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Alternatif tibba olan ilgi ve buna paralel olarak bitkilerin kullanimi da
artmaktadir. Bitkilerin etkinliklerinin arastirilmasi hem iilkemiz ekonomisi, hem
de halk arasindaki kullanimlarinin giivenilirliginin degerlendirilmesi bakimmdan
onem tagimaktadir. Bu amagla, lilkemizde insanlar ve diger canlilar tarafindan
tiketilen Limonium cinsine ait bazi tiirlerin kok, goévde ve yaprak organlari
kullanilmistir. Bu organlardan elde edilen, distile su, metanol ve aseton:metanol
(2:1) ekstrelerinin mutajenik ve sitotoksik etkileri arastirilmistir. Distile su,
metanol ve aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin mutajenik ve sitotoksik etkileri
Allium, AMES ve MTT testleriyle belirlenmistir. Calismada kullanilan tiirlerden
Limonium effusum endemik bir tiir iken Limonium globuliferum endemik degildir.
Iki tiir ile yapilan, Allium kok biiyiime inhibisyonu testi ve mitotik indeks
belirleme ¢alismalarina gore, distile su ekstreleri, konsantrasyon artisina bagli
toksisite miktarinda da artisa sebep olmustur. Kromozom aberasyon
calismalarinda da o6zellikle ig iplikleri bozulmalarinin olusturdugu anomaliler
tespit edilmistir.  AMES testinde Limonium globuliferum yaprak metanol
ekstresinin 10000 pg/plak; distile su kok ekstresinin 1 ve 0.1 pg/plak
kosantrasyonlar1; gévde ve yaprak distile su ekstrelerinin tiim dozlar1 mutajenik
etki gosterirken, Limonium effusum kok, metanol ve distile su ekstreleri zayif
mutajenik etki gostermistir. Mitokondriyel aktiviteye dayali bir test olan MTT
testi sonucglari da ekstrelerin biiylik ¢ogunlugunun sitotoksik etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Bu calismada bakteriyel, bitkisel ve memeli hiicreleri
kullanan farkli test sistemleri ile ekstrelerin farkli organizmalar iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Limonium effusum ve Limonium
globuliferum ekstrelerinin biiyiik ¢ogunlugu toksik etkiye sahip iken, bazi
ekstrelerin hiicrelerde pozitif etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Limonium effusum, Limonium globuliferum, Allium test,
AMES test, MTT test
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Interest to the altenative medicine and usage of plants have been
increasing day by day in parallel way. Investigation of plants efficiency is
important with respect to both economics of our country and evaluation of
reliability of plants usage. For this purpose in this study, root, stem and leaf
organs of some species belonging to Limonium genus, consumed in our country
by humans and other living organisms, were used. Mutagenic and cytotoxic
effects of distilled water, methanol and acetone:methanol (2:1) extracts obtained
from the mentioned organs were determined with Allium, AMES and MTT tests.
Limonium effusum that was used in the study, is an endemic species but Limonium
globuliferum is not an endemic species. According to Allium root growth
inhibition test and mitotic index determination studies commited with two species,
distilled water extracts caused to rising in the amount of toxicity depended on
increasing concentration. In chromosome aberration studies, anomalies especially
arising from spindle fiber disruptions, were determined. In AMES test, Limonium
effusum root, methanol and distilled water extracts showed weak mutagenic effect,
while Limonium globuliferum leaf methanolic extracts at 10000 pg/plate
concentration; 1 and 0.1 ug/plate root distilled water extracts; and all dosage of
stem and leaf distilled water extracts showed mutagenic effects. Results of MTT
test, was operated based on mitochondrial activity, indicated that large majority of
extracts had cytotoxic effect. In this study, it was aimed to determine the effects of
the extracts, on different organisms by different test systems using bacterial, plant
and mammalian cells. It was found that some of the Limonium effusum and
Limonium globuliferum extracts had positive effects on cells, while large majority
of extracts were toxic.

Keywords: Limonium effusum, Limonium globuliferum, Allium test, AMES test,
MTT test
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1. GIRIS

Yasamimiza yeni giren bazi fiziksel ve kimyasal ajanlar, insan hayatini
kolaylagtirdig1 gibi bazi saglik sorunlarina da neden olmaktadir. Gilinlimiizde
halen yeni kimyasal {irlinler hayatimizdaki yerlerini almaya devam etmektedirler.
Bu drlinlerin kullanimindan O©nce insan saghigina etkilerinin arastirilmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde alternatif tibbin 6nemli bir kismuni olusturan bitki
ekstreleri, mutajenik etki olusturan kimyasallara veya gevresel etmenlere karsi
antimutajenik  etki  gosterebildigi gibi, bu ekstrelerden bazilar1 farkli
organizmalarda farkli mutajenik ve sitotoksik etkiler de gosterebilmektedir.

Tibbi bitkilerin kullanimi, her zaman insanlik kiiltiirinlin bir parcasi
olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinya popiildisyonunun % 80’ine varan
bir kesiminin, bazi saglik hizmetleri agisindan gelencksel tibbi sistemlere
giivendiklerini bildirmektedir. Bununla birlikte birgok tibbi bitkinin 6zellikle
mutajeniteleri ve karsinojeniteleri gibi toksikolojik 6zelliklerini gosteren raporlar
da vardir (Alade, 2009). WHO, gelismis ve gelismekte olan iilkeleri, non-toksik
olduklar1 kanitlanan geleneksel bitki preperasyonlarini, saglik programlarina ilave
etmeleri yoniinde tesvik etmektedir (WHO, 1985).

Bitkileri kullanarak tedavi etme yontemi olan fitoterapi, tiim diinyada ve
bu tedavi yonteminin daha sistematik ve karmasik olarak uygulandig: iilkelerde
kullanilmakta ve modernlesme ile birlikte gelismis tilkelerde uygulanmasi hizla
artmaktadir (Saad ve ark., 2006).

Bazi1 medikal bitkilerin asir1 terapatik avantajlari olmasina ragmen medikal
bitkilerin bazi igerikleri potansiyel olarak toksik, mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik olabilmektedir. (Gadano ve ark., 2006). Ilaglar, organizmada &zellikle
hedef sistem lizerinde etkisini gosterirken, bitkisel ilaglarda bir¢ok sistem spesifik
olmayan sekilde fizyolojik olarak ayni anda etkilenebilmektedir (Eagelton ve
Man, 2006). Bu nedenle, tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin de, konvansiyonel
ilaglarda oldugu gibi kalite, glivenlik ve etkinlik yoniinden test edilmeleri ve
standardizasyonlarinm yapilmasit gerekmektedir (Simaan, 2009).Son yillarda
bitkisel ilaglarin kullaniminin artmasiyla fitoterapiye ilgi de artmistir. Gelismekte
olan ve gelismis tilkelerde ticari 6nem kazanmasindan dolay1 geleneksel ilaglarin

tiretimi ve kullanim1 yayginlagmaktadir. (Roy-Byrne ve ark., 2005).



Geleneksel tipta, farkli etkin maddeleri iceren ilaglarin ayni anda
uygulanmasi, ilag etkilesmeleri ve yan etkileri nedeniyle genellikle tercih
edilmemektedir. Fitoterapide ise saflastirilmis aktif bilesenleri yerine bitkinin
tamaminin kullanilmasi, igerdigi farkli bilesenlerinin sinerjik etki gostermesine
veya toksisitesinin tamponlanarak azalmasina neden olur (Poppenga, 2002).

Bazi bitkisel iiriinlerin ise substrat, baskilayici veya indiikleyicisi 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 doniislip atilabilen bazi bitkisel maddelerin yaninda, toksik
metabolitlere doniislip zararli etkiler gosterenler de bulunabilir. Bitkisel
driinlerden bazilari, CYP450’nin  baskilanmasmma neden olarak, toksik
metabolitlerin  olusumuna ve prokarsinojen aktivasyonunu engelleyerek
karsinojenezin azalmasina neden olurken; bazilart CYP450 indiikleyici olarak
davranir, bazilar1 ise reaktif ara iirlinler ile CYP450 reaksiyonlarmi etkiler (Zhou
ve ark., 2004). Bu durumun tersine karaciger ve bobrek gibi ksenobiyotik
metabolizmasinda 6nemli rol oynayan CYP450 enzimlerinin sentezlendigi
organlarda yetmezliklerin olmasi da bitkisel {riinlerin metabolizmasini ve
zehirliliklerini etkilemektedir (Steff, 2007).

Ulkemiz endemik bitki floras1 bakimindan zengindir. Bu bitkilerin
etkinliklerinin arastirilmasi hem iilkemiz ekonomisi, hem de halk arasindaki
kullanimlarinin ~ giivenilirliginin  degerlendirilmesi bakimindan Onem tasir
(Anonim, 2008). Bu g¢alismada da iilkemiz i¢in endemik olan Limonium effusum
tirtiniin ve endemik olmayan Limonium globuliferum tiiriniin baz1 tiirlerinin
mutajenik etkilerini saptayabilmek ve bu dogrultuda bu bitkinin ekstrelerinin
sitotoksik ve mutajenik etkilerini arastirmak amag¢lanmuistir.

flac endiistrisinin temelini olusturan bitkilerin icerikleri ve etkileri ne
kadar fazla agiga cikarilirsa insan saghgir ve diger canlilarmm sagliklari igin
tiretilebilecek droglarin kullanilabilirligi de belirlenmis olacaktir. Limonium
bitkisinin ekstreleri de bu amagla daha 6nceden etkileri belirlenmemis bitkilerden
bir tanesidir. Halk arasinda drog olarak kullanildig: rahatsizliklar bulundugu gibi

bu bitkilerin ekstreleri veya dogrudan kullanimlar1 bilingsiz olarak yapilmaktadir.



Drog olarak kullanilan bitkilerin bazilarmm mutajenik veya toksik etki
gosterdikleri de bilinmektedir. Ratlarda yapilan bir ¢alismaya gore, Limonium
nashii bitkisinin tanin ekstrelerinin timér olusumuna sebep oldugu tespit
edilmistir (William ve ark., 1978). Timorlerin olusumlarini da serbest radikaller
tetiklemektedir. Serbest radikallerin de patolojik sartlarin olusumuna ve kansere
sebep olduklar1 bilinmektedir (Murray ve ark., 2004). Bu tiimor olusturucu
etkisinin yaninda, kullandigimiz Limonium tiirlerinin mutajenik ve sitotoksik
etkileri ve bu etkinin ne diizeyde gergeklestigi arastirilmistir. Mutajenlerin
mutajenik etkilerini géstermek amaciyla in vitro test sistemleri kullanilmaktadir.
Bu ¢alismada da Limonium effusum ve Limonium globuliferum bitkilerinin distile
su, metanol ve aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin mutajenite ve sitotoksisitelerini
belirlemek amaciyla in vitro test sistemlerinden bitki dokulariyla yapilan Allium
testi, bakteriyel bir test olan AMES testi ve memeli hiicreleriyle yapilan MTT testi

kullanilmastir.

1.1. Limonium Bitkisinin icerigi ve Farmakolojisi

TUBITAK Tiibives veritabanlarma gore (2011) ’a gdre Limonium sp.’nin

sistematik hiyerarsisi asagidaki gibidir.

Alem : Plantae

Altalem : Tracheobionta

Bolim : Magnoliophyta Cronquist, Takht. & Zimmerm. ex Reveal
Smf : Magnoliopsida Brongn.

Altsmif : Caryophyllidae Takht.

Takim : Plumbaginales Lindl.

Aile : Plumbaginaceae Juss.

Cins : Limonium

Limonium cinsinin dahil oldugu Plumbaginaceae familyasi diinyada 24
cins ve 800 tiir ile temsil edilen bu familya, Tiirkiye’de 6 cins ve 68 tiir ile temsil
edilir (Davis, 1982).

