri hücre duvarının lipopolisakkarit yapısında oluĢturulmuĢ olup 

hücre duvarının geçirgenliği arttırılmıĢtır. Rfa mutasyonun varlığı kristal viyoleye 

duyarlılık testi ile tespit edilmiĢtir. Bu test için 45 C‘ deki su banyosunda tutulan 2 ml 
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top agara 0,1 ml. gecelik bakteri kültürü ilave edildikten sonra NA plaklarına karıĢımın 

homojen dağılması için 8 iĢareti yapılarak ekilmiĢtir. 10 dk. donması beklendikten sonra 

plağın ortasına 0.5 cm çaplı steril disk yerleĢtirilip diskin ortasına %0.1‘lik 10 µl kristal 

viyole damlatılmıĢtır. Disk boyayı emdikten sonra plaklar 37 C‘de 24 saat inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda disk çevresinde 14 mm‘lik üreme olmayan zon 

gözlenmiĢtir.  

R-faktör varlığı kontrolü 

Deneyde kullanılan her iki test suĢuda ampisiline dirençlilik geni içeren R-faktör taĢıyan 

pKM 101 plazmitini içermektedir. Bu plazmitin varlığı suĢların ampisiline 

dirençliliklerinin ölçülmesi ile tespit edilmiĢtir. Bu amaçla, NB içerisinde büyütülen 

bakteri kültürleri ampisilin (%0,8 Ampisilin/0.02 M NaOH) içeren HBA plaklarına 

çizgi Ģeklinde ekimleri yapılmıĢ ve daha sonra 37 C‘deki etüvde 24 saat inkübasyona 

bırakılımıĢtır. Ġnkübasyon süresi sonucunda plazmit içeren mutant bakterilerin 

ampisilinli ortamda büyüdükleri gözlenmiĢtir. 

Spontan olarak geriye dönüĢ sıklığının kontrolü 

Mutant bakteri suĢlarının kendiliğinden (spontan) his- fenotipinden his+ durumuna 

dönüĢmesi, belirli sınırlar içinde mümkündür. Bu sınırlar TA 98 için 20–50 

revertant/plak; TA 100 için 75–200 revertant/plaktır. Bu test için, 37 C‘deki etüvde 

110 rpm‘de NB‘de büyütülen bir gecelik kültürlerden 0,1 ml alınıp, 45 C‘deki su 

banyosunda tutulan 0.25 ml 0,5 M histidin-biyotin solüsyonu içeren 2,5 ml top agar 

üzerine ilave edilmiĢtir. Daha sonra test tüpü yavaĢça çalkalanarak MGA plaklarına 

yayılmıĢ ve 37 C‘deki etüvde 48–72 saat inkübe edilerek plaklarda üreyen koloniler 

sayılmıĢtır. Normal sınırlarda revertant sayı gösteren kültürler deneyde kullanılmıĢtır. 

3.2.4. Sıvı Kültürün ml’sindeki Bakteri Sayısının Belirlenmesi 

Deneyde kullanılan gecelik kültürün ml‘sinde bulunan bakteri sayısını belirlemek için 

HBA plaklarından iyi üremiĢ bir koloni öze yardımı ile alınarak 20 ml NB içerisine 

eklenmiĢtir. Daha sonra, kültür çalkalamalı inkübatörde 37 C‘ de 110 rpm‘ de 12–16 

saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda gecelik kültürden 100 l alınıp 20 

ml NB içerisine eklenerek taze kültürleri hazırlanarak 140 rpm‘de inkübe edilmiĢtir. 
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Ġnkübasyon sonunda taze kültürün %0,9 serum fizyolojik ile 100, 10–1, 10–2, 10–3, 10–

4, 10–5 ve 10–6 olacak Ģekilde sulandırmaları hazırlanmıĢtır. Bu seyreltmelerden NA 

plaklarına her bir konsantrasyondan 3 petri olacak Ģekilde 100 l‘ lik miktarlarda 

alınarak 45 C‘ deki su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar üzerine ilave edilmiĢtir. 

Daha sonra test tüpü çalkalanarak NA plaklarına 8 iĢareti yapılarak yavaĢça yayılmıĢ ve 

37 C‘ de 24 saat inkübe edilerek plaklarda üreyen koloniler sayılmıĢtır. 

3.2.5.Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanması 

Test bileĢenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanması Dean vd. (1985) göre yapılmıĢtır. 

