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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ALYSSUM VIRGATUM NYAR. SULU EKSTRELERININ ANTISITOTOKSIK VE
ANTIMUTAJENIK OZELLIKLERININ ALLIUM VE AMES TESTI iLE
ARASTIRILMASI

Imren CALIK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

I. Damisman: Dog. Dr. Sait BULUT

1. Damisman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Bu arastirmada, Brassicaceae familyasina ait olan Alyssum virgatum Nyar. bitkisinin
toprak stii kistmlariin sulu ekstrelerinin (Av-eks) Allium cepa’nin kok uglari iizerine
antisitotoksik etkisi incelenmis olup, Salmonella/mikrozom test sistemi ile metabolik
aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda Salmonella typhimurium TA98 ve TA100

suslar1 izerine antimutajenik etkisi arastirilmistir.

Av-eks’in farkli siire ve konsantrasyonlarmin MMS’e kars1 kok biiylimesi, mitotik
indeks ve anafaz-telofaz kromozom aberasyonlar1 tizerine etkileri belirlenmistir. Allium
kok biliylime inhibisyonu testinde ECsy degeri yaklasik olarak 1,56 g/L olarak
bulunmustur. Antisitotoksisite testinde, distile su (negatif kontrol), MMS (pozitif



kontrol) ve 10 ppm MMS igeren Av-eks’in farkli konsantrasyonlari (0,5<ECsy ECsg Ve
2xECsp) 24, 48 ve 72 saat silireyle kullanilmistir. 10 ppm MMS igeren Av-eks
gruplarindaki konsantrasyonun artisiyla mitotik indekste Onemli bir yiikselme
gozlenmistir (p<0,05). Kromozom aberasyon calismalarinda ise anomali ylizdelerinin
pozitif kontrol grubuna gore azaldig1 tespit edilmistir. ig iplikleri bozulmalarinin sebep
oldugu kalgin kromozom aberasyonu, diger anomalilerden daha fazla tespit edilmistir.
Sonuglar, istatistiksel olarak SPSS programinda Duncan testi ile degerlendirilmistir. Av-
eks’in, A. cepa kok meristematik hiicrelerinde MMS varliginda antisitotoksik ve

antigenotoksik aktivite gosterdigini ortaya koymustur.

Av-eks, Salmonella typhimurium TA98 susu iizerinde S9 varliginda ve yoklugunda
strastyla 5000 pg/plak konsantrasyonunun % 21,92 ve % 20,02 inhibisyon oranlariyla
orta dereceli antimutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Salmonella typhimurium
TA100 susu tlizerinde S9 varliginda ve yoklugunda antimutajenik aktiviteye
rastlanmamustir. Sonuglar, istatistiksel olarak SPSS programinda Dunnett-t testi (2-
yonlii) ile degerlendirilmis ve 312,5 pg/plak disindaki konsantrasyonlar istatistiki

acidan anlamli bulunmustur.

2013, xii + 123 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alyssum virgatum, Ames, Allium, Brassicaceae



ABSTRACT
PhD Thesis

INVESTIGATION OF ANTICYTOTOXIC AND ANTIMUTAGENIC EFFECTS OF
AQUEOUS EXTRACTS OF ALYSSUM VIRGATUM NYAR. BY BOTH ALLIUM
AND AMES TESTS

Imren CALIK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Sciences

Department of Biology

I. Supervisor: Sait BULUT

I1. Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK

In this study, anticytotoxic effects of distilled water extract of Alyssum virgatum Nyar.
(Brassicaceae family) aerial parts (Av-ext) was determined on Allium cepa root
meristematic cells and antimutagenic effects on TA98 and TA100 Salmonella
typhimurium strains with and without metabolic activation was investigated by

Salmonella/microsome test system.
Effects of different concentrations and treatment periods of Av-ext on root growth,

mitotic index and anaphase-telophase chromosomal aberrations, against MMS were

determined. ECs value was found about 1.56 g/L in Allium root growth inhibition test.



In anticytotoxicity test, distilled water (negative control), MMS (positive control) and
different concentration of Av-ext (0.5xECsg, ECsp ve 2XECsp) including 10 ppm MMS
were used for 24, 48 and 72 hours treatment period. It was observed that mitotic index
was increased significantly parallel with to concentration rising in Av-ext groups
including 10 ppm MMS. In chromosome aberration study, percentages of anomallies
were decreased according to positive control group. Laggard chromosome aberrations
caused by mitotic spindle disruptions were determined more than the other anomalies.

The results were then evaluated by Duncan test in SPSS software for windows.

It was determined that 5000 pg/plate concentration of Av-ext, showed medium
antimutagenic activity on Salmonella tyhimurium TA98 strain with and without S9 by
the inhibition rates % 21.92 and % 20.02, respectively. Antimutagenic activity was not
found by Salmonella typhimurium TA2100 strain with and without S9. The results were
evaluated by Dunnett-t test (2-sided) on SPSS program and all of the used
concentrations, except 312.5 ug/plate concentration, were found to be statistically

significant.

2013, xii + 123 pages

Key Words: Alyssum virgatum, Ames, Allium, Brassicaceae



TESEKKUR

Bana bu konuda c¢alisma imkani sunan ve bu tezin hazirlanmasinda tiim laboratuvar
destegini saglayan bilimsel onderligi ile yolumu aydinlatan danisman hocam Sayin Prof.

Dr. Muhsin KONUK’a tesekkiir ederim.

Calisma konusunun se¢iminde bana fikir vererek beni destekleyen, laboratuvar
caligmalarim siiresince yardimlarint ve bilgilerini benden esirgemeyen, tezimin
tamamlanmasinda biiyiik emek sarf eden, ayn1 zamanda ¢alismalarim siiresince Onerileri
ile destek olan degerli hocalarim Ars. Grv. Dr. Dilek AKYIL ve Yrd. Dog. Dr. Yasin
EREN’e, deney sirasinda bana yardimei olan ve destegini bir an olsun esirgemeyen

arkadasim merhum Harun USTUNOGLU na sonsuz tesekkiilerimi sunarim.

Tez c¢alismalarim sirasinda her tiirlii sikintima ortak olan ve manevi desteklerini
esirgemeyen degerli hocalarrm Ars. Grv. Dr. Arzu OZKARA ve Ars. Grv. Dr. Feyza
ERDOGMUS’a ve sevgili arkadasim Hatice DERE’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Bugiine kadar beni her konuda destekleyip, bana giivenerek her zaman yanimda olan ve

hi¢cbir konuda fedakarliklarini esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekklirler.

Imren CALIK
AFYONKARAHISAR, 2013



ICINDEKILER DIZIiNi

Sayfa

OZET .ottt ettt bttt ettt ettt I
ABSTRACT ettt ettt bttt ii
ICINDEKILER DIZINI.....ccoiiiiiiiiiiiicicicce e s Vi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT ....ccccoooiiiiiiiccceececee e, viii
RESIMLER DIZINT ..ottt X
CIZELGELER DIZINT.....oiiiiiiiiieeeeeeeee et Xi
SEKILLER DIZINT ...coviviviicieceeeece ettt en sttt Xii
1. GIRIS ottt ettt ettt n e, 1
L1 TIBD1 BItKILET....eeiiiiciie et et 4
1.1.1 Tibbi Bitkilerin Tarihgesi ve ONemi ..........ccovevevevevecerreieeeeieeeieeseseseeeeesenees 4

1.2 Alyssum virgatum (Brassicaceae) Bitkisinin Yayilis Alanlar1 ve Ozellikleri ........ 7
1.3 Agir Metallerden NIKel..........oooveiiiiiiiiiicie s 12
1.4 Hiperakiimiilator Bitkiler ve Fitoremediasyon ..........c.cecvvviiieninieiicii e 15
1.5 Antimutajenite ve Tibbi Bitkilerin I¢erdigi Onemli Antimutajenik Bilesikler..... 20
1.5.1 POITENOIET ... 22
1.5.2 FIQVONOITIET ... 23
1.5.3 0-TOKOTEION ... 24
1.5.4 ASKOIDIK @SIT .....ocviiiiiiiiicic 24
1.5.5 KaroteNOIAIEr .........cociiiiiiiiiiiicic 25

1.6 Mutajenite ve Antimutajenite Arastirmalarinda Kullanilan Test Sistemleri ........ 26
1.6.1 Sitogenetik YONtemIler.........oceiiiiiiiiiiii i 28
1.6.2 Mikrobiyal YOntemIer.........coccooiiiiiiiiiiiiiiicice s 29

1.7 Bu Calismada Kullanilan Test SiStemIeri........cccccvveiiieiiiiiiiiiiesiiee e sciiee e 31
170 ATTTUM TESHE e 31
1.7.2 Ames Test (Salmonella/mikrozom test) .........ccccoveiiieiieiii i 34

2. MATERYAL VE METOD ..ottt 39
2.1 Bitki Ektresinin Hazirlanmast.......c.oooovveiiiieiiiieiiiie e 39
2.2 ATTHUM TESE ..ttt 39
2.2.1 ECsp Konsantrasyonunun Belirlenmesi..........cccoovviveieiieiieese e 39

Vi



2.2.2 Kromozom ADErasyon TeSH ......cccvevveiiiieiieic e 40

2.2.3 Preparatlarin Hazirlanmast........ccvevivieiiiiciiiie i 41
2.2.4 Mikroskobik CaliSma ..........ccccuiieiiiiiiee i e e 42
2.2.5 Verilerin Istatistiksel ANAlIZIETT ..........ocvurvevereeieceeieieieeeeeeeee s s, 42

2.3 AMES MULAJENTEE TSI ....veviiiiiiieiieee ettt 43
2.3.1 BItKI EKSIIESI ...c.ovviiiiiiccsee e 43
2.3.2 Salmonella typhimurium Test SUSIATT .....c.coveriiierieieee e 43
2.3.3 Deneyde Kullanilan Besiyerlerinin Igerikleri ve Hazirlanmalari................... 43
2.3.4 TSt MAAUEIET......ccviiiiieieiiee e 53
2.3.5 AMES DENEBYI ...ttt 54
2.3.6 Sonuclarin Degerlendirilmesi.........c.ceciiiiiieiiiieiiese e 60

S BULGULAR .ottt ettt b ettt et e e nbe et nneas 61
3.1 Allium Testine Ait BUIQUIAT ... 61
3.1.1 K6k Biiyiimesi Inhibisyonu TeSti..........ccvcveriieverceeriiceesieeeieseseseseesessenanes 61
3.1.2 Mitotik Indeks (MI) Uzering EtKileri.........coevevevivivceerererieeecreeeseeeeeeie s 63
3.1.3 Kromozom Aberasyon Calismalart..........c.ccoovveiiiiiieiiiiiiciie e 66

3.2 Ames Testing Ait BUIQUIAK ............coiiiiiicecc e 69
3.2.1 Genetik Isaretlerin KOntrolil............cocoeueveveeveeeessssseeese e, 69
3.2.2 Sitotoksik Dozlarin Belirlenmesi ..........cccoocvvriieiiiiiiciiieic e 72
3.2.3 Ames Deneyi Bulgulart.........ccccoviiiiiiiiiiiii 72

4. TARTISMA V€ SONUC ....ooiiiiiiiiiiiieitie sttt ettt 75
5. KAYNAKLAR L. ettt es 92
(0746 ) 1)1 1 15T 123

Vi



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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Litre
M Molar
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Kisaltmalar
ATP Adenozin trifosfat
pH Hidrojen potansiyeli
WHO Diinya saglik orgiitii
EPA Cevre koruma Orgiitii
Ni Nikel
ppm Milyonda bir parca
CHO Cin hamster ovaryum
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Ml Mitotik indeks
MMS Metil metan siilfonat
ECso Biiytimeyi engelleyici konsantrasyon
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HCI Hidroklorik asit

HBA Histidin/Biyotin/Ampisilin agar
MGA Minimal glukoz agar
ROS Reaktif oksijen tiirleri
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1. GIRIS

Bitkilerin tedavi amagli kullanimlar1 insanlik tarihinin ortaya ¢ikisina kadar
uzanmaktadir. Diinya iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi bitkiler ylizyillardir
kullanilmaktadir. Ulkemiz zengin florasiyla cok sayida tibbi bitkiyi biinyesinde
barindirmaktadir. Son yillarda alternatif tibbin 6nemli bir kismini olusturan bitki

ekstreleri lizerine yapilan ¢aligsmalara ilgi cok artmustir.

Bitkilerin mikroorganizmalar1 dldiiriicii ve insan sagligi i¢in onemli olan 6zellikleri
1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir (Vonderbank 1949, Digrak et
al. 1999). Diinya Saglik Orgiiti'niin (WHO) arastirmalarina gore tedavi amagh
kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir (Kalaycioglu ve Oner 1994).

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler bilimsel bir siizgecten gegirilerek
yeniden degerlendirilmis ve fitoterapi bir bilim dali haline gelmistir. Bu bilim dali
giderek gelismekte ve daha fazla énem kazanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
verileri, gelismekte olan ilkelerde insanlarin %80’inin bu terapi yoOntemlerini
kullandigin1 ve 3,3 milyar insanin da tibbi bitkilerden terapi araci olarak yararlandigin

ortaya koymustur (Celik ve Celik 2007).

Bitkiler hem geleneksel ilaglar hem de endiistrilesmis triinler olarak tipta yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Rovado et al. 2004). Antibiyotiklerin ve kimyasal igerikli gidalarin
kullanimindan kaynaklanan saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte bitkilerin,
gida katki maddesi olarak kullanimi i¢in arastirmalar yapilmaya baslanmistir (Wallace

2004).



Konunun bir bagka ve belki de en 6nemli yonii ise, baz1 sifali bitkilerin yan etkilere ve
hatta Oliimlere yol acabilecek zehirli maddeler icerdiklerinin bilincine geregince
varilamamis olmasidir (Qu et al. 1992, Chiang et al. 1997). Baz1 medikal bitkilerin asir1
terapatik avantajlar1 olmasina ragmen medikal bitkilerin bazi igerikleri potansiyel olarak
toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik olabilmektedir. (Gadano et al. 2006). Bu
nedenle, tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin de, konvansiyonel ilaglarda oldugu gibi
kalite, giivenlik ve etkinlik yoniinden test edilmeleri ve standardizasyonlarinin

yapilmasi gerekmektedir (Simaan 2009).

Cesitli hastaliklara kars1 koruyucu ve geriletici 6zelligi olan bitkisel metabolitler {izerine
birgok deneysel c¢alismalar yapilmakta, antimutajen ve antikarsinojenlerin 6nemi giin

gectikce daha fazla anlagilmaktadir (Karaker et al. 2000).

Kanseri de i¢ine alan cesitli hastaliklarin gelismesine karsi bitkisel metabolitlerin
koruyucu olabilecegini gosteren in vivo ve in vitro deneysel arastirmalardan ve
epidemiyolojiden elde edilen kanitlar; bu metabolitler lizerine antimutajenik ve

antigenotoksik ¢alismalarin biiyiik 6lgiide artmasini saglamistir (Abdullaev et al. 2003).

Glintimiizde, kanserin de dahil oldugu bircok Onemli hastaligin mutasyonlar ile
iliskilendirilmesi; mutasyonlarin ortaya ¢ikisi ve dnlenmesi lizerine yapilan ¢aligmalarin
onemli Ol¢iide artmasina neden olmustur. Bu baglamda sayisiz kimyasal bilesigi
sentezleme potansiyeline sahip olan bitkiler, mutajenite ve antimutajenite ¢alismalarinin

odagini olusturmaktadir (Loh et al. 2009).

Antimutajenlerin veya antikarsinojenlerin kanser etiyolojisiyle ilgili olan faktorlerle
miicadelede aktif rol oynadiklar1 bilinmektedir (Karaker et al. 2000). Bununla birlikte
antimutajenik ve antikarsinojenik ozellige sahip kimyasal bilesikleri arastirmak ve

kesfetmek, giinlimiizde insanlarda kanser riski ve mutasyon oranlarindaki artigin



beraberinde getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle de zorunlu hale gelmistir (Hartman

and Shankel 1990).

Bitkisel metabolitlerin antimutajenik aktivitelerinin belirlenmesinde, deney hayvanlari
kullanilarak yapilan in vivo ¢alismalar uzun siire ve yiiksek maliyet nedeniyle baslangic
asamasinda tercih edilen test sistemleri degildir (Iarc 1980). Bu nedenle arastiricilar,
antikarsinojenite taramalarina esas olabilecek kisa zamanda sonug verebilen ve diislik
maliyetli birgok kisa zamanli mutajenite test sistemleri gelistirmislerdir (Mortelmans

and Ziger 2000).

Ames-Salmonelle/mikrozom test sistemi kisa zamanli mutajenite test sistemlerinden biri
olup antimutajen/antikarsinojenlerin  veya tersine mutajen/karsinojenlerin tespit
edilmesinde siklikla kullanilan 6nemli bir tekniktir (Abdullaev et al. 2003).

Kimyasallarin sitotoksik aktiviteleri Allium cepa (Fiskesjo 1985, Smaka-Kincl et al.
1996, Rank et al. 2002, Marcano et al. 2004, Fatima et al. 2005, Patra et al. 2005),
Vicia faba (Cotelle et al. 1999), Arabidopsis thaliana (Menke et al. 2001) ve Hordeum
vulgare (Nicoloff and Kappas 1987) gibi farkli bitki sistemleri ile analiz edilmektedir.
Ozellikle Allium test, gesitli kimyasallarin sitotoksik ve/veya genotoksik etkilerinin
belirlenmesi igin siklikla kullanilmaktadir (Fiskesjo 1985, Smaka-Kincl et al. 1996,
Rank et al. 2002, Marcano et al. 2004, Fatima et al. 2005, Patra et al. 2005).

Bu ¢aligmada endemik bir bitki olan Alyssum virgatum’un antimutajenik aktiviteleri ile
ilgili herhangi bir literatiire rastlanmadigindan toprak {istii kisimlarinin distile su
ekstrelerinin antimutajenitesi Ames-Salmonella/mikrozom testi ile degerlendirilmis

olup, antigenotoksik etkileri de Allium test sistemi ile belirlenmeye ¢alisilmistir.



1.1 Tibbi Bitkiler

1.1.1 Tibbi Bitkilerin Tarihcesi ve Onemi

Bitkilerin tedavide kullanimlari insanlik tarihiyle birlikte baslamistir. Binlerce yil énce
insan, bitkilerin tedavi edici giiclinii tanimis ve saglikli yasayabilmek i¢in ondan
yararlanmistir. Bu kullanim bi¢imi etken madde olan dogal iiriinlinden ¢ok, bitkinin
kendisine veya degisik yollarla elde edilen 6ziitlerine dayanmaktadir (Faydaoglu ve

Stirticiioglu 2011).

Kokeni insanlik tarihinin ortaya ¢ikisina kadar uzanan bu gruplandirma igerisinde yer
alan bitkiler; modern tip ve eczacilik bilimleri ile oldugu kadar, komplementer
(tamamlayici) tip, alternatif tip ya da geleneksel tedavi uygulamalarini da igeren birgok
alan ile dogrudan iliskilidir (Hasani-Ranjbar et al. 2009, Mainardi et al. 2009). Bu
bitkilerin saglik uygulamalarinda genis kullanim alanina sahip olmalari, igerdikleri
kimyasal maddeler ile dogrudan iliskili olan biyolojik aktivitelerine baglidir (Hoareau
and DaSilva 1999, Baris 2004, Guarrera 2005, Abbasi et al. 2009, Davis and Perez
2009).

Tibbi bitkilerin kullanimina ait ilk kayitlardan biri M.O. 2600 yillarinda
Mezopotamya’da ¢omlekler iizerine yazilan ¢ivi yazilaridir. Tibbi bitki kullanimina
iliskin ilk kayitlardan bir digeri M.O. yaklasik 2600 yillarinda Misir’da ortaya
cikarilmistir. Bunun yani sira Misir’in bilinen en iyi farmasdtik madde kaydi M.O.
1500’li yillarda yazildigr sanilan ve ¢cogunlugunu bitkilerin olusturdugu 700 civarinda

recete iceren Ebers papiriisiidiir (Baytop 1984).

Bitkisel ila¢ kullaniminin gelismesine 6nemli katkilar saglayan Yunanl filozof ve doga
bilimcisi Theophrast M.O. yaklasik 300 yillarinda “History of Plants” adli kitapta

bitkilerin tibbi 06zelliklerini ele almis ve bu Ozelliklerin yetistirme esnasinda



karakteristik Ozelliklerinin degisme kabiliyetlerini kaydetmistir (Cragg and Newman
2005).

M.S. 20-79 yillar arasinda yasayan Dioscorides’in ‘’Materia Medica’’ adli kitab1 1500
yil kadar tedavi alaninda ve tedavi kitaplar1 yazarlarinca ana kaynak olarak
kullanilmistir. Dioscorides’in bu eseri 5 kitapdan ibaret olup, bu eserde 500 tibbi
bitkinin tarifi verilmekte ve tedavi &zellikleri anlatilmaktadir. Bunun yani1 sira Islam
diinyasinin tabii ilimler bilgini olan Ebu Reyhan Biruni “Kitab al-Saydala fi al T1ib” adl
kitabinda eczacilik, droglar ve droglarin muhtelif dillerdeki isimleri hakkinda bilgiler
vermistir. Yine Islam diinyasinin biiyiik filozofu ve hekimi olan Ibni Sina’nin “Kanun
fit T1ib” adli kitabinda 785 kadar bitkisel, hayvansal ve madensel drogun tarifi ve tibbi
kullanimlar1 verilmistir. 12. yiizyilda Latince’ye ¢evrilmis, 15. ve 16. yiizyillarda ise 36
kez basilmis, 17. ylizy1l ortalarina kadar tip okullarinda ders kitab1 olarak okutulmustur

(Baytop 1984, 1999).

Biitiin bu gelismelerin akabinde ilk defa 19. yiizyilda bitki droglarinin yapi, tanim ve

islevlerini inceleyen farmakognozi bilimi ortaya atilmistir (Ceylan 1995).

Yiizyillardan beri siiregelen insan ve bitki arasindaki bag sonucunda, giiniimiizde tiim
diinyanin 6nemini kabul ettigi ve ciddi arastirmalarin yapildigi etnobotanik bilim dali

dogmustur (Kogyigit 2005).

Bitkileri kullanarak tedavi etme ydntemi olan fitoterapi, tiim diinyada ve bu tedavi
yonteminin daha sistematik ve karmagsik olarak uygulandig iilkelerde kullanilmakta ve

modernlesme ile birlikte gelismis lilkelerde uygulanmasi hizla artmaktadir (Saad et al.
2006).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde niifusun %80’i saglik gereksinimlerini ilk etapta
geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun %80’inin gelismekte olan
iilkelerde yasadig diisiiniiliirse toplam diinya niifusunun %641 bitkileri tedavi amach

kullanmaktadir (Farnsworth 1990).



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

istemeleri nedenlerinden dolay1 oldukga artmistir (Aboolenein 1982).

Buna paralel olarak Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Asya ve Afrika’daki gelismekte olan
tilkelerde geleneksel ya da yoresel tip uygulamalarimin en az komplementer tip ve
alternatif tip uygulamalar1 kadar yaygin oldugunu; bu iilkelerin bazilarinda
popiilasyonun neredeyse %80’lik boliimiiniin saglik gereksinimini karsilamak amaciyla
ilk etapta bu uygulamalara bagvurdugunu bildirmistir (Tang and Halliwell 2010).
Sayisiz kimyasal bilesen igeren tibbi bitkilerin bdyle biiylik bir kitle tarafindan
bilingsizce kullanilmasinin dogurabilecegi olumsuz sonucglar, bu ydnde yapilan
arastirmalarin ne denli dnemli oldugunu acgik¢a ortaya koymaktadir. Ayrica ciddi yan
etkiler gosteren bircok sentetik kimyasalin aksine dogal bilesenlerin kullanilmasinin
daha gilivenli olmasi da son yillarda bu alanda yapilan c¢alismalara biiyiik ivme

kazandirmigtir (Mainardi et al. 2009).

In vivo ve in vitro caligmalar, bitkilerin yaprak, meyve, kok gibi kisimlarindan elde
edilen bazi dogal bilesiklerin ksenobiyotik etkiler iizerine diizenleyici rol oynadiklarin
gostermistir. Bu  bilesiklerin  karakterizasyonu, tanilanmasi, antimutajenik ve
antikarsinojenik etkilerinin belirlenmesi insanlarda kanser hastaliginin gelismesini
azaltmak i¢in 6nemli bir stratejiyi de beraberinde getirmistir (Rovado et al. 2004). Bu
hastaligi onlemek icin gelistirilen strateji; ya c¢evresel mutajenleri notralize eden
ajanlarin kullanimimi artirmak yada bu ajanlarin kullanimini sinirlayan veya azaltan
dogal bilesigin tiimor inhibe edici etkiye ve immun sistemi kuvvetlendirici niteliklere
sahip oldugu gosterilmistir (Lien and Li 1985). Ozellikle makromolekiilleri igine alan
bircok dogal iiriin bireysel immun sisteminin modiilasyonunu saglamasindan dolayi
antitimor aktiviteye sahiptir. Bu makromolekiillerin, kimyasal antitimor droglarla

karsilagtirildiginda daha az yan etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Tsukagoshi and



Ophashi 1974). Yine cesitli biyoaktif bilesikler ve bunlarin tiirevlerinin; baglangic,
gelisme ve yayilim sathalarini igine alan bir¢ok deneysel sistemlerde karsinogenesisi
inhibe ettigi gozlenmistir (Huang et al. 1994). Bu yiizden ¢abalar, kanserin
indiiklenmesi ve sonraki gelisim sathalarini engelleyen, azaltan veya gerilemesini

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

1.2 Alyssum virgatum (Brassicaceae) Bitkisinin Yayilis Alanlar1 ve Ozellikleri

TUBITAK Tiibives veritabanlarina gore (2012) Alyssum virgatum’un sistematik
hiyerarsisi asagidaki gibidir.