Limonium bitkisi bir halofittir ve halofitler deniz kenar1 ve i¢ kesimlerdeki

tuzlu habitatlarda yayilis gosterirler. Tuza ve kurak ortamlara dayanikl bitkilerdir.



Populasyonlari, yiiksek tuz stresi veya diger iliskili abiyotik faktorlerin direkt
etkisinden dolay1 yiiksek 6liim oraniyla karsi karstyadirlar. Tohumlar1 glikofitlere
benzer olarak optimal ¢imlenmeyi tatli sularda gosterirler (Zia ve Khan, 2004)

Plumbaginacea familyasina dahil olan Limonium bitkisi, halofit bir bitkidir ve
diinyada genis yayilim gostermektedir. Bu ¢alismada kullanilan Limonium
effusum (Boiss.) Kuntze iilkemize ait endemik bir tiir ve Limonium globuliferum
(Boiss. Et Heldr.) Kuntze ise endemik degildir. L. effusum Ac1 Gol
(Afyonkarahisar) c¢evresinden, L. globuliferum, ise Heybeli Kaplicasi
(Afyonkarahisar) ¢evresi tuzlu step alanlardan toplanmistir. Limonium tiirleri halk
arasinda kunduz otu, esekkulagi ya da deve kulagi olarak adlandirilmaktadir. Bu
tiirlerin taze yapraklar1 hayvanlar tarafindan yenilir. Bu tiirlere ait fotograflar Sekil

1.1°de verilmistir.

Sekil 1.1. Limonium effusum (A) ve Limonium globuliferum (B) tiirlerine ait fotograflar.

Limonium cinsinin kanamayi durdurucu etkisi, antibakteriyel, iltihap
Onleyici, sigsmeleri Onleyici, menstruasyonu ve sindirim sistemini diizenleyici
etkileri vardir. Ayrica rahim kanseri ve rahim kanama bozukluklarmin klinik
uygulamalarinda kullanilmaktadir (Chen Xinmin, 1991; Bingwen ve ark., 1994).
Son arastirmalar ise Limonium bitkisinin karacigeri koruyucu etkisi oldugu,
antikansorejenik ve antiviral etkilerinin oldugunu géstermistir (Kuo ve ark., 2002;
Chaung ve ark., 2003).



Stis bitkisi ve ila¢g sanayinde kullanilan bu tiir ayni zamanda &dem
hastaligina faydalidir. Mesane taglarmin diisiiriilmesine yardim edip, spazm ve
agrilar1 gidermektedir. Idrar yollarinda biriken kum ve taslarin dékiilmesine
yardimct oldugu, kani temizleyip, viicutta biriken zararli maddelerin atilmasini

sagladigi, romatizma sikayetlerini giderdigi bildirilmistir. (Anonim, 2006)

1.1.1. icerigi

Limonium bitkisinin kimyasal kompozisyonu c¢ok zengindir. Ornegin
Limonium sinense tiiriinde 100 gram bitkide 14,81 g protein, 15,4 g total seker,
13,01 g kil tespit edilmisken yag icerigi ise ¢ok diisik bulunmustur. Ayrica
vitaminler, taninler, alkoloidler, organik asitler, flavonoidler ve diger bazi
icerikler de tespit edilmistir. Protein icerigine bakacak olursak 18 ¢esit aminoasit
icerdigi goriilmiistiir. Esansiyel aminoasitler olan valin, threonin ve fenilalanin
acisindan zengin olan Limonium cinsi, esansiyel olmayan prolin, glutamik asit
acisindan da zengindir. Ancak metionin ve sistein aminoasitlerinin orani ise ¢ok
diistik diizeyde tespit edilmistir. Limonium sinense nispeten biiyiilk miktarda
proteinik olmayan nitrojen igermektedir (Zhen-fa ve Liang, 1991).

Limonium bitkisinin kimyasal kompozisyonu ¢ok zengindir. Ornegin
Limonium sinense’de yag igerigi diisiik iken 100 gramindaki protein igerigi 14,81
g, toplam seker 15,4 g ve 13.01 kiil bulunmaktadir. Ayrica vitaminler, taninler,
alkoloidler, organik asitler ve flavonoidleri icermektedir. Atomik absorbsiyon
spektrofotometrisi ile inorganik element tayini yapilmis olup buna gore Limonium
tiirlerinin inorganik elemetlerce o6zellikle de iz elementler acisindan zengin
olduklar1 tespit edilmistir. Limonium’un degismez elementleri olarak potasyum
(K), sodyum (Na), kalsiyum (Ca) ve magnezyum (Mg) tespit edilmistir. Bunlarin
icinde en yiiksek diizeyde bulunanlar1 K ve Na elementleridir. Demir (Fe) igerigi
de yiiksektir. iz elementlerden nikel (Ni), ¢inko (Zn), krom (Cr) ve kobalt (Co)
icerigi de fazladir (Zhen-fa ve Liang, 1991). Limonium bicolor ile yapilan bir
analizde ise Cu, Zn, Mn ve Fe icerigi yiksek bulunmustur (Xiuyun ve Xian,
1991).



Limonium sinense C, B1, B2, B12 vitaminleri ve kareotenoidler agisindan
zengin bulunmustur. Ayrica bir miktar D ve E vitamini de icermektedir (Zhen-fa
ve Liang, 1991).

Avaz (2010) yaptigi ¢alismada FTIR analizi ile baz1 Limonium tiirlerinin
iceriklerini tespit etmistir. Buna gére Limonium globuliferum kék metanol ve su
ekstrelerinde epigallocatechin, flavonal, gallocatechin, mentol, timol, karvakrol,
kafeik asit ve harmon bulundugunu, yapraklarin su ekstrelerinde ise rutin,
rutinoside, epigallocatechin, myrcetin, kubain, flavonol, mentol, timol, karvakrol,
kafeik asit, kumarinler ve kinonlari, yaprak metanol ekstrelerinde ise rutin,
rutinoside, myrcetin, sitrik asit, ellagic, myrecetin 3-O-a-L, kuercetin, flovonal,
kafeik asit, taninler ve kumarinler tespit etmistir. Limonium effusum yaprak
metanol ekstrelerinde myrcetin, kubain, mentol, timol, karvakrol, harmon ve
katesol tespit ederken kok su ekstrelerinde myrcetin, kubain, mentol, timol,
karvakrol, harmon ve katesol bulurken kok metanol ekstrelerinde ise rutin,
syringic asit, ellagic, myrecetin 3-O-a-L, kuercetin, flovonal ve kubain tespit
etmistir .

Limonium sinense’nin toprak istii kismindan Zhu ve Jiu-rong (1994)
myricetin, quercetin bilesikleri ve baz1 diger bilesikleri izole etmislerdir. Baska
caligmalarda ise temel olarak 3- flavanone, 5'dimethoxy-flavanone, table catechin
gallate, table gallate, catechin, gallic acid ester, N- trans-p-etil kafeik amide izole
etmislerdir (Lin ve Chou, 2000; Lin ve Kuo, 2000). Murray ve ark. (2004) ayrica
Limonium brasiliense (Boiss.) Kuntze ile koklerinden polifenolleri izole
etmislerdir.

Limonium bicolor ile yapilan bir ¢alismada suda ¢6ziinebilen polisakkarit
izole edilmistir. Disakkarit monomer yapisindan olusmus olan polisakkaritin her
bir tekrarlayan disakkkarit yapis1 birbirine a-1,4 glikozidik bagi ile baglanarak
kuvvetli bir polisakkarit zinciri olusmustur (Ka-Lin ve Li, 2004).

Bunlara ilave olarak Limonium bitkisi belli bir miktar alkoloidler, organik

bazlar ve alifatik bilesikler icermektedirler (Zhen-fa ve Liang, 1991).



1.1.2. Farmakolojisi

Limonium sinense analizleri bu bitkinin vitamin agisindan zengin oldugunu
gostermektedir. Ozellikle de kan hiicresi materyali olan B12, B2 ve C vitaminleri
icerdigi bulunmustur (Zhen-fa ve Liang, 1991). Aymi zamanda Limonium
bitkilerinin bolca Fe, Zn, Ni, Co ve diger elementlerini igerdigi tespit edilmistir.
Bunlardan Fe hemoglobin i¢in 6nemli bir bilesendir, Zn ise insan kan olusumuyla
ilgili enzimlerin bir bilesenidir. Ni kirmizi kan hiicrelerinin rejenerasyonunu
artirict etkiye sahiptir. Co ise demir metabolizmasinda, hemoglobin sentez
enzimlerinde, kirmizi kan hiicrelerinin olgunlagsmasinda 6nemli fizyolojik rollere
sahiptir. Co ayrica B12 vitaminin aktif bir igerigi olmasi agisindan 6nemlidir
(Zhen-fa ve Liang, 1991).

Limonium bicolor ile yapilan bir c¢alismada, icerigindeki inorganik
elementlerin kanamay1 durdurucu etkisindeki rolii pozitif korelasyon gdstermistir
(Xiuyun ve Xian, 1991). Limonium bicolor’un etanol ekstreleri ve kaynatilarak
c¢ikartilan 6zlerinin ratlarda kanama zamanini kisaltict etkisi oldugu bulunmustur
(Bingwen ve ark., 1994).

Limonium bicolor’un kimyasal kompozisyon analizlerinden elde edilen
verilere gore bu bitki igeriginde gallik asit de bulunmaktadir. Gallik asitin 6nemli
derecede iltihabi Onleyici etkisi, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa gelisimini engelleyici etkisi vardir. Yine bu bitki
iceriginde bulunan luteolinin de iltthap Onleyici ve antibakteriyel etkisi
bulunmustur (Zhenheng ve Hafei, 2005; Hong ve ark., 2004).

Yine karaciger hasari olusturulmus ratlarda, Limonium bitkisinin kokiiniin
su ekstrelerinin ve yapraklarmm alkol-kloroform ekstrelerinin karacigeri
korumada roliiniin bulundugu tespit edilmistir (Chaung ve ark., 2003). Ayni
zamanda farelerde yapilan akut toksisite testinde LD50 degeri 777,6 mg / kg
olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligmayla da bitkinin diisiik toksisiteye sahip oldugu
gosterilmistir.

Limonium bicolor’un suda ¢oziinebilen polisakkaritleri ile yapilan hiicre
calismalart bu polisakkkaritlerin HelLa hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli
derecede inhibe ettigini gostermistir (Ka-Lin ve Li, 2004). Bir baska ¢alisma

Limonium bitkisinin flavanoidler agisindan zengin oldugunu tespit etmistir ve



quercetin gibi bazi maddelerin antioksidant ve antikansorejenik etki gdsterdigi
bulunmustur (Zhenheng ve Hafei, 2005; Jinming, 2003).

Limonium sinense’nin alkol ekstrelerinin Herpes simplex viriis tip I’i
inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica Limonium sinense bitkisinin etanolik
ekstrelerinden tanin bilesenlerinden olan Samarangenin B 6nemli derecede
Herpes simplex I viriisiinii inhibe etmistir (Kuo ve ark., 2002).

Sonug olarak Limonium bitkisi diisiik toksisite gostermektedir. Kimyasal
kompozisyonu ¢ok kompleks olup protein igerigi, inorganik elementler, iz
elementler ve vitamin acisindan zengindir. Ayrica flavonoidler, taninler,
polisakkaritler ve diger fizyolojik ve farmakolojik acidan aktif maddeler
icermektedirler. Bu cinsin kanamay1 durdurma, antibakteriyel, anti kanserojenik,
iltihap Onleyici, karacigeri koruyucu ve antiviral etkisi tespit edilmekle birlikte
klinik kullanim alan1 ¢ok smirlidir. Bu nedenle Limonium bitkilerinin aktif

icerikleri ve farmakolojik rollerini belirlemek 6nemlidir.

