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OZET
Yiksek Lisans Tezi

LINARIA GENISTIFOLIA (LINNAEUS) MILLER SUBSP. GENISTIFOLIA
SULU EKSTRELERININ GENOTOKSIK VE MUTAJENIK
OZELLIKLERININ ALLIUM VE AMES TESTI iLE ARASTIRILMASI

Ugur Giirol GOKCE
Afyon Kocatepe Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damsman : Yard. Dog. Dr. Recep Liman

Bu arastirmada, Linaria genistifolia (Linnaeus) Miller subsp. genistifolia,

Plantaginaceae, bitkisinin toprak istli kisimlarinin sulu ekstresinin (Lg-ekstresi)
genotoksik ve mutajenik etkileri sirasiyla A. cepa meristamatik kok hiicreleri ve
bakteriyel revertant mutasyon deneyinde Salmonella typhimurium TA98 and TA100
suslar1 kullanilarak metabolik aktivasyon (S9) varliginda ve yoklugunda arastirildi.
Allium kok biiylime inhibisyon testinde ECsy degeri yaklagik olarak 15 g/L olarak
belirlendi ve Lg-ekstresinin 0,5XECso, ECsp and 2XECsy konsantrasyonlari sogan kok
hiicrelerine uygulanmigtir. Distile su ve metil metan siilfanat (MMS, 10 mg/L) sirasiyla
negatif ve pozitif kontrol grubu olarak kullanildi. Test edilen preparasyonlarin neden
oldugu karakteristik etkisi mitotik indeks (MI) degerinin 7,5 g/L ve 15 g/L ( 24 ve 96
saatlik uygulamar hari¢ ) artmasi ve ayni sekilde mitotik indeks degerinin 30 g/L ve
MMS’de azalmasidir. Anafaz telofaz hiicrelerinde yapisiklik, kopriiler, kalgin
kromozom ve bozulmus anafaz telofaz gozlemlenirken diger hiicrelerde c-metafaz,
prometafaz, poliploidi ve biniiklear hiicreler gozlemlendi. Lg-ekstresinin, S.
typhimurium TA 98 ve TA100 suslarinda S9 varligi ve yoklugunda mutajenik etkisi
bulunmadi. Sonuglar ayni zamanda istatistiksel olarak SPSS for Windows paket
programinda Duncan ¢oklu degisim testi ile degerlendirildi. Bu sonuglar Lg-ekstresinin
A. cepa kdk meristematik hiicrelerinde genotoksik aktivite gosterdigini fakat Ames test
sisteminde mutajenik aktivite gostermedigini ortaya koymustur.
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

GENOTOXIC AND MUTAGENIC EFFECTS OF
AQUEOUS EXTRACT FROM AERIAL PARTS OF
LINARIA GENISTIFOLIA (LINNAEUS) MILLER SUBSP, GENISTIFOLIA

Ugur Giirol GOKCE
AFYON KOCATEPE UNIVERSITY

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
Departmant of Biology
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Recep LIMAN
In this study, genotoxic and mutagenic effects of aqueous extract from aerial parts
Linaria genistifolia (Linnaeus) Miller subsp. genistifolia, Plantaginaceae (Lg-ext) were
investigated by using both Allium cepa root meristematic cells and bacterial reverse
mutation assay in Salmonella typhimurium TA98 and TA100 with or without metabolic
activation system (S9), respectively. In Allium root growth inhibition test, ECso value
was determined approximately 15 g/L and 0.5XECsg, ECsp and 2xECs, concentrations of
Lg-ext were introduced to onion tuber roots and distilled water and methyl methane
sulfonate (MMS, 10 mg/L) used as a negative and positive control, respectively. The
characteristic effect caused by tested preparations was an increase of mitotic index (MI)
in 7.5 g/L and 15 g/L (except 24 and 96 h) and simultaneous decrease of Ml in 30 g/L
and in MMS. While stickiness, bridges, chromosome laggards and disturbed anaphase-
telophase were observed in anaphase-telophase cells, c-metaphase, pro-metaphase,
polyploidy and binuclear cells were observed in other cells. Lg-ext was not found to be
mutagenic on S. typhimurium TA 98 and TA100 with or without S9. The results were
also analyzed statistically by using SPSS for Windows, and Duncan’s multiple range
tests were performed respectively. These results indicate that Lg-ext exhibits genotoxic
activity in A. cepa root meristematic cells but not mutagenic activity in Ames test

system.
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1.GIRIS

Yasamimiza yeni giren bazi fiziksel ve kimyasal ajanlar, insan hayatim
kolaylastirabilirken bazi saglik sorunlarina da neden olabilmektedir. Giiniimiizde halen
yeni kimyasal iiriinler hayatimizdaki yerlerini almaya devam etmektedirler. Bu kimyasal
iriinlerin kullanimindan dnce insan sagligina etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.
Giinlimiizde alternatif tibbin 6nemli bir kismin1 bitki ekstreleri olusturmaktadir. Bu bitki
ekstreleri mutajenik etki olusturan kimyasallara veya ¢evresel etmenlere karsi
antimutajenik etki gosterebildigi gibi, bu ekstrelerden bazilart farkli organizmalarda

farkli mutajenik ve sitotoksik etkiler de gdosterebilmektedir.

Tibbi bitkilerin kullanimi, her zaman insanlik kiiltiiriniin bir parcas1 olmustur.
Diinya Saglhk Orgiitii (WHO), diinya popiilasyonunun % 80’ine varan bir kesiminin,
bazt saglik hizmetleri agisindan geleneksel tibbi sistemlere giivendiklerini
bildirmektedir. Bununla birlikte birgok tibbi bitkinin &zellikle mutajeniteleri ve
karsinojeniteleri gibi toksikolojik 6zelliklerini gosteren raporlar da vardir (Alade et al.
2009). WHO, gelismis ve gelismekte olan iilkeleri, non-toksik olduklari kanitlanan
geleneksel bitki preperasyonlarini, saglik programlarina ilave etmeleri yoniinde tesvik

etmektedir (WHO 1985).

Bitkileri kullanarak tedavi etme yOntemi olan fitoterapi, tim diinyada ve bu
tedavi yonteminin daha sistematik ve karmasik olarak uygulandigi iilkelerde
kullanilmakta ve modernlesme ile birlikte gelismis ilkelerde uygulanmasi hizla
artmaktadir (Saad et al. 2006).

Bazi medikal bitkilerin asir1 terapatik avantajlari olmasmma ragmen medikal
bitkilerin bazi igerikleri potansiyel olarak toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
olabilmektedir (Gadano et al. 2006). ilaglar, organizmada o6zellikle hedef sistem
tizerinde etkisini gosterirken, bitkisel ilaglarda ise birgok sistem spesifik olmayan
sekilde fizyolojik olarak ayn1 zamanda etkilenebilmektedir. Bu nedenle, tedavi amaciyla

kullanilan bitkilerin de, konvansiyonel ilaglarda oldugu gibi kalite, giivenlik ve etkinlik



yoniinden test edilmeleri ve standardizasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir (Simaan

2009).

llag gelistirme c¢aligmalarinin  preklinik asamasinda ve toksikolojik
aragtirmalarda hiicre kiiltiirii yontemi ile sitotoksisite c¢aligmalart hem hayvan
deneylerinin azaltilmasini; hem de sistemlere yonelik 6zel etkilerin molekiiler diizeyde
anlagilmasini  sagladigindan giiniimiizde zorunlu hale getirilmistir. Sitotoksisite
calismalarinda kullanilan Oliimsiiz hiicre hatlar1 ise c¢alismalarin primer hiicre
kiiltiirlerine gore daha hizli, ucuz ve giivenilir olmasi nedeniyle yaygin olarak

kullanilmaktadir (Wang et al. 2002).

Son yillarda bitkisel ilaglarin kullaniminin artmasiyla fitoterapiye ilgi de
artmigtir. Gelismekte olan ve gelismis {ilkelerde ticari 6nem kazanmasindan dolayi
geleneksel ilaglarin tiretimi ve kullanim1 yayginlagmaktadir. (Roy-Byrne et al. 2005).

Geleneksel tipta, farkli etkin maddeleri igeren ilaglarin ayni anda uygulanmas,
ilag etkilesmeleri ve vyan etkileri nedeniyle genellikle tercih edilmemektedir.
Fitoterapide ise saflagtirilmig aktif bilesenleri yerine bitkinin tamaminin kullanilmasi,
icerdigi  farkli bilesenlerinin sinerjik etki géstermesine veya toksisitesinin

tamponlanarak azalmasina neden olur (Poppenga 2002).

Bazi bitkisel iiriinlerin ise substrat, baskilayici veya indikleyicisi olarak,
ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli rol oynayan sitokrom p450’leri (CYP450)
etkilemesi sonucu ayni anda uygulanan ilaglarin farmakokinetigini, karsinojen ve
steroid metabolizmasin1 degistirdigi bildirilmistir. CYP450 ile toksik olmayan
metabolitlere doniisiip atilabilen bazi bitkisel maddelerin yaninda, toksik metabolitlere
doniigiip zararhi etkiler gosterenler de bulunabilir. Bitkisel iriinlerden bazilari,
CYP450’nin baskilanmasmma neden olarak, toksik metabolitlerin olusumuna ve
prokarsinojen aktivasyonunu engelleyerek karsinojenezin azalmasina neden olurken;
bazilar1 CYP450 indiikleyici olarak davranir, bazilar1 ise reaktif ara iriinler ile CYP450
reaksiyonlarini etkiler (Zhou et al. 2004). Bu durumun tersine karaciger ve bobrek gibi

ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli rol oynayan CYP450 enzimlerinin sentezlendigi



organlarda yetmezliklerin olmast da bitkisel iriinlerin metabolizmasini ve

zehirliliklerini etkilemektedir (Steff 2007).

Linaria tiirleri halk ilaci1 olarak Anadolu'da, Japon ve Hint halk tibbinda yaygimn
olarak kullanilmaktadir. Antidiyabetik, piirgatif, diliretik etkileri yaninda emoliyan ve
yara iyi edici Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildiklart bildirilmistir (Kitagawa et al. 1973, Baytop 1984, Sing and Prakash
1987). Ayrica antiallerjik etkileri nedeniyle ekzema tedavisinde de faydalanilmistir
(Dobrescu et al. 1985). Bitkinin kimyasal yapist tizerinde yapilan aragtirmalarda baglica
monoterpenler, diterpenler, iridoitler, flavonoitler ve alkaloitler olmak iizere bircok
etken madde grubunun varligr tespit edilmistir (Bianeo-etal1996;-Otsuka; 1992, Ilieva
gtakset al. 1993, Bianco gt al, 1996, Hua etakset al. 2002, Ahmad et-alset al. 2006,
Tundis gtakset al. 2005, Ferhat gtakset al, 2010).
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iyi bir korelasyon gostermektedir (Fiskesjo 1985). 1|\ Otomatik
\|1\| Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Italik, Yazi
tipi rengi: Otomatik

Kisa zamanl test sistemlerinden en yaygm olarak kullanilan1 bakteriyel {gigm;l?d"'“mis: Yaz tipi rengi:
testlerdir. Bakteriler, basit ireme ortamlarinda hizla iirediklerinde, basit, ¢abuk ve ucuz Bicimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

| tipi rengi: Otomatik

uygulanabilir olmalarindan &tiirii tercih edilmektedir (Hofnung and Quillardet 1985). [ Bicimlendirilmis: Yaz! tipi rengi

|| otomatik

Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Ames testi, 1970’lerin baginda Bruce Ames tarafindan gelistirilen ve daha sonra ||| Otomatik

. . .. ||| Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi
yaygin olarak kullanim alani bulmus olan kisa zamanli, bir geri mutasyon testidir tip?rengi; Otomafik

(Maron and Ames 1983). Salmonella/Mikrozom testi bakteriyel mutasyon testleri iginde [ gigm;;‘d"'“mis’ Yazi tipi rengi:
mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen ve karakterilize edilen gecerliligi, uygulama Bicimlendirilmis: Yazi tipi rengi:
|| Otomatik

kolaylilig1 ve hassasligi nedeniyle en fazla kabul goérerek tercih edilen ve giintimiizde de ( Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Itali, Yaz

| tipi rengi: Otomatik

siklikla kullanilan bir yontemdir (Gathouse et al. 1998). Test organizmasi olarak

(| W, W, U | U | U, W, U | W | W, U | U | W | U | W | W | W

[ Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

kullanilan S. typhimurium, histidin geninde olusturulan farkli mutasyonlarla (his G, his Otomatik




C ya da his D) gelismek igin histidin gereksinimi duyan degisik tipte oksotrofik

mutantlara dontistlirilmiistiir.

Bu calismada Lg-ekstresinin  muhtemel mutajenik etkileri in vitro test
sistemlerinden S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak S9 varliginda ve
yoklugunda Ames/Salmonella/mikrozom testi ile sitotoksik ve genotoksik 6zellikleri ise

Allium testi ile arastirilmisgtir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI
2.1 Linaria Miller

Ulkemiz endemik bitki florast bakimindan zengindir. Bu bitkilerin
etkinliklerinin arastirtlmast hem i{ilkemiz ekonomisi, hem de halk arasindaki

kullanimlarinin giivenilirliginin degerlendirilmesi bakimindan 6nem tasir (TKB 2008)

Plantaginaceae familyasina ait bir cins olan Linaria Miller cinsi Kuzey

yarimkiirede ve 6zellikle Akdeniz civarinda yayilis gosteren ¢ok yillik otsu bir bitkidir.

Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

Yapraklar basit, tam, sapsiz, genellikle dar, cogunlukla altta vertisillat, iistte alternat Otomatik

| Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

seklindedir. Cigekler terminal, rasem veya basak, brakteli; kaliks derince ve genellikle Cigimier
omati

es olmayan 5 loblu, adaksiyal lob genellikle en uzunu, nadiren kisadir. Korolla, tiibiin /[ Bigimlendirilmis: Yaz tipi: ftalik, Yaz

| tipi rengi: Otomatik

agzina yakin kismi (palate) hari¢ tliysiiz; tiip silindirik; altta konik veya silindirik ' Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi
|/l Otomatik

mahmuzlu, aya iki dudakli, tist dudak iki loblu, alttaki ii¢ loblu, genellikle tiipiin agiza
|//| Bicimlendirilmig: Yaz tipi rengi:

yakin kismi (patale) pubeskenttir. Stamenler 4 didinamdir. Yeryiiziinde 150 kadar tiir ile || otomatik

““‘“‘3 Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

temsil edilen cinsin iilkemizde 9 tanesi endemik olmak iizere, 20 tiirii ve 12 alt tiirii | tipi rengi: Otomatik

“33“‘“ Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

bulunmaktadir (Davis 1978). Anadolu'da genis bir yayilma alanina sahip olan Linaria | Bigimier
|/ | Otomati

tiirleri "Nevruz otu" adiyla bilinmektedir. | [ Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

/| otomatik

i Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Italik, Yaz

2.1.1 Linaria Tiirlerinin Terapétik Etkileri . | tipi rengi: Otomatik

fi Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
||| Otomatik

Linaria tiirleri halk ilac1 olarak Anadolu'da, Japon ve Hint halk arasinda yaygm /| -2

Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

olarak kullanilmaktadir. Antidiyabetik, piirgatif, diliretik etkileri yaninda emoliyan ve
tipi rengi: Otomatik

yara iyi edici Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle cesitli hastaliklarin tedavisinde

kullanildiklart bildirilmistir (Kitagawa et al. 1973, Baytop 1984). Ayrica antiallerjik

Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Otomatik

Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Otomatik

etkileri nedeniyle ekzema tedavisinde de faydalamilmigtir (Dobrescu et al. 1985).
L Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

Bitkinin kimyasal yapisi lizerinde yapilan arastirmalarda baglica monoterpenler, tipi rengi: Otomatik

Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

diterpenler, iridoitler, flavonoitler ve alkaloitler olmak f{izere bir¢ok etken madde Otomatik

grubunun varhig: tespit edilmistir (Bianco-et-al+21996:-Otsuka; 1992, llieva gtakset al, ‘5‘
1993, Bianco gt al, 1996, Hua gtalset al. 2002, Ahmad et-akset al. 2006, Tundis gt/
alset al. 2005, Ferhat gt-alset al, 2010).

Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
" | Otomatik

/| Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi
tipi rengi: Otomatik

| Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Otomatik

(| U U | U U, U | U | U | U | U | U | U | U | U | W | U/ U | W |

|

|

{

|

|

[

|

|

[
i
I { Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
i

{

|

|

[

[

[

|




2.1.2 Linaria genistifolia (Linnaeus) Miller subsp. genistifolia

Cok yillik otsu bitkidir. Govdelerinin uzunlugu 20-130 cm arasindadir.
Govdeleri yiikselici veya diktir. Cicek durumu basit yada panikulat, yapraklar, alternat,
az ¢ok yogun, orta yapraklar yumurtamsi (ovat) lanseolat, mizraksi veya linear (ince
uzun) 15-60 mm uzunlugunda 0,5-20 mm genisliginde tabani nadiren subkordat (hemen
hemen Kkalp seklinde) 1-3 damarhidir. Rasemoz yogun, gevsek arasi ve uzamig, brakteler
lanseolat, nadiren kaliksin tizerine kadar uzanir. En alttaki bazilar1 geriye kivrilmig alt
cicek saplart 2-4 bazen 6 mm’dir. kaliks loblari ovat-dar linear lanseolat tabani
yuvarlagimsi ucu akut, tamamen otsu, 2-5 mm uzunlukta her zaman tiiysiizdiir. Korolla
parlak veya kiikiirt sarisi, kirmizimsi damarli veya damarsiz 8-12 mm’dir. Sublar
konikal subulat aras1 5-8 mm’dir. Az ¢ok diizdiir. Kapsiil kiire seklinde 3-4 mm’dir.
Kaliksten daha kisa-az yogun, tohumlar sikigmis dortgenimsi (1-2 mm). Rugulas
siklikla dar kanatlhidir.

Rakimi 0-2100 m olan koruluk, g¢alilik, maki, kayalar, toprakli yamaglar, yol
kenarlarinda yetisebilir. ik ¢iceklenme zamani1 Mayis ay1, son ¢igeklenme zamani ise
Agustos ayidir.

Davis’e gore Linaria cinsinin sistematik hiyerarsisi su sekildedir :

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta Cronquist, Takht. & Zimmerm. ex Reveal
Class : Magnoliopsida Brongn.

Subclass . Asteridae  Takht.

Order : Scrophulariales Lindl.

Family : Plantaginaceae Lindl.

Species : Linaria genistifolia (Linnaeus) Miller

Subspecies  : Linaria genistifolia (Linnaeus) Miller subsp. genistifolia






3. GENEL BILGILER
3.1. Kromozom Yapisi

Yunanca koékenli olup chromos = renk ve soma = viicut kelimelerinin
birlesmesinden olusmaktadir. Her canli gibi insan da trilyonlarca hiicreden meydana
gelir. Hiicre, bitkisel ya da hayvansal her tiirli yasam bi¢iminin en kiigiik birimidir.
Cekirdegin iginde ise kromozom adi verilen ipliksi pargalar bulunur. interfaz evresinde
kromatin ag1 seklinde bulunan DNA, mitoz béliinmenin profaz evresinde kisalip
kalinlagmaya baslar ve metafaz evresinde en kisa duruma gelir. Yaklasik 10.000 kat
kisalmis haliyle 151k mikroskobunda 100’liik objektifte incelenebilir. Kromozomlar, I,
V, J harfleri gibi bi¢imlerde goriiniir ve boyutlar1 mikronla 6lgiiliir. Kromozomlarin
sayisi canli tiirlerde degisiklik gosterir. Ornegin sirke sineginde 8, kurbagada 26, farede

42, kopekte 78 kromozom vardir. Insanin kromozom saysi ise 46'dir.