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Bolim : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida
Altsiif : Dilleniidae

Takim : Capparales

Aile : Brassicaceae

Cins : Alyssum

Tiir - Alyssum virgatum Nyar.

Brassicaceae familyas1 diinyada yaklasik 338 cins ve 3700 tiirle (Aver 2005),
Tiirkiye’de ise 85 cins ve 567 takson ile temsil edilir (Cullen 1965, Davis et al. 1988).

Brassicaceae (Cruciferae) familyasinin bazi iiyeleri sebze ve yem bitkisi olarak, bazilari
tohumlarindan yag elde etmek amaciyla bir kismi ise siis bitkisi olarak yetistirilebilme
potansiyeline sahip olup ekonomik bakimdan degerli bitkilerdir (Kiirsat 1999). Onemli
cinsler ve tiirler iceren Brassicaceae familyasi tek yillik veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir.
Tohumlarindan yag ve zehirli hardal gazi elde edilip, ila¢ sanayinde de kullanilmaktadir

(Yildirimli 2001).



Bitkiler aleminin tohumlu bitkiler boliimii, kapali tohumlularin alt boliimi ve iki
cenekliler simifinin Brassicaceae familyasina giren Alyssum L. cinsi Tiirkiye florasinin
bliyiik cinsleri arasinda yer almakta ve 90 tiirle temsil edilmektedir. Bunlardan 54’1
endemiktir. Oldukga fazla varyasyon gosteren Alyssum tiirleri, 6zellikle Odontarrhena
(Meyer) Hooker seksiyonunda, serpantin bolgelerde yetismektedir (Davis 1965). Ayni

zamanda bu cins bitkileri kuduz otu olarak taninmaktadir (Int. Kyn. 1).

Tiirlerin yogunlugu Dogu Akdeniz’de fazladir (Babaoglu et al. 2004). Baz1 Alyssum
tiirlerinin kiltiiri yapilmis olup, park ve bahgelerde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir
(Beckett 1985). Genel olarak Alyssum tiirleri gerek kurakliga dayanikli olmalari,
gerekse toprak istekleri bakimindan c¢ok secici olmadiklarindan 6zellikle ¢ok yillik

olanlar1 erozyon ¢alismalarinda oncii bitki olarak kullanilabilir (Dudley 1964).

Bu bitki diinyada siddetli tektonik aktivitelere maruz kalmis bir¢ok yerde oldugu gibi
Tiirkiye’de de degerli ultramafik kaya ve topraklarda bulunmaktadir. Bu bolgeler tim
tilke genelinde yaygin olmakla birlikte Dogu, Giineydogu ve Orta Anadolu’da daha
seyrektir (Reeves et al. 1997).

Alyssum virgatum iilkemizde Cankiri, Kiitahya, Sivas ve Tokat civarinda yayilis
gosteren endemik bir bitkidir. Orman ve ciplak alanlarda 1400-2100 m arasi
yiiksekliklerde yetisir. Cigeklenme zamani Mayis, Temmuz aylar1 arasindadir (Anonim

2012). Tiire ait fotograf resim 1.1°de verilmistir.

Alyssum cinsinin bazi tiirleri nikel metalini kuru yaprak biokiitlesinin %3’line varan
derisimlerde biriktirme o6zelligine sahip oldugu igin ekolojik degeri olan bir bitki
grubudur (Kramer 1996, 1997).

Nikel metalinin yiiksek derisimlerine (%9,21) ilk defa Minguzzi vd. (1948) tarafindan,
Floransa bdolgesinde yayilis gosteren Alyssum bertolonii bitkisinin kuru yapraklarinda
rastlanmistir. Basta herbaryum 6rnekleri tizerinden yiiriitiilen daha sonraki ¢alismalarla
nikel biriktiren tiirlere yenileri eklenmis ve kuru materyalinde >1000 pg/g (0,1 %) nikel

bulunduran bitkiler yiiksek seviyede metal biriktirici (hiperakiimiilator) olarak



adlandirilmigtir. Bu terim serpentinlerde yetisen biriktirici olmayan tiirlerde olmasi
beklenen en yiiksek degerden 100 kat daha fazla bir derisimi temsil etmektedir. Alyssum
tirtine ait cinslerdeki Ni biriktirme orani g6z Oniine alinarak 168 Alyssum tiirii

incelenmis ve 45 biriktirici ttir belirlenmistir (Bkz. Cizelge 1.1) (Brooks 2000).

Tiirkiye florasinin 6nemi ise neredeyse tim Alyssum tiirlerinin ve yiiksek seviyede
metal biriktiren tiirlerin  yarisindan  fazlasimin  Tiirkiye’de  yer almasindan
kaynaklanmaktadir. Tirkiye’de metal biriktirme Ozelligi Brassicaceae’de sadece
Alyssum’da degil Bornmulleria, Cochlearia, Thlaspi ve Aethionema tiirlerinde de
goriilmektedir. Tirkiye’nin Alyssum tiirlerinden yiiksek seviyede metal biriktirenler A.
callichroum Boiss.& Bal., A. caricum T.R. Dudley & Hub.-Mor., A. cassium Boiss., A.
cypricum Nyar., A. dubertretii Gomb., A. floribundum Boiss. & Bal., A. murale Waldst
& Kit. subsp. murale’ ye ait iki varyete (var. murale ve var haradjianii (Rech) T.R.
Dudley, A. pterocarpum T.R. Dudley ve A. samariferum Boiss & Hausskn.’dur (Reeves
ve Adigiizel 2008).

Serpentin [MgsSi2(OH)s] oncelikle ultramafik (yiiksek magnezyum ve demir igeren)
kayaclarda hakim bulunan kaya olusturan yaygin bir mineraldir. Bu kayalardan
kaynaklanan topraklarda gelisen farkli bodur tipteki vejetasyona serpentin vejetasyon
denmektedir. Serpentin topraklar yiiksek seviyede nikel (Ni), kobalt (Co) ve krom (Cr)
ve diisiik seviyede nitrojen (N), fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum (Ca) ve yiiksek
Mg/Ca orani ile karakterize edilirler. Bu u¢ kimyasal 6zellikler serpentin topraklar: pek
cok bitki tiirii i¢in yasanmaz kilar fakat endemik serpentin taksalarin evriminde de temel

bir segici giig¢ olusturur (Mengoni et al. 2000).

Nikel serpentin topraklarda, toprak ¢ozeltisindeki yiiksek ¢oziiniirliigline bagl olarak
zehirlilige sebep olabilmektedir. Serpentin kayaglar kira¢ olarak adlandirilirlar ¢iinkii
genelde seyrek bir vejetasyonu barindirirlar. Temel elementlerce ¢ok fakirdirler bu
yiizden de tarimsal bir énemleri yoktur. Serpentinofitler kuraklik, besin stresi, yogun
agir metaller ve yiiksek yogunlukta 1S1ya maruzdurlar. Serpentin habitatlar ve tiirler tim

diinyada tehdit altindadir. Habitat kaybina bagli olarak pek ¢ok serpentin endemik tiir



yok olma tehlikesi yasamaktadir. Bu habitatlar biyogesitliligin merkezidirler ve mutlaka

korunmalari i¢in stratejiler gelistirilmelidir (Harrison 1999).

Ni elementi ¢ogu bitkilerin biinyesinde 18-51 ppm kiil agirlik (kuru agirlik {izerinden
1.5 ppm) diizeyindedir. Ancak Alyssum bitkisinin %1 diizeyinin {izerinde Ni biriktiren
tirleri de bulunmaktadir. Diinya’da Alyssum’un 168, Avrupa’da 14 tiiri bulunmakta ve
Tirkiye’de ise bu tiirlerden bazilar1 dogal olarak yetismektedir Mersin, Hatay,
Kahramanmaras, Kayseri, Malatya, Sivas, Erzincan, Tunceli, Mugla, Denizli, Antalya,
Bursa, Kiitahya, Eskisehir vb. gibi illerde bol miktarda, 6zellikle de ofiyolitik kayaglarin
yayilim gosterdigi alanlarda yetismektedir (Brooks 1977, Brooks et al. 1979, Adigiizel
and Reeves 2002).

Brooks vd. (1977, 1979); Adigiizel vd. (2002)’in galismalarinda bazi Alyssum bitki
tiirtiniin 100 den fazla tiirliniin oldugu ve bu tiirlerin de birgogunun Anadolu’da yetistigi

ve Ni belirleyicisi olabilecegi vurgulanmistir.

Minguzzi vd. (1948), Florence, Italya yakinlarinda bulunan ¢ok yillik Alyssum
bertolonii Desv. nin biinyesinde asir1 konsantrasyonda nikel bulundugunu, bu bitkinin
yetistigi toprakta 4900 ppm Ni bulunmasina ragmen bitkinin biinyesinde kuru agirlikta

7900 ppm Ni bulundugunu belirtmislerdir.
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Cizelge 1.1 Nikel biriktiren Alyssum tiirleri, biriktirme oranlar1 ve dagilislar1 (Prasad 2005)

Nikel biriktirme
oranlar1 Latince ad1 Dagilimi
(kuru agirliginda)
(mg/kg)
9090 Alyssum akamasicum B.L. Burtt Yayilis. Kibris
4480 Alyssum alpestre L Yayilig. G. Avrupa
8170 Alyssum anatolicum Nyar. Yayilig. Tirkiye
29400 Alyssum argenteum All. Yayilis. Italya
10200 Alyssum bertolonii subsp. Scutarinum Nyar. Yayilig. Balkanlar
10900 Alyssum callicrum Boiss. and Balansa Yayilig. Tirkiye
16500 Alyssum carcium T.R. Dudley & Huber-Morath Yayilis. Tiirkiye
20000 Alyssum cassium Boiss. Yayilig. Tirkiye
16300 Alyssum chondrogynum B.L. Blurtt Yayilis. Kibris
13500 Alyssum cilicium Boiss. and Balansa Yayilis. Tiirkiye
4900 Alyssum condensatum Boiss. And Hausskn. Yayilis. Irak, Suriye
18100 Alyssum constellatum Boiss. Yayilis. Tiirkiye
13500 Alyssum corsicum Duby Yayilis. Korsika
10400 Alyssum crenulatum Boiss. Yayilis. Tiirkiye
23600 Alyssum cypricum Nyar. Yayilis. Kibris
19600 Alyssum davisianum T.R. Dudley Yayilis. Tiirkiye
11700 Alyssum discolor T.R. Dudley & Huber-Morah Yayilis. Tiirkiye
16500 Alyssum dubertretii Gombault Yayilis. Tiirkiye
4550 Alyssum euboeum Halacsy Yayilis. Yunanistan
11500 Alyssum eriophyllum Boiss. and Hausskn. Yayilis. Tiirkiye
3960 Alyssum fallacinum Boiss. and Balansa Yayilis. Girit adasi
7700 Alyssum floribundum Boiss. and Balansa Yayilis. Tiirkiye
7390 Alyssum giosnanum Nyar. Yayilis. Tiirkiye
12500 Alyssum heldreichii Hausskn. Yayilis. Yunanistan.
13500 Alyssum huber-morathii T.R.Dudley Yayilg. Tiirkiye
22400 Alyssum lesbiacum (P. candargi) Rech.f Yayilis. Yunanistan
13700 Alyssum markgrafii O.E. Schulz Yayilis. Arnavutluk
24300 Alyssum masmenkaeum Boiss. Yayilg. Tiirkiye
7080 Alyssum murale Wealdst and Kit Yayilis. Balkanlar
4590 Alyssum obovatum (C.A. Mey) Turez Yayilis. Rusya
7290 Alyssum oxycarpum Boiss. And Balansa Yayilg. Tiirkiye
7600 Alyssum peltarioides subsp. Virgatiforme Nyar. T.R. Yayilis. Tiirkiye
Dudley)
21100 Alyssum pinifolium (Nyar.) T.R Dudley Yayilig. Tiirkiye
22200 Alyssum pterocarpum T.R. Dudley Yayilig. Tiirkiye
12500 Alyssum robertianum Bernard ex Godronand Gren Yayihs. Korsika
7860 Alyssum penjwinensis T.R. Dudley Yayils. Irak
18900 Alyssum samariferum Boiss. & Hausskn. Yayilis. Samar
10000’e kadar Alyssum serpyllifolium Yayilis. Portekiz
(yapraklarda)
1280 Alyssum singarense Boiss. And Hausskn. Yayilis. Irak
10200 Alyssum syriacum Nyar. Yayilis. Suriye
6600 Alyssum smolikanum Nyar. Yayilig. Yunanistan
3420 Alyssum tenium Halacsy Yayilig. Yunanistan
11900 Alyssum trapeziforme Nyar. Yayilig. Tiirkiye
17100 Alyssum trodii Boiss. Yayilig. Tirkiye
6230 Alyssum virgatum Nyar. Yayilig. Tiirkiye
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Resim 1 Alyssum virgatum Nyar.’a ait fotograf

1.3 Agir Metallerden Nikel

Fiziksel o6zellik acisindan yogunlugu 5 gr/cm*’ten daha yiiksek olan metaller “agir
metaller” olarak adlandirilir. Bunlarin baslicalar1 krom, demir, bakir, nikel, ¢inko,
kobalt, civa, kursun, kadmiyum olmak iizere 60’tan fazla metal bulunmaktadir. Bu
metaller dogada genellikle silikat, karbonat, oksit ve siilfiir halinde gii¢lii bilesikler
olarak veya silikat mineralleri i¢inde tutulur halde bulunurlar (Baba et al. 2009).

Agir metaller asil kayaclarindaki derisimlerine bagli olarak tim diinyada farkli
bolgelerde degisen seviyelerde bulunurlar. Ornegin; Ni, Cr, Co serpentin topraklarda
bulunurken Zn, Pb ve Cd kalamin topraklarda yiiksek seviyededir. Agir metaller
¢evrede kalicidir ve temizlenmeleri giigtiir (Shaw et al. 2004).

Bir metalin yasamsal olup olmadig1r s6z konusu organizmaya bagli olarak degisir.
Ornegin; nikel bitki metabolizmasinda toksik etki gdsterirken hayvanlarda iz elementi
olarak bulunmasi gerekir. Agir metalin etkisi ve etkileme bi¢imi konsantrasyona gore

degisiklik gosterir (Duffus and Worth 1996).
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Potansiyel toksik iz elementler de topraklarin kirlenmesine neden olan Onemli
kirleticiler olarak dikkate alinmaktadir. Bu elementler dogada tolerans degerlerini asan
bir konsantrasyona ulastiklarinda hizli bir sekilde ekosisteme yayilarak bitki, hayvan ve
insan icin toksik etkilere neden olurlar. Yasayan organizmalara zarar veren, kiiclik
miktarlarda dahi dogal sistemi bozan bu elementler Adriano (1986) tarafindan iz
elementler olarak tamimlanmistir. Baslica toksik iz elementleri belirtecek olursak;
arsenik (As), bor (B), krom (Cr), kadmiyum (Cd), bakir (Cu), kursun (Pb), mangan
(Mn), civa (Hg), molibden (Mo), nikel (Ni), selenyum (Se) ve ¢inko (Zn) olarak

belirtebiliriz.

Baker vd. (1990), metal hiperakiimiilatorii olarak bilinen bitkilerin, diger bitkilere
oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda metal ihtiyaglari oldugunu ve bu 6zellikleri ile
metal agisindan zengin olan topraklarda endemik bitkiler olduklarini belirtmislerdir.
Ciinkii ultramafik kayaglarin tizerinde gelisen topraklar yiiksek derisimlerde Co, Pb, Ni
gibi toksik metal igermekle tanimlanmaktadir (Sequeira and DaSilva 1991). Kontamine
olmamis dogal topraklardaki Ni konsantrasyonu 100 mg/kg“’dan diisiiktiir. Ancak,
serpentin gibi minerallerce zengin, ultra bazik piiskiiriik kayaclardan olusan topraklarda

Ni konsantrasyonu 5000 mg/kg™’a kadar ulasabilir (Kacar ve Katkat 2006).

Arastirmacilar bazi bitki tiirlerinin metal agirlikli topraklarda endemik oldugunu ve agir
metallerin ve diger toksik bilesenlerin aligilmis miktarindan daha fazlasini tolere
edebilecegini bildirmislerdir (Banuelos et al. 1997, Blaylock and Huang 2000, Raskin
and Ensley 2000, Dahmani-Muller et al. 2000).

Minguzzi vd. (1948) tarafindan yapilan ¢alismada, Alyssum bertolonii Desv. bitkisinin
kuru materyalinde yaklasik 10000 ppm (%]1) Ni bulundugu tespit edilmistir (Brooks et
al. 1997). Gabrielli vd. (1990) yaptig1 ¢alismalarda Alyssum cinsinin metal biriktirici
tiirlerinin ayn1 metalle kirlenmis topraklarda gelisen ve biriktirici olmayan tiirlere oranla
nikele ¢ok fazla tolerans gosterdigi belirtilmistir. Alyssum cinsinin bazi tiirleri nikel
metalini kuru yaprak biokiitlesinin %3’line varan derisimlerde biriktirme 6zelligine

sahip oldugu icin ekolojik degeri olan bitki grubudur (Kramer 1997).
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Nikel (Ni), bitkiler i¢in ¢ok az miktarda da olsa gerekli olan ve bitki gelisimi igin
mutlak gerekliligi en son kesfedilen bitki besin elementidir (Marschner 1995, Chen et
al. 2009). Azot metabolizmasi igin gereksinim duyulan temel bir element olan Ni,
bitkilerde iireaz ve hidrogenaz enzimlerinin yapisinda ve aktivitesinde rol alir (Chen et
al. 2009, Akinci ve Akinci 2011, Akinci ve Ongel 2011). Ancak bitki, hayvan ve insan
biinyesinde yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda karsinojen etkiye sahip olabilir
(Marschner 1995, Grimsrud and Andersen 2010).

Yeryliziinde bulunma sikligi 24. sirada olan nikelin ortalama derisimi %0,008’dir.
Nikel, fueloil ve bunun kalintilarinin yakilmasiyla, belediye atik insineratorleri
araciligiyla, komiiriin yakilmasiyla, nikel madeninin islenmesiyle ve rafinerasyonuyla
atmosfere karigmaktadir (Haghiri 1973). Nikelin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri,
Cizelge 1.2°de verilmistir (The Merck Index 1983).

Cizelge 1.2 Nikel metalinin kimyasal ve fiziksel dzellikleri

Atomik numarasi 28

Mol kiitlesi 58,69 g/mol
Yogunlugu 8,908 g/cm® (20 °C)
Kaynama sicakligi 2913 °C

Erime sicaklig 1455 °C

Elektron dagilimi [Ar] 3d® 4s°

Nikelin kullanim alanlarimin basinda paslanmaz celik, bakir-nikel alagimlari ve
korozyana dayanikli alasim tretimleri gelir. Saf nikel ise kimyasal katalizor olarak
elektrolitik kaplamada ve alkali pillerde, miknatislarda, elektrik fislerinde, tibbi

protezlerde, makine parcalarinda, madeni para yapiminda kullanilmaktadir (Haghiri
1973).

Nikel, kileyt bilesiklerini kolaylikla olusturdugu icin, bitkilerdeki enzimlerde ve
fizyolojik aktif merkezlerde bulunan agir metallerle yer degistirir. Nikel lireaz ve birgok

hidrogenaz enzimlerinin metal yap1 maddesidir (Kagar ve Katkat 2006).
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Bitkide ihtiyactan fazla nikel bulundugunda klorofil sentezi ve yag metabolizmasi
olumsuz yonde etkilenir. Bu etkiyle bitkinin kokleri gerekli besin elementlerini yeterli
seviyede alamadigindan bitkide besin elementleri eksiklikleri meydana gelir (Zengin ve
Munzuroglu 2005).

Toksik madde igeren agir metaller, 6zellikle bakir (Cu), ¢cinko (Zn), nikel (Ni) ve kursun
(Pb) toprak yiizeyine yiiksek konsantrasyonlarda lagim suyu iceren sulu ¢amur
birakirlar (Schmidt 1997), bunlar gida zinciri igerisine taginabilir, yiiksek toksik madde
icermelerinden dolayi, insan ve hayvan sagligi ve iirlin tretimi iizerinde bir tehdit
unsuru olabilirler (Korentajar 1991). Agir metaller su ve tarimsal ekosistemlerden gida

zincirine girebilir ve insan sagligini dogrudan tehdit edebilirler (Chen et al. 2001).

Nikelin gerek insan gerekse hayvan metabolizmasindaki fizyolojik rolii oldukca
onemlidir. Tavsanlarda ve kopeklerde bagirsak disindaki dokularda bulunan nikel,
insiilin hormonunun kan sekerini diisiirme etkisini artirir. Yiiksek dozlardaki Ni ise yag
metabolizmasini degistirir. Insanlarda ise, adrenalinin kan basincini yiikseltme etkisine

karsi bir panzehir gorevi yapmaktadir (Davies and Stewart 1995).

1.4 Hiperakiimiilator Bitkiler ve Fitoremediasyon

Topraktaki metal iyonu derisimlerinden bagimsiz olarak, yapraklarinda kuru kiitle
bazinda 1000 mg/kg’dan fazla Pb, Ni, Co, Cu, Cr veya 10000 mg/kg’dan fazla Zn ve
Mn igeren bitkiler hiperakiimiilator olarak isimlendirilmektedir (Raskin et al. 1997).

Bitkiler normal biiylimelerini ve gelisimlerini siirdiirebilmek i¢in topraktan ve sudan
agir metalleri alabilme ve bunlari dokularinda biriktirebilme kabiliyetine sahiptir. Bu
agir metaller Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo ve Ni olarak sayilabilir (Langille and MacLean
1976). Baz1 bitkiler ise bilinen biyolojik fonksiyonlari olmayan agir metalleri bile
biriktirme kabiliyetine sahiptir. Bu agir metaller ise Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se ve Hg olarak
sayilabilir (Hanna and Grant 1962, Baker and Brooks 1989). “Hiperakiimiilator
Bitkiler” diyerek bu tanimi ilk kez kullanan ve literatiire kazandiran Brooks toprak iistii

biinyesinde kuru agirlik olarak %0,1 (1000 ug/g) oranindan daha fazla miktarda Ni, Co,
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Cu, Cr veya Pb ve veya yapraklarinda %21 oraninda (10000 pg/g) Zn biriktirebilen

bitkilerin oldugunu ortaya koymuslardir.

Metal hiperakiimiilasyonu metal igerikli topraklara ekofizyolojik bir adaptasyondur
(Maywald and Weigel 1997). Boyd and Martens (1992), hiperakiimiilasyonun olusum

nedenini bes hipotez ile agiklamiglardir. Bunlar;

Bitkilerin elementlere karsi toleranslari
Kurakliga dayanma stratejisi
Metal toleransi az olan bitkilerle rekabetten kagmak

Elde olmayan metal alim1

o~ w0 N e

Otcul hayvanlardan ve patojenlerden korunmadir.

Baker vd. (1990), metal hiperakiimiilatorii olarak bilinen bitkilerin, diger bitkilere
oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda metal ihtiyaglar1 oldugunu ve bu 6zellikleri ile

metal ac¢isindan zengin olan topraklarda endemik bitkiler olduklarini belirtmislerdir.

Reeves vd. (2004), yaptiklar1 arastirmalar sonucunda diinya ¢apinda hiperakiimiilator
bitkiler i¢in Tirkiye’de yeterli bir potansiyelin oldugunu belirtmislerdir. Diinya ¢apinda
taksonomik olarak bilinen hiperakiimiilator bitki tiirlerinin yaklasik dortte ticii (317
takson ve 17 familya) Ni hiperakiimiilatoriidiir (Baker et al. 2000, Reeves and Baker
2000, Ingle et al. 2005).

Brooks vd. (1977, 1979); Adigiizel vd. (2002 )’in ¢alismalarinda bazi Alyssum bitki
tiiriintin 100 den fazla tiiriiniin oldugu ve bu tiirlerin de bircogunun Anadolu’da yetistigi

ve Ni belirleyicisi olabilecegi vurgulanmustir.
Reeves vd. (2000), son yaptiklar arastirmalara dayanarak 300000’i askin yiiksek yapili

bitkinin yalnizca 418 tanesinin en az bir element i¢in hiperakiimiilatér oldugunu

belirtmislerdir.
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Baker vd. (2000), bitkilerin hiperakiimiilator olabilmeleri i¢in civay1 (Hg) en az 10 ppm,
kadmiyumu (Cd) 100 ppm, kobalt (Co), krom (Cr), bakir (Cu) ve kursunu (Pb) 1000
ppm veya c¢inko (Zn) ve nikeli (Ni) 10000 ppm akiimiile etmeleri gerektigini
belirtmislerdir. Bugiine kadar en az 45 bitki familyasindan yaklasik 400 tiiriin
hiperakiimiilator olarak belirlendigini ve bu tiirlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun nikel (Ni),
yaklasik 30 tanesinin kobalt (Co), bakir (Cu) veya ¢inko (Zn), ¢ok az bir miktarinin da
mangan (Mn) ve kadmiyum (Cd) hiperakiimiilatorii iken Kkursun (Pb)

hiperakiimiilatoriine heniiz rastlanmadigini belirtmislerdir.

Brooks vd. (1979), Alyssum olarak tanimlanan 168 bitki tiriiniin nikel igin
hiperakiimiilator olup olmadiginin anlasilmas: i¢in Ni igerikleri saptamistir. Bu
calismada 14’4 Avrupa tirii olmak {izere toplam 31 tane hiperakiimiilator bitki

saptamiglardir (1 gr kuru agirlikta >1000pg).