1.2. Toksik madde cesitleri

Toksik maddeler insanlarin maruz kalma yollarina gore birkag sinifa
ayrilirlar. Bunlar ilaglar, yiyecek katki maddeleri, pestisitler, endiistriyel
kimyasallar, ¢cevresel kirleticiler, dogal toksinler ve evsel zehirlerdir.

Bir¢ok insan yasamlar1 i¢in bir ¢esit veya daha fazla ilag tiiketmektedirler.
[laglar biyolojik sistemler icin yiiksek oranda etkili bir sekilde tasarlanmakta ve
sonu¢ olarak da bunlarm bircogu potansiyel olarak toksiktir. ilag¢ toksisitesi
yiikksek dozdan veya nadir goriilebilen yan etkilerinden kaynaklanmaktadir.
Ilaglarin kimyasal yapilar1 ¢ok fazla degiskenlik gosterir ve biyolojik aktivite
acisindan yiiksek oranda ¢esitlilige sahiptirler. Ila¢ insanlar tarafindan alinan
biyolojik aktivitesi bilinen tek yabanci maddedir.

Dogrudan viicuda alman ikinci yabanct madde de yiyecek katk:
maddeleridir. Bununla birlikte katki maddeleri diisiik biyolojik aktiviteye sahiptir.
Katk1 maddeleri unu veya rengi degistirmek icin, bozulmay: 6nlemek i¢in veya
bagka amaclar icin yiyeceklere katilmaktadwr. Zaten yiyeceklerde dogal olarak

pisirme kaynakli veya diger kontaminasyonlardan olusan potansiyel toksik



maddeler bulunmaktadir. Ayrica hayvansal gidalarla ilgili veteriner ilaglarmdan
kaynaklanan ila¢ kalintilar1 da yiyeceklerde bulunmaktadir.

Endiistriyel ~kimyasallar ¢evresel kirleticilere  dahil edilebilirler.
Kullanildiklar1 veya fretildikleri isyerlerinde direkt risk tasiyabilirler. Genis
anlamda endiistriyel maruz kalma giinliik yasamda kullanilan ¢6ziictileri hatta yazi
diizeltme sivilarini bile i¢ine alir.

Kirliligin ana kaynagi endiistriyel islemler ve pestisitler gibi maddelerin
cevreye saliverilmesidir. En fazla goériinen fakat belki de en 6nemli olmayan
kirletici fabrika veya enerji santrallerinden ¢ikan dumandir. Cevresel kirleticiler
havaya, nehirlere, denizlere veya karaya dokiilmektedir. Araba eksoz dumani
bilinen birkag toksik icerigi ile temel bir kirletici kaynaktir. Pestisitler tahillara,
ekim alanlarina uygulanarak dogrudan tahillar aracilifiyla veya igme suyuna
karisarak dogrudan alinabilen bir kirleticidir.

Bir¢ok bitki ve hayvan korunma veya saldir1 amaciyla toksik maddeler
iretmektedirler. Hayvan, bitki ve bakteri orjinli dogal toksinler, farkli toksik
etkileri bulunan ve insan zehirlenmesinde 6nemli bir sebep olan ¢esitli kimyasal
tipleri kapsar. Bazi insanlar doga giivenlidir teorisini One siirerler fakat bu
gergekten cok uzaktir ve insan i¢in toksik oldugu bilinen birgok maddenin orjini
dogadir. Dogal toksinler yeme yoluyla, yiyeceklerde kontaminasyon olusturarak

veya bazi canlilarin sokmasiyla toksik etkisini gosterir (Timbrell, 2002).

1.3. Bitkilerin Toksik Etkileri

Bitkiler yanlislikla temas yoluyla veya bitkilerin yenmesiyle toksik etki
olusturabilirler. Toksisitenin diger bir kaynagi ise bile bile bazi bitkilerin
yenmesidir. Toksisite olasilig1 ayrica regete ile satilan ilaglarla bitkisel ilaglarin
interaksiyona girmelerinden olusabilir. Mesela bazi bitkiler hepatik sitokrom
enzimlerini etkilemektedir. (1zzo ve Ernst, 2001).

Gegmisten giiniimiize bitkilerin biyoaktif kimyasallar1 hakkindaki bilgiler
diizenli bir sekilde artis gdstermistir. Ozellikle bitkisel ilaglara ilginin artmasi ve

tibbi sorunlara yeni yaklasimlar getirme cabalar1 bu artig1 saglamistir. Bilhassa



tibbi sorunlardan biri olan kanser {iizerine bitkilerin toksik etkilerinin
kullanilabilirligi arastirilmaktadir.

Evrimsel siire¢ i¢inde bitkiler viriisler, bakteriler ve funguslar tarafindan
saldirtya ugramis ve hayvanlar tarafindan yenilmislerdir. Buna karsilik bitkiler de
antimikrobiyal kimyasallar ve hayvanlar1 defetmek igin ¢esitli kimyasallar
iiretmek gibi bir¢ok savunma mekanizmasi gelistirmislerdir (Klaassen, 2008).

Bitkiler tarafindan sentezlenen kimyasallar g6z 6niinde bulundurulurken,
bitkiler tarafindan iiretilen bir toksik kimyasalin miktarmndaki degiskenlik
iizerinde durulmalidir. Bu degiskenliklerin sebebi birkag tanedir:

1. Bitkinin farkli bolgeleri bir kimyasaldan farkli konsantrasyonlarda igerebilir.
Mesela Pteridium aquilinum bitkisinde bulunan karsinojenik terpen yapraklarinda
koklerine gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur. (Rasmussen ve ark., 2003).

2. Bitkinin yas1 bu degiskenligi saglayabilir. Lactuca tiirlerindeki laktusin ve diger
seskuiterpenler olgunlagma ile birlikte artmaktadir. (Sessa ve ark., 2000).

3. Iklim ve toprak bazi kimyasallarmn sentezini degistirebilir. Likenler giines
1s1¢inda UV 1gmlardan korunmak icin daha fazla karotenoid iiretirler (Klaassen,
2008).

4. Bitkilerdeki tiir i¢i genetik farkliliklar kimyasallarin sentezini degistirebilir.
Bazi bitkilerde bulunan toksik kimyasallarin sentezi bazen cinse 6zgli bazen de
familyaya 0zgii olabilmektedir. Raunculus cinsinin iirettigi anemonin kimyasali
bu bitkinin bulundugu familyadaki diger bazi cinsler tarafindan da iiretilmektedir

(Klaassen, 2008).

1.4. Mutajenite Test Sistemleri

Son donemlerde kimyasal mutajenlerin belirlenmesi i¢in kisa zamanl test
sistemlerinin gelisiminde onemli ilerlemeler olmustur. Bu gelisim, kimyasallarin
potansiyel karsinojenik aksiyonlarma yol agan kompleks islemlerin ve kisa
zamanli testlerin riskleri nasil belirlediginin anlagilmasina dayanmaktadir. In vitro
testler, mutasyonlar, kromozom kirilmalar1 ve diger genetik etkileri belirlemek
i¢in in vivo testlere gore daha kullanisli, daha ekonomik ve daha hizli birgok testi

kapsamaktadir (Barile, 2008). Sayilar1 milyonlar1 bulan sentetik ve dogal
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maddenin kanserojenik potansiyelleri agisindan test edilmesi sagligimiz agisindan
gerekli olmakla birlikte, laboratuvar hayvanlar1 ile yapilan kanserojenezis
deneylerinin hem ¢ok zaman almalari, hem de ¢ok pahali olmalari nedeniyle
tercih edilmemektedir. (Debnath ve ark., 1991; Maron ve Ames, 1983).

Uzun zamanl testler, uygun hayvan tiirleri secilerek hayvana maddenin
uygulanmasmi takiben yapilan otopside patolojik ve histolojik c¢alismalarla
Olclilmektedir (Bagci, 1985; Forman ve Ames, 1991). Ayrica hayvan deneylerinde
cinsiyet faktorii, yas, verilis bigimi ve farkli tiirler farkli sonuglara neden
olmaktadir. Dolayisiyla saglikli sonuglar elde edilememektedir. Memelilerde
mutasyon testlerinin yapilmasinda en Onemli zorluk memelilerin bu test
sistemlerine oldukca az duyarli olmalar1 yiiziindendir. Bunun yaninda
mikroorganizmalar mutajenlere karsi ¢ok daha fazla duyarhdir (Vural, 1984).
Canli hayvan deneyleri yerine kimyasal maddelerin kanserojenik potansiyelerini
Olgebilmek igin son yillarda birgok in vitro test sistemi gelistirilmistir. Kisa
zamanli testler diye bilinen bu testlerle kimyasal maddelerin belirli genetik
sistemlerde belirli sonuglar verip vermedikleri Ol¢iilmekte ve elde edilen
sonuglarla maddelerin kanserojenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmaktadir
(Bagc1, 1985). Kisa dénemli in vitro ¢alismalar, kimyasal maddenin bakterilerde
mutajenik etkisinin hiicrelerde degismeye neden olup olmadigi, DNA degisim ve
tamiri iizerindeki etkisi memelilerde mutajenik etkisinin arastirilmasini kapsar
(Vural, 1984).

Mutasyonlar, normal hiicre proliferasyonu, reprodiiksiyon, fizyoloji ve
hiicre biyolojisinde temel sonuglar olusturan DNA ve RNA’daki degisimlerdir.
Mutasyonlar dogrudan veya dolayli sonuglar gosterebilir fakat ayn1i zamanda
fenotipik degisikliklerle sonuclanan gen sekansindaki sabit kalitsal degisimler de
gosterebilmektedir. Mutasyonlarin sonuglarmin tipi ve boyutu, doza, frekansa,
uygulama siiresine ve baslangi¢c degisikliklerine organizmanin verdigi karsiligin
sebep oldugu sekonder etkilere baghdir (Barile, 2008).

Genetik mutasyonlardan kaynakli degisimler, genetik bilginin transferine
engel olur ve genellikle kendini letal bir etki olarak gosterir. In vitro testlerin
avantajlar1 bir¢ok sayida kimyasali hizli bir sekilde degerlendirme imkani

vermesi, mutajenite ve karsinojenitenin mekanizmasmi 6nermesi, hayvansal test
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sistemlerinin azalmasi, insan ve hayvan risk tayinine katki saglamasi olarak
sayilabilir (Barile, 2008).
Kisa zamanlh testlerde sitogenetik ve  bakteriyel yOntemler

kullanilmaktadir.

1.4.1. Sitogenetik testler

In vivo ve in vitro sitogenetik testlerin {i¢ farkli tipi klastojeniteyi
gostermektedir. Bu 151k mikroskobu testleri kromozomlarin sayis1 veya
yapisindaki  kimyasal olarak indiiklenen degisimleri belirlemek igin
kullanilmaktadir. Ozellikle hiicre kiiltiirii adaptasyonlar1 ¢ok daha kullanisl,
ekonomik ve bircok bilesigi goriintiilleme kabiliyetine sahiptir. Sitogenetik
caligmalari, ¢evresel olarak yada ¢alisma ortaminda klastojenlere ve radyasyona
maruz kalan belirli populasyonlar i¢in (Barquinero, 1993) ya da bireysel olarak
etkilenme dozunu saptamak i¢in kullanilabilmektedir (Fender ve Wolf, 1998;
Sram ve ark., 1998). Kimyasallarin mutajenligini arastirmada kullanilan en yaygin
sitogenetik yontemler, yapisal kromozom aberasyonu (KA), kardes kromatid
degisimi (KKD) ve mikroniikleus (MN) testleridir (Albertini ve ark., 2000). Bu
testler in vivo olarak laboratuar hayvanlarinda (Desesso ve ark., 2000; Topaktas ve
Speid, 1990), in vitro olarak da insan kan lokositleri, mesane, mide nasal ve sperm
hiicreleri ile gesitli kiiltiir hiicrelerinde uygulanabilmektedir (Surralles ve ark.,
1998).