Kromozomlar, molekiil yapilari ¢ok iyi bilinen DNA zinciri ile histon denilen
protein zincirinden olusur. DNA zincirleri de 6zgiil proteinleri sentezlemekle gorevli
gen adi verilen birimlerden olusur. Kromozonlar aralarinda ag¢i bulunan iki koldan
olusur. Kollar primer bogumla birbirinden ayrilmistir, bu boguma sentromer ad1 verilir.
Sentromerler kromozomlarin ig ipligine takilmasini saglarlar. Sentromeri olmayan bir
kromozom bdliinmeye katilamaz. Kromozom iizerinde primer bogumlardan baska,
sekonder bogumlarda bulunabilir. Bazen kromozomun u¢ kismini da uydu “satellit”
denilen yuvarlak ya da uzunca bir yap1 bulunur, kromozomlarin uglarina telomer adi
verilir. Sekil 3.1°de goriildligii gibi 6zel boyama teknikleriyle bir kromozom {izerinde
acik ve koyu bantlar seklinde goriilen kromatin kisimlar1 saptanir. Ag¢ik bantlar az
yogunlagsmis bolgelerdir ve eukromotik bolgeler adimi alir. Koyu bantlar ise ¢ok
yogunlagsmis bolgelerdir ve heterokromatik bdolgeler olarak adlandirihir (Klug and
Cummings 2002).
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Sekil 3.1. Kromozomun yapisi

3.2. Mutasyon

Mutasyon genel anlamda kalitsal materyaldeki degisimleri ifade eder.
Mutasyonlar kendiliginden meydana gelebildigi gibi fiziksel ve kimyasal dis etkenler
tarafindan da meydana getirilebilir. Genelde fenotipte ortaya gikarlar fakat kendini
gostermeyen ve hatta oldiiriicli etki yapan mutasyonlar da vardir. Esey hiicreleri yani
germ hiicrelerinde meydana gelirse dolden dole aktarilabilir fakat somatik viicut
hiicrelerinde meydana gelirse délden dole aktarilamaz yani kalitsal bir degisim olmaz.
Mutasyonlar ¢esitlilik dogal seleksiyona materyal saglamasi ve tiirlerin evriminde
biiylik bir 6neme sahiptir. Ayn1 zamanda genetik analizde ve genetik caprazlamalarda

kullanilir.

Mutasyon terimi ilk kez 1901 yilinda, Hugo De Vries tarafindan Oenatra
lamarckiana (aksam sefasi) ile yaptigi caprazlamalarda gozlemledigi varyasyonu

tamimlamak i¢in kullanilmistir (Oner 2003).

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebildigi gibi mutajen adi verilen
fiziksel ve kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana gelebilirler. Genelde
mutasyonun kendiliginden meydana gelebilme olasiliginin ¢ok diisiik olmasina karsin

mutajenlerin etkisi ile mutasyon frekansi oldukg¢a yiikselmektedir. Normal kosullarda



kendiliginden olan mutasyon frekansi her kusakta 10°-10%° gibi diisiiktiir. ki ayr
gende ayni anda iki ayr1 mutasyonun olusma olasihgi ise 10° -10%° gibi ¢ok daha

diistiktiir (Oraler 1990).

Mutasyon viicut hiicrelerinde ya da tireme hiicrelerinde olabilir. Viicut
hiicrelerinde olan mutasyonlara somatik mutasyonlar denir ve bu mutasyonlar
hastaliklara ve dejenerasyonlara yol agarak gelismeyi ve metabolizmay1 olumsuz olarak
etkileyebilirler. Ureme hiicrelerinde gdriilen mutasyonlara ise germinal mutasyonlar
denir. Ureme hiicrelerinin DNA’sinda goriilen degismeler genetik igerigin farkliligia

yol agar ve bu mutasyon kalitsal olarak yeni nesillere aktarilir.

Bir simiflama kolaylig1 saglamak iizere mutasyonlar kromozomlarin say1 veya
yapilarindaki degisiklikler ile sitolojik olarak kromozom diizeyinde goézlenemeyen
ancak bireyin fenotipindeki farklilikla saptanabilen gen mutasyonlar1 olarak

gruplandirilabilirler (Oraler 1990).

3.2.1. Kromozom Mutasyonlari

Kromozomun biyiik pargalarimi ilgilendiren mutasyonlara kromozom
mutasyonlart denir. Kromozom mutasyonlari, kromozom sayisi degisimleri ve

kromozom yapisi degisimleri olmak iizere iki gruba ayilirlar.

3.2.1.1. Kromozom Sayis1 Degisimleri

Organizmalarin kromozom sayilar1 cinsten cinse hatta tiirden tiire degiskenlik
gosterir ama her tiir igin sabittir. Bir bireyin her hiicresi onun ait oldugu tiire 6zgii
sayida kromozom tagir. Kromozomlar mitoz ve mayoz bdliinme sirasinda bazen diizenli
olarak ayrilmaz ve sonugta kromozom sayist bakimindan farkli hiicreler meydana gelir.
Organizmalarin hem dogal hem de laboratuar populasyonlarinda kendiliginden meydana
gelen kromozom sayisindaki degismelerdir. Ayrica izole edilmis hiicre ya da dokulara
cesitli mutajenik maddelerin uygulanmasiyla da bu mutasyonlar meydana
getirilmektedir (Demirsoy 1991). Bu mutasyonlar 6ploidi ve anoploidi olmak tizere iki

alt gruba ayrilmaktadir.
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Oploidi

Bu tip mutasyonlar bir bireyin biitiin hiicreleri ya gametlerdeki kadar yani n
sayida kromozoma sahiptir buna monoploidi denir. Yahutta n' in katlar1 halinde 2n, 3n,

5n gibi kromozoma sahiptir buna da poliploidi denir.

Temel kromozom sayis1 kadar kromozom igeren bireyler monoploid (n), ii¢ kati
igeren bireyler triploid (3n), dort kati iceren bireyler tetraploid (4n) olarak adlandirilir.
Oploidide temel kusur, hiicrede ¢ekirdek bdliinmesi oldugu halde sitoplazma
boliinmesinin olmamasidir (endomitoz). Endomitoz durumunda kromozomlar kat1 kadar
cogalir fakat mitoz boliinmenin ilk iki evresi (profaz ve metafaz) gerceklestigi halde
anafaz ve telofaz safhasi olmaz hiicre ve sitopldzma boéliinmesi (sitokinez) olmaz.

Bunun sonucunda kromozom sayilar1 her boliinmede kati1 kadar artmig olur (Basaran vd.

1995).

Andploidi

Bir takimdaki kromozomlarin birinin ya da birden fazlasinin sayisii
degistirmesi olayidir. Normalde mayoz boliinme sirasinda homolog ¢iftin biri bir kutba
digeri karsit gruba gider. Fakat bazen bir kromozom bir kutba homologu ile birlikte
¢ekilerek ayni gamette yer alirlar. Bu olaya mayotik non-disjunction (homolog
kromozom c¢iftlerinin segragasyon sirasinda ayrilmamasi) denilir. Ayrilmama ya birinci

ya da ikinci mayotik boliinme sirasinda ortaya ¢ikabilir.

Andploid bir fert, andploid yani normal haploid sayidan daha fazla veya eksik
sayida kromozom igeren gametlerin iirliiniidiir. Andploid baslica ti¢ kisma ayrilir.
Bunlardan ilki monosomi olup diploid bir fertle tek bir kromozom eksik olmasi olayidir.
Ikincisi ise nullisomidir ki bu da bir canlida bir kromozomun homologu ile beraber
eksik olmasi olayidir. Son olarak da pollisomi olarak bilinen bir takimda bulunan

kromozomlardan birinin veya birkaginin sayisini yiikseltmesi olayidir.
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3.2.1.2. Kromozom Yapi Degisimleri

Genetik bilgide degisimlere yol agan olaylar kromozomlarin yapilarindaki
degismeler sonucunda da meydana gelebilirler. Bu olaylarda kromozom sayist ayni kalir
fakat kromozomlarda bazi pargalarin kaybolmasi, fazlalagsmasi veya yer degistirmesi
yoluyla kalitsal materyal degisime ugrar (Oraller 1990). Kromozomlar kendiliginden
kirlabilir ancak kimyasallara ya da radyasyona maruz kalan hiicrelerde kromozomlarin

kirilma oran1 daha yiiksektir. Kromozom mutasyonlar1 dért grup halinde toplanir (Oner
2003).

Delesyon

Delesyon, DNA yapisindan bir ya da daha fazla niikleotidin ayrildig
mutasyonlara verilen addir. Delesyonlar, kromozomlarin u¢ kismindan (terminal
delesyon = defisiyens) ya da i¢ kismindan olabilir. Kopan parca eger sentromer
tagimiyorsa yani asentrik ise mayoz ve mitoz boliinmelerdeki kromozomlarin kutuplara
gitmesini saglayan sentromer olmadigi igin kromozomlar kutuplara ulasmazlar. Igten
eksiklik durumunda kromozom iki noktasindan kirilir ve kirilan parga ayrilip serbest
uclar birbirine baglanir. Kromozomun sarmal yapisindan dolay1 olusan halka kopmalari

da bu gruba girer. Ugtan kopmalarda ise tek noktadan kirilma olur.

Duplikasyon

Duplikasyon, bir kromozomun bir parg¢asinin o kromozom {iizerinde iki veya
daha fazla sayida tekrarla goriilmesi seklindeki kromozom anomalisidir. Yani

kromozomun bir kisminin kendi kendini eslemesi olarak da tanimlanabilir.

Duplikasyonlu bir parga sentromerli serbest bir parca veya tamamlayici bir
kromozom pargasi olabilir. Eger sentromere sahip yani sentrik bir kromozom pargasi ise

bu parga kiigiik, ekstra bir kromozom olarak kabul edilir.
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Bir kromozom parga degisimi sirasinda karsisindakine belirli genleri vermez,
sadece alirsa o gen bakimindan diploid olur. Bu ¢ogunlukla diizenli islemeyen bir
krossingoverde meydana gelir. Normal olarak mayozun ilk evrelerinde es genler
sinapsis yapar. Ayrilirken normal bir béliinme olmazsa kromatidlerden biri o gen

bakimindan diploid olur digeri ise o genlerden yoksun kalir.

Duplikasyonun degisik 6zelligi bulunur. Birincisi, duplikasyon geninin birden
fazla kopyasmin bulunmasim saglayabilir. Ikincisi, delesyonlarda oldugu gibi,

duplikasyon sonucu fenotipik gesitlilik olusabilir (Oner 2003).

Inversiyon

inversiyon, bir kromozomun iki defa kirilmasi ve kopan parcanin 180" ters
donerek tekrar ayni kromozoma baglanmasi seklidir (Oner 2003, Falakali 1993).
Inversiyona ugramis kromozomlar normal homologlari ile sinapsisle teskil ederken
diizensizliklerinin ortaya ¢ikmasina nedendir. Ciinkii boyle heterozigotik homologlarda
allel genler nokta nokta karsilikli gelmek isteyeceklerdir. Kirilmadan 6nce kromozomda
halkaya benzer bir yap1 olusur. Kirilmayla ortaya ¢ikan yapiskan uglar birbirine yaklasir
ve tekrar birlesir. Bu durumda gen sayisi ve 6zelligi ayni olmasina ragmen dizilis siras1
degisir. Ters c¢evrilen parca eger sentromer igeriyorsa inversiyon perisentrik,
icermiyorsa parasentrik inversiyon olarak isimlendirilir. Parasentrik inversiyonda, gen
dizilisi ters ¢evrildigi halde sentromerden uzanan kollarin boy orani degismezken

perisentrik inversiyonda degisir (Oner 2003).

Translokasyon

Translokasyon, bir kromozomun kaybolan pargasinin ya da kopan bir par¢asinin

bagka bir kromozoma yapismasi seklinde goriilen kromozom anomalilerindendir.

Translokasyonlar, her zaman homolog olmayan par¢a degisimleridir. Gen
sayisinin ve niteliginin ayni1 kaldigi translokasyonlara dengeli translokasyonlar denir.
Gen sayismin  ve niteligin - degistigi, c¢ogunlukla anomalilere neden olan

translokasyonlara dengesiz translokasyonlar denir.
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3.2.2. Gen Mutasyonlari

Genetik materyalin DNA replikasyon siirecinin miikemmel isleyisinden dolayi
hiicreden hiicreye ve nesilden nesile degismeden aktarildigi bilinmektedir. Bu
genellemeye ragmen genetik materyal baz1 yollarla degisebilmektedir. Bu yollardan 6n
onemlileri kendi kendine degisme, replikasyon hatalari, bazi kimyasallar ve
radyasyondur. Genis anlamda iki tip genetik materyal degisimi miimkiindiir: biitiin bir
kromozomla ilgili degismeler ve bir veya birka¢ baz ciftinin degismesidir. Biitiin
organizmalar baz cifti degisikliklerini tamir eden mekanizmalara sahiptirler. Fakat
biitin baz ¢ifti degisimleri her zaman tamir edilememektedir. Tamir edilemeyen
degisiklikler baz ¢ifti mutasyonlar1 olarak adlandirilir. Baz ¢ifti mutasyonlar1 bir
organizmanin genomunun herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Organizmalarin
genomlarinin biitiin bdlgeleri genlere tagimadigindan genlerde veya kontrol bdlgelerinde
meydana gelmedikge baz ¢ifti mutasyonlar1 belli bir fenotipik degisiklige neden olmaz.
Dolayisiyla genetikgiler i¢cin 6nemli olan mutasyon, genler: etkileyen mutasyonlardir ve
gen mutasyonlari olarak adlandirilir. Bununda 6tesinde hiicresel fonksiyon, proteinlerin
bir sonucu oldugu i¢in protein kodlayan genlerin ekspresyonunu etkileyen mutasyonlara

daha fazla ilgi duyulmustur.

Mutasyon DNA baz cifti degisimi veya kromozomal degisimlerdir. Baz dizisi
degisimleri baz ¢ifti eklenmesi, silinmesi, baz ¢ifti degisimi, bir baz ¢ifti veya belli bir
grup baz ¢iftinin ters doniisii veya yeni bir pozisyona transferini igerebilir. Cok hiicreli
organizmalarda mutasyon eger somatik hiicrelerde meydana geldiyse sadece ilgili
bireyin ilgili hiicrelerini ve dokusunu etkiler yani yeni nesillere aktarilmaz. Bu tip
mutasyonlar somatik mutasyonlar olarak adlandirilir. Eger mutasyon eseyli iireyen
organizmalarin esey hiicrelerinde meydana geldi ise gametler araciligiyla yeni nesillere
aktarilir. Bu tip mutasyonlar esey hiicresi mutasyonlart olarak adlandirilir. Somatik
mutasyonlar, mutasyonun meydana geldigi bireyi etkiliyorken esey hiicresi
mutasyonlar1 gelecek nesilleri etkiler. Eseysiz iireyen c¢ok hiicreli organizmalarda
somatik mutasyonlar yeni hiicrelere aktarilabilir. Prokaryotlarda ise viicut-esey hiicresi
gibi bir aymrim olmadigindan biitin mutasyonlar yeni hiicrelere yani nesillere

aktarilmaktadir. Bir kromozomun organizasyonundaki bir degisiklik kromozom
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mutasyonu veya kromozom kusuru olarak adlandirilir. Bir gen dizisi i¢indeki mutasyon
ise gen mutasyonu olarak adlandirilir. Gen mutasyonlarina baz ¢ifti degisimi bir veya
daha fazla baz giftinin eklenmesi veya silinmesi gibi DNA dizisindeki degisiklikler
neden olur. Mutasyonlar dogal olarak kendiliginden meydana gelebilir. Mutajenler
uygulanarak mutasyonlarin uyarilmasi da miimkiindiir. Bir mutajen kendiliginden
olusan mutasyon oraninin {izerinde bir mutasyon sikligini olusturan fiziksel ve kimyasal
ajanlardir. Mutajenlerin uygulanmasiyla olusan mutasyonlara uyarilmig mutasyon denir.
Dogal olarak olusan mutasyonlarda kendiliginden mutasyonlar olarak adlandirilir.
Uyarilmis ve kendiliginden mutasyonlar arasinda kesin bir siir olusturmak miimkiin
degildir. Bir polipeptitin dordiincii yapisi birincil amino asit dizisi tarafindan belirlenir.
Bir mutant sus tarafindan sentezlenen bir polipeptip yabani tip polipeptitten yapisal
olarak farkli olabilir. Eger farkli ise mutant polipeptit kismen-fonksiyonel olabilir,

fonksiyonsuz olabilir veya hig tiretilmez .

Kromozom mutasyonlarinda birden fazla gen s6z konusu iken, gen
mutasyonlarinda degisiklik bir gen ile siirlidir. Genetik materyale etkilerine gére gen

mutasyonlart ¢esitli alt siniflara ayrilir (Ates 2002).
Transisyon (Gegis)

Bir baz ¢iftinin baska bir baz ¢iftine degismesidir. En ¢ok rastlanilan mutasyon
tipidir. Bu degisimde, bir piirin bazinin yerine baska bir piirin baz1 (A’nin yerine G,
G’nin yerine A), bir pirimidin baz1 yerine bagka bir pirimidin bazi (T’nin yerine C,
C’nin yerine T) geger (Ates 2002, Falakali 1993).

Transversiyon (Capraz gecis)
Transversiyonda bir piirin bazi ile bir pirimidin baz1 veya bir pirimidin bazi ile

bir piirin bazi (A veya G yerine T veya C’nin ge¢cmesi ya da bunun tersi) birbirlerinin

yerine gecger (Ates 2002, Bahgeci 2002).
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Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

DNA molekiiliine fazladan bir veya daha fazla baz ¢iftinin girmesi ya da
¢tkmasiyla olugan mutasyonlara cerceve kaymasi mutasyonlart ismi verilir. Bu
mutasyonlarda bir veya daha fazla baz ciftinin ilavesine insersiyon, ayrilmasina ise
delesyon ismi verilir. Bu durum ise okunan gergevenin translasyonunu degistirir.
Boylece translasyon sirasinda tRNA’larin tamidifi ticlii baz dizileri degisir. Cerceve
kaymast mutasyonlari, replikasyon, onarim veya rekombinasyon sirasinda DNA’da
olusan bosluklarda ortaya c¢ikar. Bu islemler sirasinda, bir zincirin digerine gore
kaymas1 ve uygun olmayan bir tarzda baz eslesme olasiligi vardir (Bahgeci 2002, Ates

2002).

3.3. Mutajenler

Mutasyona neden olan ajanlara mutajen denir. Bunlar DNA’da degisimlere yol
acarlar. Tiim canli organizmalarda, pek az istisna ile genetik materyalin DNA olmasi
nedeniyle herhangi bir organizma mutajenler icin indikatér bir sistem olarak
kullanilabilir. Kansere neden olan ajanlar kanserojen olarak ifade edilir ve bunlar da
mutajendir (Ames 1971). Kanserojenlerin taranmasinda mutajenlerin esas alinmasi iki
onemli nedene dayanir. Bunlardan birincisi, genetik kodun ve genetik sistemin evrensel
olusudur. Ikincisi ise karsinojenite ile mutajenite arasindaki korelasyonun yiiksek

olusudur (Ramel and Rannung 1980).

Genel kabul edilen bir goriise gore, dogrudan veya metabolize edildikten sonra
kanserojenik etki gosteren tiim maddelerin ayn1 zamanda mutajenik etki gosterecekleri
yani mutajen olabilecekleri vurgulanmaktadir. Bunun aksi, yani tiim mutajenik
maddelerin  kanserojenik etki gostermeleri beklentisi ise bazi durumlarda
gerceklesmemektedir. Bunun nedeni, mutasyonun genetik materyalin dogrudan
etkilenmesiyle ortaya cikabilmesine ragmen kanserin ¢ok basamakli karmasik bir

biyolojik olaylar sonucu ortaya ¢ikmasi olabilir.