Buna göre, 2 ml top agara TA100 suĢunun gecelik kültüründen 100 µl ve distile su 

içerisinde çözülmüĢ test bileĢiklerinin değiĢik konsantrasyonlarından 100 µl ilave 

edilerek NA plaklarına ekilmiĢtir. Plaklar 37 C‘de 24 saat inkübe edilmiĢ, 

inkübasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayısı belirlenmiĢ ve kontrol plakları 

ile karĢılaĢtırılarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmiĢtir. Her bir doz için 3 

plak kullanılmıĢtır. Deneme plaklarındaki koloni sayısı, kontrol plağındaki koloni 

sayısının yarısının altında olmamalıdır. 

3.2.6. S9 KarıĢımının Hazırlanması 

Salmonella/mikrozom test sistemi için standart S9 karıĢımı bileĢenleri 8 mM MgCl2, 33 

mM KCl, 5 mM glukoz–6-fosfat, 4 mM -NADP, 100 mM Na-fosfat pH:7,4 ve bu 

karıĢımın her ml‘si için 0.04 ml. deriĢimindeki S9 fraksiyonudur. KarıĢım daima her 

mutajenite deneyi için taze hazırlanmıĢ ve deney süresince buz içerisinde tutulmuĢtur. 

3.2.7. Ames Mutajenite Testinin YapılıĢı 

Deneydeki amacımız, daha önceden büyümesi için histidin amino asidine gereksinim 

duyan mutant oksotrofik suĢların, kullandığımız test maddeleri ile tekrar histidin 

sentezleyebilir hale dönüĢtürme gücünü ölçme temeline dayanmaktadır. Ayrıca test 

bileĢenlerinin etkilerinin metabolik aktivasyonları sonucunda değiĢip değiĢmediğini 

belirlemek amacı ile deneyler S9‘ lu ve S9‘suz olmak üzere iki grup halinde yapılmıĢtır. 
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3.2.7.1. S9’suz Deney 

Bu deneyde, 45 C‘lik su banyosunda tutulan ve içerisinde 0.25 ml histidin biyotin 

çözeltisi ilave edilmiĢ 2,5 ml‘lik top agara test maddelerinin değiĢik 

konsantrasyonlarından 100 µl ve 5 saatlik taze bakteri kültürlerinden 100 µl eklenmiĢtir. 

Tüpler düĢük hızdaki vorteks ile yavaĢça karıĢtırılırak daha önce 37 C‘de bekletilen 

MGA plaklar üzerine 8 iĢareti yapılarak karıĢımın homojen bir Ģekilde dağılması 

sağlanmıĢtır. 15 dakika agarın donması beklendikten sonra plaklar ters çevrilerek 37 

C‘lik etüvde 48–72 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresi sonunda 

petrilerdeki koloniler sayılmıĢtır. Deney TA98 ve TA 100 için her bir doz 3 ayrı plağa 

ekilmiĢtir. Bağımsız iki deney yapılmıĢ ve sonuçların aritmetik ortalamaları alınmıĢtır. 

Sonuçların değerlendirilebilmesi için deneylere paralel olarak spontan kontrol, solvent 

kontrol (distile su) ve pozitif (diagnostik) kontrol olarak TA 100 suĢu için 0,1 µg/µl 

sodyum azid (NaN3), TA 98 suĢu için ise 2 µg/µl 4-nitro-o-fenilendiamine (NPD) 

kullanılmıĢtır.  

3.2.7.2. S9’lu (+) Deney  

Bu deneyde, 45 C‘lik su banyosunda tutulan ve içerisinde 0.25 ml histidin biyotin 

çözeltisi ilave edilmiĢ 2,5 ml‘lik top agara test maddelerinin değiĢik 

konsantrasyonlarından 100 µl, 5 saatlik taze bakteri kültürlerinden 100 µl ve S9 

karıĢımından 0,5 ml eklenmiĢtir. Tüpler düĢük hızdaki vorteks ile yavaĢça karıĢtırılırak 

daha önce 37 C‘de bekletilen MGA plaklar üzerine 8 iĢareti yapılarak karıĢımın 

homojen bir Ģekilde dağılması sağlanmıĢtır. 15 dakika agarın donması beklendikten 

sonra plaklar ters çevrilerek 37 C‘lik etüvde 48–72 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon süresi sonunda petrilerdeki koloniler sayılmıĢtır. Deney TA98 ve TA 100 

için her bir doz 3 ayrı plağa ekilmiĢtir. Sonuçların değerlendirilebilmesi için deneylere 

paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol (distile su) ve pozitif (diagnostik) kontrol 

yapılmıĢtır. TA 100 suĢu için 0,05µg/µl 2-aminoanthracene (2-AA), TA 98 suĢu için 2 

µg/µl 2-aminofluorene (2AF) kullanılarak, pozitif mutajenik etki kontrolleri yapılmıĢtır. 