Kromozom Aberasyonu

Bilinen bir¢cok karsinojen ayrica kromozom kirilmalarini indiikleyen
klastojen ajanlar olarak tanimlanmaktadwr. CHO ve V79 hiicre hatlar1 ve insan
lenfositleri kisa zamanli sitogenetik ¢aligmalar i¢in yaygmlikla kullanilmaktadir
(Aardema, 2006; Clare, 2006).

Anoploidi ve poliploidi gibi sayisal kromozom bozulmalari ile kromozom
tipi, kromatid tipi kirilmalar ve anormal birlesme gibi yapisal bozulmalar ¢ok
yaygin olarak, boliinen hiicrelerin metafazda olanlarimi kolsemid ya da kolsisin

gibi bir tiibilin polimerizasyon inhibitorii kullanarak tutuklama ile saptanmaktadir.

12



Bu test kisaca hiicreler metafaz sathasinda incelenerek kromozom hatalarinin

ortaya ¢ikarildigi sitogenetik bir yontemdir (Akman, 1983; Trosko, 1997).

Mikroniikleus testi (MN)

Mikroniikleus 6l¢tim testleri, kromozom aberasyonlarinin belirlenmesi i¢in
hiz ve hassasiyeti bakimindan diger testlerle karsilastirilabilir. Mikronukleuslar,
ozellikle de sentromer eksikliginden kaynaklanan, mitotik hiicre boliinmesi
boyunca yavru niikleusa basarili bir sekilde gecemeyen kromozom
fragmentlerinden ileri gelmektedir. Analiz 6zellikle ¢ogalma 6zelligi gosteren
kiiltlirlerdeki cesitli bitki ve memeli hiicreleriyle kullanilmaktadir. Mikroniikleus
belirlenmesi i¢in kullanilan protokoller kromozom aberasyonu i¢in kullanilan
protokollerle ¢ok az farkliliklar icermektedir (Parry ve Parry, 2006).

Mikrontikleus hiicre ¢ekirdeginin diginda sitoplazmada yer alan ¢ekirdek
orjinli kiigiik kiiresel bir olusumdur. Mikroniikleus igeren hiicre sayisindaki artis,
maruz kalinan klastojenik (DNA’y1 hedefler, kromozom kirilmalarina neden olur)
veya aneujenik (kromozom sayisinin degisimine etkilidir, genellikle DNA’y1
hedef almaz) ajanlarin genotoksik etkilerini yansitan bir belirtectir. Mikrontikleus
testi boliinme yetenegine sahip tiim hiicrelerde yapilabilen bir testtir. Temel
prensibi, bazi mitoz anomalileri ve kromozom kaybi gibi durumlarin ortaya

¢ikarilmasma yoneliktir (Trosko, 1997; Majone, 1990).

Kisa zamanh sitogenetik testlerin sinirlamalan

Kiiltiire edilmis hiicrelerin metabolik biyotranformasyon potansiyelleri
eksiktir. Bu da metabolize olmayan temel kimyasallarin genotoksisitesinin
belirlenmesini sinirlandirmaktadir. Mikrozomal enzim preperasyonlari, besleyici
katmanlar ve kiiltlir kombinasyonlari, metabolize edici enzimlerin eksikliginde
ilave edilebilirler. Kromozom aberasyon testi daha duyarli ve giivenilir bir test

iken, KKD ve mikroniikleus testlerinden daha yorucu ve pahalidir (Barile, 2008).
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Planlanmams DNA sentezi (PDS)

Hem in vivo hem de in vitro memeli hiicreleri devamli olarak dogal veya
deneysel yollardan kimyasallara maruz kalarak saldiriya ugramaktadirlar. Bu
hiicreler, evrimsel secim yoluyla hasarlarin onarmmini gergeklestiren savunma
sistemlerini gelistirmiglerdir. Planlanmamis DNA sentezi isleminin onarim
mekanizmasi iyi tanimlanmistir. Bu toksikoloji testinin prensibi, test kimyasallari
ile muamele boyunca veya sonrasinda, kiiltiir hiicrelerine [*H]-TdR (3H-Timidin)
katilmasi1 esasina dayanmaktadir.

Sonraki enzimatik onarmm islemleri, kimyasal saldiriin bir sonucu olarak
olusan DNA pargalarinin var oldugu hiicrelerin tanimlanmasiyla baslatildigindan,
planlanmamig DNA sentezi testi DNA hasarmin indirekt 6lciim metodudur.
Primer DNA yapisi olusan parcalarmm ¢ikarilmasi, DNA polimerizasyonu ve
sonraki ligasyon islemleri sayesinde yeniden eski haline doniistiiriilmektedir.
Analiz, sirasiyla otoradyografi veya sivi parlamalarinin sayimi ile yar1 kantitatif

veya kantitatif veri iretmektedir (Williams, 1977).
Hiicre transformasyonu

Hiicre trasformasyonu i¢in kisa zamanli testler, kimyasal olarak
indiiklenen in vivo kanserler i¢in, hassasiyet ve mekanistik olarak gegerli in vitro
modelleri igermektedir. Malignant transformasyon, karsinojenik indiiksiyon ile
iliskili fenotipik degisikliklere eslik etmektedir. Testler, test bilesiklerinin
karsinojenik potansiyelleri ve transforme kabiliyetlerini (hiicresel morfoloji veya
biiyiime karakteristiklerindeki degisiklikler gibi) tespit etmek icin olusan
degisikliklerin sonuclarini kullanmaktadir.

Testlerin yeniden iretilebilirligin eksikligi, aswr1 ¢esitlilik ve bazi
sonuglarin yorumlamalarinda karsilagilan subjektif yorumlardan kaynaklanan

problemleri vardir (Barile, 2008).
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Fokus transformasyon analizi

C3H/10T1/2 ve BALB/c 3T3 fibroblast dliimsiiz hiicre hatlar1 bu analizde
kullanilmaktadir. Bu hiicreler, 6zellikle devamli proliferatif 6zellikleri ve in vivo
timor olusturucu egilimlerinden, Olimsiiz memeli kiiltiirlerinin karakteristik
yapilarini1 gostermektedirler. A549 gibi diger insan ve kemirgen Oliimsiiz
hiicrelerinden farkli olarak, insan akciger karsinoma ve insan kolon
karsinomasindan (Caco-2) tiirevlenmistir. Bu Oliimsiiz hiicreler tek tabaka
kiiltiirlerde odaklar olustururlar (Barile, 2008).

Tip I odaklar malignant olarak transforme olmus gibi hesaplanmaz; bunlar
sik1 paketlenmis odaklardir ve tek tabaka kiiltiirler, konak¢i hayvana
inokiilasyondan sonra tiimor olusturucu degillerdir.

Tip Il odaklar yogun, st tste gelen c¢ok tabakali hiicre aglarmni
gostermektedir.

Tip III odaklar yogun bir sekilde boyanmis iist iiste gelen ¢ok tabakali
hiicre; biiylime modellerinin kenarlar1 diizensiz ve konak¢i hayvana enjekte
edildiginde tiim6r olusturucudur. Analizin, in Vvivo olusan ¢ok asamali
karsinojenlerin tesvikinin belirlenmesinde ve anlasilmasinda belirli bir degeri

vardrr.

Kardes kromatid degisimi (KKD)

Kardes kromatid degisimi (KKD) kromatidlerin homolog bolgeleri
arasindaki replike olan DNA’nm krossing over olaymi igerir. Kromozom
aberasyonundan farkli olarak degisim morfolojik degisiklikleri icermez ve kardes
kromatidlerin ayirt edici etiketleme yontemiyle, degisimi tespit etmektedir.
Transkribe olan DNA’nin BrdUrd (Bromodeoksiiiridin) etiketlemesinin bir boya
ile kombine edilmesiyle metod uygulanmaktadir. BrdUrd’ nin hiicrelere katilmasi,
S fazindaki hiicrelerin fraksiyonlarinin kesin olarak tahmin edilmesinde, yalnizca
[*H]-TdR uygulanmasiyla yapilan DNA &lgiimii isleminden, daha etkilidir.
Optimal metod ise eszamanli olarak hem DNA iceriginin hem de hiicrelere katilan

BrdUrd’nin dlglilmesidir. Protokol, kiiltir medyumuna BrdUrd etiketinin
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eklenmesi  haricinde karyotip analizine ve kromozom aberasyonunun
belirlenmesine benzerdir. KKD ve karsinojenite arasinda kuvvetli bir korelasyon
oldugu kabul edilmektedir. Buna ilave olarak KKD kromozom aberasyonlarinin
belirlenmesinden daha az zahmetli bir testtir. Bu da KKD testinin, karsinojen ve
genotoksik ajanlar i¢in kullanisli ve dominant bir kisa zamanli test oldugunu
dogrulamaktadir (Barile, 2008).

KKD testi toksik madde-DNA etkilesimini aciga ¢ikarmadaki duyarliligi
ve genetoksik kimyasallarin kiiltiire edilmis yada muamele edilmis hayvanlardan
alinan orneklerinde KKD sayisini 6nemli lglide arttirmasi sebebi ile bireysel
olarak maruz kalinan genetoksik karsinojenlerin kan lenfositlerinde yaratigi DNA
hasarmi belirleyen bir indikator olarak kullanilmaktadir (Albanesi ve ark., 1998).
KKD yonteminin prensibi, kardes kromatidlerin birbirine kontrast saglayacak
sekilde boyanmasina dayanir. Kardes kromatidlerde meydana gelen parca
degisimi, boyanma farkliligindan hemen anlasilir. Bu yontemle sadece
kromozomlarda olusan yapisal degisimler gozlemlendiginden dolayr KKD
yontemi sinirli amaglar i¢in kullanilabilir (Trosko, 1997; Bakale ve Mc Creary;
Galli ve Schiestl, 1996).

1.4.2. Comet testi

Bu yontem iplik kivrilmalari, capraz baglanma, alkali labile site gibi DNA
hasarlarin1 ve kesme-gikarma onarim bolgelerindeki hatalar1 bir jel sistemi
kullanilarak belirleyebilmektedir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve ark.,
1988). Uygulamada kan Iokositleri, mesane, yanak, mide, nasal ve sperm
hiicrelerindeki DNA hasarini1 belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Albertini ve
ark., 2000). Comet testi hiicre metafaz sathasinda incelenerek kromozom
hatalarmin ortaya ¢ikarildig1 sitogenetik bir yontemdir (Chetalat ve ark., 1996;

Kasamatsu ve ark., 1996).

1.4.3. Bakteriyel yontemler

Kisa zamanli testler hem prokaryotik hem de okaryotik hiicrelerde
potansiyel karsinojen ve mutajenleri tespit etmek ig¢in kullanilmaktadir.

Prokaryotlar bakteri ve siyanobakterileri igerirler. Bakteriyel test sistemleri,
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bliylime ve ¢ogalmasi, besiyeri i¢inde sinirli oranda bulunan temel bir besinin
(genellikle amino asit) varligina bagl olan oksotrof organizmalar1 kullanmaktadir.
Buna karsilik normal veya yabani tip prototrofik organizmada mutasyon yoktur.
Bdylece biiyliime ve ¢ogalmasi i¢in ilave bir besine ihtiya¢ duymaz.