16



McCann ve arkadaglart (1976), karsinojen olan ve olmayan 300 kimyasali,
Salmonella/mikrozom test sistemi ile taradiklarinda 175 karsinojen maddenin 157
tanesinin mutajenik etkili, karsinojenik etki gostermeyen 108 maddenin 94 tanesinin

mutajenik etkili olmadigini saptamislardir.

3.4. Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Genel olarak metabolizma hayatin devami i¢in gerekli olan organizmada olusan
tim kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanabilir. Diger taraftan bir organizma igin
yabanci olan kimyasal maddelerin (ksenobiyotiklerin) kimyasal degisimleri de
metabolizma olarak tanimlanirsa da biyotransformasyon bu anlamda daha uygun bir

terim olmaktadir.

Insanlar, ilaglar, gidalardaki katki maddeleri veya cevre kirliligine neden olan
maddeler gibi, giderek artan bir bi¢imde ¢esitli yabanci kimyasal maddelerin etkileri
altinda kalmaktadirlar. Cesitli yollarla organizmaya giren kimyasal maddeler enzimlerin
katalitik etkisiyle kimyasal reaksiyonlara girerler ve boylece metabolitlere doniisiirler.
Pestisitler, ilaglar, kozmetikler, yiyecek prezervatifleri gibi viicuda yabanci olan
maddeler uyarilabilen izozimlerden olusan detoksifikasyon enzim gruplarinca

metabolize edilirler.

Genellikle lipid ¢oziiniir olan bu yabanci maddeleri metabolize etmedeki amag
onlart daha polar yaparak suda ¢oziinlir hale getirmek ve bu sekilde viicut digina

atilmalarini saglamaktir (Vural 1984, Bage1 1985).

Mikrobiyal mutajenite ¢alismalarindan elde edilen verilerin insanlara
uygulanmasindaki zorluklardan en 6nemlisi, yabanct bir kimyasal maddenin insanda
gecirdigi metabolik reaksiyonlardir. Bu metabolik yollarin bilinmesi, memelilerde
enzimatik reaksiyonlarla metabolik doniisiimlere ugrayan kimyasal maddelerin
potansiyel aktvitelerinin tayininde kullanilabilecek, uygun in vitro ve in vivo

yontemlerin gelistirilmesine olanak vermistir. Bircok ¢evre kirleticisi kendileri mutajen
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olmadiklar1 halde memelilerin metabolizmasinda karisik fonksiyonlu oksidaz sisteminin

etkisi altinda aktif metabolitlere doniisebilmektedir

Ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonu genellikle kompleks enzimlerle
gerceklesir. Bu enzimlerin 6nemli bir kismi karacigerlerde yerlesmistir. Bu nedenle
karacigerin kan dolagimu ile karacigere gelen kimyasal maddeleri, depolanma, dagilim
ve safra ile atilimlarindan 6nce metabolize etme kapasitesi ¢ok etkindir. Karacigerdeki
mikrozomal enzimler toksik maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar.
Mikrozomal enzimlerin yaptig1 oksidasyon olayinda P—450 sitokromuna baglh degisik
etkili oksidazlar (monooksijenazlar) rol oynar. Ayrica biyotansformasyon barsak,
bobrek, akciger, beyin ve deride de olabilir (Vural 1996, Dokmeci 1994).

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyon mekanizmalarinda iki enzim grubu yer

almaktadir. Bu reaksiyonlar Sekil 3.2’de gosterilmistir

1- Faz | enzimleri: Faz | reaksiyonlar: yiikseltgenme (oksidasyon), indirgenme
(rediiksiyon) ve hidroliz olaylarini igerir. Faz I°de lipid de ¢6ziinen ksenobiyotikler daha
polar molekiiller haline gegerler. Faz I boyunca hidroksil gibi bir veya daha fazla polar
grup, hidrofobik molekiiller ortaya ¢ikar. Faz I reaksiyonlar ile bilesikler, Faz II i¢in
uygun hale gelir ve yeterli derecede polar olan {iriinler kolayca hiicre ve viicuttan

cikarilir (Vural 1984, Singer et al. 1994).

2- Faz 1l enzimleri: Faz II reaksiyonlari ¢esitli konjugasyon veya sentez olaylarini
icerir. Faz II’de endojen maddelerle birlesen polar metabolitler inaktif olarak
eliminasyona ugrarlar (Vural 1984, Singer et al. 1994).

Faz 1 reaksiyonlarinin &nemli bir kismi, normal metabolizmanmn spesifik
enzimlerinden farkli mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir (Vural 1984).

Yabanci kimyasal maddelerin biyotransformasyon mekanizmalarindan 6zellikle
Faz I reaksiyonlarinin dnemli bir kismi, normal metabolizmanin spesifik enzimlerinden
farkli mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir. Faz I reaksiyonlarini katalizleyen bu
enzimler bir¢ok hiicrenin sitoplazmasinda ag seklinde olan endoplazmik retikulumunda

yerlesmislerdir. Bu nedenle bu enzimler membrana bagli enzimlerdir. Endoplazmik
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retikulum bir membran olup lipid ve proteinlerden olusmustur. Iste bu lipoprotein
matriksi i¢inde yer alan mikrozomal enzimler ancak lipid membranlara gegebilen

lipofilik ksenobiyotikleri biyotransformasyona ugratirlar (Vural 1996).

Faz I reaks.
flag » Metabolit p Atilim

Faz I reaks. Faz Il reaks.

flag » Metabolit] » Metabolit I1 p Atthm

flag m’}fietabolit —y Atilm

Sekil 3.2. Faz-1 ve Faz-II biyotransformasyon reaksiyonlari

Faz I metabolizmasi1 biiyiik olgiide P—450-enzimleri ile gergeklesir. Bunlar
"heme" iceren proteinlerdir ve birincil olarak karacigerde bulunurlar (Yiiksel 1999). Bu
pigmentlere P—450 adi, 450 nm’de absorbans gosterdigi igin verilmistir. Spesifik
sitokrom P-450 formlari, 446 ile 452 nm arasinda maksimum absorbans veren dalga

boylarina sahiptir (Ozerol 1996).

P—450 enzim sistemi; disaridan alinan ilaglar, kimyasal maddeler, insektisitler,
petrol iriinleri vb. maddeleri metabolize eden sistemdir. Birgogunun da bilinmedigi
sanilmaktadir. Ornegin; tiim canlilarda 1992'de 221 tane P-450 geni tanimlanmisken bu
rakam 1995'te 481 olmustur. insanda 1998'e dek saptanan gen sayis1 50'nin altindadir.
Bunlarin hepsi ilag metabolizmasina karismamaktadir. Bu enzimler hepatositlerde

yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar (Yiiksel 1999).
3.5 Mutajenik Cahsmalarda Bitki Test Sistemlerinin Kullanilmasi

Bitkiler kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin belirlenmesinde ¢ok uzun

zamandan beri kullanilmaktadir. Modern genetigin bir¢ok temel kavrami yiiksek yapili
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bitkilerle yapilan ¢calismalar sonucu elde edilmistir ve mutasyon terimi ilk defa Hugo de
Vries tarafindan 1909 yilinda Oenothera lamarckiana bitkisinde meydana gelen kalitsal

degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilmistir.

Mutajenite ¢alismalarinda bitkilerin kullanimi ilk defa Levan (1938) tarafindan
kolsisinin A. cepa kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasina ve poliploidiye yol
actigin1  gostermesiyle baglamistir. Bu test sistemine ek olarak kimyasallarin
kromozomlar tzerindeki etkisi aragtirmak i¢in Vicia faba (Amer and Ali 1983),
Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge and Podlesak
1985), Pisum sativum (Amer et al. 1999) ve Crepis capillaris (Dimitrov 1994) gibi pek
¢ok bitki tiirii yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bakteriler, diisiik yapili bitkiler, bocekler ve memeli hiicrelerinde yapilan
mutajenite ¢aligmalarinin artmasiyla birlikte kimyasallarin muhtemel mutajenik
etkilerinin ¢alisilmasinda yiiksek yapili bitki test sistemlerinin kullanilmasina olan ilgi
de azalmaya bagslamakla birlikte gliniimiizde halen yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ciinkii yiiksek yapili bitkilerde; kromozomlar kolay gézlemlenir, kromozom analizleri
basittir, maliyetleri olduk¢a ucuzdur, ¢ok fazla kdk ucu olusur ve bu kok uglar test

maddeleri ile direkt etkilesim halinde bulunmaktadir (Fiskesj6 1985, Grant 1992).

Yabanct bilesiklerin molekiiler diizeyde metabolizma iizerindeki etkilerinin
heniiz tam bilinememesinden dolay1 elde edilen sonuglarin memeli test sistemleriyle
degerlendirilmesi zordur. Bununla birlikte, bitki test sistemlerinin kullaniminda asilmasi
gereken bazi zorluklar da vardir. Bilindigi gibi bitki ve hayvan hiicreleri arasinda temel
yapisal farkliliklar vardir. Bitkilerdeki siki hiicre duvari belirli kimyasallarin hiicre
igerisine girmesini etkilemekte ve bunun sonucunda memeli ve bitki hiicreleri arasinda
etkiler bakimindan farkliliklar olabilmektedir. Bunlara ragmen bitki ve hayvan
hiicrelerinde DNA yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik gostermektedir ve protein

sentezi de aynidir.

Kimyasal maddelerin mutajenitesinin ¢alisilmasinda ¢ok sayida yiiksek yapilt

bitki tlirlii kullanilmaktadir. Mitotik kromozom degisimleri arpa, fasulye ve sogan gibi
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bitkilerin kok uclarindaki somatik hiicrelerde ve polen tiiplerinde kolaylikla
gozlenebilmektedir. Bir¢ok tlirde bulunan polen ana hiicresi gibi mayotik hiicreler
kimyasal olarak indiiklenen kromozom aberasyonlarini belirlemek icin uygundur.
Spesifik lokuslarda meydana gelen gen mutasyonlart misir ve soya fasulyesinde,
multilokus mutasyonlari ise arpa ve misirda incelenmektedir. Kromozom sistemleri
kromozom hasar yapisinin, kromozom ayrilmalarinin ve genel mitoz olaylarmin
incelenmesine imkan vermektedir. Bitki kromozomlar1 morfolojik olarak memeli ve
diger okaryotlarla benzerlik gostermekte ve mutajenlere karsi cevaplarnt da

benzemektedir.

Constantin ve Owens (1982) US Environmental Protection Agency Gene-Tox
Program biinyesinde yapmis olduklari ¢alismada, cesitli kimyasal siiftaki 350 bilesigin
bitkilerdeki mutajenik aktivitesini arastirmiglar ve diger test sistemleriyle
kargilastirmiglardir. Bitki ve memeli kiiltiir hiicrelerinde yapilan deneyler sonucunda
elde edilen verilerin bakteri ve Drosophila ile yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla
korelasyon gosterdiklerini iddia etmiglerdir. Bitki kok uglarindaki pestisitlerin deney
sonuglart ile memeli hiicrelerindeki kromozom aberasyonlari biiyiikk bir oranda
benzerlik gostermistir. Buna ragmen bazi pestisitlerin neden oldugu kromozom hasarlari
memeli hiicreleriyle yapilan deneylerle elde edilen sonuglarla uyusmadigim

belirtmislerdir.

3.6. Ames/Salmonella / Mikrozom Test Sistemi

Cevremizde bulunan ve biyolojik etkileri bilinmeyen sayilar1 milyonlar1 bulunan
sentetik ve dogal maddelerin kanserojenik potansiyelleri agisindan test edilmeleri

sagligimiz agisindan gerekmektedir (Bagc1 1989).
Bir maddenin kanserojenik potansiyeli, deney hayvanlariyla veya insanlarla

yapilan uzun zamanl testlerle veya epidemiyolojik ¢alismalarla 6l¢iilmektedir. Uzun

zamanl testler, uygun hayvan tiirleri segilerek maddelerin uygulanmasimi takiben
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yapilan otopside patolojik ve histolojik ¢alismalarla dl¢iilmektedir (Forman and Ames
1991, Bagc1 1989).

Bruce Ames tarafindan gelistirilen S. typhimurium mikrozomal test sistemi,
mutajen ve kanserojen maddelerin tespitinde kullanildigi gibi, basta antioksidanlar
olmak iizere ¢esitli antimutajenik ve antikanserojenik etkileri olan inhibitér maddelerin
de belirlenebildigi ve etkilerinin izlenebildigi ¢ok O©nemli kisa zamanli test

sistemlerinden biridir (Kalaycioglu ve Oner 1994).

Bu test sisteminde, S. typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla
elde edilmis bir seri S. typhimurium mutant suslar1 kullanilmaktadir (Maron and Ames
1983).

Ames testi genotoksik aragtirmalarda hala genis bir kullanim alanina sahip olan
bakteriyel mutajenite testidir (Josephy et al. 1977). Bu testte kisaca test edilen kimyasal
maddenin  S. typhimurium his™ (histidin sentezleyemeyen histidin  oksotrofu)

mutantlarin, his* (yabanil tip, prototrof) haline ¢evirme giicii 6l¢iilmektedir.

Ames testinde, g¢esitli kimyasal maddelerin mutajenitesinin belirlenebilmesi i¢in
histidine ihtiya¢ duyan suslar kullanilmaktadir. Genel mutajenite testleri i¢in en ¢ok
kullanilan test suslart TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535 ve TA 1538’dir. Her bir test
susu histidin operonunda degisik tipte mutasyonlar icermektedir (Maron and Ames
1983). Ames testinde kullanilan suslar ve onlarin genetik ozellikleri Cizelge 3.3’de

gosterilmistir.

Histidin Mutasyonu
Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde cesitli mutasyonlar
icermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya ¢ikan baz

degisimleri ya da bir bazin eklenmesi ya da ¢ikarilmas: ile kendini gdsteren gerceve

kaymasi mutasyonlaridir (Ames et al. 1973).
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S. typhimurium TA 100 ve TA 1535 suslarinda bulunan His G46 mutasyonu,

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

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

-GGG
prolin kodonunun -CCC- gelmesine yol agar.

His D3052 mutasyonu, S. typhimurium TA 1538 ve S. typhimurium TA 98
suslarinda bulunur. His D geni histidinol dehidrogenaz enzimini kodlar. His D3052

mutasyonu (-1) g¢erceve kaymasi seklinde bir mutasyondur ve niikleotid eksikligi his

-GCGCGCGE-
D’ geni iginde 8 defa tekrarlanan -CGCGCGCG- bolgesindedir. Bu nedenle bu sus daha

¢ok cerceve kaymasi tipi mutasyonlara neden olan mutajenik/kanserojenik kimyasallar

ile his* hale doniismektedir.

Rfa Mutasyonu

Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit (LPS) tabakasini
kodlayan genlerde meydana gelir. Bu engelin kalkmasi, yani LPS kusurlart mutajenin
bakteri igerisine girmesini kolaylastirarak, hiicrenin daha duyarli olmasma yol
acmaktadir. Rfa mutantlari, polisakkaritlerin sentezinden sorumlu bir enzim bakimidan
kusurludurlar. Bu nedenle de biiyiik molekiillere kars1 duyarlidirlar. S. typhimurium’un
his” ve onarim sistemlerinde mutasyon tasiyan test suslarindan, LPS kusurlu tiirevler
elde edilmis bu sekilde de sistemin mutajenlere duyarliligi arttirllmistir (Ames et al.
1973).

uvrB Mutasyonu

DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini iistlenen enzimi kodlayan uvrB
genindeki delesyon sonucu olusmustur. uvrB mutasyonu, bircok mutajenin ortaya
¢ikarilmasinda duyarliligin artmasina neden olur. Ancak, teknik nedenlerden dolay:
uvrB geninin kesilerek uzaklagtirilmasi sirasinda bu delesyon biotin genine kadar
uzanmaktadir. Biotin geni ise vitamin H denilen biotinin sentezinden sorumludur. Bu
nedenle bakteriler iireyebilmeleri i¢in histidinin yaninda biotine de gereksinim duyarlar
(Ames et al. 1973).
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Cizelge 3.3. S. typhimurium mutant suslarinin genetik 6zellikleri (Oksiizoglu1997).

Histidin pKM Mutasyonun Belirlenecek
Sus Mutasyonu | -PS | Omarm 101 Niteligi Bilesik Siniflar1
Baz cifti
TA 1535 His G46 Rfa | AuvrB ; t’;;s_i;(}g] degisimine neden
Y olan mutajenler
Cerceve
TA 1537 His C3076 Rfa AuvrB - C......C yanma +1 kaymasina neden
olan mutajenler
Cerceve
TA 1538 His D3052 Rfa AuvrB - CG.... €6 kaymasia neden
yanindan -1 .
olan mutajenler
Cergeve
TA 98 His D3052 Rfa AuvrB + CG yanindan -1 kaymasina neden
olan mutajenler
Baz gifti
TA 100 His G46 Rfa AuvrB + AT-CG degisimine neden
transisyon ;
olan mutajenler
Cergeve
TA97 His D6610 Rfa AuvrB + CCC yanmna +4 kaymasina neden
olan mutajenler
Oksidantlar, X-
PAQL Isinlari, U.V.,
TA 102 . . Rfa AuvrB - G Ochre AT mitomisin C,
His G428 A his S
bleomisin, H O
ve kinonlar...
R-faktorii

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. typhimurium TA 1538 ve
TA 1535 suslarma, ampisiline direnglilik geni tagiryan pkM 101 R faktdrii plazmidin
eklenmesiyle S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslart elde edilmistir (Ames et al.
1973). Plazmid igeren suslarin, mutajenik oldugu gosterilmis ajanlara karsi cevaplari,
plazmid icermeyen suslara gore oldukca yiikselmistir. Plazmid igeren yeni suslar,

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

oran1 yiiksek onarim sistemi ile baglantili gen tirlinleri igermektedir (Levin et al. 1982).

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

mutasyonlarin artmasina neden olur.

Bunlarin disinda son olarak Salmonella/mikrozom test sistemine daha sonra rat
karacigeri 9000xg siipernatantin1 ve kofaktorleri igeren metabolik aktivasyon sistemi
eklenerek memelilerdeki  biyotransformasyon olaylarmin benzeri saglanmaya
calisthmistir.  Onceki  ¢ahigmalarda mutajenik  aktivite gdstermeyen  bir¢ok
prokarsinojenler, test sisteminin metabolik aktivasyonu igeren bu uygulamasi ile pozitif

sonug vermislerdir (Ames et al. 1973).
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4. MATERYAL ve METOD

4.1. Bitki Ekstraksiyonu Yontemi

Linaria genistofilia tiiriine ait 6rnekler Afyon Suhut Kasabasi Bagoren Koyii
civarlarindan Haziran ayinda toplanmistir. Taksonomik tanimlamasi yapildiktan sonra
kurumaya birakilarak Biyoloji Boliimiindeki Herbaryumda saklanmistir. Kurutulmus ve
mikser ile toz haline getirilmis bitkiden 80 g alinip 1 litre kaynayan suda 10 dakika
bekletilmistir (Sofowora 1999). Elde edilen 6ziit 2,5-pm filtre kagidi (Whatman® no.
42) kullanilarak patikiillerden uzaklastirildiktan sonra 4 c’C’ye kaldirilmigtir. Hazirlanan
bu ¢ozelti stok ¢ozelti olarak kullanilacak ve deney esnasinda farkli konsantrasyonlar

taze olarak hazirlanmistir.