Deney her doz için 3 ayrı plak olarak uygulanmıĢ ve iki bağımsız deney yapılmıĢtır.  

Sonuçların değerlendirilmesi SPSS 15.0 Windows paket programında One-Way 

ANOVA Testi ile yapılmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

Bu çalıĢmada Afyonkarahisar ilinden toplanan Brassicaceae familyasına ait olan ve 

endemik bir tür olan Alyssum virgatum bitkisinin sulu ekstrelerinin mutajenik aktivitesi 

Salmonella typhimurium‘un TA 98 ve TA 100 mutant suĢları ile araĢtırılmıĢtır. AMES 

deneyine geçilmeden önce bitki ekstrelerinin toksik dozları belirlenmiĢtir. Toksik doz 

belirleme çalıĢmalarında 10000µg/plak, 5000µg/plak, 2500µg/plak, 1250µg/plak, 

625µg/plak, 312,5µg/plak dozlar kullanılmıĢ olup bu dozlardan sadece 10000µg/plak 

konsantrasyonunun toksik olduğu tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu sonuçlara göre AMES 

deneyinde toksik olan bu doz kullanılmamıĢtır. 

4.1. Genetik ĠĢaretlerin Kontrolü 

Bu çalıĢmada kullanılan standart test suĢlarından TA 100 suĢunun histidin gereksinimi 

(Sekil 4.1), TA 98 suĢunun histidin gereksinimi (Sekil 4.2), rfa mutasyonu (Sekil 4.3), 

uvrB mutasyonu (Sekil 4.4), R-faktör varlığı (Sekil 4.5) ve spontan olarak geriye dönen 

koloni sayısı (Sekil 4.6) bakımından genetik iĢaretlerinin kontrolü yapılmıĢtır. Yapılan 

genotip kontrolleri sonucunda TA 98 ve TA 100 suĢlarının genotiplerinde herhangi bir 

bozukluk görülmemiĢtir ve bu suĢların AMES testinde kullanılabilir olduğu 

görülmüĢtür. 
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ġekil 4.1. S. typhimurium TA 100 histidin gereksinimi kontrolü sonuçları  

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.2. S. typhimurium TA 98 histidin gereksinimi kontrolü sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.3. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suĢlarının rfa mutasyonu kontrolü sonuçları 
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ġekil 4.4. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suĢlarının uvrB mutasyon kontrolü sonuçları 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suĢlarının R-faktör mutasyonu kontrolü sonuçları 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

ġekil4.6. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suĢlarının spontan olarak geriye dönüĢ sıklığı 

kontrolü sonuçları 
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4.2. Spontan Olarak Geriye GönüĢ Sıklığının Kontrolü 

Mutant bakteri suĢlarının kendiliğinden (spontan) his- durumundan his+ durumuna 

dönüĢmesi, belirli sınırlar içinde mümkündür. Bu sınırlar TA 98 için 20–50 

revertant/plak; TA 100 için 75–200 revertant/plaktır. Yaptığımız çalıĢma sonucunda 

spontan olarak geriye dönüĢ sıklığı TA 98 suĢu için S9‘suz ortamda 26.83±2.9, S9 

varlığında 25.50±2.7 bulunmuĢken, TA 100 suĢu için sırasıyla 116±5.5 ve 147±6.9 

değerleri bulunmuĢtur. Elde ettiğimiz sonuçlar da her iki suĢ içinde bu değerlerin 

arasında çıkmıĢtır (ġekil 4.6). 

4.3. Sıvı Kültürün ml’sindeki Bakteri Sayısının Belirlenmesi 

Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suĢlarının kullanılarak yapıldığı mutajenite 

deneylerinde ml‘deki bakteri sayısının 1–2 x 109 ml/bakteri olması gerekmektedir. 

Yaptığımız deney sonucunda ml‘deki bakteri sayısı 1,2 x 109 ml/bakteri olarak 

belirlenmiĢ ve bu sayıda istenilen değerler arasında çıkmıĢtır. 