Robinson (1997), dogal olarak binlerce yildir sorun olmayan agir metallerin,
giiniimiizde tlimiiyle insanoglunun etkinlikleri sonucu son derece onemli bir sorun
olmaya basladiklarini ve giiniimiizde, sadece biiyiik kent civarlarini1 ve tarim alanlarini
degil, biitiin dogayr tehdit etmeye basladiklarina dikkat ¢ekmislerdir. Tiim bitkilerin
bulunduklar1 ortamlardaki metalleri topraktan kaldirdiklarimi, mutlak gerekli
mikroelementler arasinda yer alan ¢inko, mangan, nikel ve bakir’in hiperakiimiilator
olmayan bitkiler tarafindan genellikle metabolik ihtiyaglarindan fazla alinmadiklarini
belirtmislerdir. Buna karsin hiperakiimiilator bitkilerin metalleri ihtiya¢c duyduklarindan
daha fazla miktarlarda topraktan kaldirabildiklerini ve biinyelerinde biriktirebildiklerini
belirtmislerdir. Diinya lizerinde bir veya daha fazla agir metali hiperakiimiile ettigi
bilinen, karada yasayan yaklasik 400 bitki tiirliniin oldugunu ve bunlara ek olarak
denizde yasayan tiirlerin de bulunabilecegini belirtmislerdir. Yedi farkli element i¢in
familya isimleri ve tiir sayilart soyledir; kadmiyum (Brassicaceae) 1 tiir, kobalt
(Lamiaceae, Scrophulariaceae) 26 tiir, bakir (Cyperaceae, Lamiaceae, Poaceae,
Scrophulariaceae) 24 tiir, mangan (Apocynaceae, Cunoniaceae, Proteaceae) 11 tiir,
nikel (Brassicaceae, Cunoniaceae, Euphorbiaceae, Flacourtiaceae, Violaceae) 290 tiir,
selenyum (Fabaceae) 19 tiir, talyum (Brassicaceae) 1 tiir ve ¢inko (Brassicaceae,

Violaceae) 16 tiir.
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Tarihsel olarak hiperakiimiilator olan bazi yabani bitki tiirleri, Avrupa’da maden
arayicilar i¢in orada metal cevheri oldugunun gostergesi olarak kabul edilirdi (Barak
1995). Maden aramalarinda kullanilan belirtgen bitkilerin, toprak kirliliginin ortaya
cikartilmasinda ve bitkilere toksik etki yapan element fazlaligimin giderilmesinde
(fitoremediasyon) kullanilabilecegi &nerilebilir (Ozdemir et al. 2003, Kocaer ve
Baskaya 2003, Uysal 2004, Ozdemir 2005).

Chaney (1995), zehirli atik maddeleri fazlaca tiiketen bitkiler tizerine ¢alismis ve bir
giin bu bitkileri maden ocaklari doldurulmus araziler, niikleer atiklarin dokildiigi
yerler, ciftlikler, sehir ve kirsal arazilerde Pb, Cd, Zn, Ni ve radyoaktif izotoplarca
(uranyum ve kobalt) kirlenmis bolgelerin temizlenmesinde kullanmis ve bu toplayici

bitkileri hiperakiimiilatér (metal-scavenging) olarak adlandirmistir.

Bitkilerin metalleri akiimiile etme kapasiteleri, zararli bir 6zellik olarak kabul edilir.
Ciinkii baz1 bitkiler dogrudan veya dolayh olarak, insanlarin beslenme yoluyla almis
olduklar1 zehirli agir metallerin bir boliimiiniin sorumluluguna sahiptirler (Brown 1985).
“Metal hiperakiimiilatorler” diye adlandirilan dogal olarak ortaya ¢ikan bitkiler, ekimi
yapilan bitkilere kiyasla 10 ile 500 kez daha yiiksek diizeyde element
toplayabilmektedirler (Ow 1996).

Giinlimiizde agir metal kaynakli toprak kirliligi dikkat g¢eken bir konu haline
gelmektedir. Kirliligi gidermek amaciyla agir metallerin kaynaklari ve yayilimlari, insan
saglhig1 ve cevre lizerine etkileri arastirilarak bir takim calismalar yapilmaktadir. Bu
calismalardan bir tanesi “bitkisel aritim” (fitoremediasyon) metodudur. Bitkisel aritim,
agir metaller ile bircok organik ve inorganik kirleticinin ¢evreden aritilmasini
amaclayan ve dogaya en az tahribat1 veren bir yontem olarak kullanilmaya baglanmistir

(EPA 2000).

Fitoremediasyon ¢evredeki kirleticilerin alinmasinda ya da onlarin zararsiz hale
getirilmesinde yesil bitkilerin kullanimi olarak tanimlanir (Raskin et al. 1997). Chaney
vd. (1997), bu siireci “Yesil Iyilestirme” olarak adlandirmaktadir. Bitki anlamidaki

“phyto” ile 1slah anlamindaki “remediation” kelimelerinden tiiretilen ve 1991°de
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terminolojiye giren “phytoremediation”, “bioremediation”, “botanical remediation” ve
”green remediation” olarak da anilmaktadir (EPA 2000). 1991 yilinda kullanilmaya
baslanan fitoremediasyonun ilk uygulama alanlari, yapay sulak alanlar1 ile petrol

dokiintii alanlar1 olmustur (EPA 2000).

Kimyasal aritma yerine kullanilan ve kisaca bitkiler kullanilarak topraktan yerinde (in
situ) organik ve metal Kirleticilerin giderimi olarak tarif edilen fitoremediasyon
yontemi, yeni ortaya konmus, ekonomik ve ekolojik olmasi ile 6zel donanim
gerektirmemesi ve uygulanan bolgenin yeniden kullanilabilmesine imkan vermesi gibi
avantajlara sahip olmasi nedeniyle giiniimiizde tercih edilen bir yontem haline

gelmektedir (Int. Kyn. 2).

Salt vd. (1995), bitkileri kullanarak topraklar1 ve sular1 agir metallerden temizleme
yontemi olarak bilinen fitoremediasyon isleminin dort farkli yontemi icerdigini
belirtmislerdir. (1) fitoekstraksiyon; bitkilerin topraklardaki agir metalleri kokleri ile
almas1 ve toprak iistii kisimlarinda biriktirmesidir, (2) rizofiltrasyon; kdk bdlgesindeki
agir metallerin bitkilerin kokleri icerisine akiimiile edilmeleridir, (3) fitostabilizasyon;
baz1 bitki tiirlerinin koklerini kullanarak toprak ve yeralti sulari igerisindeki agir
metallerin hareketsiz hale getirilmesidir, (4) fitovolatilizasyon; agir metallerin veya
diger kontaminatlarin bitki kokleri tarafindan alim1 ve terleme yolu ile atmosfere serbest

birakilmalaridir.

Reeves vd. (2001), bir¢ok arazi g¢alismasi sonucunda (Ezine, Dursunbey-Kiitahya,
Fethiye-Marmaris, Findikpinari, Pozanti-Camardi ve Ankara g¢evresi) Alyssum
pinifolium, Aethionema dumanii, Thlaspi cariense, Silene cserei ssp. aeoniopsis,
Cochlearia sempervivum ve Centaurium serpentinicola gibi ender tiirleri toplamislar ve
cok sayida Alyssum, Thalaspi ve Cochlearia’nin kuru maddede %?2’den fazla Ni

depolayan tiirlerini bulmuslardir.
Memon vd. (2001), bitkilerde agir metal biriktirme ve detoksifikasyon mekanizmasini

calistiklar1 makalelerinde son yillarda ¢evresel temizlemenin yapilabilmesi i¢in endemik

veya genetik olarak elde edilmis bitkilerin gelistirilmelerinde fark edilir gelismeler
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yasandigini bildirerek bitkilerle iyilestirmenin énemi ve potansiyel ticari uygulamasini

da tartigsmiglardir.

Topraklar1 bitkilerle iyilestirmenin amaci sadece biyolojik anlamda Kkirleticilerin
ayrismasini ve taginmasini artirmak degil ayn1 zamanda toprak kalitesini de korumaktir

(Karthikeyan and Singh 2002)

Thlapsi, Urtica, Chenopodium, Polygonum sachalase ve Alyssum, Brassica Juncea gibi
bazi bitkilerin kadmiyum, krom, bakir, kusun, nikel ve ¢inkoyu biinyelerinde biriktirme
yetenekleri vardir. Bu nedenle, s6z konusu bitkilerin yetistirilmesi Kirlenmis topraklarin
artilmasinda indirekt bir metot olarak kabul edilmektedir (Mulligan et al. 2001).
Ornegin, ¢cogu bitkiler yaklasik 100 ppm’lik bir ¢inko birikiminde toksisite semptomlari
gosterirken, en yaygin metal hiperakiimiilatorii olarak bilinen Thlapsi caeruledcens’in
26000 ppm’in iizerinde bir birikimi saglayabildigi literatiirden bilinmektedir (Lasat
2000).

Reeves vd. (2004), Tirkiye’de endemik olarak yetisen ve Ni hiperakiimiilatori
bitkilerden Alyssum’un bazi ¢esitlerinde Ni derisimlerini belirlemislerdir. Elde edilen
sonuglara gore g/kg olarak Alyssum cassium 5,59-20, Alyssum callichroum 0,033-10,9,
Alyssum huber-morathi 1,22-13,5, Alyssum masmenaeum 5,48-24,3, Alyssum pinifolium

6,67-12,6 ve Alyssum pterocarpum 1,19-6,74 g Ni/kg bitki oldugu belirtilmistir.

1.5 Antimutajenite ve Tibbi Bitkilerin i¢cerdigi Onemli Antimutajenik Bilesikler

Antimutajenite; mutajenik maddelerin mutajen veya karsinojen etkilerinin ortadan
kaldirilmas1 veya bunlarin DNA ile etkilesimlerinin Onlenmesidir. Genellikle
antimutajenik maddeler etki etme sekillerine goére desmutajenler ve biyoantimutajenler

olmak iizere ikiye ayrilir (Nakasugi et al. 2000).
Desmutajenler, mutajen ajanlarin hiicreye girisini bloke eden veya onlart DNA ile

etkilesimlerinden Once etkisiz hale getiren antimutajenik ajanlardir (Samejima et al.

1995, Ozbek 2006). Desmutajenlerin etki mekanizmalarina, nitrozolandirma
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reaksiyonlariin (nitrosation reactions) engellenmesi, serbest oksijen radikallerinin
(ROS: reaktif oksijen tiirevleri) giderilmesi, faz I ve faz II detoksifikasyon enzimlerinin

modiilasyonu gibi 6rnekler verilebilir (Nakasugi et al. 2000).

Biyoantimutajenler ise mutajen maddelerin DNA ile etkilesmesinin ardindan genetik
materyal replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarinin isleyigini diizenleyerek
antimutajenik etkinlik gosteren ajanlardir. Bu maddeler desmutajenlerden farkli olarak,
mutasyonun meydana gelmesinin ardindan etkinlik kazanirlar. Mutajenlerin zararh
etkilerine maruz kalmis hiicrelerde DNA polimeraz I ve III enzimlerinin sentezini
arttirmak ve error-prone DNA tamir mekanizmasinin etkinligini azaltirken error-free
DNA tamir mekanizmasinin etkinligini arttirmak biyoantimutajenlerin  etki

mekanizmalarina drnek olarak verilebilir (Samejima et al. 1995, Ozbek 2006).

Gliniimiizde mutajen maddeler ile basta kanser olmak iizere bircok genetiksel hastaligin
ortaya cikisimin iliskilendirilmesi, mutajenlerin etkilerini ortadan kaldirarak bu
hastaliklarin meydana gelisinin Onlenmesinde veya tedavilerinde etkili olabilecek
antimutajenik kimyasallarin arastirilmasina yonelik ¢aligmalara ivme kazandirmistir
(Feil and Metzger 2007). Bu noktada, dogal kokenli bilesenlerin en temel kaynagi
konumundaki bitkiler, yapilarinda bulundurduklar1 zengin kimyasal madde igerigi ile

antimutajenik madde arastirmalarinin en gézde grubunu olusturmaktadir (Ozbek 2006).

Tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen sekonder metabolitler iizerine yapilan
arastirmalar; c¢esitli hastaliklarin tedavilerinde kullanilan sentetik kimyasallarin
bazilarinda goriilen tehlikeli yan etkilerin bitkisel kokenli bilesiklerde daha az oranda
ortaya ¢iktigin1 gostermistir. Ayrica bitkisel kokenli preparatlarin genellikle tek bir
etkiye sahip sentetik bilesenlere nazaran daha ¢ok yonlii etkilerinin oldugu da
bilinmektedir (Tsukagoshi and Ophashi 1974, Ozbek 2006).

Yapilan bir¢ok calismada bitkisel sekonder metabolitlerin antiameboik, antioksidan,

antihemoroid, antidiabetik, antihipertansif, antipiretik, antihepatotoksik, anti-

inflamatuar, analjezik, antitimor ve antikanser biyoaktivitelerinin oldugu ifade
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edilmistir (Kim et al.2000, Cimanga et al. 2006, Rahimuddin et al. 2007, Srivastava and
Gupta 2007, Backhouse et al. 2008b).

Farmakolojik olarak 6nemli bitki sekonder metabolitlerinden bazilari; alkaloidler,
askorbik asit, tokoferoller, isoflavonlar, terpenoidler, glikozitler, flavonoidler, ugucu

yaglar, askorbik asit, taninler, polifenolik bilesiklerdir (Briskin 2000).

1.5.1 Polifenoller

Polifenoller bitki orijinli gidalarin yaygin bilesenleri olup ¢ok genis molekiil
cesitliligine sahip bir gruptur. Polifenoller aromatik halkalar iizerinde birka¢ hidroksil
grup tastyan polifenil bir yapiya sahip olabilecegi gibi fenolik asit ve fenolik alkoldeki
gibi molekiile bagli sadece bir fenil halkasindan da olusabilirler. Kimyasal yapilar
nedeniyle polifenoller tibbi acidan olduk¢a 6nemli etkilere sahiptirler. Polifenollerin
ozellikle antikarsinojen aktiviteleri dikkat ¢ekicidir. Polifenoller karsinojenik kimyasal
maddelerin yan etkilerini; karsinojenleri detoksifiye ederek, karsinojenlerin alinimin
inhibe ederek, aktivasyonlarin1 ve yapilarini bozarak, DNA’ya baglanmasini 6nleyerek
ve DNA tamir mekanizmasinin dogrulugunu artirarak onlerler. Ayrica arasidonik asit
metabolizmasini inhibe ederek ve oksijen radikalleriyle reaktif elekrofilleri gidererek
aktivite gosterirler. (Ozbek 2006, Nicenametlia and Taruscio 2006, Nichols and Katiyar
2010).

Fenolik bilesiklerin sahip oldugu antioksidan aktivite esas olarak metal selatlama,
singlet oksijen giderme, hidrojen verici ve indirgeyici ajan olarak davranmalarini
saglayan redox Ozelliklerinden kaynaklanir (Ancos et al. 2000). Ayrica fenoller ROS
radikallerini siipiiriicti 6zellige sahiptir ve bu 6zellik fenolik molekiiliin aromatik halkas1
tizerindeki  hidrojen-donating hidroksil gruplarin  pozisyonuna-sayisina, fenolik
hidrojenlerin mevcudiyetine ve hidrojen vererek olusan fenoksi radikallerinin kararh

hale gegebilmesine baghdir (Silva et al. 2000, Chai et al. 2004).

Polifenoller icerdikleri fenil halkalarina ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal

elementlere gore bes gruba ayrilirlar. Polifenollerin bu gruplari; flavonoidler, fenolik
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asitler, fenolik alkoller, stilbenler ve lignanlar seklinde siralanabilir (Archivio et al.
2007).

1.5.2 Flavonoidler

Bitki pigmentleri olarak bilinen flavonoidler, polifenolik bilesikler grubuna dahil olup
bitkilerin herhangi yerinde olusabilirler (Wenzel 2004, Chai et al. 2004, Galati and
O’Brien 2004). Dogal olarak olusabilen 4000 farkli flavonoid tanimlanmis ve bu sayi
giin gegtikce artis gostermektedir (Galati and O’ Brien 2004).

Flavonoidler molekiiler yapilarina gore ¢esitli gruplara ayrilabilirlerse de; temelde
flavonlar, flavononlar, katesinler ve antosiyaninler olmak tizere dort gruba ayrilirlar

(Jang et al. 2008).

Saglik iizerine olan yararl etkilerinden dolay1 bilim agisindan her zaman dikkat ¢ekici
olmuslardir (Backhouse et al. 2008a, 2008b, Cosentino et al. 2008, Zhang and Chen
2008, Ntandou et al. 2010). Son yillarda cesitli karsinojenlere, mutajenlere ve
genotoksinlere  karsi  koruyucu etkilerinin  gosterilmesinden ve antioksidan
ozelliklerinden dolay1 flavonoidlere ilgi artmistir (Pirker et al. 2006). Yapilan
epidemiyolojik calismalar gidalarla birlikte flavonoid almiminin  kalp-damar
hastaliklarina karsi koruyucu etkisinin oldugunu gdstermistir. Yine bu yonde yapilan
caligmalar, flavonoid alinimi ile dmiir uzunlugu arasinda korelasyon oldugunu agiga

cikarmistir (Nijveldt et al. 2001).

Beudot vd. (1998), heterosiklik aminlere karsi dordiincii pozisyonda fonksiyonel bir
karboksil grubu igeren flavonoidlerin, antimutajenik aktivitede son derece 6nemli rol

oynadiklarini tespit etmislerdir.
Flavonoidlerin en 6nemli etkilerinden biri serbest oksijen radikallerine karsi koruma

saglamalaridir. Bununla birlikte, yapilan in vitro caligmalar flavonoidlerin anti-

inflamatuvar, antialerjik, antiviral, antimutajenik ve antikarsinojenik etkilerinin
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oldugunu gostermistir (Tshikalange et al. 2005, Cimanga et al. 2006, Ooi et al. 2006,
Kuete et al. 2006, Gulluce et al. 2010).

1.5.3 a-Tokoferol

E vitaminin bir formu olan a-tokoferol sekiz (a-, B-, 8-, y-tokoferol ve a-, B-, 8-, v-
tokotrienol) bilesenden olusan bir grup icerisinde yer almaktadir. Bu bilesenler kimyasal
yapilarindaki doygunluk durumlari ve metil gruplarmin yerlesim sekillerine gore
birbirinden ayrilmaktadir. Bununla birlikte, yapilan arastirmalar insan viicudunda en
baskin oranda bulunan E vitamini formunun a-tokoferol oldugunu gostermistir (Nikoli¢

et al. 2004, Ozbek 2006).

a-Tokoferol serbest radikal reaksiyonlarinin yayilimini engelleyen zincir kiric1 6zellige
sahip bir antioksidan ve yagda eriyebilen 6nemli bir vitamindir (Ramanathan et al.
2005).

Bilimsel literatiirde bazi E vitamini formlarinin insan kanser hiicrelerinde
antiproliferatif etki gosterdigi ve belirli kanser hiicrelerine kars1 segici olan apoptozis

mekanizmalarini uyardigi rapor edilmistir (Cameron et al. 2003).

1.5.4 Askorbik asit

C vitamini olarak da bilinen askorbik asit, etkili bigcimde serbest radikalleri toplama
ozelligine sahip kuvvetli bir antioksidan maddedir. Yapilan calismalar bu maddenin
bilinen bircok mutajene karsi antimutajenik aktivite gosterdigini ortaya koymustur

(Gentile et al. 1998).

Askorbik asidin antimutajenik aktivitesindeki bilinen etki mekanizmalarina; hiicrelerde
bulunan a-tokoferoliin rejenerasyonuna katki saglamasi ve genetik materyalde hasarlara
sebep olan serbest radikallerin bu etkilerini antioksidan 6zelligi ile ortadan kaldirmasi

ornek olarak verilebilir (Ozbek 2006).

24



Son yillarda askorbik asitin genotoksik ve antigenotoksik etkilerine yonelik cesitli
aragtirmalar yapilmistir (Hartman and Shankel 1990). In vitro ve in vivo ortamlarda
insan lenfositleri (Susan et al. 1995), Allium mikroniikleus testi (Panda et al. 1995) ve
Drosophila wing spot testi (Graf et al. 1998) gibi farkli 6karyotik sistemlerde yapilan
calismalardan elde edilen verilerin ¢ogu askorbik asitin antimutajenik oldugunu
gostermistir (Konopacka et al. 1998). Oksidatif hasara karsi askorbik asit antioksidan
koruma 0zelligi iistlenmesine ragmen, bazi durumlarda antioksidan islevin yerine ko-

genotoksik 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir (Kaya 2003).

1.5.5 Karotenoidler

Karotenoidler; sari, turuncu ve yesil renkteki sebze ve meyvelerde bol miktarda
bulunmaktadir. Domates, havug, portakaldan elde edilen c¢esitli karotenoid
fraksiyonlarinin antimutajenik etkileri (hidrokarbon karotenoidleri, ksantofiller,
karotenoid esterleri) iki farkli mutajenle indiiklenmis Salmonella typhimurium TA98 ve
TA100 suslar1 lizerinde arastirllmig ve tiim bu fraksiyonlarin antimutajenik etki
gosterdikleri kanitlanmigtir (Raucher et al. 1998). Ornegin; onemli karotenoidlerden biri
olan B-karoten yoniinden zengin gidalarin tiiketilmesi ile kanser olma riski arasinda ters
orantiin oldugu bilinmektedir (Peto et al. 1981, Scolastici et al. 2008). Ayrica likopen
ile yapilan benzer calismalarda; kuvvetli antioksidan etki gosteren bu maddenin; kalp
hastaliklarint Onleyici, anti-inflamatuvar, antimutajenik ve antikarsinojenik O6zellikte

oldugu belirlenmistir (Bhuvaneswari and Nagini 2005, Scolastici et al. 2008).

Karotenoidlerin mutasyon ve kanser gelisimi {izerine olan engelleyici etkilerinin
mekanizmasi; onlarin  serbest oksijen radikallerini inaktive etme, hiicresel
detoksifikasyon olaylarina olumlu yonde katkida bulunma, hiicre proliferasyonunu
diizenleme, hiicreler arasit haberlesme oranini arttirma, hiicre dongiisiinii sinirlama ve
sinyal transdiiksiyon yollarinin modiilasyonunu saglama gibi  ozelliklerine
dayanmaktadir (Zhang et al. 1991, Astrong et al. 1997, Pastori et al. 1998,
Bhuvaneswari and Nagini 2005, Scolastici et al. 2008, Barcelos et al. 2009).
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1.6 Mutajenite ve Antimutajenite Arastirmalarinda Kullanilan Test Sistemleri

Gilinlik hayatta siklikla kullanilan dogal ya da sentetik kimyasal bilesiklerin biiyiik
cogunlugu canlilarin kalitsal materyallerinde istenmeyen degisikliklere neden olacak
genotoksik ve karsinojenik etkilere sahiptir. Bu kimyasallarin olumsuz etkilerinden
korunmak; onlarm tespiti, tanilanmasi ve etkilerinin arastirilmasi ilkelerine
dayanmaktadir. Bu baglamda bircok maddenin mutajenik ve karsinojenik etkilerini
ortaya ¢ikarmak i¢in uygulanabilecek en akillica yaklagim, deney hayvanlari ile yapilan
in vivo arastirmalardir. Bu testler, kimyasal maddelerin uygulanmasiyla deney
sonuclarinin alinmasi arasindaki siirenin fazla olusundan dolay1r uzun zamanl testler

olarak da adlandirilmaktadir (Petek 1999, Ozbek 2006).

Memelilerde mutasyon testlerinin yapilmasinda en 6nemli zorluk memelilerin bu test
sistemlerine  olduk¢ca az duyarli olmalarn yiizindendir. Bunun yaninda

mikroorganizmalar mutajenlere karsi ¢ok daha fazla duyarlhidir (Vural 1984).

Uzun zamanl test sistemleri, mutajenite ve kanser arastirmalarinda bilinen en hassas ve
en glivenilir test sistemleri olmalarma karsin; yiiksek maliyet ve zaman
gereksinimlerinden dolay1 ylizlerce kimyasalin mutajenik ve karsinojenik etkinliklerinin

aragtir1ldigi oncii testlerde kullanish degildir (Ozbek 2006).

Bu nedenle arastiricilar, mutajen veya karsinojen Ozellikteki kimyasallarin bu
potansiyellerinin arastirilmasinda esas teskil edebilecek birgok in vitro kisa zamanl test
sistemi gelistirmistir. Uzun zamanl test sistemlerinin aksine daha kisa siirede sonug
veren ve daha ekonomik olan bu testler; ¢cok sayidaki kimyasal madde ile yapilacak olan
oncii testler i¢in oldukca uygundur. Bu testlerin uygulama esasi; test edilen kimyasal
maddelerin belirli genetik 6zelliklere sahip sistemlerde belirli sonuglar vermesi ve elde
edilen bu sonuglarla test materyalinin mutajenik ya da karsinojenik potansiyeli
arasindaki iligkinin kurulmasina dayanir. Ayrica bu sonuglarin insan da dahil bir¢cok

canliya uygulanabilir olmas1 genetik kodun evrenselligi ve mutajenite ile karsinojenite
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arasindaki korelasyonun yiiksek olusuna baglanmaktadir (Mortelmans and Zeiger 2000,

Ozbek 2006).