4.2 Allium Test

4.2.1 Biiyiimeyi Engelleme Testi

Lg-ekstresinin sitogenetik etkilerinin incelenmesinde kullanilacak dozlari
belirlemek amaciyla dnce biiyiimeyi engelleme testi yapilmistir. Bunun i¢in 6nce ECsg
degeri belirlenmistir. ECsg degerini belirlemek i¢in ayni biiyiikliikteki soganlar (3-4 cm
capinda) alinarak dis kabuklar ¢ikarilmis ve kok primordialarna zarar vermeyecek
sekilde ¢imlenmis olan koklerinden temizlenmistir. Lg-ekstresinin 80, 60, 40, 20 ve 10
g/L’lik konsantrasyonlart hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu olarak ise saf su, pozitif
kontrol grubu olarakta 10 mg/L MMS (Metilmetan siilsonat) kullanilmistir. Her bir
konsantrasyon ve kontrol grubunda beser adet sogan kullanilmigtir. Oda sicakliginda
(~21°C = 4 °C) dort giin ¢imlendirilen soganlardan her bir konsantrasyon ve kontrol
grubu i¢in aynm1 sogan yumrusundan en iyi filizlenmis onar adet kok alinarak ortalama
kok uzunluklari bulunmustur. Bu siire zarfinda ¢imlenen soganlarin bulundugu

ortamdaki ¢ozeltiler azaldik¢a gerekli ilaveler yapilmigtir.

ECso degerini belirlemek i¢in kdk uglarinin biiyiimesini negatif kontrol grubuna

gore % 50 azaltan doz esas alinmigtir. Uygulama dozlarinin belirlenmesinde 2xECsy,
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ECso, 1/2XECso degerleri kullanilmistir. Buna bagl olarak Lg-ekstresinin 30, 15, 7,5
g/L’lik dozlar1 kullanilmistir. Kontrol grubu olarak saf su, pozitif kontrol grubu i¢in 10
mg/L MMS kullanilmistir. A. cepa’nin hiicre dongiisii 24 saat oldugu icin uygulama
siiresi 12, 24, 48, 72 ve 96 saat olarak belirlenmistir.

A. cepa kok uglarma Lg-ekstresinin yukarida verilen konsantrasyonlarini
belirlenen siirelerde uygulamak i¢in, her bir konsantrasyon igin beser sogan 1 giin
boyunca saf suda ¢imlenmeye birakilmistir. En iyi koklenen 5 tane sogan her bir
konsantrasyon i¢in kullanilip ve hergiin verilecek konsantrasyonlar degistirilmistir.

Biitiin kok uglar1 ayni giin sabah saat 9% da alinmustur.

Biitlin uygulamalardan sonra alinan kok uglar1 ayri ayn tiiplere alinarak absoliit
alkol: glasial asetik asit (3:1) fiksatifi icerisinde buzdolabinda +4 °C’de 1 gece
bekletilerek tespit edilmistir. Daha sonra kok uglar1 % 70°lik alkol igerisine alinarak +4
°C’de buzdolabinda depolanmistir. Mitotik indeks ve mitoz boliinmedeki

anormalliklerin belirlenmesinde bu kok uglari kullanilmastir.

Mitotik anormalliklerin, mitotik indeks (mitotik hiicre sayisi/sayilan toplam
hiicre sayis1 X 100) ve faz frekanslarinin belirlenmesi ig¢in her dozun uygulama siireleri
icin farkli soganlardan beser kok ucu alinarak ezme preparatlar hazirlanmigtir. Mitotik
anormalliklerin belirlenmesinde her bir konsantrasyon i¢in 100 anafaz-telofaz hiicresi,
mitotik indeks ve faz frekanslarinin hesaplanmasinda 5000-6000 hiicre sayilarak ve
sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15,0 for Windows paket programinda Duncan testi

ile kullanilarak yapilmistir.
4.2.2 Feulgen Boyasimin Hazirlanisi

Preparatlarin hazirlanmasinda feulgen boyasi kullanilmistir. Feulgen ¢ok fazla
kullanma yeri olan bir boyadir. Kromozom morfolojisi ve sayimi i¢in kok uglarinda,

embriyonik yaprak ve tomurcuklardaki bitki dokularinda elverisli bir sekilde kullanilir.

Feulgen boyasi asagidaki sekilde hazirlanmistir.
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1. 1 g kristal haldeki fuksin bazik alinarak 8 cm capinda bir saat cami igerisinde
ezilmistir.

2. 500 cm®liik bie erlenmayere, ezilerek toz haline getirilmis fuksin bazik kabin
etrafina bulastirilmadan konulmustur.

3. Bagka bir erlenmayerde 200 cm? distile su kaynatilmistir.

4. Toz halindeki fuksin bazik iizerine kaynatilmig distile su yavas yavas dokiilerek
bir cam gubuk yardimi ile siirekli karigtirilmistir.

5. Boya 50 °C’ye diisiiriiliinceye kadar karistirilmaya devam edilmistir.

6. Boyaya 20 cm® HCI ilave edilerek filtre kagidi yardim ile siiziilmistiir.

7. Siizillen boyaya 2 g potasyum metabisiilfit (K,S;O3) eklenerek 2 dakika
siiresince karistirilmaya devam edilmis ve boya kapakli bir siseye konularak 24
saat buzdolabinda bekletilmistir. Acik ¢ay rengini alan boya kullanilir duruma

gelmistir. Sonraki kullanimlar i¢in boya +4 °C de buzdolabinda depolanmustir.

4.2.3 Feulgen Boyasi ile Preparatlarin Hazirlamisi

% 70’lik alkolden ¢ikarilan kdk uglar bir tlipii igerisine alinip {izerine 1-2 mL 1
N HCI ¢ozeltisi ilave edilerilerek 60 °C’deki su banyosunda 8-10 dakika bekletilmistir.
Daha sonra her 5 dakikada bir distile su ile HCI’nin etkisi seyreltilmistir. Bu islem ii¢
kez uygulanmistir. Kok uglar1 Feulgen boyasi igerisine alinarak oda sicakliginda 1 saat
boyanmaya birakilmistir. K6k uclarinin koyu boyanan kisimlart 1-2 mm uzunlugunda
kesilerek bir lamin {izerine 1 damla % 45’lik asetik asit konularak jiletle pargalanmistir.
Daha sonra iistleri lamelle kapatilarak ezme preparatlari hazirlanmigtir. Lamellerin etrafi

tirnak cilasi ile kapatilarak preparatlar yari daimi hale getirilmistir.

Kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeksin belirlenmesinde, her
uygulama i¢in hazirlanan 5 preparatin her birinde 1000’in {izerinde hiicre olmak {izere
toplam yaklagik 5000-6000 hiicre iginde mitoza giren hiicreler sayilmistir (MI=mitoza

girmis hiicre sayis1 / toplam hiicre sayis1 X100).

Mitotik indeks hesaplamalarindan sonra, preparatlarin incelenmesine yeniden

baglanmis ve bu sefer kromozom aberasyonlari her preparatta 100 anafaz veya telofaz
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hiicresi olmak iizere her uygulamada toplam 500 anafaz veya telofaz hiicresi
incelenerek belirlenmistir. Mitotik anormallikler saptanarak en sik goriilen

anormalliklerin fotograflar1 x40 ve x100 objektifte ¢ekilmistir.

4.3 AMES Mutajenite Testi

4.3.1. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar Sigma Aldrich’ den temin edilmistir. 4-nitro-
o-fenilendiamine, K;HPO,;, MgSO,.7H,0, NaHNH;PO,4.4H,0, 2-aminofluorene, L-
Histidin HCI, D-Biyotin, Ampisilin trihidrat, D-glikoz 6-fosfat, B-NADP Fluka,
Sitrikasit monohidrat, Sodyum hidroksit, Sodyum azid, KCI, NaCl, Dimetilsiilfoksit
Riedel, Bacto agar, Nutrient Broth No:2 Oxoid, 3-Metilkolantren Sigma Aldrich’den
temin edilmistir. Pozitif Mutajenler; Sodium azid Riedel’den, 2-aminofluorene ve 4-

nitro-o-fenilendiamine ise Fluka’dan temin edilmistir.

4.3.2. Salmonella typhimurium Test Suslar

Deneyde, Prof. Dr. Ames ve arkadaslari tarafindan, S. typhimurium LT2 atasal
susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA 98 ve TA 100 suslar1 kullanilmistir. Bu
suslar Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr.
Nuran Diril’den temin edilmistir. TA 98 susu kodon kaymasi, TA 100 ise baz ¢ifti

doniistimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmistir.
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4.3.3. Deneyde Kullamlan Ortamlarin icerikleri ve Hazirlanmalar

Vogel-Bonner-E Ortami (50X VB tuzlar)

Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklart
1000 ml i¢in

Magnezyum siilfat (MgSO,.7H,0) 10¢g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K;HPOy,) 500 ¢
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH, PO4.4H,0)  175¢g
Distile su (45 °C) 670 ml

Temiz bir erlen i¢ine dH,O konularak isitilmistir. Kaynama seviyesine gelmeden
yukaridaki maddeler sirayla sicak suyun i¢ine eklenmistir. Kristallenmeyi dnlemek igin
bir madde iyice ¢o6ziinmeden digeri eklenmemelidir. Toplam hacim 1000 ml’ye

tamamlanip otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edilmistir.

(0,5 mM) Histidin/Biyotin Soliisyonu

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

250 ml icin
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 noktasina kadar 1sitilarak ¢oziiliip ve daha sonra histidin ilave
edilerek otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edilip +4°C’de saklanmustir.
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(% 0,8/0,02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

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

tastyan suslarin master plaklari

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 08¢
0,02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0,02 N NaOH i¢inde ¢oziilmiis ve sterilizasyon i¢in 0,22 mp ¢aplt

filtreden gegirilip ve +4°C’de saklanmuistir.

(%01) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu tasiyip

tasimadiklarmin kontrolii

100 ml i¢in
Kristal viyole 01g
Distile su 100 ml

Kristal viyole ve distile su karistirilip ve soliisyon 1s1k gegirmeyen bir kaba konup

+4°C’de saklanmustir.

(% 0,13) Biyotin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

50 ml i¢in
D-biyotin 0,65 mg
Distile su 50 ml

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliip ve otoklavda 121°C’de 20

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

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklari hazirlanmasi

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

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

dakika sterilize edilmistir.

(%20) Glikoz Cozeltisi

Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

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

Glikoz distile su i¢inde ¢6ziilerek otoklavda 110°C’de 15 dakika sterilize edilmis ve
0-4°C’de saklanmigtur.

(2ug/ul) 2-aminofluorene (2AF)

Kullanim: Pozitif kontrol 1.0 mg/petri basina olmak ilizere dimetilsiilfoksitde (DMSQO)

coziilerek kullanilmistir. TA 98 susu igin S9 fraksiyonu varliginda kullanilan
kimyasaldir. 0—4°C’de saklanmistir.
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(2ng/ul) 4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD)

Kullanim: Pozitif kontrol
200 pg/petri olmak iizere DMSO’da ¢oziilerek kullanilmigtir. TA 98 susu igin S9

fraksiyonu gerektirmeyen kimyasaldir. Oda 1s1sinda saklanmustir.

(0.1 pug/ul) Sodyum Azid Cozeltisi
Kullanim: Pozitif kontrol
1.0 mg/petri basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. TA 100 susu i¢in

S9 fraksiyonu yoklugunda kullanilan kimyasaldir. 0-4 °C’de saklanmustir.

Top Agar
Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml i¢in

Agar 6gr
NaCl Sgr
Distile su 1000 ml

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

121 °C’de 20 dakika sterilize edilmistir.

(0,15 M) KCI Cézeltisi

Kullanim: Mikrozom izolasyonu

1000 ml i¢in
KCI 11,2759

Distile su 1000 ml

KCI, bir miktar distile suda ¢6ziilmiis ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanarak

otoklavda sterilize edilmis ve 0—4°C’de saklanmistir.
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Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml i¢in

Agar 69
NaCl 59
Distile su 1000 ml

Agar-su ve tuz manyetik karistiricida 1sitililmis ve karistirilarak ¢oziilmiis ve otoklavda
121°C’de 20 dakika sterilize edilmistir.

Histidin/Biyotin Plaklar1 (HB Agar)

Kullanim: Histidin gereksinim deneyi

1000 ml i¢in

Agar 159
% 20 glikoz 50 ml
Histidin HCI. H,0 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
50X VB 20 ml
Distile su 914 ml

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmigtir. 45°C’ye sogutulup
% 20 glikoz, 50XVB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi eklenmis, soliisyon biraz daha
soguduktan sonra biyotin eklenmis, karistirilip petri kutularina 30 ml olarak

dagitilmistir.
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Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar1 (HBA Agar)

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml i¢in

Agar 15¢

Distile su 910 ml
50XVB tuzlari 20 ml
% 20 glikoz 50 ml
Histidin HCI.H,O 10 ml
0,5 mM Biyotin 6 ml
(%0,8/0,02 NaOH) Ampisilin 3,15 ml

Agar ve su otoklavlanmis, 45°C’ye sogutulup % 20 glikoz, 50X VB tuzlar ve histidin
bu sicak soliisyona eklenip karigtirilmis ve biraz daha soguyunca biyotin ve ampisilin
eklenip plaklar petrilere 30 ml olarak aktarimistir. Bu plaklarda bakteriler 4°C’de 2 ay

saklanabilir.

Minimal Glukoz Agar Plaklar1 (MGA)

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 ml i¢in

Agar 159

Distile su 930 ml
50XVB 20 ml
% 20 glikoz 50 ml

Agar ve su 1 litrelik kapta karisgtirllip ¢oziildii ve otoklavlanarak sterilize edilmis,
45°C’ye sogutulup % 20 glikoz ve 50X VB tuzlart eklenir ve besiyeri galkalanarak

karigtirtlir. Daha sonra besiyeri, petri kutularina 30 ml olarak aktarilmistir.
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Nutrient Agar Plaklar1 (NA)

Kullanim: Gecelik kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisin1 belirleme ve genotip kontrolii

a. Kristal viyole b. UV duyarliligt
1000 ml icin

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

Agar, broth ve su 2 litrelik kapta karnstirilip otoklavlanmis ve petri kutularina 30 ml

olacak sekilde aktarilmistir.

Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortanm (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltiirde biiyiitiilmeleri

200 ml i¢in
Oxoid nutrient broth no:2 5¢
Distile su 200 ml

Broth ve su karistirilip otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edilmis ve 4°C’de

saklanmugtir.

Tuz Cozeltisi (1,65 M KCI + 0,4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml i¢in
Potasyum kloriir (KCI) 6159
Magnezyum kloriir 40,7 ¢
Distile su 500 ml
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Maddeler distile suda ¢oziilmiis ve 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmis

ve 4°C’de ya da oda sicakliginda saklanmistir.

0,2 M Sodyum-fosfat Tamponu (pH=7,4)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml i¢in
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,H,O) 13,82 ¢
0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPQOy,) 14,2 ¢
Distile su 500 ml

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

0,1 M B-NADP Cézeltisi

Kullanim1: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

S mligin
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 karigimi

10 ml i¢in
Glikoz—6-fosfat 2,824
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0,22 um delik ¢apli filtrelerle yapilmustir.
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S9 Karisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml i¢in
Steril distile su 19,75 ml
0,2 M fosfat tamponu pH=7,4 25 ml
0,1 M B-NADP 2 ml
1 M Glikoz—6-fosfat 0,25 mi
MgCl,-KCl tuz ¢6zeltisi 1ml
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2ml

Maddeler yukaridaki sira ile daima buz iginde tutulan 100 lik erlene dikkatli bir sekilde
konur. Karisim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlanmstir. Icerikler daima buz

i¢inde tutulmustur.

4.3.4. Test Maddeleri

Lg-ekstresinin 3000 pg/plak, 1500 ug/plak, 750 pg/plak, 375 ug/plak, 187,5

ng/plak ve 93,75 pg/plak konsantrasyonlart deney esnasinda taze olarak hazirlanmustir.

4.3.5. AMES Deneyi

Bu calismada, USA’dan elde edilen test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin
hazirlanmasi,  bakterilerin ~ genetik  ozelliklerinin ~ 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
calisilmistir. Her doz paralel 3 plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz
deney yapilmigtir. Ayrica pozitif kontrol ve negatif kontroller deneye paralel olarak

denenmistir.
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Salmonella Suslarimin Kiiltiirlerinin ve Master Plaklarimin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi'nden getirilen bakteri plaklar1 histidin
biyotin ampisilin (HBA) plaklarina paralel ekimleri yapilip 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona alinmistir. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni se¢ilip, 2 ml nutrient
broth (NB) ortami iginde siispanse edilerek bir gece (12-16 saat) 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra platin 6ze ile bir 6ze dolusu sivi kiiltiir almip
Histidin/biyotin/ampisilin agar (HBA) {izerine ¢izgi ekim yapilarak plaklar 37 °C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar +4 °C’de 2 ay siire ile saklanmig ve pasajlar

yapilmistir.

Salmonella Suslarimin Stoklanmasi ve Stok Kiiltiirlerin A¢ilmasi

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 tiiplerinin igerisine 1 ml bakteri kiiltiirii ve 90 pl DMSO eklenerek yavasga
karistirtlmistir. Kapaklari sikica kapatilarak sivi azot igerisine daldirilip ¢ikartilmis ve
boylece sok donmalar1 saglanmistir. Sok dondurulan kiiltiirler stok olarak kullanilmak
tizere -80 °C’ye kaldirlmustir. Bu stok kiiltiirler 1-2 yil siire ile tazeliklerini

korumaktadir.

Salmonella Suslarimin Kontrol Testlerinin Yapilmasi

Bakterilerin Genotiplerinin Kontrol Edilmesi
Testin giivenirligi agisindan test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup

olmadigmi bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik 6zellikleri bazi testlerle

kontrol edilmistir.
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Histidin Gereksinimi Kontrolii

Bakterilerin minimal glikoz agar (MGA) fizerine ekilmeleri sonucu his’
bakteriler his* lardan ayirt edilir. Bu amagla NB’da, bir gece iiretilen bakterilerden
MGA ve histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilmigtir. 37 °C’de 48-72 saat
inkiibasyondan sonra HB plaklarinda iireme go6zlenirken MGA plaklarinda iireme

gbzlenmemistir. Boylece kullanilacak bakterilerin his” mutasyonunu tasidigi anlasilir.

uvrB Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyonun varligi UV 1smlarma duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test
i¢in, NB’da bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiirlinden 1 6ze dolusu alinip nutrient agar
(NA) plagmin tamamima paralel ekim yapilmigtir. Plakin yaris1 (gizgileri kesecek
sekilde) plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt giiciinde bir UV lambasi ile 33 cm.
yiiksekten 8 sn. siire ile 1ginlanmigtir. Isinlanmadan sonra petri kapaklar1 kapatilip 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB mutasyonu tasiyan
bakterileri oOldiirecek dozdadir. Ciinkii DNA kesme tamir etme mekanizmasi
engellenmistir. Bundan dolayr UV’ye maruz kalan kisimda iireme olmazken, plastik

kapakla kapatilan kisimda normal bir iireme gozlenmistir.

Rfa Mutasyonu Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmustur
ve hiicre duvarimin gecirgenligi arttirllmistir. Varligi kristal viyoleye duyarlilik testi ile
tespit edilmistir. Bu test i¢cin bakteri kiiltiiri NB’da bir gece biiyiitiilen 0.1 ml siv1
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 ¢apli steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasina %0,1°lik
kristal viyole karisimindan 10 pl damlatilmigtir. Kagidin boyayr emmesi beklenilmis,
sonra plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde

14 mm’lik tireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin i¢ine
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kolayca girip etkiledigi i¢in bakterilerin iiremesini engelledigi i¢in bakterilerin Rfa

mutasyonunu tasidiklart anlasilmistir.

R-faktor Varhg Kontrolii

Test bakterilerinin i¢erdigi, R-faktor tagiyan pKM 101 plazmidlerinin kaybolup
kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin 6l¢iilmesi ile tespit edilmistir. Bu amagla,
biiyiitiilen NB iginde bakteri kiiltiirii (%0,8 Ampisilin/0.02 M NaOH) ampisilin i¢eren
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 igermektedirler.