Bakteriyel testlerin temeli (1) bilesen bagimli suslardan yabani tiplere
geriye mutasyonlarin indiiksiyonuna (2) ilave ajan eklenmesiyle olusan fenotipik
degisiklikleri tanimlayan ileriye mutasyonlarin indiiksiyonuna baglidir (Maron ve
Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Bakteriler gecelik kiiltiirlerinde ¢ok sayida gelisirler ve nadir mutasyonel
olaylarin saptanmasina olanak tanirlar. Ayrica bakteriyel genetik bilgi ve
deneyimlerin artisgi, ¢esitli ajanlara kars1 yabani tiplerinden daha hassas olan 6zel
bakteri mutanlarinin olusturulmasina olanak saglanmistir. Ayrica bakterileri
kimyasal ve fiziksel ajanlarla mutasyona ugrama agisindan daha hassas hale

getirebilmek i¢in, ¢esitli islemler uygulanmaktadir (Gatehouse ve ark., 1990).

UMU (SOS) test sistemi

UMU test sistemi, kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini saptamak
amaciyla kullanilan kolorimetrik, bakteriyel bir test sistemidir (Quilerdet ve
Hofnung, 1985). SOS cevabi esas alinarak gelistirilmistir ve regiilator bir sistem
olan SOS sistemi, DNA hasari ile indiiklenebilen sistemler icerisinde ilk olarak
karakterize edilmis olan en kapsamli, en kompleks ve en iyi anlagilmis sistemdir
(Oda ve ark., 1985; Walker, 1985). UMU test sistemi, diger SOS-cevap
genlerinden ¢ok daha dolaysiz bir sekilde mutajenez ile ilgili oldugu diisiiniilen
UMU operonunun ifade edilme diizeyini saptamaya dayanir. Bu test i¢in tek bir
bakteri susu gereklidir. Yiiksek bakteriyotoksik etkilere sahip olan kimyasallarin
teshisinde kullanilabilir. UMU test susu olan TA 1535/pSK1002’ye eklenen ¢ok
kopyali plazmidler, NR (nitroantren) geni, NAT (N-asetil transferaz) geni yada
her ikisini bakteriye aktarmaktadir. Sonug olarak bu bakteri susu DNA hasarina
sebep olan “nitroantren” ve “aromatik aminler” e kars1 hassasiyet kazanir

(Josephy, 1997).
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Ozet olarak cesitli faktorler in vitro mutajenite testlerinden elde edilen

heterojen sonuglara katkida bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri:

1. Prokaryotik hiicrelerde hiicresel biyotransformasyonun eksikligi.

2. Prokaryotik hiicrelerdeki DNA tamir makanizmalarmin kararsizligi.

3. Memeli hiicre kiiltiirii sistemlerindeki detoksifiye enzimlerinin diizensiz varlig1.
4. Mutajenik ajanlarin belirli siniflarina karst in vitro metodlarin hassasiyet
seviyelerinin degiskenligi.

5. Sonuglari, in vivo muameleleri yansitmayan in vitro testlerin, yiiksek diizeydeki
hassasiyetleri.

Cevresel faktorler, spontan mutasyonlarin oranlari, canlinin normal sartlar
altindaki biyolojik fonksiyonlar1 ve gen yapist iliskileri hesaba katildiginda bu
dinamikler, muamele edilen kimyasallar ile iligkili zit etkileri onlemek igin
diizenleyici test semalarinin gelisimini artirabilir.

In vivo modellerle uyumlu in vitro mutajenite test teknolojisinin
gelistirilmesi ile 6nemli bir doniim noktas1 basarilmis olacaktir. Gereksiz hayvan
kullanimini azaltmak i¢in uygulanabilir in vitro test sistemlerinin gelistirilmesi

onemli bir amactir (Barile, 2008).

1.5. Hiicre Kiiltiirii

Farkl1 dokulardan iiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri primer hiicre kiiltiirleri,
devamli hiicre Kkiiltiirleri ve diploid hiicre kiiltiirleri olmak iizere ii¢ grupta

toplanmaktadir.

1.5.1. Primer Hiicre Kiiltira

Orijinal dokudan yeni ayrilan ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan
hiicrelerden olusmaktadir. Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicrelerin
genotipi ve fenotipi, orijinal doku hiicresi ile ayn1 6zellikleri tagimaktadir. Primer
hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiiltlir ortamindan digerine taginmaktadirlar.
Bu isleme subkiiltiir adi verilmektedir. Yeni dretilen hiicre kiiltiirleri ayni
fonksiyonel ozelliklere sahip hiicre hatlarini olusturmaktadirlar. Hiicre hatlari,

hiicrelerin alindig1 dokularin 6zelliklerine gore degismek sart1 ile farkli oranlarda
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subkiiltiire izin vermektedirler. Ancak bu hiicrelerin deneysel ortamlarda
cogalmalar1 sinirlidir (Hanks ve ark., 1996; Davis, 1996; Spier ve Griffiths, 1985).
Primer hiicre kiiltiirleri, iiretim asamalarinin zor olmasina, hassas hiicreler
olmalarina, ¢alisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ve kontrollerinin son
derece gii¢ olmasma ragmen orijinal fizyolojik durumu ifade etmeleri nedeniyle

deger kazanmiglardir (Browne, 1988; Mjor ve Hensten-Pettersen, 1983).

1.5.2. Devamh Hiicre Kilturua

Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar
dokulardan farkli olarak gelistirilmis kiiltlirlerdir. Herhangi bir kiiltiiriin, devamli
doku kiiltiirii olabilmesi i¢in en az 70 kere subkiiltiiriiniin olmas1 gerekmektedir.
Transformasyonlar1 nedeniyle fizyolojik 06zelliklerini koruyamamaktadirlar.
Devamli hiicre hatlari, standart kiiltiir 6rnekleri olarak embriyonik veya kanserli

dokulardan kodlanmis ve kullanima sunulmustur (Spier ve Griffiths, 1985).

1.5.3. Diploid Hiicre Kiiltiirii

Primer kiiltiirlerin subkiiltiirlerinin yapilmasindan elde edilmektedirler.
Ancak bu kiiltiirlerdeki biitiin hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini % 85
oraninda korumaktadirlar. Diploid kiiltiirlerde bazi hiicrelerde kromozom tipleri
kaybolabilmektedir (Spier ve Griffiths, 1985).

Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde primer hiicrelerin devamli hiicrelere
oranla daha etkili olduklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte, primer ve devamli
hiicre kiiltiirlerinin sitotoksik maddeye verdikleri metabolik cevaplar arasinda bazi
farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Devamli hiicre kiiltiirleri genetik ve metabolik
olarak stabil olduklarindan test sonuglarnin standardizasyonu daha kolaydir

(Schmalz, 1994; Feigal ve ark., 1985).

1.5.4. Hiicre Kiiltiiriiniin avantajlar ve dezavantajlar
Avantajlan

Hiicre kiiltlirli ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagli olarak

fizyolojik kosullar daha iyi kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik basing,
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oksijen ve karbondioksit kismi basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullar hiicre
kiiltiirlinde daha kolay saglanirken, canli viicudunda sabit bir ¢evre olusturarak
birtakim testleri yapmak daha zordur.

Omek homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Doku 6rnekleri
cogunlukla heterojendir. Ancak birka¢ pasaj sonra kiiltiire edilmis hiicreler
homojen hale gelebilmektedir. Hiicrelerin homojenitesi, elde edilen iiriinlerin
homojenitesi agisindan son derece dnemlidir. Bunun saglanmasmin bir diger yolu
da ¢alisan kisilerin homojenitesi ve ¢aligmalarin ayni kosullarda yapilmasidir.

Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir. In vivo sistemlerde test igin canli
organizmaya verilen maddelerin bir kismi ¢esitli yollarla disariya atilacak, bir
kismi1 da organizmanin bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu
kosullarda canli bir organizmada verilen maddenin ancak % 10’una cevap
almabilirken, hiicre kiiltiirlerinde bu oran % 90’lara ¢ikabilmektedir.

Hiicre Kkiiltiirleri iirtin elde edilmesinde endiistriyel amacgli olarak
kullanilabilmektedir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile bu daha kolay hale
gelmistir (Freshney, 1986).

Dezavantajlari

Primer kiiltiir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler
farklilasmakta ve her zaman bir miktar 6lim gerceklesmektedir. Yani hiicre
kiiltiirlerinde zamana bagl bir kararsizlik s6z konusudur (Kallus, 1984).

Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok 6nemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde
edildigi doku ve bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir.

Deneyim ¢ok onemli bir faktordiir. In vitro ¢alismalarda sterilizasyon,
kiiltiirlerin hazirlanmasi ve mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirmektedir.

Hiicre kiiltiirleri, in vivo yontemlere oranla daha ekonomik olmasina kargin
kullanilan hiicre iiretme vasatlar1 ve diger malzemeler son derece pahalidirlar.
Buna ragmen elde edilen iiriiniin saf olmasi 6nemli bir avantajdir. Ancak son
yillarda bu teknolojinin gelismesi, kullanilan malzemelerin gelistirilmesine ve
giderek daha da ucuzlamasina olanak tanimaktadir (Freshney, 1986; Davis, 1996;
Kang ve ark., 1993).
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1.6. MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) hiicre hatti

MDBK hiicre hatt1 Madin ve Darby tarafindan normal yetigkin bir boganin (Bos
taurus) bobreginden tiirevlenmistir. Bu hattin bir sigir viriisii (BVDV) ile enfekte
oldugu Ogrenilmistir. Daha sonra Van Deusen adli arastirmaci ATCC’ye bu
viriisiin enfeksiyonuna ugramamis MDBK hattin1 buldugunu bildirmistir. Hiicre
hattt NBL-1 olarak da bilinmektedir. Yapisik ve epitelyum benzeri hiicrelerdir
(Anonim, 2011).

1.7. Bu Cahsmada Kullanilan Test Sistemleri

1.7.1. Allium testi

Allium testi kimyasallar, kirleticiler ve kontaminantlar i¢in hizli bir tarama
prosediiriidiir ve boylelikle c¢evresel riskleri gostermektedir. Kok biiylime
inhibisyonu ve kromozomlar iizerine olumsuz etkilerin belirlenmesi, muhtemel
toksisitenin gosterilmesini saglar. Bitkilerde kok uglari, toprak veya sudaki
kimyasallar ve kirleticilerle temas eden ilk kisimdir. Soganin (Allium cepa) kok
ucu sisteminin gozlenmesi, bu bitkinin ¢evresel kontaminantlar gibi zararh
etkilere karst Ozellikle duyarli oldugunu gostermistir. Yeni gelisen kok
sistemlerinin gelisiminin inhibisyonunun o&l¢iilmesiyle olusan bariz etkilerin
miktar1 belirlenebilirken, kok ucu hiicrelerinin  kromozomlarinin incelenmesi
muhtemel mutajenik etkileri gosterebilir (Fiskesjo, 1985).

Toksisite, test edilen kimyasallarin toksik durumlarini belirlemek igin
hasar derecesinin kullanildigi makroskobik parametrelerle (biiylime inhibisyonu
gibi) birlikte mutajenezi kanitlamak i¢in kromozom kirik ve hasarlarinin
oranlarmin belirlendigi mikroskobik parametrelerle de 6lgiilebilir (Grant, 1982).

Bitkilerin saklanmasi ve tasmmasi kolaydir. Ayni1 zamanda bitkileri elde
etmek hem ucuz hem de kolaydir. Genellikle bitki hiicrelerinin kromozom sartlar1
iyidir, buda kontrol sartlarinda yiiksek bir standart saglamaktadir. Allium testi
nispeten kisa ve kolay bir test sistemidir. Bu test sistemi yliksek duyarliliga
sahiptir ve yeniden elde edilebilir sonuclar vermektedir. Birkag test sistemiyle
karsilastirilabilen sonuglar saglayan bir testtir. Gozlenebilen makroskobik ve

mikroskobik etkiler arasinda iyi bir korelasyon vardir. Makroskobik etki (kok
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biiylimesinin inhibisyonu) en duyarli parametre gibi goriilmektedir. Mikroskobik
incelemeler kromozom hasarlarinin  ve hiicre bdliinme bozukluklarinin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu da toksik etkinin veya potansiyel
mutajenitenin mekanizmas1 veya onemi hakkinda ilave bilgiler saglamaktadir
(Fiskesjo, 1985).