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

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

Cizelge 1.3 Mutajenitenin saptanmasi i¢in gelistirilmis kisa zamanh test sistemleri ve bunlarin
dayandig1 genetiksel ve biyokimyasal yollar (Akin 1990)
Kisa zamanl testler Izlenen genetiksel/biyokimyasal yollar

1.Salmonella typhimurium Histidin okzotroflari

Arjinin-triptofan okzotroflar
Profaj indiiksiyonu
2.Escherichia coli Onarim eksikligi olan suslarin
biiytimelerinin inhibisyonu

SOS cevabi

3. Bacillus subtilis

DNA onarimi hatali suslari

5. Cin hamsteri ovaryum

HGPRT (Hipoksantin guanin
fosforibozil transferaz ) ve akciger

hiicreleri ile lokusunda mutasyonlar

6. Fare karaciger epitel hiicreleri

8-Azaguanine direnclilik

7. Drosophila melanogaster

Kromozomal hatalar

8. Suriye Hamsteri embriyo hiicreleri

Morfolojik transformasyonlar

9. Cin Hamsteri hiicreleri,insan

periferal lenfositleri

Kromozomal hatalar

Kardes kromatit degisimi

10. HeLa hiicreleri, fare hepatositleri,

insan deri fibrolastlari

Programsiz DNA onarimi

11. In vivo DNA sentezi

Hata sikliginin artmasi

12. Sogan ve fasulye kok hiicreleri

Kromozom anormallikleri

Kisa zamanli testler diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin belirli genetik
sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri Ol¢iilmekte ve elde edilen sonuglarla
maddelerin karsinojenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir (Bage1 1985). Kisa

donemli in vitro caligmalar, kimyasal maddenin bakterilerde mutajenik etkisinin

27



hiicrelerde degismeye neden olup olmadigi, DNA degisim ve tamiri iizerindeki etkisi

memelilerde mutajenik etkisinin aragtirilmasini kapsar (Vural 1984).

Mutasyonlar, normal hiicre proliferasyonu, reprodiiksiyon, fizyoloji ve hiicre
biyolojisinde temel sonuglar olusturan DNA ve RNA’daki degisimlerdir. Mutasyonlar
dogrudan veya dolayli sonuglar gosterebilir fakat ayni1 zamanda fenotipik degisikliklerle
sonuglanan gen sekansindaki sabit kalitsal degisimler de gosterebilmektedir.
Mutasyonlarin sonuglarinin tipi ve boyutu, doza, frekansa, uygulama siiresine ve
baslangi¢ degisikliklerine organizmanin verdigi karsiligin sebep oldugu sekonder

etkilere baglidir (Barile 2008).

Genetik mutasyonlardan kaynakli degisimler, genetik bilginin transferine engel olur ve
genellikle kendini letal bir etki olarak gosterir. In vitro testlerin avantajlari birgok sayida
kimyasali hizli bir sekilde degerlendirme imkan1 vermesi, mutajenite ve
karsinojenitenin mekanizmasinit 6dnermesi, hayvansal test sistemlerinin azalmasi, insan

ve hayvan risk tayinine katki saglamasi olarak sayilabilir (Barile 2008).

Mutajenlerin ya da karsinojenlerin belirlenmesi i¢in kullanilan kisa zamanli test
sistemleri, cesitli modifikasyonlar ile antimutajenlerin veya antikarsinojenlerin
belirlenmesini saglayan test sistemlerine kolayca déniistiiriilebilir (Ozbek 2006). Bu test
sistemleri sitogenetik yontemler ve mikrobiyal yontemler olmak iizere iki alt gruba
ayrilir (Korkmaz 2005).

1.6.1 Sitogenetik Yontemler

Bu test sistemleri genellikle; kimyasallarin uygulanmasi ve ¢esitli boyama asamalarinin
ardindan genetik materyaldeki degisimlerin dogrudan mikroskop altinda incelenmesi

esasina dayanmaktadir (Korkmaz 2005).
In vivo ve in vitro sitogenetik testlerin ti¢ farkli tipi klastojeniteyi gostermektedir. Bu

151k mikroskobu testleri kromozomlarin sayisi veya yapisindaki kimyasal olarak

indiiklenen degisimleri belirlemek icin kullanilmaktadir. Ozellikle hiicre kiiltiirii

28



adaptasyonlar1 ¢ok daha kullanigli, ekonomik ve bir¢cok bilesigi gorilintiileme
kabiliyetine sahiptir. Sitogenetik caligmalari, ¢evresel olarak ya da ¢alisma ortaminda
klastojenlere ve radyasyona maruz kalan belirli populasyonlar i¢in (Barquinero 1993) ya
da bireysel olarak etkilenme dozunu saptamak icin kullanilabilmektedir (Fender and
Wolf 1998, Sram et al. 1998). Kimyasallarin mutajenligini arastirmada kullanilan en
yaygin sitogenetik yontemler, yapisal kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleridir (Albertini et al. 2000). Bu testler in
vivo olarak laboratuvar hayvanlarinda (Topaktas ve Speid 1990, Desesso et al. 2000), in
vitro olarak da insan kan l6kositleri, mesane, mide nasal ve sperm hiicreleri ile cesitli
kiiltiir hiicrelerinde uygulanabilmektedir (Surralles et al. 1998). Bu test sistemleri
disinda Allium test, kimyasal mutajenlerin, Kirleticilerin ve bitki ekstrelerinin Allium
cepa kok wucu hiicrelerinde sitogenetik etkilerinin degerlendirilmesinde siklikla

kullanilmaktadir.

1.6.2 Mikrobiyal Yontemler

Genellikle bakterilerin kullanildigi mikrobiyal yontemler, kisa zamanl test sistemleri
igerisinde yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda yer alir. Mikroorganizmalarin
basit besiyerlerinde kolayca tiremesi, kisa hayat devirlerine sahip olmalar1 ve buna bagl
olarak yapilan uygulamalarin pratik, hizli ve diisiik maliyetli olmas1 gibi 6zellikler bu

test sistemlerinin genel avantajlaridir (Mortelmans and Zieger 2000).

Mikrobiyal yontemlerin kullanildigi mutajenite ve antimutajenite testlerinin kullanim

alanlar1 7 baglik altinda toplanabilir (Baris 2007);

1. Cesitli kimyasallarin potansiyel mutajenik ve karsinojenik etkinliklerinin

arastirilmasi

2. Kompleks igerikli materyallerden biyolojik olarak etkin bilesiklerin

saflagtirilmasi

3. Prokarsinojenlerin dnciil veya nihai metabolitlerinin saptanmasi
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4. Cesitli viicut sivilarinin analizine bagli olarak, insanlarin mutajenlere ve

karsinojenlere maruz kalma potansiyelinin takibi

5. Mutajenik, antimutajenik, karsinojenik ya da antikarsinojenik bilesiklerin etki

mekanizmalarinin aydinlatiimasi

6. Mutasyonlar ve konukg¢u organizma iligkileri (host mediated) ile ilgili

arastirmalar

7. Mutajen veya karsinojen kimyasallarin sebep oldugu 6zgiill DNA hasarlarinin

siiflandirilmasina yonelik ¢aligmalar

Mikrobiyal yontemlerden yaygin olarak kullanilan test sistemlerine, mutant
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin kullanildigi maya delesyon testi (Yeast DEL
Assay), histidin oksotrofu Salmonella typhimurium mutant bakteri irklarinin kullanildigi
Ames/Salmonella test sistemi ve triptofan oksotrofu Escherichia coli mutant bakteri
irklarmin kullanildigi E. coli WP2 test sistemi 6rnek olarak verilebilir (Mortelmans and

Riccio 2000, Mortelmans and Zeiger 2000, Kirpnick et al. 2005).

Kisa zamanli test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar1 bakteriyel testlerdir.
Ames-Salmonella/mikrozom test yontemi (Salmonella typhimurium’un TA ve YG
suslar1), S.0.S kromotest (Escherichia coli) bakteriyel test sistemlerinden bazilaridir.
Bakteriyel test sistemleri genellikle diinyanin bir¢cok laboratuvarinda gilivenle
uygulanabilen, mutajen ve karsinojenlerin belirlenmesinde siklikla tercih edilen
testlerdir (Purchase et al. 1978, McMahon et al. 1979, De Serres and Ashby 1981). Bu
testlerin tercih edilme nedenleri, bakterilerin basit lireme ortamlarinda hizli bir sekilde
tireyebilmeleri, ayrica basit, ucuz ve ¢abuk uygulanabilir olmalaridir (Josephy et al.

1997).
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1.7 Bu Cahismada Kullanilan Test Sistemleri

1.7.1 Allium Testi

Toksisite, test edilen kimyasallarin toksik durumlarini belirlemek i¢in hasar derecesinin
kullanildig1 makroskobik parametrelerle (biiylime inhibisyonu gibi) birlikte mutajenezi
kanitlamak i¢in kromozom kirik ve hasarlarinin oranlarmin belirlendigi mikroskobik

parametrelerle de 6l¢iilebilir (Grant 1982).

Gilinlimiizde genetik caligmalarin biiyiik bir boliimii genetik toksikoloji alanindadir
(Lileyap 2008). Genetik toksikoloji hiicre ve organizmada kalitimin mekanizmasi ve
genetik materyal {izerinde cesitli kimyasallarin ve radyasyonun etkilerini ortaya
cikarmaya ¢aligir (Hoffman 1991). Ozellikle son yillarda yeni genetik analizler
gelistirilmektedir. Bu baglamda gen mutasyonlar1 ile kromozomlarin sayisinda ve
yapisinda meydana gelen degisimler, genetik toksikolojinin baglica ilgi odagin
olusturmaktadir. Bu mutasyonlarin herhangi birini belirlemek amaciyla ¢ok ¢esitli in
Vvivo Ve in vitro test sistemleri gelistirilmigtir. Siklikla kullanilan genotoksisite testleri
arasinda; Allium testi (Hoffman 1991), mikronukleus testi (Pereiraa 2008), Salmonella
testi (Bulmer 2007), kardes kromatid degisimi testi (SCE) (Alink 2007), tek hiicre jel
elektroforezi (SCGE) ve Drosophila testlerini (Watanabe 1996) sayabiliriz.

Topraktaki ve sudaki kirliligi belirlemek i¢in pek cok fiziksel ve kimyasal analizler
yapilmaktadir. Fakat bu analizler tek baslarina yeterli olmamaktadir. Bu kirleticilerin
canlhilar iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in genotoksisite caligmalarinin yapilmasi
gerekir. (Békaert et al. 1999). Kromozom hasarlarinin saptanmasi igin en etkin test
organizmalar1 olarak hacim, yap1 ve say1 bakimindan analizi kolay olan kromozomlara
sahip bitki ve hayvanlar segilmektedir. Allium cepa, Tradescantia paludosa ve Vicia
faba bitkileri az sayida ve monosentrik kromozomlara sahip olmalarindan dolayi
cevresel mutajenite calismalarinda en uygun test organizmalari olarak kabul
edilmektedirler (Rank and Nielsen 1998, Grover and Kaur 1999, Kong and Ma 1999,
Moraes and Jordao 2001, Patra and Sharma 2002, Koca 2008).
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Yiiksek yapili bitkiler, cevresel kimyasallarin sitotoksik (hiicre yapisi ya da
fonksiyonunda hasar olusturan etkileri), sitogenetik (kromozomlar {izerindeki etkileri)
ve mutajenik (genetik degisime neden olan etkileri) etkilerinin miikemmel bir
gostergesidir. Bu baglamda yiiksek yapili bitkiler, kimyasallarin kullanimi1 veya ¢evresel
kirliligin neden oldugu muhtemel genetik hasarin belirlenmesinde birinci sirada yer alan
alternatif test sistemleri olarak deneysel ¢aligmalarda 6zgiil avantajlara sahiptir. Yani,
bitki koklerinin meristematik mitotik hiicreleri gevresel kirleticilerin klastojenitesinin
(kromozom kirilmasi ve/veya buna bagl olarak kromozom pargalarindaki kayip, artma
ya da diizensizliklerin olmasi) belirlenmesi i¢in uygun bir sitogenetik materyaldir (Ma

et al. 1995).

Mutajenlerin belirlenmesi i¢in bitki biyotestleri uzun yillardan beri kullanilmakta olup;
sitogenetik aberasyonlar ve gen mutasyonlarina neden olan gevresel kimyasallarin
izlenmesi ve denetlenmesi i¢in ¢ok kullanisli sistemlerdir (Nilan and Vig 1976,

Constantin and Owens 1982, Grant 1994).

Bitki biyotestleri arasinda en yaygin olarak kullanilan1 Allium testidir. Bitkilerde kok
uclari, toprak veya sudaki kimyasallar ve kirleticilerle temas eden ilk kisimdir. Soganin
(Allium cepa) kok ucu sisteminin gézlenmesi, bu bitkinin ¢evresel kontaminantlar gibi
zararh etkilere kars1 6zellikle duyarli oldugunu gostermistir. Kok hiicreleri baz1 karisik
fonksiyonlu oksidaz enzimlerine sahiptir ve bunlar bir¢cok promutajenin mutajene aktive
edilmesinde kullanilan enzimlerdir. Bu aktive edici sistem, reaktif bir metabolit
araciligiyla toksik etkilerini kullanan kimyasallarin tespitini kolaylastiracaktir. Bu
sistemin, saf maddeleri, icme sularini, dogal sular1 ve endiistriyel atiklar1 ve bitki
ekstreleri gibi madde veya ¢ozeltilerin test edilmesinde genis bir kullanim alani vardir
ve cevresel kimyasallarin toksisite siralamasit ve degerlendirilmesinde kullanighdir

(Fiskesjo 1981, Fiskesjo 1983, Fiskesjo 1985).

Allium test, cesitli maddelerin sitotoksik ve/veya genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in
siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek yapili bitkiler kromozomlarinin boyutlarindan dolay1
sitolojik analizler i¢in uygundur (Fiskesjo 1985). Allium testinin sonuglari, ortamdaki

canli organizmalar i¢in direkt veya indirekt riskleri temsil eden belirli
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sitotoksik/genotoksik veya mutajenik maddelerin varligini isaret edebilir. Allium
testinde biiyiimedeki gerileme genellikle toksisite ve temel kromozom aberasyonlar1 ise
genotoksisite ile agiklanmaktadir (Kovalchuk et al. 1998). Bununla birlikte, kromozom

aberasyonlarinin varligi biiyiime inhibisyonuyla i¢ i¢ce olaylardir (Fiskesjo 1985).

Cevresel kirleticilerin (atik sular, pestisitler, herbisitler vb.) toksik ve genotoksik
etkileri, yaygin olarak kullanilan Allium kok biiylimesi inhibisyonu testi ile belirlenen
etkili konsantrasyon ve farkli uygulama siireleri temelinde mitotik indeks, mitotik
anormallikler, kromozom aberasyonlar1 ve  mikroniikleus olusumlar1 ile
belirlenebilmektedir. Mitotik indeksteki azalma, kontrole gdre %22’nin altina diiserse
letal etki (Antonsie-wiez 1990), %50’nin altina diiserse subletal etki (Panda and Sahu
1985) degeri olarak kabul edilmektedir. Bu degerler, sitotoksik sinir degerleridir
(Sharma 1983). Bitkilerde ve hayvanlarda gozlenen kromozom aberasyonlari, kardes
kromatid degisimleri ve mikroniikleus olusumlari, kimyasallarin DNA ile etkilesime
girdiklerini ve hasara neden olduklarini géstermektedir (Saxena et al. 2005). Kromozom
aberasyonlar1 ve mikroniikleus analizleri genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in son
derece giivenilir analizler olarak gosterilmektedir (Rieger et al. 1990, Angelis et al.
2000, Panda and Sahu 2002, Patra et al. 2003).

Bu test, 1938 yilinda Levan adli arastirici tarafindan gelistirilmistir. Test materyali
olarak kullanilan Allium cepa L. (mutfak sogani)’dan, ¢ok rahat kok ucu preparatlart
hazirlanabilmektedir. Mutfak sogani; kromozom sayisinin az olmasi, kromozomlarinin
bliylik, kolay gozlemlenebilir ve kolay boyanabilir olmasi; kisa zamanda ve hizh
sonuglar vermesi; ¢ok sayida mitotik hiicre icermesi ve ekonomik olmasi nedeniyle
Allium test 6nemli avantajlara sahiptir (Rank 2003, Kuras et al. 2006). Bu nedenle,
mitoz boliinme iizerine fiziksel ve kimyasal mutajenlerin, kirletici etkenlerin, bitki
ekstreleri ve benzer etkin maddelerin sitogenetik etkilerinin arastirilmasinda uzun
yillardir ¢esitli arastiricilar tarafindan test materyali olarak kullanilmaktadir. Allium
testinin, memeli test sistemleri ile benzer sonuglar verdigi bildirilmektedir (Teixeira et

al. 2003, El-Shabbaby et al. 2003).
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Test, kok sistemlerinin gelisimi {izerine herhangi bir acik etki olmaksizin genis bir pH
araliginda (3,5-11,0) calisabilmektedir. pH tek basina koklerin gelisimini etkilemese de
bazi durumlarda pH iyonizasyon durumunu degistirmesiyle toksik potansiyeli ¢arpici
bir sekilde degistirebilir. Bu durum bilesiklerin toksisitesinin degerlendirilmesinde goz
onlinde bulundurulmalidir. Sistemin dezavantajlar1 test edilen bilesenlerin fiziksel
halleriyle iliskilidir. Bagka bir problem sularda veya endiistriyel atiklarda bulunan

¢Oziinemeyen bilesenlerdir (Fiskesjo 1985).

Allium test yiiksek oranda hassastir ve diger test sistemlerinde test edildiginde zararli
olmadig1 varsayilan birkag bilesen i¢in pozitif toksik etkiler verebilir. Bu bazen hatali
pozitif sonuglarla sonuclanmasina ragmen bu ayrica kontaminasyonlarin goézden
kagmamasimi saglar. Bu, 06zellikle kompleks karisimlar test edildiginde Snemlidir

(Fiskesjo 1985).

1.7.2 Ames Test (Salmonella/mikrozom test)

Kisaca Ames testi olarak da adlandirilan Ames/Salmonella test sistemi, 1970’li yillarin
basinda Dr. Bruce Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilmistir (Maron and Ames
1983). Ames testi bakteriyel mutasyon testleri i¢inde detaylari en 1yi bilinen ve
karakterize edilen, gegerliligi, uygulanma kolayligi ve hassasligi nedeniyle en fazla
kabul gorerek tercih edilen ve giiniimiizde de siklikla kullanilan bir yontemdir (Russell,
1998, Gatehouse et al. 1990, Friedberg 1995). Bu testin devam eden popularitesi
DNA’ya zarar veren tehlikelerin (genotoksik) teshis edilmesi ve yiiksek hassasiyetteki
mutajenez biyokimyasal mekanizmalarin agiklanmasi yetenegi ile baglantilidir (Josephy
1997). Bu sistem; sitokrom P-450 enzimlerini i¢eren memeli Kkaraciger post
mitokondriyal siipernatant (S9) varlifinda veya yoklugunda, okzotrofik, histidin
aminoasitine ihtiyag duyan, mutant, Salmonella typhimurium test bakterileri

kullanilarak yapilmaktadir (Jorgensen et al. 1987).
Bu testin temeli, yapay Salmonella typhimurium’un histidin sentezleme yeteneklerini

kaybetmis (his” = oksotrof ) olan suslarinin test bileseni ile muamele edildikten sonra

ikinci bir mutasyon gegirip his* hale geri doniismesine dayanir. Geri déniisen (revertant)
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bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat normalde de mutajenlere maruz
kalmadan spontan olarak geri doniisebilen bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden

bahsetmek i¢in spontan revertant koloni sayis1 sayilmasi gerekir (Maron and Ames

1983).

Salmonella/mikrozom test sistemi baslica iki varsayima dayanmaktadir. Bunlardan
birincisi, bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek mutasyona neden olan ajanlarin, insan
dahil diger canli tiirlerinde de benzer mutasyonlara yol a¢ma yeteneginde
olabilecekleridir. Ikincisi ise, mutajenite ile karsinojenite arasindaki korelasyonun

yiiksek olusudur (Mortelmans and Zeiger 2000).

Salmonella/mikrozom testinin kullanima baglandigi 1975 yilindan 1982 yilina kadar
gecen siire iginde, bes binden fazla kimyasal maddenin mutajenik etkileri arastirilmistir.
Bu test sisteminde, karsinojen olarak bilinen 179 madde teste tabi tutulmus ve
bunlardan 156’smin (%87°si) mutajenik oldugu bulunmustur. Ayni sistem 117
karsinojenik olmayan maddeyi de %86’lik bir basart ile nonmutajenik olarak
smiflandirmistir. Bu degerden anlasilacagi gibi Salmonella/mikrozom testi, karsinojenik
maddelerin %]13’linii mutajenik etkili olarak saptayamamaktadir. Diger taraftan aym
test, nonmutajenik maddelerinde %14’linli mutajenik olarak tanimlamaktadir (Akin
1990). Ames test sistemi ayni zamanda, Kimyasallarin mutajen veya karsinojen
etkilerini ortadan kaldiran, bu kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini onleyen
antimutajenlerin ve antikarsinojenlerin tayininde de kullanilmaktadir (Rosin and Stich
1978, 1979, Shamberger et al. 1979, Alekperov et al. 1986, Victorin et al. 1987).

Kimyasal karsinojenler veya bunlarin metabolitleri DNA’ya kovalent olarak baglanirlar
(Miller and Miller 1976). Bu temel iliski Salmonella/mikrozom test sistemi
antimutajenlerin arastirilmasini saglamaktadir. Birgok dogal ve sentetik bilesiklerin bu
test sistemiyle karsinojenlerin genotoksik aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir
(Rosin and Stich 1979, Bhttachariya et al. 1987).

Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla elde edilmis

suslarmin genetik 6zellikleri agagida belirtilmistir.
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Histidin mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde ya
operondaki baz degisimleri ya da cergeve kaymasina yol agan baz ilavesi veya

¢ikarmasi ile mutant hale getirilmistir.

His G 46 mutasyonu: His G geni bakteriler tarafindan histidin sentezinde kullanilan ilk
enzimi kodlayan gendir. Bu mutasyon TA1535 ve TA100 mutantlarinda vardir. His G
geninde 16sin amino asidinin kodonu -GAG- baz ¢ifti de8isimi sonucu prolin amino
asidi kodonu olan -GGG-ye doniismiistiir. Bu mutasyon her iki mutantda da baz ¢ifti

degisimlerine neden olan mutajenik kimyasallar tarafindan geri doniistiirtiliir.

His D 3052 mutasyonu: His D geni de histidin sentezinde kullanilan histidinol
dehidrojenaz enzimini kodlamaktadir. Bu mutasyon gendeki tek bir niikleotidin
eksikligi sonucu ortaya ¢ikmis olan ¢ergeve kaymasi tipinde bir mutasyondur. TA9S8 ve

TA1538 mutantlarinda vardir.

His D 6610 mutasyonu: Bu mutasyon gene bir niikleotid eklenmesi sonucu ortaya
¢ikmig olan g¢erceve kaymasi tipinde bir mutasyondur. Mutasyonda etkilenen bolgede

bes yerine alt1 sitozin dizisi bulunmaktadir.

His G 428 mutasyonu: “ochre” stop kodonu varligindan dolayr His G geni inaktif

durumdadir.

Baglangicta gelistirilen his® mutantlarinin ¢esitli test maddelerine karsi1 duyarliligim

arttirmak i¢in bu suslara asagidaki mutasyonlar eklenmistir.

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasini
kodlayan genlerde meydana gelmistir. Lipopolisakkarit tabakanin kismen yok olmasi ile

normalde hiicre i¢ine giremeyen biiylik molekiiller hiicre i¢ine girmektedir.
UvrB mutasyonu: Bu mutasyon DNA onarim sisteminde kesip-¢ikarma gorevini

iistlenen enzimi kodlayan UvrB genindeki delesyon sunucu olugsmustur. Delesyon

sonucu “chl” ve “bio” genleri de ¢ikarilmistir. “Bio” geni bakterinin biotin sentezinden
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sorumlu bir enzimi kodlamaktadir. Dolayisiyla bakteriler iireyebilmeleri i¢in histidin

aminoasidine oldugu gibi biyotin aminoasidine de ihtiya¢ duyarlar.

R faktorii: Ampisilinin direnglilik geni olup bu geni tasiyan bakterilerde normalde
hiicrelerde bulunan ve hata frekans: yiiksek olan DNA onarim yolunun aktivasyonuna
ve gerek pozitif sonuglarinin artmasina, gerekse spontan olan mutasyonlarin artmasina
neden olur. R faktoriine sahip olmayan suslar zayif mutajenik sonuglar verirken R faktor
genini tagtyan pKM 101 plazmidine sahip yeni suslar oldukca kuvvetli sonuglar
vermislerdir (Nakamura et al. 1992, Cerna et al. 1998, Durusoy and Kambur 2003).

Diger bakteriyel testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik olan unsur, memelilerde
detoksifikasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sisteminin olmayisidir. Bu sistem
pek cok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken, bazi bilesikleride DNA ile
etkilesime girebilen yiiksek Olclide elektrofilik, mutajenik hatta karsinojenik forma
dontistirmektedir (Haack et al. 2001). Mutajenik etkisi test edilen herhangi bir ajanin
bu enzim aktivasyonunun etkisi ile nasil bir potansiyele sahip olacaginin belirlenmesi
kacinilmazdir. Bu yondeki sakincanin giderilmesi i¢in memeli laboratuvar
hayvanlarindan izole edilen karaciger enzim ekstresi bakteriyel sisteme dahil edilerek

testler prosediire uygun olarak tekrarlanmaktadir.

En yaygin olarak kullanilan enzim preparati, si¢anlarin, enzim aktivasyonu uyarilmis
olan karaciger dokularindan homojenize edilen post mitokondriyel siipernatandir (Hass
et al. 1986; Vrijsen et al. 1990). Bu materyal, ila¢ metabolize edici enzimlerin bir
¢esidini, sitokrom bagimli monooksijenazlari, sitokrom bagimsiz oksidazlari, amidaz,
esteraz, glutatyon-S-transferaz, siilfotransferaz, agil transferaz, metil transferaz,
dehidrogenaz ve peroksidazlar1 icermektedir. Enzim 0ziitii, kofaktorler, tuzlar ve

tampon sistemle tamamlandiginda, S9 karigimi adin1 almaktadir (Eren 2011).