Spontan Olarak Geriye Doniis Sikhgimin Kontrolii

Mutant bakteri suslarimin kendiliginden (spontan) his™ fenotipinden his”
durumuna doniismesi, belirli sinirlar i¢inde miimkiindiir. Bu smirlar TA 98 i¢in 20-50
revertant/plak; TA 100 i¢in 75-200 revertant/plaktir. Bu test igin, 37 °C’deki etiivde
110 rpm’de NB’de biiyiitillen bir gecelik kiiltiirlerden 0,1 ml alinip, 45 °C’deki su
banyosunda tutulan 0,25 ml 0,5 M histidin-biyotin soliisyonu i¢eren 2,5 ml top agar
iizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tlipii yavasca ¢alkalanarak MGA plaklarina
yayilmig ve 37 °C’deki etiivde 48—72 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler

sayilmistir. Normal siirlarda revertant say1 gosteren kiiltiirler deneyde kullanilmistir.

Siv1 Kiiltiiriin ml’sindeki Bakteri Sayisimin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisini
belirlemek icin HBA plaklarindan iyi liremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20 ml
NB igerisine eklenmistir. Daha sonra, kiiltiir ¢alkalamali inkiibatérde 37 °C* de 110
rpm’ de 12-16 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda gecelik kiiltiirden
100 pl alimip 20 ml NB igerisine eklenerek taze kiiltiirleri hazirlanarak 140 rpm’de

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin %0,9 serum fizyolojik ile 10°,
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10’1, 10’2, 10’3, 1041', 107° ve 107 olacak sekilde sulandirmalar1 hazirlanmistir. Bu
seyreltmelerden NA plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri olacak sekilde 100 ul’
lik miktarlarda alinarak 45 °C’ deki su banyosunda tutulan 2,5 ml top agar {izerine ilave
edilmistir. Daha sonra test tiipii calkalanarak NA plaklarina 8 isareti yapilarak yavasca

yayilmis ve 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen koloniler sayilmistir.

Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Lg-ekstresinin sitotoksik etkisinin saptanmasi Dean et al. (1985) gore
yapilmistir. Buna gore, 2 ml top agara TA100 susunun gecelik kiiltiiriinden 100 pl ve
DMSO igerisinde ¢oziilmils Lg-ekstresinin degisik konsantrasyonlarindan (93,75
ug/plak, 187,5 pg/plak, 375 ug/plak, 750 pg/plak, 1500 pg/plak ve 3000 pg/plak) 100
ul ilave edilerek NA plaklarma ekilmistir. Plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis,
inkiibasyondan sonra plaklardaki ortalama koloni sayis1 belirlenmis ve kontrol plaklar
ile karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Her bir doz i¢in 3

plak kullanilmistir.

S9 Karisiminin Hazirlanmasi

Salmonella/mikrozom test sistemi i¢in standart S9 karigimi 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 i¢in 0.04 ml. derisimindeki S9 fraksiyonudur. Karisim daima
her mutajenite deneyi i¢in taze hazirlanmis ve deney siiresince buz igerisinde

tutulmustur.

Ames Mutajenite Testinin Yapihsi

Deneydeki amacimiz, daha onceden biiylimesi i¢in histidin amino asidine
gereksinim duyan mutant oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar
histidin sentezleyebilir hale doniistiirme giiciinii 6l¢me temeline dayanmaktadir. Ayrica
test bilesenlerinin etkilerinin metabolik aktivasyonlar1 sonucunda degisip degismedigini

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

Bu deneyde, 45 °C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0,25 ml histidin
biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2,5 ml’lik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 100 pl ve 5 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden 100 pl eklenmistir.
Tiipler diisiik hizdaki vorteks ile yavasca karigtirilirak daha 6nce 37 °C’de bekletilen
MGA plaklar {lizerine 8 isareti yapilarak karigimin homojen bir sekilde dagilmasi
saglanmistir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten sonra plaklar ters g¢evrilerek 37
°C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney TA 98 ve TA 100 i¢in her bir doz 3 ayr1 plaga
ekilmistir. Bagimsiz iki deney yapilmis ve sonuglarin aritmetik ortalamalar1 alinmistir.
Sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in deneylere paralel olarak negatif kontrol, pozitif
kontrol olarak TA 100 susu i¢in 0,1 pg/pl sodyum azid (NaN3), TA 98 susu igin ise 2
pg/ul 4-nitro-o-fenilendiamine (NPD) kullanilmustir.

S9’lu (+) Deney

Bu deneyde, 45 °C’lik su banyosunda tutulan ve igerisinde 0.25 ml histidin
biyotin c¢ozeltisi ilave edilmis 2,5 ml’lik top agara test maddelerinin degisik
konsantrasyonlarindan 100 pl, 5 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden 100 pl ve S9
karigimindan 0,5 ml eklenmistir. Tiipler diisiik hizdaki vorteks ile yavasca karistirilirak
daha o6nce 37 °C’de bekletilen MGA plaklar iizerine 8 isareti yapilarak karigimin
homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. 15 dakika agarin donmasi beklendikten
sonra plaklar ters cevrilerek 37 °C’lik etiivde 48—72 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayilmistir. Deney TA98 ve TA 100
i¢in her bir doz 3 ayr plaga ekilmistir. Sonuglarin degerlendirilebilmesi igin deneylere
paralel olarak negatif kontrol ve pozitif kontrol yapilmistir. TA 100 susu igin 2-
aminofluorene, TA 98 susu i¢in 2 pg/ul 2-aminofluorene (2AF) kullanilarak, pozitif
mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayr plak olarak uygulanmis
ve iki bagimsiz deney yapilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi SPSS 15,0 for Windows

paket programinda Duncan testi ile kullanilarak yapilmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Allium Testine Ait Bulgular
5.1.1 Kok Biiyiimesi Inhibisyonu Testi

Lg-ekstresinin  sitogenetik etkilerinin incelenmesinde kullanilacak dozlari
belirlemek amaciyla 6nce biiylimeyi engelleme testi yapilmistir. Bunun i¢in 6nce ECsg
degeri belirlenmistir. ECso degerini belirlemek i¢in ayni bityiikliikteki soganlar (3-4 cm
capinda) alimarak dig kabuklar ¢ikarilmis ve kok primordialarma zarar vermeyecek
sekilde ¢imlenmis olan koklerinden temizlenmistir. Lg-ekstresinin 80, 60, 40, 20 ve 10
g/L’lik konsantrasyonlart hazirlanmigtir. Negatif kontrol grubu olarak ise saf su, pozitif
kontrol grubu olarakta 10 mg/L MMS (Metil metan siilfanat) kullanilmistir. Her bir
konsantrasyon ve kontrol grubunda 5’er adet sogan kullanilmistir. Oda sicakliginda
(~21°C £ 4 °C) dort giin ¢imlendirilen soganlardan her bir konsantrasyon ve kontrol
grubu i¢in ayni sogan yumrusundan en iyi filizlenmis onar adet kok alinarak ortalama
kok uzunluklart bulunmustur. Bu siire zarfinda ¢imlenen soganlarin bulundugu
ortamdaki ¢ozeltiler azaldikca gerekli ilaveler yapilmistir. Negatif kontrolde
¢imlendirilen soganlarin ortalama kdk uzunlugu olan 27 mm uzunlugunun yarist olan

13,5 mm veya buna en yakin olan biiyiime arastirilmigtir. Lg-ekstresinin ECsg

konsantrasyonu 15 g/L olarak belirlenmistir.

Sekil 5.1. Lg-ekstresinin biiylimeyi engelleme testi. Dozlar soldan saga dogru negatif kontrol ,
MMS, 10, 20, 40, 60 ve 80 g/L seklinde dizilmistir.
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Cizelge 5.1 Lg-ekstresinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde konsantrasyonuna bagli olarak
ortalama kok uzunluklari

Dozlar Ortalama uzunluk % Biiviime % ];;;lr'nlgede
(g/L) cm+S.S* o Buy
Negatif Kontrol 2.71+0.31a 100 -
10 1.86+0.18b 68.71 31.29
20 1.09+0.17¢ 40.26 59.74
40 0.87+0.10d 32.21 67.79
60 0.70+0.17¢ 25.94 74.06
80 0.51+0.12f 18.93 81.07

*Siitunlardaki farkli kiiiik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi) S.S: Standart
sapma

> 2,25 - y = 3,0178x70:92%7
R? = 0,9727

O ortalama kok uzunlugu

Ortalama Kok Uzunlu
e
(&)}

saf su 10 20 40 60 80
Konsantrasyon (g/L)

Sekil 5.2. Lg-ekstresinin A. cepa kok ucu hiicrelerinde konsantrasyonuna bagl olarak ortalama
kok uzunluklar

Cizelge 5.1°e bakildigi zaman konsantrasyon 10 g/L’den yukariya dogru arttikca
biliylimenin azaldigi gézlemlenmistir ve bu azalan kok biiyiimesi istatistiksel agidan
anlamli bulunmustur. 10 g/L’den itibaren konsantrasyon artikca sagak koklerin
renklerinin koyulastigi, kalinliklarinin arttigi ve jelatinimsi bir yapi1 kazandiklarn

gbzlemlenmistir.
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5.1.2 Mitotik indeks ve Mitotik Faz Frekanslari

Lg-ekstresinin A. cepa kok uglarina uygulanmasiyla mitotik indeks ve mitotik
fazlarda meydana getirdigi degismeler Duncan ¢oklu dagilim testi ile belirlenmistir.
Kullanilan Lg-ekstresinin doz ve uygulama siireleri, mitotik indeksi degisik sekilde
etkilemiglerdir (Cizelge 5.1). En disiik mitotik indeks Lg-ekstresinin 30 g/L’lik
konsantrasyonun 72 saatlik uygulamasinda, en yiiksek mitotik indeks ise 7,5 g/L’lik
konsantrasyonun 12 saatlik uygulamasinda elde edilmistir. Mitotik indeksteki
degisiklikler artis ve azalis seklinde olup 7,5 g/L biitiin saat uygulamalarinda kontrol
grubuna gore artis gosterirken, 30 g/L  biitlin saat uygulamalarinda azalis
gostermektedir. Bu artis ve azaliglar istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. 15 g/L ise
12, 48, 72 saatlik uygulamalarda kontrol grubuna gore artis gosterirken 24 ve 96 saatlik
uygulamalarda azalig gostermektedir. Bu artis ve azaliglar da istatistiksel agidan anlamli

bulunmusgtur.

Lg-ekstresinin - mitotik faz frekanslarina etkisi incelendiginde profaz
frekanslarimin kontrole gore 12 saatlik 30 g/L’lik uygulama harig arttigi gézlemlenirken
anafaz frekanslarinin kontrole gére 72 ve 96 saatlik 7,5 g/L uygulamalar harig, 12
saatlik 30 g/L’lik uygulama hari¢ telofaz indeksinin azaldigi goriilmiistiir. Metafaz

frekanslarinin ise kontrol grubuna gore artis ve azalis seklinde degisiklikler gostermistir.

46



Cizelge 5.2 Lg-ektresinin A. cepa kok hiicrelerindeki mitotik indeks ve mitotik fazlara olan etkisi

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Safhalari (%) + Stantard hata*
(g/L) Hiicre + Stantard hata* Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 12 saat 5102 30,04+0,59a 88,92+1,31a 1,49+0,28a 3+0,68a 6,59+1,05ab
MMS-10 mg/L 5255 27,08+1,56b 75,26+2,44b 4,75+0,5b 10,48+1,45b | 9,51+1,27bc
7,5 5148 45,18+0,75¢C 91,49+1,36a 1,73+0,39a 1,4+0,23a 5,38+1,65a
15 5150 33,34+0,47d 93,29+0,54a 1,4+0,09a 1,24+0,36a | 4,07+0,81la
30 5136 24,31+0,6e 84,55+0,53¢ 3,35+0,38c 1,58+0,41a | 10,52+1,11c
Kontrol- 24 saat 5365 32,76+1,07a 87,99+1,7ab 4,72+1,48a 1,14+0,3a 6,15+0,83a
MMS-10 mg/L 5136 26,67+0,63b 86,89+1,27a 3,57+0,31a 3,24+0,42b 6,3+1,08a
75 5257 38,29+0,99¢ 95,76+0,9d 0,56+0,19b 0,78+0,21a 2,9+0,8b
15 5210 28,49+0,53b 91,71+1,55bc 1,45+0,38b 0,75+0,17a 6,09+1,17a
30 5355 28,12+0,69b 93,16+0,49cd 0,4+0,09b 0,88+0,37a | 5,56+0,62ab
Kontrol- 48 saat 5229 29,14+1,04a 84,43+0,67a 3,25+0,56a 4,69+0,5a 7,63+£0,42a
MMS-10 mg/L 5177 24,27+0,83b 86,91+0,93a 3,45+0,46a 3,86+0,36a | 5,78+0,69ab
7,5 5043 32,71+0,63c 92,79+1,06b 3,52+0,95a 2,24+0,93b 1,45+0,72¢
15 5183 33,96+1,03c 97,05+1,3c 1,17+0,37b 0,51+0,23c 1,27+0,86¢
30 5204 25,56+1,23b 95,78+0,69bc - 0,13+0,03c | 4,09+0,73b
Kontrol-72 saat 5288 29,37+1,52a 84,44+0,64a 3,27+0,15ab 2,98+0,56a 9,31+0,47a
MMS-10 mg/L 5064 25,18+1,37b 82,79+0,49 4,71+0,12b 3,21+0,67a 9,29+0,44a
75 5151 37,75+0,36¢ 89,4+0,61b 4,1440,49ab 4,72+0,25b 1,74+0,22b
15 5088 33,01+0,81c 93,67+0,97¢c 2,55+0,58a 0,67+0,22c 3,11+0,26b
30 5066 22,54+1,19b 93,56+1,86¢ 2,73+1,11a 1,32+0,37c 2,39+1,06b
Kontrol- 96 saat 5142 31,58+1,04a 85,45+1,15ab 2,76+0,42a 3,01+0,46a 8,77+1,1a
MMS-10 mg/L 5159 20,14-+0,62b 82,92+1,62a 4,61+0,32b 3,53+0,51ab | 8,92+1,16a
7,5 5168 35,45+1,38¢c 88,69+0,77b 2,79+0,46a 4,85+0,92b | 3,65+0,66b
15 5200 26,27+0,63d 94,54+1,1c 1,03+0,34c 0,66+0,27¢c 3,76+0,96b
30 5170 24,82+0,85d 96,61+0,53c - 0,24+0,16¢ 3,13+0,39b

*Stitunlardaki farkli kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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5.1.3 Lg-ekstresinin Neden Oldugu Anormalliklerin Tipleri ve Oranlar:

Lg-ekstresinin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlar gizelge 5.3’de
gosterilmistir.  Mitotik anormallik degerleri Duncan ¢oklu dagilm testi ile
degerlendirilmistir. En fazla anormallik olayma Lg-ekstresinin 7,5 g¢/L’lik
konsantrasyonun 48 saatlik uygulanmasinda (% 62,01), en az anormallik olayina ise 30
g/L’lik dozun 48 saatlik uygulanmasinda (% 2,20) rastlanilmistir. Ayrica 72 ve 96
saatlik uygulamalarin 30 g/L. dozlarinda yeterince hiicre sayilamadigindan anafaz-

telofaz bozukluklar1 hesaplanamamistir.

Lg-ekstresinin biitiin konsantrasyon ve uygulama siirelerinde en fazla goriilen
anormallikler kalgin kromozom, yapisiklik, anafaz kopriisii ve bozulmus anafaz-
telofazdir. Bozulmus anafaz-telofaz en fazla goriilen anormallik olup % 36,28 oraninda
tespit edilmistir. Bunu % 19,59 oraninda kalgin kromozom ve % 15,78 oraninda
yapiskanlik izlemektedir. Bunlarin diginda anafaz koprisic anormallikleri % 14,83

oraninda belirlenmistir.

Bozulmus anafaz-telofaz olayima en fazla % 36,28 oraninda 7,5 g/L’lik dozun 72
saatlik uygulanmasinda en az olarak da kontrol grubunun 12 saatlik uygulamasinda (%
1,4) rastlanilmistir. Kalgin kromozom olay1 7,5 g/L’lik dozun 24 saatlik uygulamalari
ve 15 g/L’lik dozun 96 saatlik uygulamalar hari¢ biitiin uygulamalarda gézlenmistir.

Anafaz koprii olay1 en fazla 48 saatlik uygulamanin 7,5 g/L’lik dozunda, en az
olarak da 24 saatlik uygulamanin 30 g/ dozunda goriilmiistiir.

Lg-ekstresinin neden oldugu diger bir anormallik de yapisikliktir. En fazla 48
saatlik uygulamanin 7,5 g/L’lik uygulamasinda goriilmiistiir.

Bu anormalliklerden baska diger anormallikler de (c-metafaz, prometafaz,
poliploidi ve biniiklear hiicre bozukluklari) gézlemlenmistir. En diisiik anormallikler, 12
saatlik uygulamanmm 15 g/L dozunda (%0,04+0,02) gozlemlenirken, en yiiksek
anormallikler 48 saatlik uygulamanin 7,5 g/L. dozunda (%0,72+0,46) gozlemlenmistir.
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12 saatlik uygulamanin 7,5 g/L dozu, 24 saatlik uygulamalar, 72 saatlik uygulamanin 15
ve 30 g/L dozu ve 96 saatlik uygulamanmn 7,5 g/l dozu hari¢ diger uygulamalar
istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir. 48 ve 96 saatlik uygulamanin 30 g/L’lik
dozunda bu bozukluklara rastlanilmamistir. C-metafaz olay1 en fazla 7,5 g/L‘lik dozun

72 saatlik uygulamasinda % 0,23 oraninda gdzlemlenmistir.
Calismada goriilen diger bir anormallik prometafaz olayidir. Prometafaz olay1 30
g/L’lik dozun 48 ve 96 saatlik uygulamalarinda, 15 g/L’lik dozun 96 saat uygulamasi

hari¢ Lg-ekstesinin biitlin uygulamalarda goriilmiistiir.