Kok hiicreleri bazi karisik fonksiyonlu oksidaz enzimlerine sahiptir ve
bunlar bir¢ok promutajenin mutajene aktive edilmesinde kullanilan enzimlerdir.
Bu aktive edici sistem, reaktif bir metabolit araciligiyla toksik etkilerini kullanan
kimyasallarin tespitini kolaylastiracaktir. Bu sistemin, saf maddeleri, i¢me
sularini, dogal sular1 ve endiistriyel atiklar1 ve bitki ekstreleri gibi madde veya
cozeltilerin test edilmesinde genis bir kullanim alan1 vardir ve c¢evresel
kimyasallarin toksisite siralamasi ve degerlendirilmesinde kullanighidir (Fiskesjo,
1981; Fiskesjo, 1983; Fiskesjo, 1985).

Test, kok sistemlerinin gelisimi iizerine herhangi bir agik etki olmaksizin
genis bir pH araliginda (3.5-11.0) calisabilmektedir. pH tek basmna koklerin
gelisimini  etkilemese de bazi durumlarda pH iyonizasyon durumunu
degistirmesiyle toksik potansiyeli ¢arpict bir sekilde degistirebilir. Bu durum
bilesiklerin toksisitesinin degerlendirilmesinde géz oniinde bulundurulmalidir.

Sistemin dezavantajlari test edilen bilesenlerin fiziksel halleriyle iliskilidir.
Baska bir problem sularda veya endiistriyel atiklarda bulunan c¢oziinemeyen
bilesenlerdir (Fiskesjo, 1985).

Allium test yiiksek oranda hassastir ve diger test sistemlerinde test
edildiginde zararli olmadig1 varsayilan birkag¢ bilesen i¢in pozitif toksik etkiler
verebilir. Bu bazen hatali pozitif sonuglarla sonuglanmasina ragmen bu ayrica
kontaminasyonlarin gézden kagmamasmi saglar. Bu, 0Ozellikle kompleks

karigimlar test edildiginde 6nemlidir (Fiskesjo, 1985).

1.7.2. AMES Test (Salmonella / mikrozom test)

Ames testi bakteriyel mutasyon testleri i¢inde detaylar1 en iyi bilinen ve
karakterize edilen, gegerliligi, uygulanma kolaylig1 ve hassasligi nedeniyle en
fazla kabul gorerek tercih edilen ve giiniimizde de siklikla kullanilan bir

yontemdir (Russell, 1998; Gatehouse ve ark., 1990; Friedberg, 1995). Bu testin
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devam eden popiilaritesi DNA’ya zarar veren tehlikelerin (genotoksik) teshis
edilmesi ve yiiksek hassasiyetteki mutajenez biyokimyasal mekanizmalarin
aciklanmasi yetenegi ile baglantilidir (Josephy, 1997). Test organizmasi olarak
kullanilan ~ Salmonella typhimurium, histidin geninde olusturulan farkli
mutasyonlarla (his G, his C ya da his D) gelismek i¢in histidin gereksinimi duyan
degisik tipte oksotrofik mutantlara doniistiiriilmiistiir. Ayrica histidin mutantlarina
ek olarak bu mutantlara baz1 diger mutasyonlar ilave edilir.

Bu testin temeli, yapay Salmonella typhimurium’un histidin sentezleme
yeteneklerini kaybetmis (his™ = oksotrof ') olan suslarinin test bileseni ile muamele
edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip his’ hale geri déniismesine dayanir.
Geri donlisen (revertant) bakteri kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat
normalde de mutajenlere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen
bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek i¢in spontan revertant koloni
sayist sayilmasi gerekir (Maron ve Ames, 1983). Bir mutant sus, tek bir baz
degisimi seklinde nokta mutasyona sahip iken, kendiliginden ya da bir mutajen
uyaristyla yabani tipe doniistiigiinde, transisyon ya da transversiyon seklinde
mutasyon ge¢irmis olmaktadir.

Reversiyon test yontemi uygulamalarinda, farkli 6zelliklerde gelistirilen ve
cesitli amaglarla kullanilan Salmonella typhimurium test suslar1 disinda E.Coli’nin
bazi suslar1 da yer almaktadir. Bu bakteri kiiltiirleri de ayn1 prensibe uygun olarak,
triptofan E lokusunda olusturulan mutasyonla, oksotrof hale getirilmistir. Bu
sekilde gelistirilen E.coli WP2 uvr A (pKM 101) ve E.Coli WP2 (pKM101)
suslar1 AT baz ¢ifti mutasyonu tasimaktadir (Gatehouse ve ark., 1990).

Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla elde
edilmis suslarinin genetik 6zellikleri asagida belirtilmistir.

Histidin mutasyonu: Her test susu histidin operonunun degisik
bolgelerinde ya operondaki baz degisimleri ya da ¢erceve kaymasina yol agan baz
ilavesi veya ¢ikarmasi ile mutant hale getirilmistir.

His G 46 mutasyonu: His G geni bakteriler tarafindan histidin sentezinde
kullanilan ilk enzimi kodlayan gendir. Bu mutasyon TA 1535 ve TA 100
mutantlarinda vardir. His G geninde 16sin amino asidinin kodunu ~GAG- baz ¢ifti

degisimi sonucu prolin amino asidi kodunu olan —-GGG- doniligmiistiir. Bu
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mutasyon her iki mutantda da baz cifti degisimlerine neden olan mutajenik
kimyasallar tarafindan geri doniistiiriiliir.

His D 3052 mutasyonu: His D geni de histidin sentezinde kullanilan
histidinol dehidrogenaz enzimi kodlamaktadir. Bu mutasyon gendeki tek bir
niikleotidin eksikligi sonucu ortaya ¢ikmig olan g¢ergeve kaymasi tipinde bir
mutasyondur. TA 98 ve TA 1538 mutantlarinda vardir.

His D 6610 mutasyonu: Bu mutasyon gene bir niikleotid eklenmesi sonucu
ortaya ¢ikmis olan cerceve kaymasi tipinde bir mutasyondur. Mutasyonda
etkilenen bolgede bes yerine alti sitozin dizisi bulunmaktadir.

His G 428 mutasyonu: ”ochre” stop kodonu varhigindan dolay1 His G geni
inaktif durumdadir. Baglangigta gelistirilen His- mutantlarmin ¢esitli test
maddelerine kars1 duyarliligini arttirmak icin bu suslara asagidaki mutasyonlar
eklenmistir.

Rfa mutasyonu: Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit
tabakasmi kodlayan genlerde meydana gelmistir. Lipopolisakkarit tabakanin
kismen yok olmasi ile normalde hiicre i¢ine giremeyen biiyiik molekiiller hiicre
icine girmektedir.

UvrB mutasyonu: Bu mutasyon DNA onarimm sisteminde kesip-¢ikarma
gorevini istlenen enzimini kodlayan UvrB genindeki delesyon sunucu
olugsmustur. Delesyon sonucu ‘‘chl’’ ve ‘‘bio”’ genleride ¢ikarilmistir. Bio geni
bakterinin biotin sentezinden sorumlu bir enzimi kodlamaktadir. Dolayisiyla
bakterilerin iireyebilmeleri i¢in histidin amino asidinde oldugu gibi biyotin amino
asidine ihtiyag¢ vardir.

R faktorii: Amplisin direnglilik geni olup bu geni tasiyan bakterilerde
normalde hiicrelerde bulunan ve hata frekansi yiiksek olan DNA onarim yolunun
aktivasyonuna ve gerek pozitif sonuglarmin artmasina, gerekse spontan olan
mutasyonlarin artmasma neden olur. R faktoriine sahip olmayan suslar zayif
mutajenik sonuglar verirken R faktor genini tagiyan pKM 101 plazmidine sahip
yeni suglar olduk¢a kuvvetli sonuglar vermislerdir (Durusoy ve Kambur, 2003;
Cerna ve ark., 1998; Nakamura ve ark., 1992).

Diger bakteriyel testlerde oldugu gibi Ames testinde de eksik olan unsur,

memelilerde detoksifikasyon mekanizmasini gergeklestiren enzim sisteminin
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olmayisidir. Bu sistem pek ¢ok kimyasal grubu reaktif olmayan hale getirirken,
baz1 bilesikleride DNA ile etkilesime girebilen yiiksek Olgiide elektrofilik,
mutajenik hatta karsinojenik forma donistirmektedir (Haack ve ark., 2001).
Mutajenik etkisi test edilen herhangi bir ajanin bu enzim aktivasyonunun etkisi ile
nasil bir potansiyele sahip olacaginin belirlenmesi kaginilmazdir. Bu yondeki
sakincanin giderilmesi i¢in memeli laboratuar hayvanlarindan izole edilen
karaciger enzim ekstresi bakteriyel sisteme dahil edilerek testler prosediire uygun
olarak tekrarlanmaktadir.

En yaygin olarak kullanilan enzim preparati, sicanlarin, enzim aktivasyonu
uyarilmig olan karaciger dokularindan homojenize edilen post mitokondriyel
stipernatandir (Hass ve ark., 1986; Vrijsen ve ark., 1990). Bu materyal, ilag
metabolize edici enzimlerin bir cesidini, sitokrom bagimli monooksijenazlari,
sitokrom bagimsiz oksidazlari, amidaz, esteraz, glutatyon-S-transferaz,
siilfotransferaz, agil transferaz, metil transferaz, dehidrogenaz ve peroksidazlari
icermektedir. Enzim Ozitii, kofaktorler, tuzlar ve tampon sistemle
tamamladiginda, S9 karisimi adini almaktadir.

Ames yonteminde pozitif sonu¢ veren bir ajan i¢in, insan ya da diger
memeliler de mutajenik veya karsinojeniktir denilemez. Bakteriyel mutasyonun
pozitif olmasi, ajanin potansiyel zarar1 konusunda bir 6n uyar1 anlamu tasir. Ayrica
yiiksek organizmalarda yapilacak olan daha kapsamli ¢alismalar1 yonlendiren

Onemli bir belirtegtir.

1.7.3. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) testi

Ilag gelistirme calismalarinin preklinik asamasinda ve toksikolojik
arastirmalarda hiicre kiiltlirii yontemi ile sitotoksisite caligmalar1 hem hayvan
deneylerinin azaltilmasini; hem de sistemlere yonelik 6zel etkilerin molekiiler
diizeyde anlasilmasini sagladigindan giiniimiizde zorunlu hale getirilmistir.
Sitotoksisite c¢alismalarinda kullanilan Oliimsiiz hiicre hatlar1 ise c¢alismalarin
primer hiicre kiiltlirlerine gére daha hizli, ucuz ve giivenilir olmasi nedeniyle
yaygimn olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2002).