Ames yonteminde pozitif sonu¢ veren bir ajan igin, insan ya da diger memeliler de

mutajenik veya karsinojeniktir denilemez. Bakteriyel mutasyonun pozitif olmasi, ajanin
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potansiyel zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlami tasir. Ayrica yiiksek organizmalarda

yapilacak olan daha kapsamli ¢aligmalar1 yonlendiren 6nemli bir belirtegtir (Eren 2011).

Ames testinde, ¢esitli kimyasal maddelerin mutajenitesinin belirlenebilmesi igin
histidine ihtiya¢ duyan suslar kullanilmaktadir. Bilinen bakteriyel mutajenlerin biiyiik
bir kismini belirlemede ¢ok hassas olduklari i¢cin TA98 ve TA100 suslar1 genel bir kabul
gormiistiir (Gatehouse et al. 1990). Bunlarin disinda en ¢ok kullanilan test suslari ise
TA97, TA102, TA1535 ve TA1538’dir. Bu test suslarinin her biri histidin operonunda
degisik tipte mutasyonlar icermektedir (Maron and Ames 1983). Ames testinde

kullanilan suslar ve onlarin genetik 6zellikleri Cizelge 1.4’de verilmistir.

Cizelge 1.4 Ames test sisteminde kullanilan bazi Salmonella suslart ve genetik o6zellikleri

(Oksiizoglu 2000)
Su Histidin Lipopolisakkarit Onarim pKM Mutasyonun Belirlenecek Bilesik
¥ | Mutasyonu (LPS) 101 Niteligi Suflart
Baz Cifti Yer
AT_GC degisimine
TA1535 His G46 rfa AuvrB - Transisyon Neden Olan
Mutajenler
Cerceve Kaymasina
TA1537 His C376 rfa AuvrB i C...... C Neden_
yanina +1 Olan Mutajenler
Cerceve Kaymasina
TA1538 | His D3052 rfa AuvrB i CG...... CG Neder! Olan
yanindan -1 Mutajenler
Cerceve Kaymasina
TA97 | HisD6610 rfa AuvrB ¥ CCC yanina +4 Neden
Olan Mutajenler
Oksidanlar, X-
Isinlari,
His G428 AuvrB U.V., Mitomisin C,
TA102 pAQL_his rfa - GC ochre AT Bleomisin
ve Kinonlar
Cerceve Kaymasina
: AuvrB Neden
+ -
TA98 His D3052 rfa CG yanindan -1 Olan Mutajenler
Baz Cifti Degisimine
TA100 | His G46 rfa AuvrB + AT_CG Neden
Transisyon Olan Mutajenler
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2. MATERYAL ve METOD

2.1 Bitki Ektresinin Hazirlanmasi

Alyssum virgatum bitkisi Muratdagi (Afyonkarahisar) bolgesinden toplandiktan sonra
Afyon Kocatepe Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda taksonomik
siniflandirmasi Dog¢. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan yapilmistir. Oda sartlarinda
kurutulmus bitkilerin toprak {istii kisimlar1 toz haline getirilmistir. Coziicli 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 300 rpm’de 10 dakika santriflij edilmistir. Elde
edilen siipernatant kisim alinip filtre kagidindan gegirilmistir. En son elde edilen
ekstrelerin ¢oziiciileri, 45 °C’deki rotary cihazinda vakumla ugurulmustur. Hazirlanan
100 g/L c¢ozelti stok olarak kullanilmis ve deneylerde kullanilan cozeltiler deney

esnasinda bu stok ¢ozeltiden taze olarak hazirlanmistir.

2.2 Allium Test

Bu c¢alismada bitkisel materyal olarak sogan (Allium cepa, 2n=16) kullanilmistir.
Kimyasal madde olarak da fuksin, potasyum metabisiilfit (K,S,0s), glasiyal asetik asit,
metanol kullanilmigtir. Allium testi, Fiskesjo (1985)’den modifiye edilerek yapilmistir.

2.2.1 ECs5p Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin antisitotoksik etkileri belirlenmeden 6nce kok biiyiimesini inhibe
eden dozlar belirlenmistir. Bu amagla 10 farkli konsantrasyon (100 g/L, 50 g/L, 25 g/L,
12,5 g/L, 6,25 g/L, 3,125 g/L, 1,56 g/L, 0,8 g/L, 0,4 g/L ve 0,2 g/L) sogan kok

hiicrelerine uygulanmis ve ECsp degeri belirlenmistir.
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Uygulama protokolii sirasiyla su basamaklardan olugsmaktadir:

1. Soganlarin kuru kok kisimlar1 kazindiktan sonra 24 saat siireyle distile suda bekletilip

koklendirilmistir (her bir konsantrasyon igin 8 adet).

2. Homojen (biiyiikliik ve agirlik agisindan) olan soganlardan her bir konsantrasyon i¢in

5’er adet secilmistir.

3. Bu soganlar daha sonra 96 saat belirtilen konsantrasyonlarda ve kontrol grubunda

bekletilmistir. Cozeltiler her giin degistirilmistir.

Bu silirenin sonunda kontrol grubundan elde edilen kok uzunluklariyla, farkl
konsantrasyonlardaki  kok uzunluklar1  karsilastirilmistir.  Kontrol ve  farkh
konsantrasyonlarin her birine ait 5’er sogandan 10 kokiin uzunlugu (mm) olgiilerek, o
konsantrasyona ait ortalama kok uzunlugu belirlenmistir (her konsantrasyon igin 50 kok
= 5 sogan x 10 kok). Ortalama kok uzunlugunu kontrole gore %50 azaltan

konsantrasyon degeri, etkili konsantrasyon (ECsp) degeri olarak tanimlanmustir.

2.2.2 Kromozom Aberasyon Testi

Allium cepa’nin k6k ucu meristem hiicrelerinin hiicre dongiisii 24 saattir (El¢i, 1994).
Bu durum dikkate alinarak, mitotik indeks ve kromozom aberasyonlari i¢in her bir

konsantrasyonun uygulama siireleri 24, 48 ve 72 saat olarak yapilmistir.

1. Distile suda 24 saat siireyle bekletilen soganlardan homojen uzunluktaki koklere
sahip soganlar, bitki ekstresinin etkin konsantrasyonu (ECsp) + 10 ppm MMS (Methyl
Methane Sulfonate), etkin konsantrasyonun yarisi (ECs¢/2) + 10 ppm MMS ve etkin
konsantrasyonun iki kati (2XECsp) + 10 ppm MMS, iceren tiiplere 24, 48 ve 72 saat

siireyle maruz birakilmistir.

2. Fiksasyon, boyama ve daimi preparasyon icin 5 soganin kok uclarindan 6rnekleme

yapilmis ve her sogana ait kokler ayr1 bir tiipe konulmustur. Sogandaki en yiiksek mitoz
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sikligimin sabah saat 6:00 ile 9:00 arasinda elde edilmesinden dolayr kok ucu

materyallerinin alinmasi sabah saat 7:00-8:00 arasinda tamamlanmustir.

2.2.3 Preparatlarin Hazirlanmasi

Fiksasyon

1. Her bir uygulama siiresi sonunda sogan kok ucundan itibaren yaklasik 1-2 cm
uzunlugunda kesilen materyaller Carnoy’s fiksatifine (3 kistm %95°lik metanol:1 kisim

glasiyal asetik asit) alinarak 24 saat 4 °C’de tespit edilmistir.

2. Fiksasyon isleminden sonra kokler kullanilincaya kadar %70’lik alkol igerisinde

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hidroliz

1. Hiicreleri birbirlerinden ayirip mikroskopta daha iyi gozlenebilmelerini saglamak

amaciyla bu islem yapilmistir.

2. Kokler %70’1ik alkol igerisinden ¢ikartildiktan sonra 1N HCI igerisine alinarak 60 °C
sicakliktaki su banyosunda 7 dakika hidroliz edilmistir.

Boyama
1. Hidroliz isleminden sonra kokler distile su icerisine alinarak 15 dakika bekletilmistir.

2. Kokler Feulgen boyasi ile oda sicakliginda bir saat boyanmustir.

Feulgen boyasinin (Elgi 1994) hazirlanist:

1 g fuksin (Sigma) iizerine 200 ml kaynatilmis su ilave edilerek karigtirilmistir. Bu
karistma 20 ml 1IN HCI ilave edilerek bir giin bekletilir. Siiziilen bu karigima 2 g
potasyum metabisiilfit (K,S,0s, Sigma) eklenerek boya kapakli bir siseye konulmustur.
Buzdolabinda 24 saat bekleyen ve agik ¢ay rengini alan boya kullanima hazir hale

gelmigtir.
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Daimi Preparasyon

1. Boyanmanin en yogun oldugu yaklasik 1-2 mm uzunlugundaki kdk ucu dokusu

kesilerek geriye kalan kisim atilmistir.

2. Kok ucu lizerine %45°1ik glasiyal asetik asit damlatilip {lizerine lamel kapatilarak

ezme-yayma preparat yapilmistir.

2.2.4 Mikroskobik Calhisma

Mikroskobik analizler; mitotik indeks, anafaz ve telofazdaki kromozom aberasyonlari

ile diger aberasyonlarin belirlenmesini icermektedir.

1. Kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeksin belirlenmesinde, her uygulama
icin hazirlanan 5 preparatin her birinde 1000’in {izerinde hiicre olmak iizere toplam
yaklasik 5000-6000 hiicre i¢inde mitoza giren hiicreler sayilmistir (MI=mitoza girmis

hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1 x100).

2. Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra, preparatlarin incelenmesine Yyeniden
baglanmis ve bu sefer kromozom aberasyonlar1 her preparatta 100 anafaz veya telofaz
hiicresi olmak {izere her uygulamada toplam 500 anafaz veya telofaz hiicresi
incelenerek belirlenmistir. Anafaz-telofaz hiicrelerinde goriilebilen kromozom
aberasyonlari sunlardir: Yapisiklik, anafaz kopriileri, kalgin kromozomlar, bozulmus
anafaz-telofaz olusumlaridir. Diger anomaliler ise C-mitoz, poliploidi ve biniiklear

hiicre olusumlaridir.

3. Belirlenen kromozom aberasyonlar1 10x40 biiyiitmede dijital fotograf makinesi

kullanilarak fotograflanmistir.

2.2.5 Verilerin istatistiksel Analizleri

Elde edilen veriler, SPSS programinda Oneway ANOVA Duncan coklu karsilastirma
testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmis ve homojen gruplar belirlenmistir. Verilerin

ortalamalar1 arasindaki 6nem diizeyi p<0,05 alinarak istatistiksel analizler yapilmistir.
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2.3 Ames Mutajenite Testi

2.3.1 Bitki Ekstresi

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan Alyssum virgatum bitkisinin toprak istii

kisimlarinin distile su ekstresi bu ¢alismada kullanilmstir.

2.3.2 Salmonella typhimurium Test Suslar:

Deneyde, Prof. Dr. Bruce Ames ve arkadaslari tarafindan, Salmonella typhimurium LT2
atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA98 ve TA100 suslari
kullanilmistir. Bu sus Hacettepe Universitesi Biyoloji boliimii 6gretim iiyelerinden olan
Prof. Dr. Nuran Diril’den saglanmistir. TA98 susu ¢erceve kaymasi, TA100 ise baz ¢ifti

doniisiimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmistir.

2.3.3 Deneyde Kullanilan Besiyerlerinin icerikleri ve Hazirlanmalar

Calismada kullanilan kimyasallardan nutrient broth no:2, Oxoid markali olup diger
kimyasallar, magnezyum siilfat (MgSO4.7H,0), sitrikasit monohidrat, potasyum fosfat
(K2HPOQ,), sodyum amonyum fosfat (NaHNH, PO,.4H,0), D-Biyotin, L-Histidin-HCI,
ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit, kristal viyole, glukoz, agar, NaCl, sodyum azid
(SA), 2-aminoanthracene (2AA), 4-nitro-o-fenilendiamine (4NPD), 2-aminofluorene
(2AF), potasyum kloriir, magnezyum kloriir, sodyum dihidrojen fosfat, disodyum
hidrojen fosfat, B-NADP, glukoz-6-fosfat ve S9 fraksiyonu Sigma’dan alinmustir.

Vogel-Bonner-E Ortami (50XVB tuzlarr)

Kullanim: Minimal glukoz agar (MGA) ve Histidin/Biyotin/Ampisilin agar (HBA)
plaklar1

1000 ml
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Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0) 109

Sitrikasit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (Ko;HPO,) 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH, PO,4.4H,0) 1759
Distile su (45 °C) 670 ml

Maddeler yukarida yazildiklar1 sira ile distile suya eklenmistir. Toplam hacim 1000
ml’ye tamamlanip otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

(0,5 mM) Histidin/Biyotin (HB) Soliisyonu

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

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

Biyotin suyun kaynama noktasma kadar 1sitilarak ¢oziilmiis, daha sonra histidin ilave

edilerek otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Soliisyon +4 °C’de saklanmustir.

(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

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

tasiyan suslarin master plaklar

100 ml
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Ampisilin trihidrat 0,89
0,02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0,02 N NaOH i¢inde ¢oziilmiis ve sterilizasyon i¢in 0,22 um ¢aph

filtreden gecirilmis ve +4 °C’de saklanmustir.

(%1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suglarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu tasiyip

tasimadiklarinin kontrolii

100 ml
Kristal viyole 0,19
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su karistirilmis ve soliisyon 151k gecirmeyen bir kaba konup +4

°C’de saklanmistir.

(%0,13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

50 ml
D-biyotin 0,65 mg
Distile su 50 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢6ziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20

dk sterilize edilmistir.
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(%0,5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

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

Madde distile su i¢inde ¢ozlilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

(%20) Glukoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

100 ml
Glukoz 209
Distile su 100 ml

Glukoz distile su i¢inde ¢oziilerek otoklavda 110 °C’de 15 dk sterilize edilmis ve 0-4

°C’de saklanmistir.

(2 pg/pl) 2-Aminofluorene (2AF)
Kullanim: Pozitif kontrol

200 pg/plak basina olmak tizere dimetilsiilfoksit (DMSO)’de ¢oziilerek kullanilmaistir.

TA9S susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmustir.

10 ml
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2AF 0,02 g

DMSO 10 ml

(0,02 pg/pl) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)

Kullanim: Pozitif kontrol

2 pg/plak olmak tizere DMSO’da c¢oziilerek kullanilmistir. TA98 susu icin S9

fraksiyonu gerektirmeyen kimyasaldir. Oda sicakliginda saklanmustir.

10 ml
NPD 0,02¢g
DMSO 10 ml

(0,1 pg/ul) Sodyum Azid (SA)

Kullanim: Pozitif kontrol

10 pg/plak basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. TA100 susu ig¢in S9

fraksiyonu yoklugunda kullanilan kimyasaldir. +4 °C’de saklanmistir.

100 ml
Sodyum azid 0,01g
Distile su 100 ml
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(0,05ug/ul) 2-Aminoanthracene (2AA)
Kullanim: Pozitif Kontrol

5 pg/plak basina olmak iizere distile suda ¢oziilerek kullanilmigtir. TA100 susu i¢in S9

fraksiyonu varliginda kullanilan kimyasaldir.

100 mi
2-aminoanthracene 0,005¢
DMSO 100 ml
Top Agar
Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml
Agar 609
NaCl 59
Distile su 1000 mi

Agar, su ve tuz manyetik karistiricida 1sitilarak ve karistirilarak ¢6ziilmiis ve otoklavda

121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir.

Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml
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Agar 159

%20 glukoz 50 ml
Histidin HCI. H,O 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 ml

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45 °C’ye sogutulup
%20 glukoz, 50XVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklenmis, sollisyon biraz daha
soguduktan sonra biyotin ilave edilmis, karistirilip petri kutularma 30 ml olarak

dagitilmistir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar:

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml
Agar 15¢g
Distile su 910 ml
50X VB tuzlar 20 ml
%20 glukoz 50 ml
Histidin HCI.H,O 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin 3.15ml
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Agar ve su otoklavlanmis, 45 °C’ye sogutulup %20 glukoz, S0XVB tuzlar1 ve histidin
bu sicak soliisyona eklenip karistirilmis ve biraz daha soguyunca biyotin ve ampisilin
eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarilmistir. Bu plaklarda bakteriler 4 °C’de 2 ay

saklanabilmektedir.

Minimal Glukoz Agar Plaklari

Kullanim: Mutajenite deneyi

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

Agar ve su 2 L’lik kapta karistirilip ¢oziilmiis ve otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45
°C’ye sogutulup %20 glukoz ve 50XVB tuzlar1 eklenip petri kutularina 30 ml olarak

aktarilmistir.

Nutrient Agar Plaklar: (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisini1 bulma ve genotip kontrolii

1000 ml
Oxoid nutrient broth no:2 25¢
Agar 15¢
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Distile su 1000 ml

Agar, broth ve su 2 L’lik kapta karigtirilip otoklavlanmis ve petri kutularina 30 ml

olacak sekilde aktarilmistir.

Nutrient Broth Siv1 Kiiltiir Ortami (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 ml
Oxoid nutrient broth no:2 509
Distile su 200 ml

Broth ve su karistirilip otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilip 4 °C’de saklanmustir.

Tuz Cézeltisi (1,65 M KC1 + 0,4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml
Potasyum kloriir 61,5
Magnezyum klortir 40,79
Distile su 500 ml

Maddeler distile suda ¢oziilmiis ve 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak sterilize edilip 4

°C’de saklanmustir.
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0,2 M Sodyum-Fosfat Tamponu (pH=7,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 mi
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4 H,0) 13,82 g
0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 1429
Distile su 500 ml

Karisim pH 7,4’e ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir.

0,1 M B-NADP Cozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

5ml
B-NADP (F.W. 765,4) 383 mg
Steril distile su 10 ml
Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmistir.
1 M Glukoz-6-Fosfat Cozeltisi
Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karisimi

10 ml
Glukoz-6-fosfat 2,829
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Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0,22 um delik capli filtrelerle yapilmistir.

S9 Karisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2mi
MgCl,-KCI tuz ¢ozeltisi 1ml
1 M Glukoz-6-fosfat 0,25 ml
0,1 M B-NADP 2 ml
0,2 M fosfat tamponu pH=7,4 25 ml
Steril distile su 19,75 ml

Karisim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlanmstir. Icerikler daima buz iginde

tutulmustur.

2.3.4 Test Maddeleri

Alyssum virgatum bitkisinin distile su ekstresinin 312,5 pg/plak, 625 ug/plak, 1250
ug/plak, 2500 ug/plak ve 5000 ug/plak konsantrasyonlari hazirlanmistir. Tim Ames

testi ¢calismalarinda bu dozlar kullanilmistir.
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2.3.5 Ames Deneyi

Bu calismada, USA’dan elde edilen test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi,
bakterilerin genetik 6zelliklerinin kontrol edilmesi ve Ames-Salmonella/mikrozom testi
Maron ve Ames yontemine uygun olarak plak inkorporasyon metodu ile yapilmistir.
Deneyler S9’lu ve S9’suz olarak iki grup halinde ¢alisilmistir. Her doz paralel 3 plak
halinde denenmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica pozitif
kontrol, solvent kontrol ve spontan kontroller deneye paralel olarak denenmistir. Pozitif
kontrol olarak TA100 S9’suz deneylerde 10 pg/plak sodyum azid (SA), TA100 S9’lu
deneylerde 5 pg/plak 2-aminoanthracene (2AA), TA98 S9’1u deneylerde 200 pg/plak 2-
aminofluorene (2AF), TA98 S9’suz deneylerde 200 pg/plak 4-nitro-o-fenilendiamine
(4NPD) kullanilmistur.

Salmonella Suslarina Ait Kiiltiirlerin ve Master Plaklarinin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi’nden getirilen bakteri suslari HBA plaklarina
paralel ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat inkiibasyona alinmistir. Siirenin sonunda iyi
izole olmus bir koloni se¢ilip, 2 ml NB ortamu i¢inde siispanse edilerek bir gece (12-16
saat) 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin dze ile bir dze dolusu sivi
kiiltir alimp HBA iizerine ¢izgi ekim yapilarak plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe

edilmistir. Bu plaklar 4 °C’de 2 ay siire ile saklanmig ve pasajlar yapilmustir.

Salmonella Suslarinin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin Acilmasi

Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek koloniler alinarak
2 ml NB i¢inde 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda steril ependorf
tiplerinin icerisine 1 ml bakteri kiiltiiri ve 90 pul DMSO eklenerek yavasca
karistirllmistir. Kapaklar1 sikica kapatilarak sivi azot igerisine daldirilip ¢ikartilmis ve
boylece sok donmalar1 saglanmistir. Sok dondurulan kiiltiirler stok olarak kullanilmak
tizere -80 °C’ye kaldinlmistir. Bu stok Kkiiltiirler 1-2 yil siire ile tazeliklerini

korumaktadir.

54



Salmonella Suslarimin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

TA98 ve TA100 suslar1 igin, master plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze yardimi ile
alimarak 20 ml nutrient broth ve 63 ul ampisilin igerisinde siispanse edilmis ve 140
rpm’de 16 saat calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmigtir. Taze kiiltiir
hazirlamak i¢in 16 saatin sonunda bu kiiltiirlerden 500 pl alinip 20 ml nutrient broth ve
63 ul ampisilin igerisinde siispanse edilmis ve 110 rpm’de kullanimina kadar

inkiibasyonu saglanmustir.

Salmonella Suslarimin Kontrol Testlerinin Yapilmasi
Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi

Test maddesinin mutant susu, atasal sus tipine dondiirme giicii dl¢iildiigii icin, testin
giivenirligi acisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadigini bilmek

gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik 6zellikleri bazi testlerle kontrol edilmistir.

Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin minimal glukoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his™ bakteriler his®’
lardan ayirt edilir. Bu amacgla NB’de, bir gece dretilen bakterilerden MGA ve
histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilmistir. 37 °C’de 48-72 saat
inkiibasyondan sonra HB plaklarinda tireme gozlenirken MGA plaklarinda {ireme

gozlenmemistir. Boylece kullanacagimiz bakterilerin his” mutasyonunu tasidigi anlagilir

(Resim 3.2 ve Resim 3.3).

uvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyonun varligit UV 1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test i¢in,
NB’de bir gece biyiitillen bakteri kiiltiiriinden 1 6ze dolusu almip NA plaginin
tamamina paralel ekim yapilmistir. Plagin yaris1 (¢izgileri kesecek sekilde) plastik bir

plaka ile kapatilip 15 watt giiclinde bir UV lambas: ile 33 cm yiiksekten 8 sn siire ile
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isinlanmistir. Isinlanmadan sonra petri kapaklari kapatilip 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB mutasyonu tasiyan bakterileri o6ldiirecek
dozdadir. Ciinkii DNA kesme tamir etme mekanizmasi engellenmistir. Bundan dolay1
UV’ye maruz kalan kisimda iireme olmazken, plastik kapakla kapatilan kistmda normal
bir tireme gozlenmistir. Bu da bize kullanilacak bakterilerin uvrB mutasyonu tagidigini

gostermistir (Resim 3.5).

Rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvariin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur ve
hiicre duvarinin gegirgenligi arttirilmistir. Varligr kristal viyoleye duyarlilik testi ile
tespit edilmistir. Bu test i¢in bakteri kiiltiiri NB’de bir gece biiyiitillen 0,1 ml sivi
kiiltiir, 45 °C su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar {izerine ilave edilip daha sonra NA
plaklarina dokiilerek plaklara 8 isareti yaptirilmistir. 10 dk donmasi beklendikten sonra
plagin ortasina 0,5 cm capli steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasina %0,1’lik
kristal viyole karistmindan 10 pl damlatilmistir. Kagidin boyayr emmesi beklenilmis,
sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde
14 mm’lik iireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin igine
kolayca girip etkiledigi icin bakterilerin iiremesini engelledigi icin bakterilerin rfa

mutasyonunu tagidiklart anlagilmistir (Resim 3.4).

R-faktor Varhg Kontrolii

Test bakterilerinin igerdigi, R-faktor tagiyan pKM 101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin Slciilmesi ile tespit edilmistir. Bu amagla,
biiyiitiilen NB icinde bakteri kiiltiirii (%0,8 Ampisilin/0,02 M NaOH) ampisilin iceren
HBA plaklarina ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonunda, plazmid
iceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda biiytidiikleri gdzlenmistir. Yani bakteriler

R-faktor plazmidini icermektedirler (Resim 3.6).
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Spontan Olarak Geriye Doniis Sikhiginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his” durumundan his* durumuna
doniismesi, belirli sinirlar i¢inde miimkiindiir. Bu smrlar; TA98 i¢in 20-50
revertant/plak, TA100 igin 75-200 revertant/plaktir. Bu test i¢in, 37 °C’de, NB’de
biiyiitiilen bir gecelik kiiltiirden 0,1 ml alinip, 45 °C’deki su banyosunda tutulan 0,25 ml
0,5 M HB soliisyonu igceren 2,5 ml top agar iizerine ilave edilmistir. Daha sonra test
tiipli yavasca calkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve 37 °C’de 48-72 saat inkiibe

edilerek plaklarda tlireyen koloniler sayilmistir (Resim 3.7).