Ayrica gesitli konsantrasyon ve saat uygulamalarinda sekil 5.3°te goriildiigii gibi

poliploidi ve biniiklear hiicre anormalliklerine rastlanmistir.
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Cizelge 5.3 Lg-ekstresinin neden oldugu anormalliklerin tipleri ve oranlari

incel Anafaz-telofazdaki Anormallikler (%) Diger Anormallikler ( % )
Konsantrasyon | ‘mecenen
y Hiicre Anafaz Kalgin Bozulmus Toplam Sa.}.’ tlan . .. | Biniklear Toplam
(g/L) Sayist | Yapiskanlik Képriisii | kromozom anafaz- Anormallikler hiicre C-metafaz | Prometafaz | Poliploidi Hiicre (%L S.H)
prusu telofaz (%= SH) sayisi ! e

Kontrol- 12 1 400 3,84 11,69 | 1421 14 31,1442,52 5102 0,06 0,06 - 01 0,210,062
MMS-10 mg/L | 500 36 38 10,6 76 25,6+1,28a 5255 0,17 0,4 0,04 0,02 0,63+0,12b
75 371 10,84 2,51 2,65 14 302,552 5148 0,08 0,17 - 0.02 0,27+0,07a
15 429 2,52 2,04 10,2 26 40,76+1,48b 5150 0,07 0,06 0,02 - 0,15+0,03a
30 291 1,93 2,36 4,55 74 16,24+1,99¢ 5136 0,04 0,07 : - 0,11£0,03a
K"”S‘;;’t" 24 500 10,26 4,64 17,24 14,4 46,55+0,7a 5365 0,5 0,63 - - 1,130,15a
MMS-10 mg/L | 500 19 3 15 19,2 56,2+1,82b 5136 0,07 0,02 - 0,22 0,310,08b
75 252 8,27 0,77 - 4,94 13,97+1,11c¢ 5257 - 0,06 - 0,05 0,110,05b
15 152 1,32 071 2,26 5,68 9,98:0,73d 5210 0,03 0,04 - - 0,07+0,03b
30 137 1,82 0,42 08 5,77 8,82:0,86d 5355 - 0,03 - 0,04 0,07+0,04b
K°”St£§t" 48 | 500 10,99 5,7 19,59 9,99 462551462 | 5229 0,08 0,03 - - 0,110,042
MMS-10 mg/L | 500 7,82 8,65 13,49 26,27 56,22+1,61b 5177 0.2 0,02 - 0,32 0,540,11a
75 389 15,78 14,83 12,2 19,19 62,01+3,31b 5043 01 06 0,02 - 0,72+0,46a
15 289 04 16 1 2.4 5,4+0,97¢ 5183 012 0,32 0,02 - 0,460,162

30 196 0,38 - - 1,82 2,20+1,76¢ 5204 - - - - -
KOZZ;Ot”Z 500 14,6 4 10,6 10,2 39,4+3,14a 5288 0,09 - - - 0,09::0,05a
MMS-10 mg/L | 500 11,69 5,55 742 19,16 43,82+1,22b 5064 0,14 - 0,01 - 0,15+0,03a
75 352 7,91 2,82 5,87 36,28 59,87+2,94c 5151 0,23 041 0,04 - 0,68+0,1b
15 301 3,47 11,13 4,23 9,75 28,58+1,84d 5088 - 0,49 - - 0,48+0,08b
30 - - - - - - 5066 0,08 0,01 - - 0,09+0,02a
K°”St£:t" % | 500 3,82 2,02 6,63 6,67 19,13+2,37a 5142 0,1 0,03 - - 0,130,032
MMS-10 mg/L | 500 22,2 14 54 20,2 49,242,26b 5159 0,08 0,01 - - 0,09+0,02a
75 170 2,68 10,09 1,03 171 30,9+4,07c 5168 01 021 0,02 0,02 0,35+0,08b
15 144 4,16 3,54 - 19,48 27,18+0,98¢ 5200 - - - 0,04 0,04+0,02a

30 - - - - - 5170 - - - - :

* Suitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi SH: Standart Hata
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Sekil 5.3 Lg-ekstresi ile muamele edilen A. cepa kok hiicrelerinde goriilen anormallikler
a) Yapigiklik b) Kalgin kromozom ¢) Anafaz kopriisii d) Bozulmus anafaz-telofaz
e) C-metafaz f) Prometafaz g) Poliploidi h) Biniiklear hiicre
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5.2. AMES Testine Ait Bulgular

Bu ¢aligmada Lg-ekstresinin mutajenik aktivitesi S. typhimurium’un TA 98 ve

TA 100 mutant suslari ile aragtirilmistir.

5.2.1. Genetik Isaretlerin Kontrolii

TA 98 ve TA 100 suslarmin histidin gereksinimi, uvrB mutasyonu, rfa
mutasyonu, R-faktor varligi ve spontan olarak geriye donen koloni sayis1 bakimindan

genetik isaretlerinin kontrolii yapilmistir.

Histidin Gereksinim Kontrolii

Bakterilerin his” yapisindan his” yapisina gecisi MGA iizerine ekilmeleri sonucu
ayirt edilmistir. Bu kontrol i¢in, bir gece NB igerisinde biiyiitiilen kiiltiirlerden steril 6ze
ile alman his” bakteriler MGA ve HB plaklarina ¢izgi ekim yapilmis ve 37 °C’de 4872
saat inkiibe edilmigstir. Siire sonunda HB plaklarinda {ireme gozlenirken MGA
plaklarinda iireme gozlenmemistir. Bu sonu¢ TA100 ve TA98 suslarmin his

mutasyonunu tagidigint gostermektedir (Sekil 5.4 ve Sekil 5.5).

Sekil 5.4. S. typhimurium TA 100 histidin gereksinimi kontrolii sonuglari
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Sekil 5.5. S. typhimurium TA 98 histidin gereksinimi kontrolii sonuglari

Rfa Mutasyon Kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit yapisinda olugturulmus
olup hiicre duvarinin gegirgenligi arttirilmistir. Rfa mutasyonun varlig1 kristal viyoleye
duyarhilik testi ile tespit edilmistir (Sekil 5.6). Bu test igin 45 °C’ deki su banyosunda
tutulan 2 ml top agara 0,1 ml gecelik bakteri kiiltiirii ilave edildikten sonra NA
plaklarina karisimin homojen dagilmasi i¢in 8 isareti yapilarak ekilmistir. 10 dakika
donmasi beklendikten sonra plagin ortasina 0,5 cm capl steril disk yerlestirilip diskin
ortasma %0,1°1lik 10 pl kristal viyole damlatilmigtir. Disk boyay1 emdikten sonra plaklar
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk cevresinde 14 mm’lik
iireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda bize kullandigimiz bakteri suslarinin Rfa

mutasyonunu tasidiklarini gostermistir.

Sekil 5.6. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin rfa mutasyonu kontrolii sonuglari
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uvrB Mutasyon Kontrolii

UvrB mutasyon kontrolii Sekil 5.7°de gosterilmistir. Bu mutasyon ile
bakterilerin ultraviyole (UV) i1smmlarmin neden oldugu replikasyon hatalarinin
diizeltilmesi icin gerekli olan DNA onarim mekanizmasi engellenmistir ve bu
mutasyonun varligi UV 1sinlarma duyarlilik testiyle kanitlanmistir. Bu test i¢in, NB’de
bir gece biiylitillen bakteri kiiltiiriinden steril bir 6ze yardimiyla bir 6ze dolusu alinip
NA plaginin tamamina ylizey ekim yapilmistir. Plagin yarist plastik bir plaka ile
kapatilip 33 cm yiiksekten 8 sn siire ile 15 watt giiciindeki UV lambasina maruz
birakilmistir. Bu islem sonucunda plaklar kapatilip 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek
bakterilerin lireme durumlarma bakilmistir. Bu siire sonucunda UV’ye maruz kalan
bolgede iireme gézlemlenmezken diger kisimlarda gézlenmistir. Bu sonugta bize TA98

ve TA100 suslarmin uvrB mutasyonunu tagidigini géstermektedir

b

Sekil 5.7. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin uvrB mutasyon kontrolii sonuglar

R-Faktor varhgi kontrolii

Deneyde kullanilan her iki test susuda ampisiline direnglilik geni iceren R-faktor
tagtyan pKM 101 plazmitini igermektedir. Bu plazmitin varlifi suslarin ampisiline
direngliliklerinin Sl¢iilmesi ile tespit edilmistir (Sekil 5.8). Bu amagla, NB igerisinde
biyiitillen bakteri kiiltirleri ampisilin (%0,8 Ampisilin/0,02 M NaOH) iceren HBA
plaklarma ¢izgi seklinde ekimleri yapilmis ve daha sonra 37 °C’deki etiivde 24 saat

inkiibasyona birakilimistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda, plazmit iceren mutant
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bakterilerin ampisilinli ortamda iiremeleri kullandigimiz suslarin R-faktorii tasiyan

pKM 101 plazmitini i¢edigini gdstermistir.

Sekil 5.8. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin R-faktér mutasyonu kontrolii sonuglari

5.2.2. Spontan Olarak Geriye Doniis Sikliginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarimin kendiliginden (spontan) his~ durumundan his®
durumuna doniigsmesi, belirli sinirlar iginde miimkiindiir. Bu siirlar TA 98 i¢in 20-50
revertant/plak; TA 100 i¢in 75-200 revertant/plaktir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda
spontan olarak geriye doniis sikligt TA 98 susu i¢in S9’suz ortamda 32+3,31, S9
varhginda 34,8+1,48 bulunmusken, TA 100 susu igin swrasiyla 105+7,21 ve
147,6£12,05 degerleri bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar da her iki sus i¢inde bu
degerlerin arasinda ¢ikmugtir (Sekil 5.9).

Sekil 5.9. S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarinin spontan olarak geriye doniis sikligi
kontrolii sonuglari
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5.2.3. Swv1 Kiiltiiriin ml’sindeki Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

S. typhimurium TA98 ve TAI100 suslarinin kullanilarak yapildigi mutajenite
deneylerinde ml’deki bakteri sayisinin 1-2 X 10° ml/bakteri olmasi gerekmektedir.
Yaptigimiz deney sonucunda ml’deki bakteri sayisi 1,2 x 10° mi/bakteri olarak

belirlenmis ve bu sayida istenilen degerler arasinda ¢ikmistir.

5.2.4. Test Maddelerinin Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Lg-ekstresinin sitotoksik etkisinin saptanmast Dean et al. (1985) gore
yapilmistir. Deney sonucunda test edilen konsantrasyonlarin hi¢ birisi sitotoksik etki
gostermemistir. Calismada uygulanacak dozlarin sitotoksik etki gdstermemesi
gerekmektedir. Bu yiizden Lg-ekstresinin 93,75 ug/plak, 187,5 ug/plak, 375 ug/plak,
750 pg/plak, 1500 pg/plak ve 3000 pg/plak dozlar: kullanilmastir.

5.2.5. Ames Mutajenite Testinin Yapilis1

Revertant sayisindaki degisiklikler S. typhimurium TA 98 i¢in S9 fraksiyonu
varlig1 ve yoklugunda negatif kontrol grubuna gore azalislar seklinde olup bu degerler
istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir. S9 franksiyonunun varligi revertant koloni
sayisini uygulanan biitlin dozlarda azaltmistir. TA 98 susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda
2-aminofluorene ve S9 fraksiyonu yoklugunda 4-nitro-o-fenilendiamine kullanildiginda
revertant koloni sayisi artmig ve bu artislar istatistiksel agidan kontrol grubuna gore

anlamli bulunmustur.

S. typhimurium TA 100 susunda ise revertant sayisindaki degisiklikler S9
fraksiyonu yoklugunda kontrol grubuna gore artis ve azalis diizeyinde olup bu degerler
istatistiksel a¢idan anlamli bulunmamistir. S9 varliginda ise 93,5 pg/plak
konsantrasyonu hari¢ artis seklinde olup bu degerler istatistiksel acidan anlamli

bulunmamuistir.
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TA 100 susunda da suslarin geriye doniis sikligini ve S9 karisiminin etkisini

dogrulamak i¢in mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal maddeler kullanilarak

pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA 100 i¢in S9 fraksiyonu varliginda 2-

aminoantracen, yoklugunda ise pozitif mutajen olarak sodyum azid kullanildiginda
revertant koloni sayisi her ikisinde de artmig (2279,2+108,72 ve 1646,2+112,34) ve bu

artiglar istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.

Cizelge 5.4 S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslari ile denenen ekstrenin (S9 franksiyonu

varliginda ve yoklugunda) plak inkorporasyon testi sonuclari

Denenen Revertant Sayisi
Doz Aritmetik Ortalama + Standart Sapma*
Test Maddesi
(ng/plak) TA 98 TA 100
S9’suz S9’lu S9’suz S9’lu
3000 30,2+3,42a 28,6+1,81a 110,6+8,56a 214+10,41a
1500 31+3,67a 28+1,58a 111,4+4,33a 184+7,44a
Lg-ekstresi 750 30+2,73a 25,6+1,14a 105,2+2,38a 216,4+11,78a
375 31,6+1,81a 27,2+0,83a 109+8,09a 177,8+6,3a
187,5 29,4+3,2a 27+1,58a 108+6,72a 183,6+21a
93,75 31,2+2,38a 26,2+3,56a 102,2+4,43a 112,4+10,6a
Kontrol 32+3,31a 34,8+1,48a 105+7,21a 147,6+12,05a
Sodyum azid 10 1646,2+112,34b
2-aminoanthracene | g 2279,2+108,72b
2-aminofluorene 200 885,6+81,15b
4-nitro-o-
fenilendiamine 200 1380,4+114,61b

* Kontrol grubuna gore revertant sayisi p< 0.05 diizeyinde anlamli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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6. TARTISMA ve SONUC

Linaria tiirleri halk ilact olarak Anadolu'da, Japon ve Hint halk tibbinda yaygimn
olarak kullanilmaktadir. Antidiyabetik, piirgatif, diiiretik etkileri yaninda emoliyan ve
yara iyi edici Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildiklart bildirilmistir (Kitagawa et al. 1973, Baytop 1984, Sing and Prakash
1987). Ayrica antiallerjik etkileri nedeniyle ekzema tedavisinde de faydalamilmigtir
(Dobrescu et al. 1985). Bitkinin kimyasal yapisi iizerinde yapilan aragtirmalarda baglica
monoterpenler, diterpenler, iridoitler, flavonoitler ve alkaloitler olmak iizere bircok
etken madde grubunun varlig1 tespit edilmistir (Biance-etal1996:-Otsuka; 1992, llieva
gtakset al. 1993, Bianco gt al, 1996, Hua etakset al, 2002, Ahmad et-alset al. 2006, |
Tundis gtal-et al. 2005, Ferhat gtak-et al, 2010). \

Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Otomatik

‘| Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Otomatik

‘ Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi
tipi rengi: Otomatik

Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

Bilim ve teknolojinin gelismesi sonucunda insan yasantisina yeni giren bazi || Otomatik

fiziksel ve kimyasal ajanlar, insan hayatini kolaylastirdig: gibi bazi saglik sorunlarina da \i otamatik

neden olmaktadir. Giiniimiizde halen yeni kimyasal iiriinler hayatimizdaki yerlerini ||\ | Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

tipi rengi: Otomatik

almaya devam etmektedirler. Bu firiinlerin kullanimindan &nce insan sagligina Bicimlendirilmis: Yaz tipi reng:
. . R . Otomatik
etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Bunun yaninda giliniimiizde alternatif tibbin

Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
Otomatik

|
[
[
{ Bigimlendirilmis: Yazi tipi rengi:
(
|
{

o6nemli bir kismimi olusturan bitki ve bitki ekstraktlarinin mutajenik etki olusturan

Bicimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

kimyasallara veya c¢evresel etmenlere karsi antimutajenik etki gostererek olumsuz tipi rengi: Otomatik
dogabilecek mutasyonlari 6nledigi bilinmektedir. Bunun yanisira bitki ekstraktlari H‘jg‘f{gigm;l?dir“m@ Yazi tipi rengi:
mutajenik etki de gosterebilmektedir. Mutajenik etkileri géstermek amaciyla ¢ok ¢esitli \\[ Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

\|||| Otomatik

in vitro test sistemleri kullanilmaktadir. Bu amacla da bu ¢alismada Linaria genistifolia [ Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yaz:
|||l tipi rengi: Otomatik

(Linnaeus) Miller subsp. genistifolia bitkisinin sulu ekstrelerinin muhtemel mutajenik
|| Bicimlendirilmis: Yaz tipi rengi:

etkileri in vitro test sistemlerinden S. typhimurium TA98, TA100 suslar1 kullanilarak S9 Otomatik
varliginda ve yoklugunda Ames/Salmonella/mikrozom testi ile, sitotoksik ve genotoksik 3;3;“;'5;‘ dirilmis: Yaz1 i reng:
Ozellikleri ise Allium testi ile arastirilmistir. . [ Bigimlendiritmis: Yaz: tipi: itaik, Yaz

||| tipi rengi: Otomatik

Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
| [ Otomatik

Mutajenite ¢aligmalarinda bitkilerin kullanimi ilk defa Levan (1938) tarafindan ( Bigimlendirilmis: Yaz! tipi reng:

kolsisinin Allium cepa kok hiicrelerinde ig ipliklerinin dagilmasina ve poliploidiye yol \ Otomatik

“ Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik, Yazi

(L U U | W | W, U | U, W, U | W | W U | U | U | W | W | U | | W

actigini  gostermesiyle baglamistir. Bu test sistemine ek olarak kimyasallarin tipi rengi: Otomatik
L . . s . Bigimlendirilmis: Yaz tipi rengi:
kromozomlar {izerindeki etkisi arastirmak i¢in Vicia faba (Amer and Ali 1983), oot e Taz ApLreng

Tradescantia paludosa (Dryanosvka 1987), Hordeum vulgare (Kluge and Podlesak

58



1985), Pisum sativum (Amer vd. 1999) ve Crepis capillaris (Dimitrov 1994) gibi pek
cok bitki tiirii yaygin olarak kullanilmaktadir.

Toksisitenin izlenmesi i¢in uygun test sistemleri arasinda, Allium testi ¢ok iyi
bilinmekte olup bir¢ok laboratuarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Fiskesjo 1985,
Rank et al. 2002, Yiizbasioglu vd. 2003, Smaka-Kincl et al. 1996, Evseeva et al. 2003,
Kara vd. 1994, Grant 1992). Ciinkii soganlarin depo edilmesi ve kullanilmasi oldukga
kolay olup, kok ucu hiicrelerinde makroskobik (biliyiime, ECsp) ve mikroskobik
parametreler (c-mitoz, yapisiklilik, kromozom kiriklar1) i¢in uygun bir sistem
olusturmaktadir. Ayrica Allium testinin sonuglan Okaryotik ve prokaryotik diger test

sonuglart ile iyi bir korelasyon gostermektedir (Fiskesjo 1985).

Bu calismada Lg-ekstresinin A, cepa kok ucu hiicrelerine olan etkileri
arastirllmistir.  Lg-ekstresinin - Allium cepa kok wucu hiicrelerine olan etkilerini
aragtirmada kullanilacak doz miktarlarini belirlemek igin biiylime engelleme testi
uygulanarak ECs degeri tespit edilmistir. ECsp degerini belirlemek i¢in kok uglarinin
biiyiimesini kontrole gore % 50 oraninda azaltan doz esas alinmaktadir (Fiskesjo 1988,
Yiizbagioglu vd. 2003, Rank and Nielsen 1994, Rank et al. 2002). Bu ¢alismada Lg-
ekstresinin ECsy degeri yaklasik olarak 15 g/L olarak bulunmustur. Ancak etkileri
arastirilacak maddelerin ECsp degerinin belirlenmedigi calismalar da bulunmaktadir

(Evseeva et al. 2003, Panda and Sahu 1985 ).

ECso degerini belirlemek icin kullanilan Lg-ekstresinin  konsantrasyonu
uygulanan biitin dozlarda, konsantrasyona bagli olarak sacak koklerin renklerinin
koyulastig1, kalinliklarinin arttigi, jelatinimsi bir yap1 kazandiklar1 ve kok uglarindaki
biiyiimenin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi goriilmiistiir. Sogan kok
uclarindaki biiyiimenin kontrol grubuna gore % 45°den daha fazla azalmasi, bitkiler
iizerinde biiyiik bir olasilikla subletal etkiye sahip toksik maddelerin varligina isaret
etmektedir (Fiskesjo 1985, Hidalgo et al. 1989, Wierzbicka 1988, Antonsiewicz 1990).
Bu bilgiye dayanarak Lg-ekstresinin 20 g/L ve tizerindeki dozlarin, A. cepa kok uglarina
subletal etkisinin oldugu sonucunu sOylenebilir. Kok biiyiimesinin inhibisyonu

genellikle apikal meristematik aktivite (Webster and Macleod 1996) ve farklilasma
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sirasinda hiicrenin uzamasi ( Fusconi et al. 2006) ile ilgilidir. Gordaliza ve arkadaglar
(1997) Linaria saxatilis var. glutinosa bitkisinden neoclerodane diterpenoidleri izole
etmisler ve bunlarin farkli neoplastik hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkisini
gostermislerdir. Tundis ve arkadaglar1 (2005) L. reflexa bitkisinden bir¢ok flavonlar
izole etmisler ve bunlari belirli insan kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif
etkilerine bakmiglardir. Pektolinarijenin ve pektolinarin gibi bazi flavonoid glikositlerin
biiyiik akciger kanser hiicre hattina sitotoksik etkisinin oldugunu gostermislerdir ve ICsg
(inhibitor konsantrasyon) degerini sirasiyla 5,03 ve 4,07 uM olarak hesaplamislardir. L.
genistifolia (L.) Mill. kok ekstrelerinin 24 saatlik uygulama sonucunda Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) larvalarma karsi LDsg degeri 490 ppm olarak
bulunmustur (Pavela 2008). Parra ve arkadaglar1 (2001) Plantago major L. bitkisinin
farelere karsi LDsp dozunu 4,74 pg/mL olarak bulmuslardir. Buna karsilik Akkol ve
Ergil (2009) bazi L. grandiflora, L. genistifolia subsp. confertiflora ve L. aucheri
ekstrelerinin toksisite gostermeden agri kesici ve ates disiriicii etkisinin oldugunu

belirtmislerdir.