Dogrudan veya dolayli olarak hiicre sayismi belirlemek igin iki yontem

vardir. Dogrudan hiicre sayimi ydnteminde tiim hiicreler sayilirken dolayl
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yontemler canli hiicrelerin besiyeri ortamindaki parametrelerde gergeklesen
degisikliklere dayanmaktadir (Geng¢ ve ark., 2002). MTT analizi, hiicre
proliferasyonunu o6lgen indirekt bir yontemdir, fakat MTT mitokondriyal
aktivasyonu Ol¢en bir indikatordiir. MTT testi hiicre kiiltiirii esasina dayanan
indirekt olarak hiicre bilylimesi veya hiicre oliimiinii degerlendirmeyi amaglayan
bir ilag duyarlilig: testidir (Dogan ve ark., 2004). Bir¢cok arastirmaci tarafindan
sitotoksisite arastirmalarmda kullanilmaktadir (Mohamed ve ark., 2000; Ali ve
ark., 2001). MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik
ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. MTT kolorimetrik tayini, canli hiicrelerin
¢oziinebilir tetrazolium tuzunu [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromiir] c¢oziinemeyen formazan ¢okiintiisii haline doniistiirmesi yetenegini
belirleyen bir testtir. Hizli ve dogrudan dehidrogenaz aktivitesini dlger. Bilhassa
MTT mitokondriyel elektron transport sistemindeki sitokrom b, ¢ bdlgeleri ve
ubikuinon bdlgesinde ve siiksinat dehidrogenaz aktivitesi sonucuyla rediiklenir.
Bu reaksiyon sar1 renkli tuzlari, spektrofotometrik olarak konsantrasyonlari
belirlenebilen organik ¢oziiciiler igerisinde ¢oziinebilen mavi renkli formazan
kristallerine donistiriir (O’Hare ve Atterwill, 1995). Tetrazolyum tuzlarmin
formazan f{iriinlere doniistimii, NADH veya NADPH‘in azalmasiyla meydana
gelir. NADH dehidrogenazlari solunumun enerji iireten reaksiyonlarinda: glikoliz,
kreps dongiisli ve oksidatif fosforilasyonda rol alir. NADPH dehidrogenazlari ise
biyosentetik iiretim reaksiyonlarinda gorev alir. Bu dehidrogenazlar genelde
mitokondrilerde yer alirlar. Formazan kristalleri DMSO, izopropanol ya da
formazan triinlerinin ¢oziilebildigi ve rapor edilen diger uygun c¢oziiciilerde
¢oziildiikten sonra ¢oziinen boyanin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
Olciilebilir (Subhashini ve ark., 2005). Olusan formazan tuzlarmin miktar1 direkt
olarak hiicre sayisinin oranini gosterir (Holst ve Oredsson, 2005).

Bu teknigin bir¢ok avantaj1 yiiziinden bugiin bu teknik geleneksel teknikler
iizerinde 6nemli bir avantaj sagladig: diisliniilmektedir. Hizli, cok yonlii, kantitatif
ve yiiksek diizeyde yeniden iiretilebilirlige sahip bir tekniktir. Genis bir alanda
kullanima sahip olan teknik, antitiimor ilag belirleme programlarinda (Ruben ve
Neubauer, 1987; Alley ve ark., 1988; Carmichael ve ark., 1988), yiizen hiicreler

olan 16semi ve akciger karsinoma hiicrelerinde, hiicre proliferasyon
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caligmalarinda, ilaglarla tetiklenen hiicre Olimlerinde ve MTT substratindan
formazan iirlinii olusturan enzimatik aktivite kaybinda kullanilmaktadir. MTT
testi her hiicre hatt1 i¢in uygulanabilir bir testtir. Optimal sayida hiicre ekimi,
deney siiresi, ve MTT inkiibasyon siiresi degerlendirilebilir optik dansite igin

gerekli parametrelerdir (Mosmann, 1983).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Bitki Ekstraksiyonu Yontemi

Limonium effusum ve Limonium globuliferum bitkileri Acig6l ve Heybeli
Kaplicas1 (Afyonkarahisar) bdlgelerinden toplandiktan sonra Afyon Kocatepe
Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda taksonomik siniflandirilmasi Dog.
Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan yapilmistir. Oda sartlarinda kurutulmus
bitkilerin kok, gévde ve yapraklar1 birbirlerinden ayrilip her bir kisim ayr1 ayri toz
haline getirilmistir. Coziicii olarak bu ¢aligmada distile su, metanol ve
aseton:metanol (2:1) kullanilmistir. Distile su ekstraksiyonu Sofowora (1999)’ya
gore yapilmistir. Kapali siselere konulan toz halindeki 25°er gramlik bitki
orneklerine 250 ml distile su eklendikten sonra toz halindeki bitkiler 80°C’de 30
dakika su banyosunda bekletilmis ve daha sonra ekstreler 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant kisim alinip filtre kagidindan
gecirilmistir. En son elde edilen ekstrelerin ¢oziiciileri, 45°C’deki rotary cihazinda
vakumla ugurulmustur. Metanol ve aseton:metanol (2:1) ekstreleri Sirohi ve ark.
(2009)’nin ekstraksiyon protokollerinin modifiye edilmesi ile elde edilmis olup
25’er gram Orneklerden alinip lizerlerine 250 ml ¢6ziiclilerden eklenmistir. 24 saat
oda sicakliginda bekleyen ekstreler, distile su ekstraksiyonunda anlatildigi gibi
santrifiij edilmis ve rotary cihazinda ¢oziiciileri ugurulmustur. Hazirlanan 100 g/L
coOzelti stok olarak kullanmis ve deneylerde kullanilan ¢ozeltiler deney esnasinda

bu stok ¢ozeltiden taze olarak hazirlanmustir.

2.2. Allium Test

Bu caligmada bitkisel materyal olarak sogan (Allium cepa, 2n=16)
kullanilmistir. Kimyasal madde olarak da fuksin, potasyum metabisiilfit (K2S,0s),
glasiyal asetik asit, metanol kullanilmugtir. Allium testi, Fiskesjo (1985)’den
modifiye edilerek yapilmistir.
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2.2.1. EC 50 konsantrasyonunun belirlenmesi

1. Soganlarin kuru kok kisimlar1 kazindiktan sonra 24 saat siireyle distile
suda bekletilip koklendirilmistir (her bir konsantrasyon igin 8 adet).

2. Homojen (biiyliikliik ve agirlik acisindan) olan soganlardan her bir
konsantrasyon i¢in 5’er adet se¢ilmistir.

3. Bu soganlar daha sonra 96 saat belirtilen konsantrasyonlarda ve kontrol
grubunda bekletilmistir. Cozeltiler hergiin degistirilmistir.

Bu siirenin sonunda kontrol grubundan elde edilen kok uzunluklariyla,
konsantrasyonlardaki kok uzunluklar1 karsilastirilmistir. Kontrol ve farkl
konsantrasyonlarin her birine ait 5’er sogandan 10 kokiin uzunlugu (mm)
Olgiilerek, o konsantrasyona ait ortalama kok uzunlugu belirlenmistir (her
konsantrasyon i¢in 50 kok = 5 sogan x 10 kok). Ortalama kok uzunlugunu
kontrole gore %50 azaltan konsantrasyon degeri, etkili konsantrasyon (EC50)

degeri olarak tanimlanmastir.

2.2.2. Kromozom aberasyon testi

Allium cepa’nin kok ucu meristem hiicrelerinin hiicre dongiistiniin 24
saattir (El¢i, 1994). Bu durum dikkate alinarak, mitotik indeks ve kromozom
aberasyonlar1 i¢in her bir konsantrasyonun uygulama stireleri 24, 48 ve 72 saat

olarak yapilmustir.

1. Distile suda 24 saat siireyle bekletilen soganlardan homojen uzunluktaki
koklere sahip soganlar, etkili konsantrasyon (EC50), yaris1 (EC50/2) ve iki
kat1 (2xEC50) olan konsantrasyonlara 24, 48 ve 72 saat silireyle maruz
brrakilmistir.

2. Her muamele i¢in 7’ser adet sogan kullanilmistir. Fiksasyon, boyama ve
daimi preparasyon i¢in 5 soganin kok uglarindan 6rnekleme yapilmis ve
her sogana ait kokler ayr1 bir tiipe konulmustur. Sogandaki en yiiksek
mitoz sikligmin sabah saat 6:00 ile 9:00 arasinda elde edilmesinden dolay1
kok ucu materyallerinin almmasi sabah saat 7:00-8:00 arasinda

tamamlanmustir.
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2.2.3. Preperatlarin hazirlanmasi

Fiksasyon

1. Her bir uygulama siiresi sonunda sogan kok ucundan itibaren yaklagik 1-2
cm uzunlugunda kesilen materyaller Carnoy’s fiksatifine (3 kisim %95’lik
metanol:1 kisim glasiyal asetik asit) alinarak 24 saat 4°C’de tespit
edilmistir.

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

icerisinde buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hidroliz

1. Hiicreleri birbirlerinden ayirip mikroskopta daha iyi1 gozlenebilmelerini
saglamak amaciyla bu islem yapilmistir.

2. Kokler %70’lik alkol icerisinden c¢ikartildiktan sonra 1N HCI igerisine
almarak 60°C sicakliktaki su banyosunda 7 dakika hidroliz edilmistir.

Boyama

1. Hidroliz isleminden sonra kokler distile su igerisinde almarak 15 dakika
bekletilmistir.

2. Kokler Feulgen boyasi ile oda sicakliginda bir saat boyanmstir.
Feulgen boyasinin (El¢i, 1994) hazirlanist:
1 g fuksin (Sigma) {iizerine 200 ml kaynatilmis su ilave edilerek
karigtirilmistir. Bu karigima 20 ml 1N HCl ilave edilerek bir giin bekletilir.
Siiziilen bu karigima 2 g potasyum metabisiilfit (K2S;0s, Sigma) eklenerek
boya kapakli bir siseye konulmustur. Buzdolabinda 24 saat bekleyen ve

acik cay rengini alan boya kullanima hazir hale gelmistir.
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Daimi Preparasyon

1. Boyanmanm en yogun oldugu yaklasik 1-2 mm uzunlugundaki kok ucu
dokusu kesilerek geriye kalan kisim atilmistir.

2. Kok ucu lizerine %45’lik glasiyal asetik asit damlatilip {lizerine lamel
kapatilarak ezme-yayma preparat yapilmistir.

3. Preparatlar kanada balzami kullanilarak daimi peraparat haline

getirilmistir.

2.2.4. Mikroskobik ¢alisma

Mikroskobik analizler; mitotik indeks, anafaz ve telofazdaki kromozom

aberasyonlari ile diger aberasyonlarin belirlenmesini igermektedir.

1. Kok ucu meristem hiicrelerine ait mitotik indeksin belirlenmesinde, her
uygulama i¢in hazirlanan 5 preparatin her birinde 1000’in tizerinde hiicre
olmak tizere toplam yaklasik 5000-6000 hiicre i¢ginde mitoza giren
hiicreler sayilmistir (MI=mitoza girmis hiicre sayis1 / toplam hiicre sayisi
%100).

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

3. Belirlenen kromozom aberasyonlar1 10x40 biiyiitmede dijital fotograf

makinesi kullanilarak fotograflanmigtir.
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2.2.5. Verilerin istatistiksel analizleri

Biyolojik testlerin her birinden elde edilen veriler SPSS programinda
varyans analizi (ANOV A) uygulanarak istatistiksel analizler yapilmistir. Verilerin
ortalamalar1 arasindaki p<0.05 diizeyindeki farkliliklar, Duncan ¢oklu
kargilastirma testi ile belirlenerek istatistiksel agidan homojen gruplar

belirlenmistir.

2.3. AMES Mutajenite Testi

2.3.1. Bitki Ekstreleri

Limonium globuliferum ve Limonium effusum bitkilerinin distile su,
metanol ve aseton:metanol (2:1) ekstreleri bu ¢alismada kullanilmustir. Ekstreler

yukarida belirtildigi gibi hazirlanmistir.