Siv1 Kiiltiiriin ml’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisin1 bulmak ig¢in
HBA plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 ml NB igerisinde
siispanse edilmistir. Siispansiyon isleminden sonra kiiltiir ¢alkalamali inkiibatorde 37
°C’de 110 rpm’de 12-16 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda gecelik kiiltiirden 100
ul alinmis ve 20 ml NB bulunan erlen igerisine eklenerek taze kiiltiirleri hazirlanarak
140 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0,9 serum
fizyolojik ile 10°, 107, 102, 107, 10, 10” ve 10°® olacak sekilde bir dizi sulandirmalar
hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri
olacak sekilde 100 pl’lik miktarlarda alinarak 45 °C’deki su banyosunda tutulan 2,5 ml
top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipi yavasca calkalanarak NA
plaklarina yayilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler
saytlmigtir. S, typhimurium ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan bakteri

kiiltiiriiniin 1 mI’sinde 1-2 x 10° ml/bakteri olmasi ongoriilmektedir.

Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Sitotoksik etkinin saptanmasi deneyi Dean vd. (1985)’e gore yapilmistir. Kullanilan test
bilesiklerinin, test bakterileri i¢in 6ldiiriicii dozunun saptanmasi amaciyla 2 ml top agara
0,1 ml bakteri kiiltiiri ve 0,1 ml degisik konsantrasyonlarda uygulanan maddelerden
ilave edilmistir. Oncelikli olarak maddelerin 312,5 pg/plak, 625 ng/plak, 1250 pg/plak,
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2500 pg/plak, 5000 ug/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari test tiipiine eklenmistir.
Tiipteki karigim 3 ayr1 NA plagina dokiilerek 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. Mutajenite

deneylerinde, toksik dozun altindaki dozlarla ¢alisilmistir.

S9 Karisiminin Hazirlanmasi

Ames test sistemi i¢in standart S9 karisimi bilesenleri 8 mM MgCl,, 33 mM KCI, 5 mM
glukoz-6-fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM Na-fosfat pH:7,4 ve bu karisimin her ml’si
icin 0,04 ml derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karisim her mutajenite deneyi icin taze

hazirlanmakta ve deney siiresince buz igerisinde saklanmaktadir.

Ames Antimutajenite Testinin Yapilisi

Deneyin amaci, daha 6nceden biiyiimesi i¢in histidin aminoasidine gereksinim duyan
oksotrofik suslarmn, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar histidin sentezleyebilir hale

dontismesi temeline dayanir. Ames testi, Maron ve Ames (1983)’e gore yapilmustir.

S9’suz (-) deney

Bu amagla, i¢lerine 0,25 ml histidin biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2,5 ml’lik top agar
igeren deney tiipleri 45 °C’lik su banyosunda 1sitilip iclerine 0,1 ml test maddesi, 0,1 ml
5 saatlik taze bakteri kiiltiirii ve 0,1 ml pozitif mutajen madde (TA98 i¢in 4- nitro-o-
fenilendiamine (4NPD) ve TAL100 i¢in sodyum azid (SA)) eklenmistir. Tiipler
calkalanarak 37 °C’ye 1sitilmis MGA plaklarina dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti
yaptirilarak top agarin plak iizerine homojen dagilmasi saglanmistir. 15 dakika donmasi
beklendikten sonra plaklar ters gevrilerek 37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deneyde her doz
icin 3 ayrnt plak kullanilarak iki bagimsiz deney yapilmistir. Sonuglarin

degerlendirilebilmesi i¢in deneylere paralel olarak spontan kontrol, solvent kontrol
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(distile su) ve pozitif kontrol (diagnostik) olarak TA100 susu i¢in 0,1 pg/ul sodyum azid
(SA), TA9S susu i¢in ise 2 pug/ul 4-nitro-o-fenilendiamine (4ANPD) kullanilmustir.

S9’lu (+) deney

Plak inkorporasyon testinde, test bilesigi, bakteriyel test susu, S9 karisimi top agara
karistirilarak minimal glukoz agarh plaklara dokiilmiistiir. Plaklar 37 °C’de 48-72 saat
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaklardaki his® revertant bakteri kolonileri

saytlmstir.

Bu yontemde, 0,25 ml histidin biyotin eklenmis 45 °C’deki 2,5 ml’lik top agara, test
susu kiiltiirtinden 0,1 ml, test edilecek kimyasaldan 0,1 ml, pozitif mutajen maddeden
0,1 ml (TA98 i¢in 2-aminofluorene (2AF) ve TA100 i¢in 2-aminoanthracene (2AA)) ve
S9 karigimindan 0,5 ml eklenip diisiik hizda 3 saniye vortekslenerek oda sicakligindaki
minimal glukoz agarli plaklara yayilmistir. Top agarin plagin biitiin ylizeyine donmadan
yayilmasini saglamak i¢in karistirma, dokme, yayma isleminin tiimii, 20 saniyeden az
bir siirede yapilmistir. Her deneyde, her susun geri donme oOzgiilliikklerini ve S9
karisiminin etkisini dogrulamak i¢in pozitif mutajen kullanarak pozitif mutajenik etki
kontrolleri yapilmistir. Bakteriyi, S9 karisimini ve kullanilan ¢oziiciiyii igeren fakat test
edilen kimyasali icermeyen negatif kontrol plaklar1 her sus icin kendiliginden geriye
donen bakteri sayisinin saptanmasinda kullanilmigtir. Deney her doz igin 3 ayr plak
olarak uygulanmis ve iki bagimsiz deney yapilmistir. Bu ¢alismalarin negatif kontrolleri
test materyalinin yerine ayn1 miktarda bu materyalin ¢6ziiciisliniin eklenmesiyle, pozitif
kontrolleri ise test materyalinin yerine ayni miktarda kullanilan bakteri susuna spesifik

olan mutajen madde ¢ozeltisinin eklenmesiyle hazirlanmustir.
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2.3.6 Sonuclarin Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin istatistiki analizi, SPSS programi Oneway ANOVA Dunnett-t
testine gore yapilmistir. Salmonella/mikrozom test sisteminde elde ettigimiz sonuglari
degerlendirirken % inhibisyonu asagidaki formiilii kullanarak hesapladik;

T-S
M-S

% inhibisyon= [ 1- 1 %100

T— Mutajen ve bitki ekstresi varliginda geri dénen koloni sayisi
M—Sadece mutajen varliginda geri dénen koloni sayisi

S— Spontan revertant koloni sayilari

Bitki ekstresinin mutajen tizerindeki inhibitor oran1 %20-40 arasinda oldugu durumlarda
antimutajenik etki orta dereceli olarak tanimlanirken; %40°’tan fazla oldugu durumlarda
giiglii antimutajenik etkili olarak kabul edildi. Inhibisyon orami %20’den daha az

oldugunda ise antimutajenik etki negatif olarak kabul edildi (Negi et al. 2003).
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3. BULGULAR

3.1 Allium Testine Ait Bulgular

Allium test, Alyssum virgatum tiiriiniin toprak isti kisimlarinin su ekstresi ile

calisilmgtir.

Allium test ile kullanilan bitkinin su ekstrelerinin, kok biiyime inhibisyonu ile mitotik
safhalar tlizerine etkisi ve olusturduklart kromozom aberasyonlar1 belirlenmeye

calisilmigtir.

3.1.1 Kok Biiyiimesi Inhibisyonu Testi

Bu c¢alisma ile bitki ekstrelerinin hem kok biiylimesi tizerine etkisi arastirilmis hem de
sonraki asamalar olan mitotik indeksin (MI) saptanmasi ve kromozom aberasyonlarinin
belirlenmesi denemelerinde kullanilacak olan konsantrasyon degerleri tespit edilmeye

calisilmgtir.

Alyssum virgatum (Av) tiiriiniin toprak tstii su ekstresinin farkli dozlarinda 96 saat
siireyle bekletilen sogan koklerinin kontrol grubuna (distile su) gore kok uzunluklari
karsilagtirilmis ve ECso degeri tespit edilmistir. Allium cepa kok biiyiimesi inhibisyonu
testinde ECsy degerini belirlemek igin Av bitki ektresinin, 100g/L, 50 g/L, 25 g/L, 12,5
g/L, 6,25 g/L, 3,125 g/L, 1,56 g/L, 0,8 g/L, 0,4 g/L ve 0,2 g/L iceren 10 farkh
konsantrasyonu sogan kok hiicrelerine uygulanmistir. Bu amagla 96 saat sonunda
kontrol grubunun ortalama kok uzunlugunu (3,46 cm) yariya diisliren yaklasik deger

olan etkin konsantrasyon (ECsp) degeri hesaplanmustir.

Test sonucunda Av toprak iistii kisimlariin distile su ekstrelerinden elde edilen ECsg
konsantrasyonu 1,56 g/L olarak tespit edilmistir. Bu deger belirlendikten sonra
yapilacak olan antisitotoksisite caligsmalarinda kullanilacak olan konsantrasyonlar tespit
edilmistir. Yiizde mitotik indeks ve % kromozom aberasyonlarini belirlemek igin, bitki

ekstresinin ECsp (1,56 g/L), ECs0/2 (0,8 g/L) ve ECspx2 (3,125 g/L) konsantrasyonlari
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kullanilmistir. Bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlarindan elde edilen kok uzunlugu

ortalamasi verileri Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Allium testi kok bitylimesi inhibisyonu testi sonuglari
Konsantrasyon Ortalama kok

Test maddes (g/L) uzunlugu (cm) £SS
Kontrol (distile su) - 3,46+0,38
100 0,39+0,06*
50 0,51+0,07*
25 0,71+0,11*
12,5 0,91+0,13*
A. virgatum 6,25 0,97+0,08*
Toprak Ustii su ekstresi 3 125 1,10,14*
1,56 1,71+0,07*
0,8 2,12+40,1*
0,4 3,27+0,24
0,2 3,51+0,12

* Ortalamalar arasindaki fark 0,05 seviyesinde 6nemli. (Dunnett-t test 2-y6nlii), SS: Standart Sapma.
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Sekil 3.1 Alyssum virgatum ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin kok bilylimesinin
inhibisyonu iizerine etkisi grafigi

Kok biiylime inhibisyonu testi verilerine gore 100g/L, 50 g/L, 25 g/L, 12,5 g/L, 6,25
g/L, 3,125 g/L, 1,56 g/L, 0,8 g/L ve 0,4 g/L konsantrasyonlar1 kontrol grubuna gore
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ortalama kok uzunlugunu azaltan konsantrasyonlar olarak tespit edilmistir. Buna karsin
0,2 g/l konsantrasyonunun kok uzunlugunda artis olusturdugu gozlenmistir. Bu
sonuglar bize diisiik konsantrasyon degerlerinde bitki ekstresinin kok biiylimesine katki
sagladigin1 fakat ekstrenin yiiksek konsantrasyonlarinin biiyliimeyi inhibe ettigini
gostermektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu, 100g/L, 50 g/L, 25 g/L, 12,5 g/L,
6,25 g/L, 3,125 g/L, 1,56 g/L ve 0,8 g/L konsantrasyonlarinin, kontrol grubuna gore

ortalama kok uzunlugu degerleri 6nemli bulunmustur.

3.1.2 Mitotik indeks (MI) Uzerine Etkileri

Allium cepa kok ucu meristem hiicrelerinin mitotik indeksi lizerine kontrol (distile su),
MMS ve Alyssum virgatum ektresinin 10 ppm MMS igeren farkli konsantrasyonlar
(0,8, 1,56 ve 3,125 g/L) ile bu konsantrasyonlara maruz kalma siirelerinin (24, 48 ve 72

saat) etkisi incelenmistir.

Mitotik indeks calismasi i¢in Av ekstresinin farkli konsantrasyonlarindan elde edilen
koklerden hazirlanan preparatlardan yaklasik 5000 hiicre sayilmistir. Bu yontemle,
hiicrelerin mitoza girme oranlari ve mitozun hangi sathasinda inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlenmistir. Av ekstresinin A.cepa kok uglarinda mitotik indeks ve mitotik
fazlarda meydana getirdigi degismeler Duncan coklu dagilim testi ile belirlenmistir

(Cizelge 3.2).

Allium test mitotik indeksi belirleme yonteminden elde edilen verilere gore Av
ekstrelerinin 24 saat uygulamasinin MMS’e gore, 10 ppm MMS igeren 0,8, 1,56 ve
3,125 g/L’lik konsantrasyonlarinin mitotik aktiviteyi artirdigi goriilmistiir. Mitotik faz
sathalarina bakildiginda ise, Av ekstresinin konsantrasyon artisina bagli olarak
uygulanan pozitif mutajen (MMS) varliginda profaz safha yiizdesini artirip, metafaz

safha yiizdesini azalttig1 goriilmistiir (Cizelge 3.2).
Av ekstrelerinin 48 saat uygulamasinda MMS’e goére, 10 ppm MMS igeren her iig
konsantrasyonda da mitotik aktivite artmistir. Uygulanan tiim konsantrasyonlar MMS’e

gore profaz sathasini artirirken, metafaz sathasini ise diigiirdiigli tespit edilmistir. 10
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ppm MMS igeren 3,125 g/L’lik konsantrasyonun profaz safhasini 6nemli diizeyde

artirip, metafaz sathasini diisiirdiigii goriilmistiir (Cizelge 3.2).

Av ekstrelerinin 72 saat uygulamasinda ise 10 ppm MMS igeren her ii¢ konsantrasyonda
mitotik aktiviteyi artirmigtir. Uygulanan tim konsantrasyonlarin doz artigina bagl
olarak MMS’e gore, profaz sathasini artirdigi, metafaz sathasini ise diistirdigi
gorilmiistiir. 48 saat uygulamasinda da oldugu gibi 10 ppm MMS igeren 3,125 g/L’lik
konsantrasyon profaz safhasini 6nemli diizeyde arttirirken, metafaz safhasini

disiirmiistiir (Cizelge 3.2).

Av ekstresi, 10 ppm MMS igeren farkli konsantrasyonlarinin mitotik indeksteki
degisiklikleri artis seklinde olup, biitiin saat uygulamalarinda konsantrasyon artisina
bagl olarak pozitif kontrole (MMS) gore artis gostermektedir. Bu artis istatistiksel

acidan anlamli bulunmustur (p<0,05).

Av ektresinin 10 ppm MMS igeren farkli konsantrasyonlarinin mitotik faz yiizdelerine
etkisi incelendiginde konsantrasyon artisina bagli olarak profaz yiizdelerinin arttigi,
metafaz yiizdelerinin ise azaldigi goriilmustiir. Fakat pozitif kontrole gore artis ve

azaliglar, 48 ve 72 saat uygulamalarinda gézlenmistir.
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Cizelge 3.2 A.virgatum su ekstrelerinin mitotik indeks ve mitotik safhalar tizerine etkileri

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Safhalar1 (%) £ SS
(g/L) Hiicre =SS Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

Kontrol- 24 saat 5366 85,13+4,13a 82,5+3,77a 0,79+0,28a 1,35+0,18a 0,51+0,18a
MMS (10pg/ml) 5091 33,53+3,01b 36,86+7,23b 0,86+0,55a 0,75+0,30b 1,1440,40b
0,8+10ppm MMS 5136 34,00+£2,93b 30,71+2,96¢ 1,48+0,19b 1,25+0,38ab 0,57+0,14a
1,6+10ppm MMS 5132 34,12+2,24b 31,62+2.43bc 0,78+0,39a 1,14+0,21ab 0,98+0,39b
3,2+10ppm MMS 5234 37,16£1,28b 35,40+1,47bc 0,23+0,12¢ 1,13+0,69ab 0,40+0,25a
Kontrol- 48 saat 5217 77,80+5,93a 74,26+5,03a 1,16+0,29a 1,34+0,87a 1,04+0,40ab
MMS (10pg/ml) 5143 32,95+4,07¢c 32,26+4,16¢ 1,23+0,26a 0,74+0,23ab 0,72+0,40ab
0,8+10ppm MMS 5350 35,43+4,22¢ 32,49+3,99¢ 1,22+0,62a 1,18+0,34ab 0,54+0,35a
1,6+10ppm MMS 5197 36,25+1,84c 34,11+5,79¢ 0,48+0,22b 1,02+0,13ab 0,97+0,28ab
3,2+10ppm MMS 5277 45,83+2,63b 43,44+2.73b 0,38+0,28b 0,9340,39ab 1,08+0,31b
Kontrol-72 saat 5217 70,31+3,66a 68,18+4,62a 0,88+0,22a 1,00+0,69a 0,54+0,16a
MMS (10pg/ml) 5083 30,69+5,05b 28,80+£2,67b 1,06+0,24a 1,49+0,33b 0,53+0,23a
0,8+10ppm MMS 5151 36,95+2,02¢ 34,24+1,85¢ 0,85+0,35a 1,16+0,24b 0,71+0,31a
1,6+10ppm MMS 5525 44,64+3,62d 42,81+3,64d 0,77+0,25a 1,07+0,21b 0,60+0,13a
3,2+10ppm MMS 5269 46,8+1,63d 45,12+1,99d 0,25+0,13b 1,13+0,41b 0,31+0,16a

* Siitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde dnemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)



3.1.3 Kromozom Aberasyon Calismalari

Alyssum virgatumun toprak istii kisimlarmin distile su ekstrelerinden elde edilen
konsantrasyonlarin ve saat (24, 48 ve 72) uygulamalarinin Allium cepa kdok ucu
meristem hiicrelerinde neden oldugu bazi anafaz-telofaz kromozom anomalileri
belirlenmistir. Bunun igin ilk olarak 500 adet anafaz-telofaz hiicresi sayilmis ve bu
hiicrelerdeki anomalilere bakilmigtir. Bu 500 hiicrede yapisiklik, kalgin kromozom,
anafaz kopriisii ve bozulmus anafaz-telofaz anomalileri incelenmistir. Fakat bazi
konsantrasyonlar, mitozun anafaz ve telofaz sathalarinin olusumunu engelledigi i¢in ya
500 hiicreden daha az hiicre sayilmistir ya da sayim islemi gerceklestirilememistir. Ayni
zamanda anafaz-telofaz harici olusan anomalilere de bakilmigtir. Bunlar ise 5000 hiicre
sayimi sirasinda incelenmis olup c-metafaz, poliploidi ve biniiklear hiicre olusumlaridir.
Kromozom aberasyonu ¢alismasinda goriilen bazi anomaliler Resim 3.1°de verilmistir.
Olusan her bir anomalinin ¢alisilan hiicre sayisina gore yiizdesi hesaplanmistir. Daha
sonra olusan toplam anomali yiizdeleri, Duncan c¢oklu dagilim testi ile

degerlendirilmistir. Teste ait veriler Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Alyssum virgatumun toprak Ustii kisimlarmin distile su ekstrelerinden elde edilen
konsantrasyonlarin her li¢ saat uygulamasinda da anafaz-telofaz anomali yiizdesinde
MMS’e gore azalmalar goriilmiistiir. Diger anomali yiizdelerine bakildiginda ise, Av’un
MMS igeren tiim konsantrasyon yiizdelerinin MMS’e gore azaldig tespit edilmistir (72
saat uygulamasinin 10 ppm MMS igeren 1,6 g/L ve 3,125 g/L’lik konsantrasyonlari
hari¢) (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 A.virgatum su ekstrelerinin kromozom aberasyonu sonuglari

Anafaz-telofazdaki Anormallikler ( %)

Diger Anormallikler ( % )

Konsantrasyon  Incelenen
(9/L) ’ Hiicre  Yapigiklik A:nataz“ Kalgin B:ﬁ;lfl;tls An(-)rr?TﬁJ;Tlrinkler S;}i’;lrin C-metafaz Cekirde,k Poliploidi Bin?klear Toplam
Sayist kopriisi  kromozom telofaz (%+5S.9) sayisi bozuklugu Hiicre (%+S.S)

Kontrol-24 saat 480 0,80 0,20 42,20 4,60 49,30+8,50a 5366 0,08 - - 0,06 0,14+0,39a
MMS (10 pg/ml) 500 5,60 1,20 50,20 6,20 63,20+4,76b 5091 0,36 0,18 - 0,12 0,66+0,05bc
0,8+10ppm MMS 500 0,40 1,00 40,60 5,40 47,40+8,79a 5136 - - - - 0,00+0,00¢
1,6+10ppm MMS 500 1,00 0,80 47,60 2,60 52,00+9,72a 5132 0,08 0,06 0,02 0,04 0,40+0,21ab
3,2+10ppm MMS 500 1,20 0,60 52,80 1,40 56,00+5,29ab 5234 0,20 0,12 0,08 0,16 0,56+0,38a
Kontrol- 48 saat 500 4,00 2,40 32,00 7,60 46,00+3,74a 5217 0,04 0,18 - 0,18 0,04+0,09b
MMS (10 pg/ml) 474 1,98 4,73 44,93 4,43 56,07+9,09b 5143 - 0,02 - - 0,40+0,23a
0,8+10ppm MMS 444 0,64 2,51 52,14 - 55,2844,53b 5350 0,04 - - - 0,04+0,05b
1,6+10ppm MMS 434 - - 53,94 0,83 54,77+6,73b 5197 0,08 - - - 0,08+0,02b
3,2+10ppm MMS 497 0,60 2,02 52,86 - 55,48+7,57b 5277 - - - - 0,00+0,00b
Kontrol- 72 saat 497 8,83 2,22 38,22 6,45 55,72+3,18a 5218 0,02 - - 0,04 0,06+0,09a
MMS (10 pg/ml) 480 5,55 8,80 56,65 5,25 76,25+2,49b 5083 0,22 0,08 - 0,1 0,10+0,08a
0,8+10ppm MMS 385 0,41 0,67 48,55 0,61 50,23£9,40a 5151 0,04 - - - 0,06+0,05a
1,6+10ppm MMS 463 0,25 2,20 50,22 1,49 54,17+3,76a 5525 0,20 0,12 0,08 - 0,60+0,33b
3,2+10ppm MMS 500 0,40 2,80 48,60 1,00 52,80+3,70a 5569 0,18 0,16 0,16 0,22 0,72+0,22b

* Stitunlardaki farklh kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)



Resim 3.1 Kromozom aberasyonu ¢aligsmasinda goriintiilenen bazi anomaliler. A) Yapisiklik, B-
G-I) Geri kalmis kromozomlar, C) Uglii anafaz kopriisii, D-F) Tekli anafaz kopriisii, E) ikili
anafaz kopriisii, H-J-K) Bozulmus anafaz-telofaz, L) C-Mitoz.
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3.2 Ames Testine Ait Bulgular

Ames testi, kullanilan bitki ekstrelerine ait farkli dozlarin antimutajenik 6zellige sahip
olup olmadigim1 belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla histidin {liretemeyen
Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 bakteri suslar1 kullanilmis olup, bu suslarin
histidin  iretebilir hale gelip gelmediklerine bakilarak bitki ekstrelerinin
antimutajeniteleri belirlenmistir. Buna gore antimutajenite ¢alismalarindan elde edilen
koloni sayim sonuglari ayni calismalarin pozitif kontrolleri ile kiyaslanarak %

inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir.

3.2.1 Genetik Isaretlerin Kontrolii

Deney oOncesinde tiim suslar i¢in spontan geri doniisiim sayist bulunarak test
bakterilerinin deneyler i¢in uygunlugu dogrulanmistir. Bununla beraber mutant olan bu
bakteriler, genetik Ozelliklerini ¢ok ¢abuk degistirebildikleri i¢in her deneyden once
mutlaka genetik kontrolleri yapilarak deney i¢in uygun olup olmadiklarinin saglamasi

yapilmugtir.

Calismada kullanilan standart test suslarindan TA98 susunun histidin gereksinimi
(Resim 3.2), TA100 susunun histidin gereksinimi (Resim 3.3), rfa mutasyonu (Resim
3.4), uvrB mutasyonu (Resim 3.5), R-faktor varligi (Resim 3.6) ve spontan olarak geriye

donen koloni sayisi (Resim 3.7) bakimindan genetik isaretlerinin kontrolii yapilmistir.

TA98 i¢in ortalama revertant koloni sayist S9 fraksiyonu varhiginda 344224,
yoklugunda ise 30+£0,86 bulunmus, TA100 i¢in ise ortalama revertant koloni sayilar1 S9
fraksiyonu varliginda 12443,77 iken S9 fraksiyonu yoklugunda 117+2,86 olarak

bulunmustur.
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Resim 3.4 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin rfa mutasyonu kontrolii sonuglari
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Resim 3.7 S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin spontan olarak geriye donis siklig
kontrolii sonuglari
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3.2.2 Sitotoksik Dozlarin Belirlenmesi

Yapilan sitotoksisite testleri sonucunda kullandigimiz 6 konsantrasyon (312,5 ug/plak,
625 ug/plak, 1250 pg/plak, 2500 pg/plak, 5000 ug/plak ve 10000 pg/plak) icerisinden
Alyssum virgatum un toprak Ustli kisimlarinin distile su ekstrelerinden 10000 pg/plak

konsantrasyonu harig, diger konsantrasyonlarda sitotoksik etki goriilmemistir.

312,5 uglplak, 625 pg/plak, 1250 pg/plak, 2500 pg/plak ve 5000 pg/plak
konsantrasyonlardan elde edilen verilere goére belirlenen koloni sayilari, kontrol
plagindaki koloni sayilarindan fazla oldugundan, antimutajenite deneylerinde bu bes

konsantrasyon kullanilmaistir.

3.2.3 Ames Deneyi Bulgulari

Ames testinde, Av toprak iistii kistmlarmin distile su ekstreleri kullanilmistir. Negatif
kontrol grubu olarak distile su kullanilirken, pozitif kontrol grubu olarak da TA98
S9’suz c¢alisma i¢in 4-nitro-o-fenilendiamine (4NPD), S9’lu c¢alisma igin ise 2-
aminofluorene (2AF), TA100 S9’suz deney igin sodyum azid (SA) ve S9’lu igin ise 2-
aminoanthracene (2AA) kullanilmistir. Ames testinin baslangicinda bitki ekstresinin
sitotoksik dozlar1 belirlenmistir. Daha sonra deney belirlenen dozlarla S9 enzimi
varhiginda ve yoklugunda her iki sus ile tliger tekrarli yapilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizi, SPSS programi Oneway ANOVA Dunnett-t testine (2-yonlii) gore
yapilmistir.