Bu ¢alismada Allium cepa’nin hiicre dongiisiinii 24 saatte tamamlamasindan
dolay1 (Rank and Nielsen 1994, Yiizbagioglu vd. 2003) uygulama siiresi olarak 12, 24,
48, 72 ve 96 saat segilmistir. Ancak literatiirde farkli uygulama siirelerine de
rastlanilmaktadir. 6 ve 24 saat (Kara vd. 1994), 2 ve 4 giin (Fiskesjo 1988), 5 giin (Rank
et al. 1993) ve 7 giin (Smaka-Kincl et al. 1996) gibi degisik uygulama siireleri

kullanilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir.

ECso degeri yaklagik olarak 15 g/L olarak belirlendikten sonra uygulama
dozlarmin belirlenmesinde 2XECsy, ECsy Ve 1/2XECsy degerleri kullanilmistir. Buna
bagli olarak Lg-ekstresinin 30, 15 ve 7,5 g/L’lik dozlari kullanilmigtir. Saf su negatif
kontrol grubu olarak, MMS ise pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Segilen bu
dozlar A. cepa kok uglarina 12, 24, 48, 72 ve 96 saat uygulanarak mitotik indeks
belirlenmistir. En diisiik mitotik indeks Lg-ekstresinin 30 g/L’lik konsantrasyonun 72
saatlik uygulamasinda (22,54+1,19), en yiiksek mitotik indeks ise 7,5 g/L’lik
konsantrasyonun 12 saatlik uygulamasinda (45,18+0,75) elde edilmistir. Mitotik
indeksteki degisiklikler artis ve azalis seklinde olup 7,5 g/L ve 15 g/L ( 24 ve 96 saatlik
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uygulamar hari¢) dozlar1 biitin saat uygulamalarinda kontrol grubuna gore artis
gosterirken, 30 g/L dozu biitlin saat uygulamalarinda azalis gostermis olup bu artis ve
azalislar istatistiksel agcidan anlamli bulunmustur. Sitotoksik seviyesinin mitotik indeks
degerinin artis ve azalisiyla belirlenebilir. Mitotik indeks degerinin kontrol grubundan
diisiik olmasi, test edilen bilesigin bilylime ve gelismeyi negatif yonde etkiler buna
karsilik yiiksek olmasi durumunda ise hiicre bdliinmesi uyarilir, kontrolsiiz ¢ogalmaya
ve hatta timé6r olusumuna sebep olabilir (Fernandes et al. 2007, Hoshina et al. 2002).
Hiicre ¢ogalmasinin artmast DNA tamiri i¢in gerekli olan zamanin azalmasi sonucunda

gergeklesebilir (Evseeva et al. 2003).

Mitotik indekste onemli diizeydeki azalma, test edilen maddenin mitodepresif
etki yaptigin1 gostermektedir. Test maddesinin interfaza gegen hiicrelerin sayisini
azaltarak hiicre siklusunun normal isleyisini bozmaktadir (Badr and ibrahim 1987).
Mitotik aktivitenin azalmasi S safhasindaki DNA sentezinin engellenmesiyle de
meydana gelmektedir (Sadia and Vahidy 1994). Hiicre dongiisiiniin baskilanmasiyla
proteinler test maddesine hedef olmakta, boylece hem DNA sentezi i¢in gerekli olan
DNA polimeraz enzimi hem de ig olusumuyla ilgili olan birgok enzim
baskilanmaktadir. Bu durum antimitotik etki olarak agiklanmaktadir (Hidalgo et al.
1989, Yiizbasioglu vd. 2003). Ayrica mitotik indeksteki diisiis, ATP miktarinin
azalmasi ve enerji Uretim merkezi fonksiyonun baskilanmasi sonucunda da

olabilmektedir (Jain and Andsorbhoy 1988).

Lg-ekstresinin  mitotik faz frekanslarina etkisi incelendiginde profaz
frekanslariin kontrole gore 12 saatlik 30 g/L’lik uygulama hari¢ artt1g1 gdzlemlenirken
anafaz frekanslarinin kontrole gore 72 ve 96 saatlik 7,5 g/L uygulamalar1 harig, 12
saatlik 30 g/L’lik uygulama hari¢ telofaz indeksinin azaldigi goriilmiistiir. Metafaz
frekanslariin ise kontrol grubuna gore artis ve azalis seklinde degisiklikler gostermistir.
Bu artis ve azaliglarin bir¢ogu istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Bu durumun
sebebi chfr (profaz ve metafaz arasindaki kontrol noktasi) noktasinin engellenmesinden
olabilir. (Scolnic and Halazonetis 2000) mitotik strese kars1 hiicrelerin metafaza gecisini

geciktiren chrf kontrol noktasini tanimlamiglardir.
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Lg-ekstresinin biitiin konsantrasyon ve uygulama siirelerinde en fazla goriilen
anormallikler kalgin kromozom, yapisiklik, anafaz kopriisii ve bozulmus anafaz-
telofazdir. Lg-ekstresinin kromozom aberasyonu fizerine etkileri 12 saat 7,5 g/L’lik
uygulamasi harig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( p<0,05). 7,5 g/L’lik dozun
12 ve 24 saatlik uygulamalart hari¢ ve 15 g/L’lik dozun 12 ve 96 saatlik uygulamalari
kromozom aberasyonlarini uyarirken diger Lg-ekstrelerinin uygulamalart kromozom

aberasyonlarini azaltmigtir.

En fazla anormallik olayma Lg-ekstresinin 7,5 g/L 48 saatlik uygulanmasinda
(% 62,01), en az anormallik olayina ise 30 g/L’lik dozun 48 saatlik uygulanmasinda (%
2,20) rastlanilmistir. Ayrica 72 ve 96 saatlik uygulamalarin 30 g/L dozlarinda yeterince

anafaz-telofaz hiicresi sayilamadigindan bozukluklar hesaplanamamustir.

Bozulmug anafaz-telofaz olayina en fazla % 36,28 oraninda 7,5 g/L’lik dozun 72
saatlik uygulanmasinda en az olarak da kontrol grubunun 12 saatlik uygulamasinda (%
1,4) rastlanilmistir. Kalgin kromozom olay1 7,5 g/L’lik dozun 24 saatlik uygulamalar
ve 15 g/L’lik dozun 96 saatlik uygulamalari hari¢ biitiin uygulamalarda gozlenmistir.
Bu iki bozukluk Lg-ekstresinin mikrotiibil olusumunu etkilemesi sonucunda

kaynaklanmig olabilir (Amer and Ali 1983, Kumari et al. 2009).

Anafaz koprii olay1 en fazla 48 saatlik uygulamanm 7,5 g/L’lik dozunda, en az
olarak da 24 saatlik uygulamanin 30 g/ dozunda goriilmiistiir. Anafaz-telofaz kopriileri
translokasyon sirasinda esit olmayan kromatid degisimi ya da kromozom ve
kromatidlerin kirtlip birlesmeleri sonucunda ya da disentrik kromozomlarin varliginda
olusabilir. Bu kopriiler yapisal kromozom mutasyonlarina sebep olurlar (EI-Ghamery et
al. 2000, Luo et al. 2004).

Lg-ektresinin neden oldugu diger bir anormallik de yapisikliktir. En fazla 48
saatlik uygulamanin 7,5 g/L’lik uygulamasinda goriilmiistir. Yapiskanligmm
kromozomlar arasindaki subkromatit baglantilardan olusabilecegi aciklanmistir (McGill
et al. 1974). Kromozomlardaki yapisiklik durumu, Lg-ekstresinin etkisiyle kromozom

hareketinin engellenmesi sonucunda da olusabilir. Béylece kromozomlar kutuplara
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ulasamaz, ortada kalirlar ve yogunlasarak yapisik bir goriintii sergilerler (Ajay and
Sarbhoy 1988). Ayrica yapisiklik kromatinin proteince yogun igeriginin bir tip fiziksel
adezyonu olarak agiklanmigtir (Patil and Bhat 1992). Yapisiklik olayr kromozom
fragmentlerine ve anafaz-telofaz safthasinda kopriilere sebep olmaktadir (Yiizbasioglu
vd. 2003). Yapisiklik ve fragmentlerin kromozom yapisinda degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (EI-Ghamery et al. 2000). Ayrica yapisiklik, kullanilan maddenin toksik
olmasinin gostergesi olarak kabul edilmekte ve hiicrenin Oliimiine yol agtigi

diisiiniilmektedir (Fiskesjo 1985).

Bu anormalliklerden baska diger anormallikler de (c-metafaz, prometafaz,
poliploidi ve biniiklear hiicre bozukluklar1) gbzlemlenmistir. En diisiik anormallikler, 12
saatlik uygulamanin 15 g/ dozunda (%0,04+0,02) gozlemlenirken, en yiiksek
anormallikler 48 saatlik uygulamanin 7,5 g/l dozunda (%0,72+0,46) gbzlemlenmistir.
12 saatlik uygulamanin 7,5 g/L dozu, 24 saatlik uygulamalar, 72 saatlik uygulamanin 15
ve 30 g/L dozu ve 96 saatlik uygulamanin 7,5 g/l dozu hari¢ diger uygulamalar
istatistiksel agidan anlamli bulunmamigtir. 48 ve 96 saatlik uygulamanin 30 g/L’lik
dozunda bu bozukluklara rastlanilmamigstir. C-metafaz olay1 en fazla 7,5 g/L‘lik dozun
72 saatlik uygulamasinda % 0,23 oraninda gézlemlenmistir. Bu bozukluk Lg-ekstresinin
ig ipliklerinin yapisin1 bozmasiyla ortaya ¢ikmis olabilir. Bazi durumlarda c-metafaz
anoploidi ile sonuglanmaktadir (Fiskesjo 1988, Shahin and EI-Amodi 1991, Odeigah et
al. 1997).

Calismada goriilen diger bir anormallik prometafaz olayidir. Bazi hiicrelerde
metafaz kromozomlarinin profaz safthasindaymis gibi diizenlendikleri goriilmiis olup
prometafaz olarak adlandiriimaktadir (Amer and Ali 1983). Prometafaz olay1 30 g/L’lik
dozun 48 ve 96 saatlik uygulamalarinda, 15 g/L’lik dozun 96 saat uygulamasi hari¢ Lg-
ekstesinin biitlin uygulamalarda goriilmiistiir.

Ayrica ¢esitli konsantrasyon ve saat uygulamalarinda poliploidi ve biniiklear
hiicre anormalliklerine rastlanmistir. Poliploidi hiicreler fragmoplastin eksikliginden
kaynaklanabilir (Videkovivé-Cifrek et al. 2002, Fernandes et al. 2007). Biniiklear hiicre
olusumu ise normal sitokinez olaymim engellediginin bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir.
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Kanserojen ve mutajen maddelerin arastirllmasinda farkli test yontemleri
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 DNA hasarina sebep olan kimyasal mutajen ve
kanserojenlerin test edildigi sitogenetik metodlardir. Bu testler, kardes kromatid
degisimi (SCE = sister chromatid exchange) (Trosko, J.E. 1997 and 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 konversiyonlar: ve DNA kirilmalari) (Hayashi et
al. 1994, Zhuleva et al. 1994) olarak bilinmektedir.

Salmonella/mikrozom test sistemi, g¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik
ozelliklerini bulmak adina gelistirilmis ve birgok lilkede yaygin olarak kullanilan kisa
zamanli test sistemlerinden biridir. Cilinkii bu test, test parametreleri acisindan en iyi
standardize edilmis ve mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallar ile gegerliligi
en fazla kabul edilmis kisa zamanl test sistemlerinden birisidir (Maron and Ames 1983,
Kaplan vd, 2004, Watanabe-Akanuma 2005, Reid 2006, Ipek vd 2005, Kutlu 2005).

Deneyde Salmonella typhimurium bakterisinin LT-2 atasal susundan in vitro
mutasyonlar sonucu elde edilen TA 98 ve TA 100 suslart kullanilmistir. Bu mutantlar
his™ bakteriler olup, his operonun degisik bolgelerinde farkli birer mutasyon igerirler.
Salmonella/mikrozom testi ile kimyasal maddelerin bu test suslarmi his* revertantlar
haline donistiirme oOzellikleri belirlenmektedir. TA 98 susu cergceve kaymasi
mutasyonlarina (frameshift), TA 100 susu ise baz-¢ifti degisim mutasyonlarina (base-
pair) kars1 duyarhidir. Deneylerde bu bakterileri kullanmamizin nedeni baz-¢ifti degisim
mutasyonlar1 ve ¢ergeve kaymasi tipi mutasyonlarin diger mutasyonlara gore daha fazla

siklikta goriilmesidir.

Bu c¢alismada Lg-ektresinin mutajenik aktiviteleri kisa zamanli test
sistemlerinden biri olan Ames/Salmonella/mikrozom test yontemi ile arastirilmigtir.
Ames/Salmonella/mikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi igin histidin
protroflarinin sayisinin kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kati olmasi
ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza bagl bir artis gostermesi gerekmektedir
(Maron and Ames 1983).
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Calisma sonucunda TA 98 susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda ortalama revertant
koloni sayist 34,8+1,48, yoklugunda ise 32+3,31 olarak bulunmustur. TA 100 susu i¢in
ise bu degerler sirastyla 147,6+12,05 ve 105+7,21 olarak bulunmustur. Ames’e (1973)
gdre mutant bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his” durumundan his* durumuna
doniigmesi, belirli smirlar iginde miimkiindiir. Bu smirlar TA 98 igin 20-50
revertant/plak; TA 100 igin 75-200 revertant/plaktir. Bizim ¢alismamizdaki sonuglar da
bu degerler arasindadir. Bu say1 degerleri; minimal ortamin tipi, glikoz—6-fosfat, f3-
NADP, fosfat tamponu, glukoz ve tuz ¢ozeltisinin derisimi, petrilerdeki minimal agarin
hacmi, top agarin miktar1 ve yayilma sekli, ortamdaki hava sirkiilasyonu ve sicakligi,
etlivdeki nem orani, S9 fraksiyonunun miktar, minimal agarin bilesimi ve
hazirlanmasindaki farkliliklar gibi etkilerinden dolay1 degisebilmektedir (Belser et al.
1981, Boath et al. 1980).

Yapilan diger ¢alismalara bakildiginda bu c¢alismada da oldugu gibi genellikle
Salmonella typhimurium TA 98 ve TA 100 suslart daha ¢ok kullanilmaktadir. Bunun
sebebi de bu iki susun gesitli mutajenlere kars1t duyarliliginin diger suslara gére daha

fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Asal 1985).

Revertant sayisindaki degisiklikler S. typhimurium TA 98 i¢in S9 fraksiyonu
varlig1 ve yoklugunda negatif kontrol grubuna gore azalislar seklinde olup bu degerler
istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. S9 franksiyonunun varligi revertant koloni
sayisini uygulanan biitiin dozlarda azaltmistir. TA 98 susu i¢in S9 fraksiyonu varliginda
2-aminofluorene ve S9 fraksiyonu yoklugunda 4-nitro-o-fenilendiamine kullanildiginda
revertant koloni sayis1 artmig ve bu artislar istatistiksel agidan kontrol grubuna gore
anlamli bulunmustur. S. typhimurium TA 100 susunda ise revertant sayisindaki
degisiklikler S9 fraksiyonu yoklugunda kontrol grubuna gore artis ve azalis diizeyinde
olup bu degerler istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. S9 varliginda ise 93,5
ng/plak konsantrasyonu harig artis seklinde olup bu degerler istatistiksel agidan anlamhi
bulunmamistir. TA 100 susunda da suslarin geriye doniis sikligimi ve S9 karigiminin
etkisini dogrulamak i¢in mutajenik etkileri bilinen pozitif kimyasal maddeler
kullanilarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. TA 100 i¢in S9 fraksiyonu

varliginda 2-aminoantracen, yoklugunda ise pozitif mutajen olarak sodyum azid
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kullanildiginda revertant koloni sayisi her ikisinde de artmig (2279,2+108,72 ve
1646,2+112,34) ve bu artiglar istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. En yiiksek
revertant koloni sayisina TA 100 susunda S9 varliginda 750 ug/plak (216,4+11,78), en
diisik degere ise TA 98 susunda S9 varliginda 750 pg/plak (25,6+1.14)
konsantrasyonunda rastlanilmistir. Lg-ekstresinin TA 98 ve TA 100 suslarinda ortalama
revertant sayilarinin doza bagl bir iliski gostermedigi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda kullanilan Lg-ekstresinin biitiin dozlar1 S. Typhimurium TA 98 ve TA 100

susunda S9 varliginda ve yoklugunda mutajenik etkiye rastlanilmamastir.

Sonug olarak Lg-ekstresi kullanilan doza bagli olarak Allium testinde sitotoksik
ve genotoksik olarak bulunurken, Ames testinde mutajenik etki gostermemistir. Bazi
Linaria tiirleri insanlar tarafindan c¢esitli amaglar i¢in kullanildigindan, geleneksel
hazirlama metodlarma uygun hazirlanarak dikkatli bir bigimde kullanilmalidir. L.
genistifolia subsp. genistifolia bitkisinin aktif i¢erik ve bilesimleri belirlenerek onlarin

sitotoksik, genotoksik ve mutajenik potansiyelleri ortaya ¢ikarilmalidir.

66



KAYNAKLAR

Ahmad, V.U., Kousar, F., Zubair, M., Khan, A., Ali, M.S., Choudhary, M.l. and Sener,«{—

B. (2006). A new iridoid glycoside from Linaria genestifolia. Fitoterapia 77 (1): 12-

| Bigimlendirilmis: Aralik Once: 0 nk

Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Italik

14.

Ajay, K.L. and Sarbhoy, R.K. (1988). Cytogenetic studies on the effect of some
chlorinated pesticides. Cytologia. 53 : 427-436.

Alade, A., Olufunsho, A., Gbenga, A. and Herbert, A.B.C. (2009). Mutagenic
screening of some commonly used medicinal plants in Nigeria. Journal of
Ethnopharmacology, 125 : 461-470.

Amer, S.M. and Ali, E.M. (1983). Cytological effects of pesticides XVII. Effects of the
insecticide dichlorvas on root mitosis of Vicia faba. Cytologia, 51: 21-25.

Amer, S.M., Mohammed, F.l. and Ashry, Z.M. (1999). Cytogenetic effects of the
fungicide benomyl on Vicia faba and Pisum saivum. Bulletin of the National
Research Center 24(4): 481-494.

Ames, B. N., Lee, F. D. and Durston, W. E. (1973). An improved bacterial test system
for the detection and classification of mutagens and carcinogens. The Proceedings
of the National Academiy of Sciences, U.S.A., 70 : 782-786.

Ames, B.N. (1983). Revised Methods for the Salmonella Mutagenicity Test. Mutation
Research 113: 173-215.

Antonsiewicz, D. (1990). Analysis of the cell cycle in root meristem of Allium cepa
under the influence on Ledakrin, Folia Histochem. Cytobiology, 28: 79-86.

Asal, S. (1985). Baz1 pestisitlerin mutajenik etkileri iizerinde arastirmalar. Doga Bilim
Dergisi, 9(1) :72-78

Ates, A. (2002) Molekiiler Biyoloji, 9. Béliim, Selguk Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Konya, 113-121 p.

Ates, B., Abul Ferah, M., Niamat Ali M. and Ahmad W. (2002). Clastogenicity of
pentachlorophenol, 2,4-D and butachlor evaluated by Allium root tip test. Mutation
Research, 514: 105-113.

Badr, A. and Ibrahim, A.G. (1987). Effect of herbicide Glean on mitosis, chromosomes
and niicleic acids in Alium cepa and Vicia faba root meristems. Cytologia, 52: 293-
302.