4.4. Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanması 

Mutajenite deneylerinde, denenecek kimyasal maddelerin toksik etkileri de 

belirlenmelidir. Eğer denenecek madde toksik etkiliyse, petriye ekilen hücrelerden 

bazıları daha fazla bölünme göstermeden öleceklerdir. Bunun sonucunda his
-
 

mikrokolonilerin sayıları az, fakat boyutları daha büyük olacaktır. Bu nedenle mutajenik 

özelliği belirlenecek kimyasal maddelerin toksik etkisi belirtilmelidir (McGregor et al. 

1984).  

Test bileĢenlerinin sitotoksik etkilerinin saptanması Dean vd. (1985) göre yapılmıĢtır. 

Toksik doz belirleme çalıĢmalarında 10000µg/plak, 5000µg/plak, 2500µg/plak, 

1250µg/plak, 625µg/plak, 312,5µg/plak dozlar kullanılmıĢ olup bu dozlardan sadece 

10000µg/plak konsantrasyonunun toksik olduğu tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu 

sonuçlara göre AMES deneyinde toksik olan bu doz kullanılmamıĢtır. 
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4.5. Ames Mutajenite Testinin YapılıĢı 

Revertant sayısındaki değiĢiklikler Salmonella typhimurium TA 98 için S9 fraksiyonu 

varlığında ve yokluğunda negatif kontrol grubuna göre artıĢ göstermiĢ olup bu değerler 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıĢtır. Her iki deneyde de test suĢlarının geriye 

dönüĢ sıklığını ve S9 karıĢımının etkisini doğrulamak için mutajenik etkileri bilinen 

pozitif kimyasal maddeler kullanılarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapılmıĢtır. TA 

98 suĢu için S9 fraksiyonu varlığında 2-aminofluorene ve S9 fraksiyonu yokluğunda 4-

nitro-o-fenilendiamine kullanıldığında revertant koloni sayısı artmıĢ ve bu artıĢlar 

istatistiksel açıdan kontrol grubuna göre anlamlı bulunmuĢtur. 

Salmonella typhimurium TA 100 suĢunda ise revertant sayısındaki değiĢiklikler S9 

fraksiyonu yokluğunda kontrol grubuna göre göstermiĢ olup bu değerler istatistiksel 

açıdan anlamlı bulunmamıĢtır. TA 100 suĢunda da suĢların geriye dönüĢ sıklığını ve S9 

karıĢımının etkisini doğrulamak için mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal 

maddeler kullanılarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapılmıĢtır. TA 100 için S9 

fraksiyonu varlığında 2-aminoanthracene ve S9 fraksiyonu yokluğunda pozitif mutajen 

olarak sodyum azid kullanıldığında revertant koloni sayısı her ikisinde de artmıĢ ve bu 

artıĢlar istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuĢtur. 

TA98 ve TA100 suĢları ile yapılan AMES testi sonuçları Çizelge 4.1‘de gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 4.1 TA98 ve TA100 suĢları ile yapılan AMES testi sonuçları. 

 

Test Maddeleri 

 

Dozlar 

(µg/plak) 

TA98 S9(-) TA98 S9(+) TA100 S9 (-) TA100 S9 (+) 

 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   

 

Alyssum 

virgatum Sulu 

Ekstreleri 

5000 26,8±1,3 33,8±2,86 85±3,67 330,4±3,58 

 2500  25±1,58 32,4±2,3 84,8±1,92 327,6±4,77 

 1250 20,8±2,59 33,4±1,82 76,8±2,17 327±4,36 

 625 24,2±2,05 30±2,74 73,2±1,3 309±9,87 

 312,5 26,4±1,34 30,4±1,95 83±2,45 321,8±2,17 

 
SA: Sodyum azid, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamine, 2-AA: 2-aminoanthracene, 2-AF: 2-aminofluorene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

36 
 

5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Ġlaç elde etmek, görsellik, tat, koku ve daha birçok özellikleri için kullanılan bitkilerin 

bilimsel olarak güvenilir olması gerekir. Ülkemiz endemik tür açısından oldukça 

zengindir. Bu bitki türlerinin tanınması, mutajenik, antimutajenik, toksik etkilerinin 

belirlenmesi oldukça önemlidir.  

ÇalıĢmamızda Alyssum virgatum bitkisinin sulu ekstrelerinin muhtemel mutajenik 

etkileri Ames (Salmonella/mikrozom) test yöntemi ile plak inkorporasyon yöntemi 

kullanılarak .metabolik aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz olarak araĢtırılmıĢtır.  