Av tiirinlin antimutajenik aktivitesinin arastirilmasi i¢in yapilan deneyde 312,5 ug/plak,
625 pg/plak, 1250 pg/plak, 2500 pg/plak ve 5000 pg/plak konsantrasyonlartyla
uygulama yapilmistir. Testler sonucunda elde edilen bulgulara gore, TA98 susunun S9
karaciger enzimi fraksiyonu varliginda 5000 pg/plak konsantrasyonunun %21,92 ve S9
karaciger enzimi fraksiyonunu yoklugunda ise 9%?20,02 oranlariyla orta dereceli
antimutajenik aktivite gosterdikleri gozlenmistir. 312,5 pg/plak, 625 pg/plak, 1250
pg/plak ve 2500 pg/plak konsantrasyonlarin ise antimutajenik aktivitesinin olmadigi

gbzlenmistir (Cizege 3.4). TA100 susunun ise S9 karaciger enzimi fraksiyonunun
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varliginda ve yoklugunda uygulanan bes konsantrasyonun onemli bir antimutajenik
aktivite gosterdigi goriilmemistir (Cizelge 3.4). Fakat Av'un toprak iistii kisimlarinin
distile su ekstresi 625 pg/plak, 1250 pg/plak, 2500 pg/plak ve 5000 pg/plak
konsantrasyonlarinin  S.typhimurium’un TA98 ve TA100 suslart igin S9 enzimi
varhiginda ve yoklugunda revertant koloni sayisindaki degisiklikler pozitif kontrol
grubuna gore azalislar seklinde olup bu degerler istatistiksel a¢idan (p<0,05) anlaml

bulunmustur (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 TA98 ve TA100 suslar ile yapilan Ames testi sonuglari

TA98 S9'suz TA98 S9'lu TA100 S9'suz TA100 S9'lu
s(j rilkﬂ(:) I:tr:li % s(z rfglkio ISOtT; % s(z rilkzl? ISOtr(]li % s(zrilkﬂ(:) IS?tr(lii %
Materyal ~ Konsantrasyon y " inhibisyon . " inhibisyon y *  Inhibisyon y " inhibisyon
Sapma Sapma Sapma Sapma
Kontrol 32+0,78 35+2,20 118+3,21 125+3,52
(-) Kontrol
(distile su) 30+0,86* 3442 24%* 117+£2,86* 124+3,77*
2AA 5 ng/plak 1908+45,87
SA 10 pg/plak 1641+41,46
2AF 200 pg/plak 1058+21,91
NPD 200 pg/plak 2372+62,86
5000png/plak 1897+71,29* 20,02# 826+19,47* 21,92# 1443£17,54%* 12,06 1723+16,78* 9,69
. 2500pg/plak 2034+60,50* 14,24 877+19,76* 17,10 1466+15,95* 10,66 1750+20,43* 8,28
A.virgatum
toprak 1250pg/plak 2164+43,93* 8,76 919+15,97* 13,13 1521£15,87* 7,31 1784+11,89* 6,49
fistii s
:ks}(lregi 625ug/plak 2237+31,14* 5,69 964+14,17* 8,88 1568+20,48* 4,44 1838+20,86* 3,66
312,5ug/plak 2363+62,01 0,37 1040+42,91 1,70 1609+20,59 1,95 1871+13,18 1,93

* jsareti Dunnett-t testine (2-yonlii) gore istatistiki a¢idan onemli degerleri gostermektedir (Ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde onemli). # isareti %
Inhibisyon oran1 sonucunda pozitif antimutajenik etki gosteren degerlerdir. Pozitif kontroller; 2AF: 2-aminofluorene, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamine, SA: Sodyum
azid, 2AA: 2- aminoanthracene.



4. TARTISMA ve SONUC

Gliniimiizde mutajen maddeler ile bagta kanser olmak tizere bircok genetiksel hastaligin
ortaya ¢ikisinin iligkilendirilmesi, mutajenlerin etkilerini ortadan kaldirarak bu
hastaliklarin meydana gelisinin 6nlenmesinde veya tedavilerinde etkili olabilecek
antimutajenik kimyasallarin aragtirilmasina yonelik galismalara ivme kazandirmigtir
(Feil and Metzger 2007). Bu noktada, dogal kdkenli bilesenlerin en temel kaynagi
konumundaki bitkiler, yapilarinda bulundurduklar1 zengin kimyasal madde igerigi ile

antimutajenik madde arastirmalariin en gdzde grubunu olusturmaktadir (Ozbek 2006).

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

sahip oldugu belirtilmistir (Tsukagoshi and Ophashi 1974).

Kanseri de i¢ine alan g¢esitli hastaliklarin gelismesine karst bitkisel metabolitlerin
koruyucu olabilecegini gosteren in vivo ve in vitro deneysel arastirmalardan ve
epidemiyolojiden elde edilen kanitlar; bu metabolitler iizerine antimutajenik ve
antigenotoksik caligmalarin biiyiik 6l¢iide artmasini saglamistir (Abdullaev et al. 2003).
Antimutajenlerin veya antikarsinojenlerin kanser etiyolojisiyle ilgili olan faktorlerle
miicadelede aktif rol oynadiklart bilinmektedir (Karaker et al. 2000). Bununla birlikte
antimutajenik ve antikarsinojenik ozellige sahip kimyasal bilesikleri arastirmak ve
kesfetmek; giiniimiizde insanlarda kanser riski ve mutasyon oranlarindaki artigin
beraberinde getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle de zorunlu hale gelmistir (Hartman

and Shankel 1990).

In vivo mutajenite ve antimutajenite test sistemlerinde, bitkisel kaynaklardan

saflagtirilan dogal etken maddeler de tipki diger maddeler gibi dort farkli etki ortaya
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cikarabilir. Bu etkileri; antimutajenik, komutajenik, promutajenik ve dogrudan
mutajenik etkiler olarak siniflandirmak miimkiindiir. Ayrica bazi maddelerin uygulama
konsantrasyonlarina bagli olarak bu etkilerden birkagin1 aynmi anda gosterebildigi

bilinmektedir (Snijman et al. 2007).

Yapilan caligsmalar, bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde edilen bazi dogal bilesiklerin

c¢esitli mutajen ajanlara karsi antimutajenik etkinlige sahip olduklarini gostermistir.

Ormegin; Karakaya (1997), ¢ig 1sirgan otu ve haslama suyu, kurutulmus 1sirgan tohumu,
karabas otu, adagayi, kusburnu cayi, iizim pekmezi ve tarhananin sodyum azid
mutajenine karst Salmonella typhimurium TA100 susu iizerinde antimutajenik aktivite

gosterdiklerini, mutajenik aktivitelerinin ise belirlenemedigini bildirmistir.

Chrysanthemum morifolium bitkisiyle yapilan ¢alismada, antimutajenik etki gosterdigi
belirlenen metanol 6ziitiinden elde edilen etil asetat oziitliniin antimutajenik etkisinin

oldugu tespit edilmistir (Miyazawa and Hisama 2003).

Kaur vd. (2002), Terminalia arjuna (Arjun agaci)’nin benzen, kloroform, aseton ve
metanol ekstrelerinin siyah asit boyasi, 2-aminofluorene (2AF) ve 4-nitro-o-
fenilendiamine (4NPD)’e kars1 Salmonella typhimurium TA98 susu {izerinde
antimutajenik etkilerini incelemis, aseton ve metanol ekstrelerinin antimutajenik

etkilerinin diger ekstrelerden daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Evandri vd. (2005), Melaleuca alternifolia (¢cay agac1 yagi) ve Lavandula angustifolia
(lavanta yag1)‘in gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi ile kimyasal bilesiklerini
tanimladiktan sonra, mutajenik ve antimutajenik etkilerini Salmonella typhimurium
TA98 ve TA100 suslar1 ve Escherichia coli WP2-uvrA suslar iizerinde incelemis, iki
bakteriyel test sisteminde de mutajenik aktivite gormezken, konsantrasyona baglh

antimutajenik aktivite belirlemislerdir.

Nogueira vd. (2005), Melampodium divaricatum‘un ¢igek ekstrelerinin mutajenik ve

antimutajenik etkilerini Salmonella/mikrozom test sistemi ile incelemislerdir. Test
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edilen ekstrelerin Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA100 ve TA102 suslarinin
hi¢birinde mutajenik etki gostermedigini ve aflatoksin B1 (AFB1), benzo(a) pyrene ve

daunomycin’in mutajenitesini azalttigin1 bulmuslardir.

Hayder vd. (2007), Myrtus communis (mersin) bitkisinin yaprak kisminin hekzan, etil
asetat, metanol ve kloroform ile elde edilen ekstrelerin mutajenik ve antimutajenik
aktivitelerini  Salmonella/mikrozom testi ile incelemisler ve sonugta ekstrelerin

antimutajenik aktiviteye sahip olduklarini belirtmislerdir.

Ozbek vd. (2008), Tiirkiye‘nin Dogu Anadolu Bslgesi’nden toplanan Origanum vulgare
L. subsp. vulgare (mercankosk)’nin metanol ekstresinin Salmonella typhimurium
TA1535 ve TAI1538 suslan iizerine antimutajenik potansiyelini arastirmis ve sonug
olarak Origanum vulgare L. subsp. vulgare ekstresinin antimutajenik etki gosterdigini

belirtmislerdir.

Ham vd. (2009), Inonotus obliquus (Chaga) ekstrelerinin antimutajenik ve antioksidan
aktivitelerini degerlendirmis, ekstrelerin Salmonella typhimurium TA98 ve TA100

suslari lizerine 6nemli lglide antimutajenik etki gosterdigini bulmuslardir.

Sotto vd. (2010), Sisymbrium officinale Scop. (dereotu) ekstresinin antimutajenik
aktivitesini Salmonella typhimurium TA98, Salmonella typhimurium TA100 ve
Escherichia coli WP2-uvrA suslar1 {izerinde gii¢lii bir antimutajenik aktivite

gosterdigini belirtmislerdir.

Eski ve yeni literatiirler incelendiginde kansere karsi kullanilan bitkilerin 1400’iin
tizerinde oldugu goriliir. Son senelerde Cruciferae, Compositae, Euphorbiaceae,
Cucurbitaceae, Leguminosae, Rutaceae, Apocynaceae, Rubiaceae bitkilerinin
karsinogenezisi etkiledigini bildiren raporlarin sayist her gecen gilin biraz daha
artmaktadir. Bu bitkilerin tiiketilmesi ile insanlarda ¢esitli kanser tiirlerinin insidansinin
azalmasi arasinda iligki oldugu iddialar1 ve bu konuda yapilan bilimsel calismalar

bulunmaktadir (Graham et al. 1978, Graham 1983). Yine bu bitkilerden izole edilen
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baz1 maddelerin hayvanlarda karsinogenezisi inhibe ettigi bildirilmistir (Stoewsand et

al. 1978, Wattenberg and Loub 1978, Bojal et al. 1982).

Biyolojik aktiviteye sahip dogal firtinlerin in vitro degerlendirilmesi i¢in bilimsel
stratejiler, son zamanlarda degismektedir. Birgok sayidaki geleneksel dogal tiriinlere ilgi
her gecen giin artmaktadir (Kurokawa et al. 1993, Cordell, 1995, Vlietinck et al. 1995,
Taylor et al. 1996). Bu amagla ¢alismamizda endemik bir tiir olan ve daha once
antimutajenik aktivitesi ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanmayan Brassicaceae
(Cruciferae) familyasina giren Alyssum virgatum tirii kullanilarak, bu bitkinin
antimutajenik ve antisitotoksik etkisi tespit edilmeye calisilmistir. Calisma bakteriyel
(Ames testi) ve bitkisel (Allium testi) hiicreler kullanilarak yapilan iki test sistemiyle

gerceklestirilmistir.

Kisa zamanli bakteriyel testler igerisinde en yaygin kullanilani, 1970’lerin basinda
Bruce Ames ve onun calisma arkadaslar1 tarafindan (Ames 1979, Ames and McCann
1981, Maron and Ames 1983) gelistirilen Ames testidir. Bu test sistemi kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerini aragtirmak amaciyla standardize edilmis ve giiniimiizde
en fazla kabul goren yontemlerden biridir (Maron and Ames 1983, Friedberg et al.
1995, Mortelmans and Zeiger 2000). Bu sistem; sitokrom P-450 enzimlerini igeren
memeli karaciger post mitokondriyal siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda in
vitro mutasyonlar ile elde edilen histidin sentezini yapamayan bir dizi Salmonella
mutant suslar1 kullanilarak gergeklestirilmektedir (Jorgensen et al. 1987, Mortelmans
and Zeiger 2000).

Ames-Salmonelle/mikrozom test sisteminin diinya genelinde genel kabul gérmesinin
nedenlerinden biri test sisteminin mutajen/karsinojenik madde tespitinin yani sira
antimutajenik ve antikarsinojenik madde tespitini de yapabilmesidir (Fratianni et al.
2007). Yapilan baz1 ¢alismalarda karsinojen ve non-karsinojen olan 300 madde Ames
test sistemine tabi tutulmus ve Ames test sisteminin karsinojen maddeleri mutajen
olarak tespiti %90 bulunurken, non-karsinojenlerin non-mutajen olarak tespiti %87

olarak bulunmustur (McCann and Ames 1976).
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Mutajenite ¢aligmalarinda bitkilerin kullanimi ilk defa Levan (1938) tarafindan
kolsisinin Allium cepa kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasina ve poliploidiye yol
actigimi  gostermesiyle baslamistir. Bu test materyaline ek olarak kimyasallarin
kromozomlar {izerindeki etkisini arastirmak i¢in Vicia faba (Amer and Ali 1983),
Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge and Podlesak
1985), Pisum sativum (Amer vd. 1999) ve Crepis capillaris (Dimitrov 1994) gibi pek
cok bitki tiirii yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cesitli kimyasallarin, su Orneklerinin ve bitki ekstrelerinin genotoksik etkileri
hayvansal, bakteriyel ve bitkisel test sistemleri ile saptanabilmektedir. Bir bitkisel test
sistemi olan Allium test ile sogan bitki koklerinin biiytimesini engelleyen uygulamalarin
toksisiteleri Olgiilebilmektedir. Allium test sonuglari, prokaryot veya diger 6karyotlardan
olusan test dizeleri ile uygunluk gostermektedir (Fiskesjo 1981a, Fiskesjo 1993, Misik
and Micieta 2002).

Allium cepa ¢evresel kirleticilerin zararh etkilerine karsi olduk¢a duyarh bir bitkidir.
Allium test, ¢cevresel tehlikelere neden olan kimyasallar, kirleticiler i¢in hizli ve ucuz bir
tarama yoOntemidir ve diger test sistemleri ile de karsilastirilabilir sonuglar
saglamaktadir. Makroskobik ve mikroskobik etkileri arasinda iyi bir korelasyon oldugu
ve makroskobik etkisinin (kok biiylimesinin inhibisyonu) olduk¢a duyarli bir parametre
oldugu bildirilmistir (Fiskesjo 1985). Hiicre bdliinmesinin inhibisyonu kok biiyiimesi
inhibisyonuna neden oldugundan, mitotik indeks ile kok biiylime orani arasinda bir

iligki vardir (Liu et al. 1992).

Allium test toksisite ve mutajeniteyi hedefleyen bir testtir. Biiyiimenin inhibisyonu
oOlciilerek toksisite kolaylikla gdzlenebilirken mutajenite kromozom kiriklarinin oraniyla
iligkilidir. Allium cepa kok ucu hiicreleri, sitolojik testler i¢in miilkemmel bir sistem

olusturmaktadir (Fiskesjo 1985).
Allium testinde, kontrol grubu olarak su kullaniliyorsa sudaki toksik etki yaratan Cu ve

Ca gibi iyonlarin uzaklastirilmas: gerekliligi vurgulanmistir (Fiskesjo 1985). Bu

gereklilikten dolay1 bu ¢alismada da kontrol grubu olarak distile su kullanilmistir.
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Allium cepa’nin kromozomlari ve hiicre boliinmesi iizerinde ¢evresel etmenlerin toksik
ve genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde etkili konsantrasyon degerinin
belirlenmesinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Fiskesjo 1985). Kontrol grubuna gore
mitotik indeksi yariya indiren konsantrasyon degeri sitotoksik siir degeri olarak kabul

edilmektedir (Sharma 1983).

Benzer birgok arastirmada, genotoksik c¢alismalarda kullanilmak iizere c¢evresel
kirleticilerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in ECsp degeri saptanmistir (Nielsen
and Rank 1994, Rank and Nielsen 1998, Chauhan et al. 1999, Yiizbasioglu 2001, Ateeq
et al. 2002, Saxena et al. 2005, Yildiz vd. 2006). Calismamizda da Alyssum virgatum
tirtinlin distile su ekstrelerinin Allium test ile kok biiyiimesinin inhibisyonu {izerine
etkisi incelenmis olup ECsg konsantrasyonu 1,56 g/L olarak bulunmustur. Kimyasallarin
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde ECsg degerinin kullanilmasinin yani sira,
yarisi, dortte biri, sekizde biri, iki kati, dort kat1 gibi degerler de kullanilmistir (Chauhan
et al. 1999, Saxena et al. 2005). Buna karsin, kimyasalin ECsy degerine bagimli
kalmaksizin farkli konsantrasyonlarin uygulandigi caligmalar da mevcuttur (Pavlica et
al. 2000, ElI-Ghamery et al. 2003, Yi and Meng 2003, Chandra et al. 2005). Yaptigimiz
calismada, konsantrasyon artirildik¢a kok biiylimesinde doza bagli bir azalma oldugu

tespit edilmistir.

Allium testinde kok bilylime inhibisyonu varsa, her zaman boliinen hiicre sayisinda
azalma vardir (Fiskesjo 1997, Bakare and Wale-Adeyemo 2004, Babatunde and Bakare
2006). Allium cepa’da kok biiyiimesinin inhibisyonu ekstre i¢indeki bazi agir metaller
yiiziinden olabilir. Azadirachta indica, Mangifera indica, Cymbopogon citratus and
Morinda lucida ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda ¢inko (Zn), bakir (Cu), mangan
(Mn), demir (Fe), kadmiyum (Cd) ve kursun (Pb) icerdikleri rapor edilmis olup (Al-
Moaruf et al. 2004, Haider et al. 2004) bitkilerin igeriklerinde bulunan bu metallerin
Allium cepa kok biiylimesinde inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir (Boroffice
1990, Fiskesjo 1997, Lerda 1992).

Brassicaceae familyasi iyelerinden pek ¢ogu metal biriktirme Ozelligine sahiptir.

Ozellikle Alyssum cinsine ait pek ¢ok tiiriin nikel metalini biriktirmesi ve baz tiirlerde
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bu oranin kuru yaprak agirliginin %3’line tirmanmasi bu alanda elde edilmis 6nemli
bulgulardandir (Kramer et al. 1996). Calismamizda Alyssum virgatum tiiriniin A. cepa
kok biiylimesinde inhibisyon etkisi gostermesi nikel metalini biriktirmesinden

kaynaklanabilir.

Reeves vd. (2004), Tirkiye’de endemik olarak yetisen ve Ni hiperakiimiilatorii
bitkilerden Alyssum’un bazi ¢esitlerinde Ni derisimlerini belirlemislerdir. Elde edilen
sonuglara gore g/kg olarak Alyssum cassium 5,59-20,00, Alyssum callichroum 0,033-
10,9, Alyssum huber-morathi 1,22-13,5, Alyssum masmenaeum 5,48-24,3, Alyssum
pinifolium 6,67-12,6 Alyssum pterocarpum 1,19-6,74 g Ni/kg bitki oldugu belirtilmistir.
Prasad (2005), yaptigi calismaya gore, bu calismada kullanilan Alyssum virgatum

tiirlinlin N1 biriktirme oranini 6,23 g/kg olarak bulunmustur.

Alyssum corsicum, doku kiiltiiri sartlarinda farkli nikel derigimleri varliginda
yetistirilerek nikel biriktirme potansiyeli ve metal igerigindeki degisim belirlenmistir.
Bitkiye nikelin degisen oranlar1 uygulandiktan sonra; Alyssum corsicum bitkisinin nikel
metalini koklerden ¢ok govdesinde biriktirdigi, kiikiirt ve ¢inko oraninin gévdede nikel
derisimi ile orantili bir sekilde artis gosterdigi goriilmistiir. Mangan derisimi de
govdede diger metaller kadar belirgin olmamakla birlikte artan bir deger gosterirken,

koklerde ise magnezyum derigiminin artis gosterdigi bildirilmistir (Aydas 2008).

Erdogan (2005), nikel stresinin fidelerin kok boylart lizerine etkisini incelemis ve
yapilan ¢alismada, nikel dozu arttirildik¢a bitki kok boyu uzunluklarinda azalma oldugu
gozlemlenmistir. Kontroldeki fidelerin kok boylar1 en yliksek deger (36,74 cm) olarak
kaydedilmigtir. Diger dozlarda ise bitki boylar1 gittikce azalmig ve nikel dozu
denemedeki en yliksek diizeye ¢ikartildiginda bitki kék boyu uzunlugu 4,45 cm’ye
diismiistiir. Sonug olarak, kontrol grubunun kok uzunluguna gore yaklasik %88
oraninda bir azalma belirlenmistir. Allium testi ¢alismasinda kullandigimiz Alyssum
virgatum dozlar1, kontrol grubuna gore kok uzunlugunda azalma gostermistir. Kok
uzunluklar1 konsantrasyon artisina bagl olarak azalmistir. Calismamizda kullandigimiz
en yiiksek konsantrasyon olan 100 g/L’lik ekstreden elde edilen kok uzunlugu degeri
0,39 cm olarak belirlenmis ve bu da kontrol grubuna (3,46 cm) gore yaklasik %88’lik

81



bir azalma olusturdugunu gostermektedir. Bu iki calisma arasindaki paralellik
kullandigimiz bitki tiiriinde de agir metal (Ni) birikiminin olabilecegini gostermektedir.
Yapilan c¢alisma sonucunda Allium test kok biiylimesi inhibisyonu testi sonuglari
Dunnett-t testine gore degerlendirilmis olup 100 g/L konsantrasyonu disinda 0,8, 1,56,
3,125, 6,25, 12,5, 25, ve 50 g/L’lik konsantrasyonlarda kok biiyiime inhibisyonu

istatistiksel a¢idan 0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Sogan kok uclarindaki biiylimenin kontrol grubuna gore %45’den daha fazla azalmasi,
bitkiler lizerinde biiyiik bir olasilikla subletal etkiye sahip toksik maddelerin varligina
isaret etmektedir (Fiskesjo 1985, Wierzbicka 1988, Hidalgo et al. 1989, Antonsiewicz
1990). Bu bilgiye dayanarak, Alyssum virgatum ekstresinin  hazirlanan
konsantrasyonlarindan 1,56 g/L ve iizerindeki dozlarin, A. cepa kok uclarina subletal
etkisinin oldugu sonucuna ulasilabilir. Kok biiyiimesinin inhibisyonu genellikle apikal
meristematik aktivite (Webster and Macleod 1996) ve farklilagsma sirasinda hiicrenin

uzamasiyla (Fuskoni et al. 2006) ilgilidir.

Ayaz vd. (1996)’ne atfen Inceer vd. (2000)’nin bildirdigine gore, ¢inko, kadmiyum,
bakir ve civa gibi agir metaller, tohumlarin ¢imlenmesi esnasinda amilaz ve peroksidaz
izoenzimlerinin sayisini arttirmis, tohumlarin ¢imlenme yiizdesini ise azaltmistir. Cival
bilesiklerin, DNA replikasyonunu engelleyebilecegi (Kara et al. 1994), kromlu
bilesiklerin ise, kromatid kirilmalarina yol agtigi belirtilmektedir (Klasterska et al.
1976). Ayrica, civanin bir inhibitér gibi gérev yaparak normal hiicre bdliinmesi igin
gerekli proteinlerin sentezini engelledigi ve bu sekilde hiicrelerde mitotik gecikmelere
sebep oldugu da belirtilmistir (Nandi 1985). Benzer sekilde, bakir kloriiriin de ayni
etkilere sahip olmasi nedeniyle mitotik indekste azalmalara ve cesitli kromozom

anormalliklerine sebep oldugu gosterilmistir (Inceer et al. 2000).

Bu aragtirmada Allium cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinin kontrol (distile su),
pozitif kontrol (MMS) ve 10 ppm MMS iceren Av ekstresinin farkli konsantrasyonlari
(3,125, 1,56 ve 0,8 g/L) ile maruz kalma siirelerinin (24, 48 ve 72 saat) mitotik indeks
lizerine etkisi incelenmistir. Allium cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinin hiicre

dongiistiniin 24 saat (Kihlman 1971) veya yaklasik 20 saat (Grant et al. 1981) oldugu
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bildirildigi i¢in arastirmamizda, hiicre dongiisiiniin 24 saatte tamamlandig1 goz Oniine
alinarak 24 saat distile suda koklenmis soganlar, 10 ppm MMS igeren Av tiiriintin farkli

konsantrasyonlarina 24, 48 ve 72 saat siireyle maruz birakilmistir.

Sitotoksisite, mitotik indekste bir azalma olarak tanimlanmaktadir (Smaka-Kincl et al.
1996). Mitotik indeks (MI), hiicre boliinme frekansini tahmin etmeye izin veren bir
parametre olarak degerlendirilmektedir (Marcano et al. 2004). Bu bilgi dahilinde
antisitotoksisiteyi, uygulanan mutajene karst mitotik indeksteki artis olarak

tanimlayabiliriz.