67

(
[
N

(

Bicimlendirilmis: Yaz tipi: Kalin, italik

| Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik

)
|
|
)




Bagci, H. (1985), Ortadogu Teknik Universitesi, Yaz Okulu Molekiiler Biyoloji Ders
Notlari.

Bahgeci, Z., (2002). Molekiiler Biyoloji, 2. Baski, 10. Béliim, Gazi Universitesi,
Kirsehir Egitim Fakiiltesi, Ankara, 209-216.

Bakale, G. and Mc Creary, R.D. (1990). Response of k. Test to NCI/NTP-Screaned
Chemicals. Non- Genotoxic Carcinogens and Genetoxic Non-Carcinogenenes.
Carcinogenesis, 11(10) : 1811-1818.

Basaran, A., Basaran, N., Solak, M. and Giines, H. (1995). Tibbi Biyoloji ve Genetik,
Anadolu Universitesi, Agikdgretim Fakiiltesi Yayinlari, 117-123.

Baytop (1984). T. Tiirkiye'de Bitkiler ile Tedavi (Gegmiste ve Bugiin). Istanbul
Universitesi Yayinlari, No:3255 , Sanal Matbaacilik, Istanbul, 420.

Belser, Jr., Shaffer, W.B., Bliss, S.D., Hynds, E.D., Yamamoto, H.M., Pitts L. and
Winer, J.A. (1981). A standardized procedure for quantification of the
Ames/Salmonella/Mammalian-Microsome Environmental

Mutagenesis,.3: 123-139

mutagenicity  test.

Bianco, A., Guiso, M., Mazzei, R.A., Piccioni, F., Nicoletti, M., Serafini, M. and«—

Ballero, M. (1996). 69-O-Acetylantirrhinoside, a new iridoid glucoside from Linaria

flava subsp. sardoa. Fitoterapia 67: 364-366.

Boath, S.C., Welch, A.M. and Garner, R.C. (1980). Some factors affecting mutant

numbers in the Salmonella/microsome assay. Carcinogenesis, 1(11): 911-923.

Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive for the quantitation of microgram
quantitites of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, 72: 248-254.

Constantin, M.J. and Owens, E.T. (1982). Introduction and perspectives of plant genetic
and cytogenetic assays: a report of the US Environmental Protection Agency Gene-
Tox Program. Mutat. Res., 99: 1-12.

Davis (1978). P. H. Flora of Turkey and The East Aegean Islands, University Press,
Edinburgh, 6: 654-72.

Dean, B.J., Brooks, T.M., Hodson-Walker, G. and Hutson, D.H. (1985). Genetic
toxicology testing of 41 industrial chemicals. Mutation Research, 153: 57-77.

Demirsoy, A. (1991). Biyoloji Genetik, Anadolu Universitesi, A¢ikdgretim Fakiiltesi,

Lisans Tamamlama Programi.

68

| Bigimlendirilmis: Girinti: Sol: 0 cm,

Asili: 0.63 cm

Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik,
Portekizce (Brezilya)

| Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Kalin, italik

Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Italik

| |
S |
[ Bicimlendirilmis: Yaz tipi: italik ]
| |
( )
( )

Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Kalin Degil




Dimitrov, B. (1994). Types of choromosomal aberrations induced by seed aging in
Crepis capillaris L.. Environmental and Moleculer Mutagenesis, 37: 199-209.

Dobrescu, D., Cristea, A. and Susanu, M. (1985). Experimental pharmacodynamic
study of Linaria vulgaris used in folk medicine for the treatment of eczemas.
Farmacia Bucharest, 33: 215-20.

Dokmeci, 1. (1994). Toksikoloji, Akut Zehirlenmelerde Tani ve Tedavi. Nobel Tip
Kitabevi, Istanbul, 364-547.

Dryanosvka, O.A. (1987). Mutagenic of the herbicide alachor during meisos in
Tradescantia paludosa. Acad. Blug. Sci., 40: 73-76.

El-Ghamery, A.A., EI-Nahas, A.l. and Mansour, M.M. (2000). The action of atrazine
herbicide as an indicator of cell division on chromosomes and nucleic acid content
in root meristems of Allium cepa and Vicia faba. Cytologia. 65: 277-287.

Esra, K.A. ve Dilek E. (2009). Antinociceptive and anti-inflammatory activities of some
Linaria species from Turkey. Pharmaceutical Biology March 2009, 47(3) : 188-194

Evseeva, T., Geras’kin, S.A. and Shuktomova, I.I. (2003). Genotoxicity and toxicity
assay of water sampled from a radium production industry storage cell territory by
means of Allium-test. Jour. Of En. Radioactivity, 68: 235-248.

Falakali, B. (1993). Genel Genetik, Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Izmir, 84-97

Ferhat, M., Harkat, H., Lavaud C., Haba, H., Long, C. and_Benkhaled, M. (2010).

Iridoids and flavonoid from Linaria aegyptiaca (L.) Dum. subsp. fruticosa. Biochem

Sys. Ecol 38(4) : 833-835.

Fernandes, T.C.C., Mazzeo, D.E.C. and Marin-Morales, M.A. (2007). Mechanism of
micronuclei formation in polyploidizated cells of Allium cepa exposed to trifluralin
herbicide. Pesticide Biochemistry and Physiology, 88, 252—-2509.

Fiskesjo, G. (1985). The Allium test as standart in enviromental monitoring. Hereditas,
102: 99-112.

Fiskesjo, G. (1988). The Allium Test-an alternative in environmental studies: The

A

relative toxicity of metal ions. Mutation Research. 197 : 243-260.
Fusconi, A., Repetto, O., Bona, E., Massa, N., Gallo, C., Dumas-Gaudot, E. and_Berta

G._(2006). Effect of cadmium on meristem activity and nucleus ploidy in roots of

Pisum sativum L. cv. Frisson seedlings. Env Exp Bot, 58: 253—260.

69

Bigimlendirilmis: Varsayilan Paragraf
Yazi Tipi, Yazi tipi: Italik

' { Bicimlendirilmis: Aralik Once: 0 nk,

Sonra: 0 nk

|

[ Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Italik

( Bigimlendirilmis: Tirkce




Gadano, A.B., Gumi, AA. and Carballo, M.A. (2006). Argentine folk medicine:
genotoxic effects of Chenopodiaceae family. Journal of Ethnopharmacology, 103:
246-251.

Gordaliza, M., Miguel Del Corral, J.M., Luz de la puente M., Garcia-Gravalos, M.D.
and San Feliciano, A. (1997). Bioorg. Med. Chem. Lett. 7: 1649.

Grant, W.F. (1992). Cytogenetics studies of agricultural chemicals in plants In Genetic
Toxicology AnAgricultural Perspective (R. Fleck and A., Hollaender eds.). Plenum
Press, Newyork, 335-378.

Hamasaki, T., Sato, T., Nagase, H. and Kito, H. (1992). The Genotoxicity of Organotin
Compounds in SOS Chromotest and Rech-Assay. Mutat. Res., 280: 195-203.

Hayashi, M., Tice, R.R., Mac Gregor, J.T., Anderson, D., Blakey, D.H., Volders, M.K.,
Oleson, F.B., Pacchierotti, F., Romagna, F., Shimada, H., Sutov, S. and Vannier, B.
(1994). In vivo Rodent Erythrocyte Micronucleus Assay. Mutat. Res., 312: 293-304.

Hidalgo, A., Gonzales, J.A., Navas, P. and Garcia-Herdugo, G. (1989). Abnormal
mitosis and growth inhibition in Allium cepa roots induced by propham and
chlorpropham. Cytobios, 57: 7-17.

Hoshina, M.M. (2002). Evaluation of a possible contamination of the waters of the
Claro River-Municipality of Rio Claro, part of the Corumbatai River Basin, with the
mutagenicity tests using Allium cepa. State University Of Sao Paulo, Rio Claro, Sp.

(In Portuguese).

Hua, H., Cheng, M., Li, X. and Pei,_Y._(2002). A new pyrrologuinazoline alkaloid from<+——

Linaria vulgaris. Chem Pharm Bull 50: 1393-1394.

llieva, E., Handjieva, N., Spassov, S. and_Popov, S. (1993). 5-O- allosylantirrhinoside

Bicimlendirilmis: Girinti: Sol: 0 cm,
Asili: 0.63 cm

Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Italik

from Linaria species. Phytochem 32(4): 1068-1070.

Ipek, E., Zeytinoglu, H., Okay, S., Tiiylii, B., Kiirkciioglu, M. ve Can Baser, K.H.
(2005). Genotoxicity and antigenotoxicity of Origanum oil and carvacrol evaluated
by Ames Salmonella/microsomal test. Food Chemistry, 93 : 551-556.

Jain, A.K. and Andsorbhoy, R.K. (1988) Cytogenital studies on the effects of some
chlorinated pesticides I1l. Concluding Remarks. Cytologia, 53: 427-436.

Kaplan, C., Diril, N., Sahin, S. ve Cehreli, M.C. (2004). Mutagenic potentials of dental
cements as detected by the Salmonella/microsome test. Biomaterials, 25: 4019—
4027.

70

Bicimlendirilmis: Yaz tipi: italik,
Italyanca (Italya)

Bicimlendirilmis: Yaz tipi: Kalin

{ )
( )
( Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italk |
{ )
{ )

Degil, Italik, Italyanca (Italya)




Kara, M., Sanda, M.A., ve Ates, A. (1994). Cytogenetics effect of the insecticide
cypermethrin on the root meristems of Allium cepa L.. Turkish Journal of Bio.,
18(4): 323-331.

Kitagawa, L., Tani, T., Akita, K., Yosioka (1973). I. Constituents of Linaria japonica, I.
Sttucture of linarioside, a new chlorinated iridoid glucoside and identification of two
related glucosides. Chem. Pharm. Bull., 21(9) : 1978-87.

Klug, W.S. and Cummings M.R. (2002). Concept of Genetics, 6 th Edition, 0-13-
081626-4 (Cev: ONER, C. Genetik Kavramlar, Palme yayincilik,816)

Kluge, R. and Podlesak, W. (1985). Plant critical levels for the evaluation of boron
toxicity in spring barley (Hordeum vulgare L.). Plant Soil, 83: 381-388.

Kumari, M., Mukherjee, A. and Chandrasekaran, N. (2009). Genotoxicity of silver
nanoparticles in Allium cepa. Science of the Total Environment. 407 : 5243-5246
Kutlu, M., Aydogan, G., Susuz, F. ve Ozata, A. (2004). The Salmonella mutagenicity of
water and sediments from the Porsuk River in Turkey. Environmental Toxicology

and Pharmacology, 17:111-116.

Lagarto Para, A., Silva Yhebra, R., Guerra Sardinas, |. and Iglesias, L. (2001). Buela
Comparative study of the assay of Artemia salina L and the estimate of the medium
lethal dose (LDsp value) 8(5): 325-409

Levin, D. E., Yamasaki, E. and Ames, B.N. (1982). A new Salmonella tester strain, TA
97 for the detection of framshift mutagens. A run of cytosines as a mutational hot-
spot Mutat. Res., 94 : 315-330.

Luo, L.Z., Werner, K.M., Gollin, S.M. and Saunders, W.S. (2004). Cigarette smoke
induces anaphase bridges and genomic imbalances in normal cells. Mutation
Research. 554 : 375-385.

Majone, F., Brunetti, R., Fumagalli, O., Gabriela, M. and Levis, A.g. (1990). Induction
of Micronuclei by Mitomycin C and Colchicine in the Marine Mussel Mytilus
Galloprovincialis. Mutat. Res., 244: 147-151.

Maron, D.M. and Ames, B.N. (1983). Revised methods for the mutagenicity test,
Mutation Research, 113: 173-215.

Mc Cann, J. and Ames, B.N. (1976) Detection of carcinogens as mutagens in the
Salmonella/microsome test:Assay of 300 chemicals:Discussion. The Proceedings of
the National Academiy of Sciences, USA., 73: 950-954.

71



Mc-Gill, M., Pathak, S. and Hsu, T.C. (1974). Effects of ethidium bromide on mitosis
and chromosomes: A possible materyal basis chromosomes stickiness.
Chromosoma. 47: 157-167.

Odeigah, P.G.C., Nurudeen, O. and Amund, O.O. (1997). Genotoxicity of oil field
wastewater in Nigeria. Hereditas, 126: 161-167.

Oraler,G. (1990). Genetik, Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Basimevi, Istanbul, 177-
122.

Otsuka HJ (1992). Isolation of isolinariin A and B, new flavonoid glycosides from
Linaria japonica. J Nat Prod 55: 1252-1255.

Oner, C. (2003). Genetik Kavramlar, Palme Yayincilik, 6. baskidan geviri, Tiirkiye,
455-467

Ozerol, E. (1996). Sitokrom P-450 monooksijenaz enzim sistemleri. Turgut Ozal Tip
Merkezi Dergisi, 3(3): 257-275.

Panda, B.B. and Sahu, U.K. (1985). Induction of abnormal spindle function and
cytokinesis inhibition in mitotic cells of Allium cepa by the organophosphorus
insecticide fensulfothion. Cytobios, 42: 147-155.

Patil, B.C. and Bhat, G.I. (1992). A comparative study of MH and EMS in the induction
of choromosomal aberrations on lateral root mersitem in Clitoria ternata L.
Cytologia, 57: 259-264.

Pavela R. (2008). Larvicidal effects of various Euro-Asiatic plants against Culex
quinquefasciatus Say larvae (Diptera: Culicidae).

Poppenga, R.H. (2002). Herbal medicine: Potential for intoxication and interactions
with conventional drugs. Clinical Techniques in Small Practice. 17: 6-18.

Quillardet, P. and Hofnung, M. (1985). The SOS chromotest, a colorimetric bacterial
assay for genotoxins:procedures. Mutation Research, 147: 65-78.

Ramel, C. and Rannung, U. (1980). Short- term mutagenicity test. Environmental
Health., 6: 1065-1076.

Rank, J. and Nielsen M.H. (1994). Evaluation of Allium anaphase-telophase test in
relation to genotoxicity screening of industrial wastewater. Mutation Reseach, 312:
17-24.

Rank, J. (2003). The method of Allium Anaphase-Telophase Chromosome Aberration
Assay. Ekologiia, 38-42.

72

[ Bigimlendirilmis: Yaz tipi: italik

[ Bicimlendirilmis: Yaz tipi: italik




Reid, K.A., Maes, M.A,, Staden, J.V., Kimpe, N.D., Mulhollve, D.A. and Verschaeve,
L. (2006). Evaluation of the mutagenic and antimutagenic effects of South African
plants. Journal of Ethnopharmacology, 106: 44-50.

Roy-Byrne, P.P., Bystritsky, A., Russo, J., Craske, M.G., Sherbourne, C.D. and Stein,
M.B. (2005). Use of herbal medicine in primary care patients with mood and
anxiety disorders. Psychosomatics, 46: 117122,

Saad, B., Dakwar, S., Said, O., Abu-Hijleh, G., Al Battah, F., Kmeel, A. and Aziazeh,
H. (2006). Evaluation of medicinal plant hepatotoxicity in co-cultures of
hepatocytes and monocytes. eCAM., 3: 93-98.

Sadia, K.B. and Vahidy, A.A. (1994). Cytotoxic effect of herbicide ronstar on
meristamic cells of Allium cepa, L. Pak. J. Bot., 26: 69-74.

Scolnic, D. and Halazonetis, T. (2000). Chfr defines a mitotic stress checkpoint that
delays entry into metaphase. Nature. 406: 430-435.

Shahin, S.A. and EI-Amoodi, K.H.H. (1991). Induction of numberical chromosomal
aberrations during DNA synthesis using fungicides nimrod and rubigan-4 in root
tips of Vicia faba L. Mutation Research. 261: 169-176.

Simaan, J.A. (2009). Herbal medicine, what physicians need to know. Lebanese
Medical Journal, 57: 215-217.

Singer, B. and Gerunbeger, D. (1994). Molecular Biology of Mutagenesis and
Carcinogensis, 335.

Smaka-Kincl, V., Stegnar, P., Lovka, M. and Toman and M.J. (1996). The evaluation of
waste, surface and ground water quality using the Allium test procedure. Mutation
Research, 368: 171-179.

Sofowora, A. (1999). The state of medicinal plants research in Nigeria, In: Proceeding
of workshop held at Ile-Ife, Nigeria, 1:373.

Steff, L.B. (2007). Herbal hepatotoxicity. Clinics in Liver Disease. 11: 577-596.

Trosko, J.E. (1997). Challenge to the Simple Paradigm that ‘Carcinogens’ are
‘mutagens’ and to the in vitro and invivo Assay Used to Test the Paradigm. Mutat.
Res., 373:245-249.

Tundis, R., Deguin, B., Loizzo, MR., Bonesi, M., Statti, GA., Tillequin, F. and
Menichini, F. (2005). Potential antitumor agents: Flavones and their derivatives
from Linaria reflexa Desf. Bioorg Med Chem Lett 15: 4757-4760.

73



Vidakovivé-Cifrek, Z., Pavlica, M., Regula, I. and Papers, D. (2002). Cytogenetic
damage in shallot (Allium cepa) root meristems induced by oil industry High-
Density Brines. Environmental Contamination and Toxicology, 43: 284-291.

Vural, N. (1984). Toksikoloji, Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Yaymlar
Ankara, No. 56:, 32-81.

Vural, N. (1996). Toksikoloji, Ankara Universitesi Basimevi, Ankara, 344-363.

Wang, K., Shindoh, H., Inoue, T. and Horii, I. (2002). Anvantages of in vitro
cytotoxicity testing by using primary rat hepatocytes in comparison with established
cell lines. Journal of Toxicological Sciences. 27: 229-237.

Watanabe-Akanuma, M., Ohta, T. and Sasaki, Y.F. (2005). A novel genotoxic aspect of
thiabendazole as a photomutagen in bacteria ve cultured human cells. Toxicology
Letters, 158:213-219.

Webster, P.L., and Macleod, R.D. (1996). The root apical meristem and its magrin, In:
Waishel, Y., Eshel, A., Kafkafi, U., (Eds.), Plant roots. the hidden half (Second Ed.),
Marcel Dekker, New York, pp. 51-76.

WHO (1985). The WHO traditional medicine programme: policy and implementation.
International Traditional Medicine Newsletter 1: 1-5.

Wierzbicka, M. (1988). Mitotic disturbances induced by low doses of inorganic lead.
Caryologia, 41: 143-163.

Wyszyn’ska, K. and Liro, W.C. (1991). The Use of Cytogenetic Tests For Evaluation of
Mutagenic Properties of Selected Dyes Applied in Textile and Cosmetic Industry.
Genetica Polonica, 32(3)

Yiiksel, N. (1999) Sitokrom P-450 Enzim Sistemi ve Ila¢ Etkilesmeleri, 35. Ulusal
Psikiyatri Kongresi, Trabzon.

Yiizbasioglu, D., Unal, F., Sancak C. ve Kasab, R. (2003). Cytological effects of
herbicide racer flurochloridone on Allium cepa. Caryologia, 56: 97-105.

Zhou, S., Koh, H.L., Gao, Y., Gong, Z.Y. and Lee, E.J. (2004). Herbal bioactivation:
the good, the bad and the ugly. Life Sciences, 74: 935-968.

Zhuleva, L.Y. and Dubinin, N.P. (1994). Use of the Micronucleus Test For Ecological
Monitoring In Astrachan Oblast. 30(7): 999-1004.

74



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Ugur Giirol GOKCE
Dogum Yeri : Kadikdy/Istanbul

Dogum Tarihi © 11/12/1987

Yabanc: Dili : Ingilizce

Iletisim (Telefon/e-posta) . ugurgurolgokce@gmail.com

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise : Uskiidar Burhan Felek Lisesi
Lisans : Afyon Kocatepe Universitesi (2006-2010)
Yiiksek Lisans : Afyon Kocatepe Universitesi (2010-2012)

75