Öninkübasyon yönteminde mutajenik metobolitler küçük hacimli test suĢları ile daha iyi 

tepkime verirler fakat plak inkorporasyon yöntemi farklı araĢtırmacılar tarafından 

geliĢtirilmiĢtir ve daha fazla kimyasalın incelenmesine olanak sağlar (Mortelmans and 

Zeiger 2000).  

Bitkimizin ekstraksiyonunda çözücü olarak distile su kullanılmıĢtır. Aseton, 

dimetilsülfat, etil asetat, kloroform, etanol, metanol gibi birçok çözücü de bu tür 

çalıĢmalarda kullanılmaktadır. Ancak, çalıĢmamızda çözücü olarak en iyi çözücü su 

olduğundan bu amaç için distile su kullandık. Fakat, baĢka çözücüler de kullanılsaydı 

farklı sonuçlar ortaya çıkabilirdi. 

Salmonella/mikrozom test sisteminde mutasyon, ortamdaki histidin tüketiminden sonra 

agar üzerinde koloni oluĢturan histidin prototroflarının sayıları ile ölçülür. Histidin 

prototroflarının sayısı kimyasalların mutajenik potansiyellerinin gösterilmesinde en 

önemli kriter olmasına rağmen, bu sayı çeĢitli faktörler tarafından etkilenebilmektedir. 

Farklı laboratuvarlarda ya da aynı laboratuvarda farklı zamanlarda yapılan çalıĢmalarda, 

bu sayıyı aynı oranda bulmak çok zordur. Bu nedenle her mutant suĢ için, kendiliğinden 

geriye dönen koloni sayısı tek bir sayı olarak değil de, belirli bir aralıkta verilir. Birçok 

araĢtırmacı, kendiliğinden geriye dönen koloni sayılarına etki eden faktörleri belirlemek 

üzere çeĢitli çalıĢmalar yapmıĢlardır. Bu faktörler; minimal ortamın özelliği, Glukoz -6-

fosfat‘ın deriĢimi, -NADP ve fosfat tamponu deriĢimi, plaklara ekilen bakteri sayısı, 

plaklardaki minimal agarın hacmi, üst agarın yayılma Ģekli, etüvün nem oranı, üst 

agarın sıcaklığı, sıvı üreme ortamının hazırlanması, minimal agarın bileĢimi v.b. (Boath 

et al. 1980). 
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GeliĢmiĢ ülkelerde reçete ile satılan ilaçların yaklaĢık %25‘i bitkisel kökenli 

kimyasallardır (Principe 1991). Son yıllarda, geleneksel tıbbi bitkilerin mutajenik-

antimutajenik özelliklerinin belirlenmesinde araĢtırıcılar, esas olabilecek kısa zamanda 

sonuç verebilen ve düĢük maliyetli test sistemleri geliĢtirmiĢlerdir (Mortelmans and 

Zeiger 2000).  

Ames/Salmonella/mikrozom testinin bitki ekstrelerinin mutajenitelerinin 

belirlenmesinde kullanılabilirliği tespit edilmiĢtir. Helichrysum simillimum, 

Helichrysum herbaceum ve Helichrysum rugulosum bitkilerinin tümünden elde edilen 

metanol ekstreleri mutajenite göstermiĢtir. Bauhinia galpinii‘nin yaprak metanol 

ekstraktları ve Bauhinia galpinii, Clerodendrum myricoides, Datura stramonium, 

Millettia sutherlveii, Sutherlveia frutescens ve Buddleja saligna ‘nın diklorometan 

yaprak ekstraktları S9 varlığında antimutajenik özellikler göstermiĢtir. (Reid 2006). 

Brezilya‘da ilaç yapımında kullanılan 7 türün (Achyrocline satureoides, Iodina 

rhombifolia, Desmodium incanum, Baccharis anomala, Tibouchina asperior, Luehea 

divaricata, Maytenus ilicifolia) sulu ekstrelerinin Ames testiyle mutajeniteleri 

araĢtırılmıĢtır. Pozitif sonuçlar Achyrocline satureoides, Baccharis anomala ve Luehea 

divaricata‘da mikrozomal aktivasyon varlığında elde edilmiĢtir (Vargas vd. 1991). Bu 

çalıĢmamızda ülkemizde endemik olarak bulunan Alyssum virgatum sulu ekstrelerinin 

muhtemel mutajenik etkileri Ames testi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. Alyssum 

virgatum‘un toprak üstü distile su ekstrelerinde herhangi bir mutajenik etki 

görülmemiĢtir. Ancak bir test sistemi ile bu yargıya varmak yeterli değildir. Birkaç test 

sistemi denenmelidir. 