Allium test ile yapilan mitotik indeks ve mitotik safha yiizdesi belirleme ¢aligsmalarina
gore siire ve konsantrasyon artigina baglh olarak mitotik indeksin MMS’e gore arttig1
gozlenmistir. Secilen dozlarin A. cepa kok uglarma 24, 48 ve 72 saat uygulanarak
belirlenen mitotik indeks degerlerinden en diisiik mitotik indeksin Av ekstresinin 10
ppm MMS igeren 0,8 g/L’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinda (34.00+2.93),
en yiliksek mitotik indeks ise 10 ppm MMS igeren 3,2 g/L’lik konsantrasyonun 72
saatlik uygulamasinda (46.8+1.63) elde edilmistir. Mitotik indeksdeki bu artisin sebebi,
Alyssum virgatum ekstrelerinin MMS varliginda sitotoksik etki gostermemesi olarak
degerlendirilebilir. Mitotik indeks degerinin kontrol grubundan diisiik olmasi, test edilen
bilesigin biiylime ve gelismesini negatif yonde etkiler. Buna karsilik mitotik indeks
degerinin yiiksek olmasit durumunda ise hiicre boliinmesi uyarilir, kontrolsiiz cogalma
ve hatta tiimor olusumuna sebep olabilir (Hosbina et al. 2002, Fernandes et al. 2007).
Hiicre ¢cogalmasinin artmas1 DNA tamiri i¢in gerekli olan zamanin azalmasi sonucunda

gerceklesebilir (Evseeva et al. 2003).

Mitotik indeks artisiyla beraber profaz safhasinda artis metafaz sathasinda diisiis
gorilmektedir. Bal (1995), profaz yiizdesinin yiliksek olmasmi ig tesekkiiliiniin
engellenmesi veya ertelenmesinden kaynaklanabilecegini belirtmistir. Av ekstresinin
mitotik faz yiizdelerine etkisi incelendiginde profaz yiizdesinin 24 saat uygulamasinda
konsantrasyon artisina bagli olarak, 48 ve 72 saat uygulamalarinin ise MMS’e gore
arttigl gorilmiistir. Metafaz indeksinin, 24 saat 10 ppm MMS igeren 0,8 g/L’lik

konsantrasyon uygulamasi hari¢ pozitif kontrole (MMS) gore azaldigi goriilmiistiir.
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Anafaz ve telofaz yiizdelerinin ise MMS’e gore artis ve azalis seklinde degisiklikler
gosterdigi goriilmiistiir. Bu artis ve azalislarin bir¢ogu istatistiksel acidan anlamli
bulunmustur. Scolnic and Halazonetis (2000) hiicrelerin metafaza gegisini geciktiren ve
chfr kontrol noktasi olarak bilinen bir bolge tanimlamislardir. Bu profaz ve metafaz
arasindaki kontrol noktasinda, kimyasallarla muamele sonucunda metafazdan anafaza

gecisin engellenmesi, bu artis ve azalislarin sebebi olarak diisiiniilebilir.

Allium cepa kok ucu meristem hiicreleri tizerine Av ekstrelerinin 10 ppm MMS igeren
farkli konsantrasyon ve siirelerinin antisitotoksik etkileri incelenmistir. Allium test ile
yapilan kromozom aberasyon belirleme c¢alismalarina gore yapisiklik, anafaz kopriileri,
kalgin kromozom ve bozulmus anafaz-telofaz anomali ylizdelerinde diisiisler
gbzlenmistir. Fakat kalgin kromozom yiizdesinin 24 saat uygulamasinin 10 ppm MMS
iceren 3,2 g/L’lik ve 48 saatin tiim konsantrasyon uygulamalari frekansinin MMS’den

yiiksek oldugu goriilmiistir.

En fazla anomali olayina Av ekstresinin 10 ppm MMS igeren 3,2 g/L’lik dozun 24 saat
uygulamasinda (56,00+5,29), en az anomali olayina ise 10 ppm MMS igeren 0,8 g/L’lik
dozun 24 saatlik uygulamasinda (47,40£8,79) rastlanilmistir. Kalgin kromozom olay1
tim saat ve doz uygulamalarinda en fazla goriilen anomalidir. En fazla % 98,48
oraninda 10 ppm MMS igeren 1,6 g/L’lik dozun 48 saatlik uygulamasinda rastlanmustir.
Bu bozukluk Av ekstresinin mikrotiibiil olusumunu etkilemesi sonucunda kaynaklanmis
olabilir (Amer and Ali 1983, Kumari et al. 2009). Kalgin veya geri kalmis olarak
adlandirilan kromozomlarin varligi, kardes hiicrelere farkli sayida kromozomlarin
ayrilmasina ve bunu takiben interfazdaki esit olmayan boyutta veya diizensiz sekildeki

niikleuslu kardes hiicrelerin olusmasina neden olmaktadir (EI-Ghamery et al. 2003).

Bozulmus anafaz-telofaz olayina en fazla % 11,39 oraninda 10 ppm MMS igeren 0,8
0/L’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda, en az % 1,21 oraniyla 10 ppm MMS igeren 0,8
g/L’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda rastlanmistir. Kromozom kirilmalarmin,
kopmalariin ve ig iplikleri inhibisyonunun nedeni ¢esitli kimyasallarin ig iplikleri i¢in
gerekli olan temel proteinleri etkilemesi sonucunda olabilir (Kaymak 2005). Sogan

hiicrelerindeki ig ipligi bozukluklarinin indiiksiyonu, hiicre boliinmesinin sonraki
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sathalarinda andploidi ve mikroniikleus olusumlarina sebep olabilir. Bu genellikle,
anafaz safhasinda kromozomlarin diizensiz dagilimindan ileri gelmektedir. Dolayistyla

bazi kromozomlar digerlerine gore kutuplara daha 6nde gider (Grant 1978).

Anafaz koprii olusumu en fazla 10 ppm MMS igeren 3,2 g/L’lik dozun 72 saatlik
uygulamasinda (% 5,30) goriilirken en az 10 ppm MMS igeren 3,2 g/L’lik dozun 24
saatlik uygulamasinda (%1,07) goriilmistiir. Kopriilerin, kromozomlarin kirilmasi ve
yeniden bir araya gelmesi ile olustugu bildirilmistir (Soliman 2001). Kromozomlarin
yapismasl kromatidlerin birbirlerinden ayrilmasini engellemekte ve kdpriilerle
birbirlerine bagh kalmalarina neden olmaktadir (Kabarity et al. 1974, Badr et al. 1992).
Eger nukleus boliinmeye hazir oldugunda heterokromatin bloklar1 DNA replikasyonunu
tamamlamadiysa koprii olusumlart meydana gelebilir (Kaltsikes et al. 1984). Anafaz-
telofaz kopriileri translokasyon sirasinda esit olmayan kromatid degisimi ya da
kromozom ve kromatidlerin kirilip birlesmeleri sonucunda olusur ve yapisal kromozom

mutasyonlarina sebep olurlar (EI-Ghamery et al. 2000, Luo et al. 2004).

Caligmamizda karsilastigimiz diger anomali yapisikliktir. En fazla 10 ppm MMS iceren
3,2 g/L’lik dozun 24 saatlik uygulamasinda (%2,14), en az ise 10 ppm MMS igeren
1,6g/L’lik dozun 72 saatlik uygulamasinda (%0,46) goriilmiistiir. Darlington and Mc
Leish  (1951), vyapisikligin ~ kromozomal =~ DNA’nin  pargalanmasi  veya
depolimerizasyonundan dolayr olabilecegini ileri siirmiistiir. Yapisikligin, inter-
kromozomal kromatin fibrillerin birbirine girmesi sonucunda kromozomlar arasi
subkromatid baglantilarin olusmasiyla meydana geldigi bildirilmistir (Mc Gill et al.
1974). Yapisikligin diger bir sebebi uygulanan bitki ektresinin kromozomlarin kutuplara
dogru hareketlerini sinirlamasi olabilir. Bunun sonucunda kromozomlar kutuplara
cekilemez ve yogunlasarak yapisik bir durum sergilerler. Ayrica kromozomlardaki
yapisiklik, uygulanan kimyasal maddenin yiiksek toksisiteye sahip oldugunun bir
gostergesidir ve genellikle de geri doniisiimsiiz olup, hiicrede hasarlara ya da hiicrenin

6liimiine sebep olabilir. (Fiskesjo 1985).

Diger anomalilerin toplam yiizdesinde ise 72 saat uygulamasinin 10 ppm MMS igeren

1,6 ve 3,2 g/L’lik dozlar hari¢ diger uygulamalarin MMS’e gore azaldigi tespit
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edilmistir. Ayrica cesitli konsantrasyon ve saat uygulamalarinda C-metafaz, ¢ekirdek
bozuklugu, poliploidi ve biniiklear hiicre anomalilerine rastlanmamuistir. Sitotoksisite c-
mitoz, multipolar anafazlar, yapisiklik ve vagrant (geri kalmis veya ileri gitmis
kromozomlar) kromozomlu hiicrelerin fraksiyonunda bir artis olarak tanimlanmaktadir
(Fiskesjo 1995). Bizim ¢alisma sonucunda elde ettigimiz anomali yiizdelerindeki diisiis
Alyssum virgatum tiirtintin MMS varliginda antigenotoksik bir etkiye sahip olduguna

baglanabilir.

Karsinojen ve mutajen maddelerin arastirilmasinda farkli  test yoOntemleri
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilart DNA hasarina sebep olan kimyasal mutajen ve
karsinojenlerin test edildigi sitogenetik metodlardir. Bu testler, kardes kromatid
degisimi (SCE = sister chromatid exchange) (Trosko 1997, Hamasaki et al. 1992),
mikroniikleus testi (MN) (Wyszynska et al. 1991, Majone et al. 1990), kromozom
bozulma testi (CA = chromosome aberration) (Bakale et al. 1990), Ames testi (Ames
1983) ve comet testi (gen konversiyonlart ve DNA kirilmalari) (Hayashi et al. 1994,
Zhuleva et al. 1994) olarak bilinmektedir.

Son yillarda, geleneksel tibbi bitkilerin mutajenik-antimutajenik 6zelliklerinin
belirlenmesinde arastiricilar, esas olabilecek kisa zamanda sonug¢ verebilen ve diislik

maliyetli test sistemleri gelistirmislerdir (Mortelmans and Zeiger 2000).

Calismamizda Alyssum virgatum tiiriiniin antimutajenite tayininde kullandigimiz Ames
testi ayrica Salmonella/microsome test sistemi olarak da adlandirilmaktadir (Maron ve
Ames 1983). Salmonella mutajenite test sistemi gesitli mutajen ve karsinojenlerin
aktiviteleri iizerinde antioksidanlar basta olmak {izere c¢esitli ajanlarin inhibitor
etkilerinin izlendigi, ¢ok 6nemli bir kisa zamanli test sistemidir (Rosin and Stich 1979,
Alekperov et al. 1986). Bu test sistemi ayni zamanda, kimyasallarin mutajen veya
karsinojen etkilerini ortadan kaldiran, bu kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini 6nleyen
antimutajenlerin ve antikarsinojenlerin tayininde de kullanilmaktadir (Rosin and Stich
1978,1979, Shamberger et al. 1979, Alekperov et al. 1986, Victorin et al. 1987).
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Kimyasal karsinojenler veya bunlarin metabolitleri DNA’ya kovalent olarak baglanirlar
(Miller and Miller 1976). Bu temel iliski Salmonella/mikrozom test sistemi ile
antimutajenlerin arastirilmasini saglamaktadir. Bir¢ok dogal ve sentetik bilesiklerin bu
test sistemiyle karsinojenlerin genotoksik aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir
(Rosin and Stich 1979, Bahttachariya et al. 1987).

Deneyde Salmonella typhimurium bakterisinin LT-2 atasal susundan in Vvitro
mutasyonlar sonucu elde edilen TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Bu mutantlar his’
bakteriler olup, his operonunun degisik bolgelerinde farkli birer mutasyon igerirler.
Salmonella/mikrozom testi ile kimyasal maddelerin bu test suslarmi his® revertanlar
haline dontistirme Ozellikleri belirlenmektedir. TA98 susu c¢erceve kaymasi
mutasyonlarina (frameshift), TA100 susu ise baz-¢ifti degisim mutasyonlarina (base-
pair) kars1 duyarlidir. Calismamizda bu mutant bakterileri kullanmamizin nedeni ise bu

mutasyonlarin diger mutasyonlara gore daha fazla siklikta goriilmesidir.

Yapilan diger calismalara bakildiginda bu calismada da oldugu gibi genellikle
Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslari daha ¢ok kullanilmaktadir. Bunun
sebebi de bu iki susun ¢esitli mutajenlere kars1 duyarliliginin diger suslara gore daha

fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Asal 1985).

Salmonella/mikrozom test sisteminin, memelilerde gergeklesen biyotransformasyon
olaymna model olmasi i¢in, sisteme S9 fraksiyonu eklenmistir. Bdylece bu testte
kullanilan  bakteri  suslarinin  metabolizmasi, memelilerdeki  detoksifikasyon

mekanizmasina benzetilmistir (Ames et al. 1973).

Calismamizda, kullanilan bitki ekstresinin farkli dozlari revertant sayisini degisik
sekillerde etkilemistir. TA98 i¢in ortalama revertant koloni sayis1 S9 fraksiyonu
varliginda 34+2,24, yoklugunda ise 30+0,86 bulunmus, TA100 i¢in ise ortalama
revertant koloni sayilar1 S9 fraksiyonu varliginda 124+3,77 iken S9 fraksiyonu
yoklugunda 11742,86 olarak bulunmustur. Ames vd. (1973)’e gére mutant bakteri
suslarinin kendiliginden (spontan) his~ durumundan his® durumuna doniismesi, belirli

sinirlar icinde miimkiindiir. Bu sinirlar, TA98 i¢in 20-50 revertant/plak, ve TA100 icin
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75-200 revertant/plaktir (Ames et al. 1973). Yaptigimiz calismada elde edilen bulgular
da bahsedilen degerler arasindadir. Bu da bize kullandigimiz suslarin genotiplerinin
dogrulugunu gostermektedir. Bu degerlerin bu kadar genis aralikta yer almalar gesitli
parametrelerden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle her mutant sus i¢in, kendiliginden
geriye donen koloni sayisi tek bir say1 olarak degil de, belirli bir aralikta verilir. Bu
parametreler arasinda minimal ortamin tipi, glukoz-6-fosfat, B-NADP, fosfat tamponu,
glukoz ve tuz ¢ozeltisinin derisimi, petrilerdeki minimal agarin hacmi, top agarin
miktar1 ve yayilma sekli, etiivdeki nem orani, S9 fraksiyonunun miktari, minimal agarin
bilesimi ve hazirlanmasindaki farkliliklar gibi etkileri sayabiliriz (Boath et al. 1980,
Belser et al. 1981).

Bu calismada, Alyssum virgatum tiiriniin distile su ekstresinin TA100 S9’suz
deneylerde 10 pg/plak sodyum azid (SA), TA100 S9’lu deneylerde 5 pg/plak 2-a
aminoanthracene (2AA), TA98 S9’lu deneylerde 200 pg/plak 2-aminofluorene (2AF),
TA98 S9’suz deneylerde 200 pg/plak 4-nitro-o-fenilendiamine (4NPD) mutajenlerine

kars1 antimutajenik etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Negatif kontroldeki koloni sayisinin %80’inden daha az koloni gelismesine olanak
saglayan test maddesi konsantrasyonlari sitotoksik olarak tanimlanmis ve caligmalarda

kullanilmamistir (Edenharder and Griinhage 2003).

Alyssum virgatum’un toprak Ustli kisimlarinin distile su ekstresinin antimutajenite
deneyinde kullanilmadan 6nce uygulama konsantrasyonlarini belirlemek icin yapilan
sitotoksik etki belirleme ¢alismalarinda 312,5 ug/plak, 625 pg/plak, 1250 ug/plak, 2500
pg/plak, 5000 pg/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlar: kullanilmistir. Kullanilan alt:
konsantrasyondan 10000 pg/plak konsantrasyonunda Salmonella typhimurium TA98 ve
TA100 suslar1 iizerine sitotoksik etki goriildiigiinden dolayr bu konsantrasyonun

altindaki dozlarla ¢alisilmistir.

Bir maddeye antimutajen denilebilmesi i¢in inhibitdr etkisinin bazi1 degerler arasinda
olmasi gerekmektedir. Bitki ekstresinin mutajen iizerindeki inhibitor etkisi %20-40

arasinda oldugu durumlarda antimutajenik etki orta dereceli olarak tanimlanirken;
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%40’dan fazla oldugu durumlarda bitki ekstresi giiglii antimutajenik olarak kabul
edilmektedir. Inhibitér etkinin %20°den daha az oldugunda ise antimutajenik etki pozitif

olarak kabul edilmemistir (Negi et al. 2003).

Ames testi sonuglarma goére, Alyssum virgatum tiiriiniin distile su ekstresinin 312,5
ug/plak, 625 pg/plak, 1250 pg/plak, 2500 ug/plak ve 5000 pg/plak uygulamalarinda
doza bagli olarak koloni sayilarinda azalis gozlenmistir. 625 pg/plak, 1250 ug/plak,
2500 pg/plak ve 5000 pg/plak uygulamalarinda sodyum azid, 2-aminoanthracene, 2-
aminofluorene ve 4-nitro-o-fenilendiamine mutajenlerine karsi istatistiksel oneme sahip

antimutajenik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cizelge ).

Alyssum virgatum, S.typhimurium TA98 susunda mutasyonu indiikleyen 2AF iizerinde
5000 pg/plak dozunda 9%21,92 inhibisyon oraniyla, %20,02 inhibisyon oraniyla ise
5000 pg/plak dozunda 4NPP mutajenine karsi orta derecede antimutajenik etki
gostermistir. Caligmamizda kullandigimiz Alyssum virgatum ekstresinin S9 varliginda
ve yoklugunda TA100 susu iizerine gosterdikleri inhibisyon oranlari, TA98 susuna gore
daha diisiik bulundu (312,5 pg/plak disinda). Buradan Av ektresinin ¢er¢eve kaymasi
mutasyonlarina karsi antimutajenik etkisi oldugu anlagilmigtir. Bu bitkinin kimyasal
kompozisyonu ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanamadig1 i¢in ayrica bitkiyle ilgili
herhangi bir antioksidan, antitimor v.b. c¢alismalar yapilmadigi i¢in antimutajenik

aktivitesinin hangi mekanizmaya bagli oldugu bu asamada ag¢iklanamamaktadir.

Calismamiza konu olan Alyssum virgatum tiirii Brassicaceae (Cruciferae) familyasi’na
aittir. Bu familyaya ait baz1 bitkiler ge¢gmiste oldugu gibi giiniimiizde de besin olarak
tikketilmektedir. Bu bitkilerin bircogundan geleneksel tipta da faydalanilmistir (Baytop
1999, Cubukeu et al. 2002). Cruciferae bitkileri, gesitli etken maddeleri i¢ermelerinin
yaninda, Ozellikle indol-3-karbinol ve glukosinolat tiirevleri igerikleri bakimindan,
halen arastiricilarin ~ dikkatini ¢ekmeye devam etmektedirler. Indol-3-karbinol
Cruciferae familyasina spesifik, temel tedavi degeri olan maddelerden biridir. Bu
madde, bitkilerin sikilmas1 ya da pisirilmesi sirasinda ortaya g¢ikmaktadir. Indol-3-
karbinol, viicuttaki dogal detoksifikasyon enzimlerinin dogal antioksidan1 ve gii¢lii bir

uyaricisidir (Broadbent and Broadbent 1998). Indol-3-karbinol, Cruciferae familyasi
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bitkilerinde, temel antikarsinojen maddelerden birisidir (Stoewsand 1995).
Epidemiyolojik calismalarda Brasssicaceae bitkilerinin karsinogenezisi etkiledigi ve bu
tip bitkilerin ¢ok tiiketildigi yerlerde kanser insidansinin azaldig gosterilmistir (Graham
et al. 1978, Graham 1983). Ayrica bu bitkilerden elde edilen maddelerin denecy
hayvanlarinda denenmesi bu maddelerin hayvanlarda karsinogenezisi inhibe ettigini
gostermistir (Stoewsand et al. 1978, Wattenberg and Loub 1978, Boyd et al. 1982). Bu
maddenin meme ve prostat kanserinde ki tiimor hiicrelerinde etkili oldugu ve ayrica
serbest radikaller iizerinde tutma etkisi yaratarak antioksidan etki gosterdigi de yine
bilimsel arastirmalarda saptanmistir (Bradlow 1995, Arnao 1996, Staub et al. 2002,
Sarkar and Li 2004). Insanlar da diyetle alman indol-3-karbinol’iin dstradiol
mekanizmasinda etkili oldugu ve Ostrojen kaynakli hastaliklara karsi yeni bir
chemopreventive (kansere karst koruyucu) oOzellik gosterebilecegi kanitlanmistir
(Michnovicz and Bradlow 1990). Indol-3-karbinol’iin akciger kanserinin tedavisinde
kullanilabilecek terapotik degeri olan bir ajan olabilecegi de gosterilmistir (Riby et al.
2000).

Genellikle, Cruciferae Familyas: bitkilerine 6zgii baska bir temel madde grubu da
glukosinolatlardir. Glukobrassisin, glukotropaeolin ve glikosinalbin bir¢ok hayvan
modelinde ¢alisilmistir. Glukobrassisin farede akciger ve midede kimyasal madde ile
olusturulmus neoplaziye ve sicanlarda olusturulan meme neoplazisine inhibisyon
yaptig1 bildirilmistir (Tamer 1992). Bu grup maddeler bitkinin hiicre duvarlarinda
bulunurlar ve bitkinin zedelenmesi aninda ortaya ¢ikarlar. Bir¢ok 6nemli farmakolojik
etkilerinin yaninda, bu maddelerin de (Fahey et al. 1997) chemopreventive (kansere
kars1 koruyucu) etkileriyle ilgili ¢aligmalar bilimsel literatiirde bulunmaktadir (Hect
1995). Ayrica, glukosinolatlarin antioksidan etkileri yapilan ¢aligmalarla da
kanitlanmistir (Klanakarin 2006). Bu maddelerin 6nemli etkilerinden bir digeri de

antimikrobiyal aktiviteleridir (Uda et al. 1993).

Oturgan (2007), yaptig1 ¢alismay1 Cruciferae (Brassicaceae) Familyasina ait Brassica
oleracea var. Italica (Brokoli), B.oleracea var. acephala (Karalahana), B.oleracea var.

capitata (Beyaz lahana), B.oleracea var. botrytis (Karnabahar), B.oleracea gemmifera
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(Briiksel lahanasi), B.rapa var. rapa (Salgam), B.nigra (Siyah hardal), Sinapis alba
(Beyaz hardal), Raphanus sativus (Kirmizi yumrulu, Beyaz yumrulu ve Siyah yumrulu
Turp), Eruca sativa (Roka) ve Lepidium sativium subsp.sativum (Tere) bitkilerinin
antioksidan, antimikrobiyal ve potansiyel sitotoksik oOzelliklerini ortaya c¢ikarmak
amacityla  gergeklestirmistir.  Ekstrelerin  antimikrobiyal aktivite  kontrolleri,
antibakteriyel ve antifungal olmak iizere iki kollu olarak arastirilmigtir. Bitkilerin higbiri
standart flukonazole gore herhangi bir antifungal etki géstermemistir. Brassica oleracea
var. [talica'nim Staphylcoccus aureus, Escherichia coli ve Bacillus cereus’a karsi,
Barassica oleracea var. acephala, Sinapis alba, Raphanus sativus (Siyah yumrulu) ve
Brassica oleracea var. gemmifera’nin S.aureus ve B. Cereus’a karsi, Raphanus sativus
(Beyaz yumrulu), Raphanus sativus (Kirmizi yumrulu), Lepidium sativum
subsp.sativum, Brassica oleracea var. capitata ve Brassica oleracea var. botrytis

bitkilerinin ise sadece B.cereus’a karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Sonug olarak, endemik olan Alyssum virgatum tiiriiniin distile su ektresi ¢alismada
kullanilmis olup Ames testi ve Allium test ile antimutajenite ve antisitotoksisiteleri
aragtirilmigtir. Yapilan Allium test sonucunda kok uzama oranini kontrole gore belirgin
bir sekilde azalttig1 goriilmistiir. Kullanilan doza bagl olarak MMS varliginda mitotik
indekste artis meydana getirerek antisitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Ames testinde ise Alyssum virgatum ektresinin uygulanan en yiiksek dozunda TA98
susu lizerine antimutajenik etkiye rastlanmistir. Bununla birlikte TA100 susu iizerinde
uygulanan tiim dozlarin antimutajenik etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir. Bitki
ekstresinin antimutajenik aktiviteye neden olan aktif igerik ve kimyasal bilesenlerinin
aydinlatilarak, bu bilesenlerin aktivitelerinin hangi derecede etkili oldugu arastirmasinin
yapilabilecegi ve ileriki ¢alismalar ile desteklenebilecegi diisiincesindeyiz. Yapilan
mutajenite ve antimutajenite deneylerinde; kisa zamanl test sistemlerinden higbirinin
tek basina yeterli olmamasi, bu testlerden elde edilen sonuglarin uzun zamanl test
sistemleri ile dogrulanmasin1 gerektirmektedir. Bu sebeple, antimutajenik etkiye sahip
bitkisel kokenli dogal bilesiklerin, in vivo ¢alismasi yapilarak, insanlar tizerindeki etki
mekanizmas1 aydinlatilabilir. Bunlarla baglantili olarak, bitkisel kokenli bilesiklerin,
gergeklestirilecek daha ayrintili caligmalar sonucunda, insanlar i¢in, kullanilabilirligi ve

daha ytiksek tiiriinler haline doniistiiriilmesi miimkiin olacaktir.
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