Brassicaceae familyasındaki Lepdium sativum‘un pestisitler üzerindeki antimutajenik 

etkisi TA 98 ve TA100 Salmonella typhimurium ĢuĢları ile metabolik aktivasyon 

olmadan test edilmiĢtir. Bu bitkinin ekstresinin Captan, Folpet, DDVP, Azinfosmetil, 

Bioresmethrin ve Trifluralin gibi mutajen maddelerin mutajenik etkilerini azalttığı 

görülmüĢtür. Önceden çeĢitli araĢtırmalarda Glutathione ve Cysteine gibi etken 

maddelerin antimutajenik özellikleri tartıĢılmıĢtır. Bitki özü bu gibi kimyasalların tespit 

etmek için test edilmiĢtir. Askorbik asit varlığı saptanmıĢtır (Erdem et al. 1997). 

Lepdium sativum ile aynı familyada bulunan Alyssum virgatum bitkisinin mutajenik ya 

da antimutajenik etkisi ile ilgili daha önce çalıĢılmamıĢtır. 
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Nitratlar sebzelerde ve suda doğal olarak bulunabilirler. Nitrat lahana, brokoli, 

karnabahar, havuç, kereviz, marul, turp, pancar ve ıspanak gibi sebzelerde yüksek 

miktarlarda bulunabilir ve günlük nitrat alımının % 86‘sı sebzelerden gelebilir. AĢırı 

nitrit ve nitrat kullanımıyla ilgili sağlık sorunları, methemoglobinemi ve karsinojenik 

nitrozaminlerin oluĢumu sonucu mide kanserleridir (Int. Kyn. 4). Alyssum cinsinin bazı 

türleri nikel metalini kuru yaprak biokütlesinin %3‘üne varan deriĢimlerde biriktirme 

özelliğine sahip olduğu için ekolojik değeri olan bitki grubudur (Kramer 1996). 

Brooks vd. (1979), Alyssum olarak tanımlanan 168 bitki türünün nikel için 

hiperakümülatör olup olmadığının anlaĢılması için Ni (nikel) içerikleri saptamıĢtır. Bu 

çalıĢmada 14‘ü Avrupa türü olmak üzere toplam 31 tane hiperakümülatör bitki 

saptamıĢlardır (1 g kuru ağırlıkta >1000μg). 

Özdemir ve Demir (2010)‘in yapmıĢ olduğu çalıĢmada Fındıkpınarı-Erdemli/ Mersin 

bölgesinde Ni için biyojeokimyasal anomalilerin incelenmesi amacıyla bölgede yetiĢen 

Alyssum bitki türlerinden A peltarioides, A. murale, A. Floribundum türleri saptanmıĢtır. 

Sonuç olarak A. murale bitki türünün yalnızca çiçeği biyojeokimyasal prospeksiyonda 

akümülatör bitki olarak, topraktaki nikeli doğrusal olarak bünyesine almaları nedeniyle 

çevresel monitör olarak kullanılabileceği sonucuna varılmıĢtır. Babaoğlu (2002)‘nun 

yapmıĢ olduğu çalıĢmada ise Alyssum cinsine ait türler toplam tohum proteinleri 

bakımından türler arası polimorfizm göstermiĢtir. Türlerin DNA‘sı ile yapılan 

çalıĢmada ise özellikle A. cyricum türünde büyük oranda tür içi polimorfizm tespit 

edimiĢtir. Yani türler arası farklılık ortaya komuĢtur. Alyssum türünün nikel absorblama 

oranlarının da göz önünde bulundurulması ile bu özelliğin genetik farklılıklarla 

iliĢkilendirilmesi mümkündür. 

Alyssum cinsinde görülen ağır metal biriktirme özelliği nedeniyle fazla miktarda ağır 

metal bulunduran bu cinsin üyeleri mutajenik ve sitotoksik etkiler gösterebilir. 

ÇalıĢmamızda, Alyssum virgatum bitki ekstreleri mutajenik etki göstermemiĢtir. Ayrıca 

bitki ekstreleri mutajenik kimyasallar ve çevresel faktörlere karĢı antimutajenik etki de 

gösterebilir. Ġleride yapılacak olan çalıĢmalarda bitkimizin mutajenik etki oluĢturan 

etmenlere karĢı antimutajenik özelliği araĢtırılmalıdır. 
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