2.3.2. Salmonella typhimurium test suslar

Deneyde, Prof. Dr. Ames ve arkadaslar1 tarafindan, Salmonella
typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA98 ve TA
100 suslar1 kullanilmistir. Bu sus Hacettepe Universitesi Biyoloji boliimii 6gretim
iiyelerinden olan Prof. Dr. Nuran Diril’den saglanmistir. TA 98 susu kodon
kaymasi, TA 100 ise baz ¢ifti doniisiimii tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda

kullanilmustir.
2.3.3. Deneyde kullanilan besiyerlerinin icerikleri ve hazirlanmalari

Caligmada kullanilan kimyasallardan nutrient broth no:2, Oxoid markali
olup diger kimyasallar, magnezyum siilfat (MgSO,.7H,0), sitrikasit monohidrat,
potasyum fosfat (K,HPQO,), sodyum amonyum fosfat (NaHNH,; PO,4.4H,0), D-
Biyotin, L-Histidin-HCI, ampisilin trihidrat, sodyum hidroksit, kristal viyole,
glikoz, agar, NaCl, sodyum azid, 2-aminoantrasen, 4-NPD, 2-aminofluoren,
potasyum kloriir, magnezyum kloriir, sodyum dihidrojen fosfat, disodyum

hidrojen fosfat, B-NADP, glikoz-6-fosfat ve S9 fraksiyonu Sigma’dan alinmistir.
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Vogel-Bonner-E Ortami (50XVB tuzlar)
Kullanim: MGA ve HBA (master) plaklar1

1000 ml icin

Magnezyum siilfat (MgSO,4.7H,0) 10 gr

Sitrikasit monohidrat 100 gr
Potasyum fosfat (K;HPO,) 500 gr
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH,PO4.4H,0) 175 gr
Distile su (45 °C) 670 ml

Maddeler yukarida yazildiklari sira ile distile suya ilave edilmistir. 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 olacak sekilde)

250 ml i¢in
D-Biyotin (F.W. 247.3) 30.9mg
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7) 24.0 mg
Distile su 250 ml

Biyotin suyun kaynama noktasma kadar 1sitilarak ¢6ziilmiis, daha sonra histidin
ilave edilerek otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edilmistir. Soliisyon

4 °C’de saklanmustir.

(% 0.8/0.02 NaOH) Ampisilin Soliisyonu

Kullanim: Suglarin ampisiline direnclilik 6zelliginin kontrolii.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 0.8gr
0.02 N Sodyum hidroksit 100 ml

Ampisilin trihidrat, 0.02 N NaOH i¢inde ¢oziildii ve sterilizasyon i¢in 0.22 mp

capl filtreden gecirilmis ve 4°C’de saklanmustir.
(%1) Kristal Viyole Soliisyonu

Kullanim: Suslarin kristal viyoleye duyarliliklari, dolayisiyla rfa mutasyonunu

tasty1p tasimadiklarinm kontrolii.
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100 ml i¢in
Kristal viyole 0.1qr
Distile su 100 mi

Kristal viyole ve distile su karistirildi ve soliisyon 151k ge¢irmeyen 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 1sitilarak ¢oziilmiis ve otoklavda

121°C’de 20 dakika sterilize edilmistir.

(% 0.5) Histidin Cozeltisi

Kullanim: Genotip kontrolii ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

400 ml i¢in
L-Histidin-HCI (F.W. 191.7) 2gr
Distile su 400 ml

Maddeler yukarida yazildiklari sira ile su i¢ginde ¢oziildii ve otoklavda 121°C’de

20 dakika sterilize edilmistir.

(%20) Glikoz Cozeltisi
Kullanim: MGA ve HBA plaklar1 hazirlanmasi

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

Glikoz distile su i¢inde ¢oziilerek otoklavda 110°C’de 15 dakika sterilize edilip
0-4°C’de saklanmustir.

(0.1 pg/ul) Sodyum Azid Cozeltisi

Kullanim: Pozitif kontrol
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1.0 mg/petri basina olmak tizere distile suda ¢oziilerek kullanilmistir. TA 100 susu

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

Top Agar

Kullanim: Mutasyon deneyi

1000 ml icin

Agar 6 gr
NaCl Sgr
Distile su 1000 ml

Agar-su ve tuz manyetik karistiricida isitilarak 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 15gr
% 20 glikoz 50 ml
Histidin HCI. H,O 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
50XVB 20 ml
Distile su 914 ml

Agar ve su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. 45°C’ye
sogutulup % 20 glikoz, S0XVB tuzlar1 ve histidin ¢6zeltisi ilave edilmis, soliisyon
biraz daha soguduktan sonra biyotin eklenmis, karistirilip petri kutularina 30 ml

olarak dagitilmastir.

Histidin/Biyotin/Ampisilin Plaklar1 (HBA agar)

Kullanim: Ampisiline direnglilik testi ve master plak hazirlanmasi

1000 ml i¢in
Agar 15 gr
Distile su 910 ml
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50X VB tuzlar1 20 ml

% 20 glikoz 50 mi
Histidin HCI.H,O 10 ml
0.5 mM Biyotin 6 ml
(%0.8/0.02 NaOH) Ampisilin 3.15ml

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

Minimal Glikoz Agar Plaklart (MGA)

Kullanim: Mutajenite deneyi

1000 ml i¢in

Agar 15gr
Distile su 930 ml
50X VB 20 mi
% 20 glikoz 50 ml

Agar ve su 2 litrelik kapta karistirilip ¢oziilmiis ve otoklavlanarak sterilize
edilmistir. 45°C’ye sogutulup % 20 glikoz ve 50X VB tuzlar1 eklenip petri

kutularma 30 ml olarak aktarilmustir.

Nutrient Agar Plaklari (NA)
Kullanim: Gecelik kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisini1 bulma ve genotip kontrolii

(a. Kristal viyole b. UV duyarliligi)
1000 ml i¢in

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

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

ml olacak sekilde aktarimistir.
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Nutrient Broth Sivi Kiiltiir Ortam (NB)

Kullanim: Bakterilerin gecelik kiiltlirde biiytitiilmeleri

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

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

saklanmustir.

Tuz Cozeltisi (1.65 M KCI + 0.4 M MgCl,)

Kullanim: Mutajenite deneyinde S9 karigimi

500 ml i¢in
Potasyum kloriir (KCI) 61,5 gr
Magnezyum kloriir 40,7 gr
Distile su 500 ml

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

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,0) 13,82 gr
0.2 M Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) 14,2 gr
Distile su 500 ml

Karisim pH 7.4’e ayarlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.

0.1 M B-NADP Cozeltisi

Kullanimi: Mutajenite deneyinde S9 karigimu

5 ml i¢in
B-NADP (F.W. 765.4) 383 mg
Steril distile su 10 mi

Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apl filtrelerle yapilmistir.
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1 M Glikoz-6-Fosfat Cozeltisi

Kullanim: Mutajenite deneyi i¢in S9 karigimi

10 ml i¢in
Glikoz-6-fosfat 2,82 gr
Steril distile su 10 ml

Sterilizasyon 0.22 um delik ¢apl filtrelerle yapilmistir.

S9 Kanisimu (rat karacigeri mikrozomal enzimleri + kofaktorler)

Kullanim: Mutajenite deneyi

50 ml i¢in
Rat karacigeri S9 fraksiyonu 2 mi
MgCl,-KCl tuz ¢ozeltisi 1ml
1 M Glikoz-6-fosfat 0,25 ml
0.1 M B-NADP 2 ml
0.2 M fosfat tamponu pH=7.4 25 ml
Steril distile su 19,75 mi

Karigim, her zaman taze olarak ve yeterince hazirlanmis olup igerikler daima buz

icinde tutulmustur.
2.3.4. Test maddeleri

Limonium effusum ve Limonium globuliferum tiirlerinin distile su, metanol
ve aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin 0.1 pg/plak, 1 ng/plak, 10 ug/plak, 100
ug/plak, 1000 pg/plak ve 10000 pg/plak konsantrasyonlari hazirlanmistir. Tiim
AMES testi calismalarinda bu dozlar kullanilmistir.

2.3.5. AMES deneyi

Bu calismada, USA’dan elde edilen test bakterilerinin stok kiiltiirlerinin
hazirlanmasi,  bakterilerin ~ genetik  6zelliklerinin  kontrol  edilmesi  ve
Ames/Salmonella/mikrozom testi Maron ve Ames yontemine uygun olarak plak

inkorporasyon metodu ile yapilmistir. Deneyler S9’lu ve S9’suz olarak iki grup
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halinde ¢alisilmistir. Her doz paralel 3 plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda
iki bagimsiz deney yapilmistir. Ayrica pozitif kontrol, solvent kontrol ve spontan
kontroller deneye paralel olarak denenmistir. Pozitif kontrol olarak TA100 S9’suz
deneylerde 10 pg/plak sodyum azid (SA), TA100 S9’lu deneylerde 5 pg/plak 2-
aminoantrasen (2AA), TA98 S9’lu deneylerde 200 pg/plak 2-aminofluoren (2AF),
TA98 S9’suz deneylerde 200 pg/plak 4-nitro-o-fenilendiamin (4-NPD)

kullanilmistir.

Salmonella suslariin kiiltiirlerinin ve master plaklarimin hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi’'nden getirilen bakteri plaklar
histidin biyotin ampisilin (HBA) plaklarina paralel ekimleri yapilip 37°C’de 48
saat inkiibasyona alinmistir. Siirenin sonunda iyi izole olmus bir koloni segilip, 2
ml nutrient broth (NB) ortami i¢inde siispanse edilerek bir gece (12-16 saat)
37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra platin &ze ile bir 6ze dolusu s1v1
kiiltlir alinip Histidin/biyotin/ampisilin agar (HBA) iizerine ¢izgi ekim yapilarak
plaklar 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu plaklar 4°C’de 2 ay siire ile

saklanmig ve pasajlar yapilmistir.
Salmonella suslarinin stoklanmasi ve stok kiiltiirlerin acilmasi

Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek
koloniler alinarak 2 ml NB i¢inde 37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda steril ependorf tiiplerinin igerisine 1 ml bakteri kiiltiirii ve 90 ul DMSO
eklenerek yavasca karigtirilmigtir. Kapaklari sikica kapatilarak sivi azot igerisine
daldirilip ¢ikartilmis ve boylece sok donmalari saglanmistir. Sok dondurulan
kiilttirler stok olarak kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirilmistir. Bu stok kiiltiirler

1-2 yil siire ile tazeliklerini korumaktadir.
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Salmonella suslarmmin kontrol testlerinin yapilmasi

Bakterilerin genotiplerinin kontrol edilmesi

Testin giivenirligi a¢isindan test suslarmm orijinal mutasyonlara sahip olup
olmadigin1 bilmek gerekir. Bu nedenle bakterilerin genetik ozellikleri bazi

testlerle kontrol edilmistir.

Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin minimal glikoz agar (MGA) iizerine ekilmeleri sonucu his’
bakteriler his* lardan aywrt edilir. Bu amacla NB’da, bir gece iiretilen
bakterilerden MGA ve histidin/biyotin (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilmistir.
37°C’de 48-72 saat inkiibasyondan sonra HB plaklarinda tireme go6zlenirken
MGA plaklarinda iireme gézlenmemistir. Boylece kullanacagimiz bakterilerin his
mutasyonunu tasidigi anlagilir. Sekil 2.1°de bu ¢alismaya ait fotograflar

verilmistir.

uvrB mutasyonu kontrolii

Bu mutasyonun varligi UV 1smlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test
icin, NB’da bir gece biiylitiilen bakteri kiiltiiriinden 1 6ze dolusu alinip nutrient
agar (NA) plaginin tamamina paralel ekim yapilmistir. Plakin yaris1 (¢izgileri
kesecek sekilde) plastik bir plaka ile kapatilip 15 watt giiclinde bir UV lambasi ile
33 cm. yiiksekten 8 sn. siire ile 1ismnlanmistir. Ismlanmadan sonra petri kapaklari
kapatilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB
mutasyonu tasiyan bakterileri dldiirecek dozdadir. Ciinkii DNA kesme tamir etme
mekanizmasi engellenmistir. Bundan dolayr UV’ye maruz kalan kisimda tireme
olmazken, plastik kapakla kapatilan kisimda normal bir iireme gozlenmistir. Bu da
bize kullanilacak bakterilerin uvrB mutasyonu tasidigini gostermistir. Sekil 2.2°de

uvrB mutasyonu kontroliine ait fotograf verilmistir.
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Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit yapisinda
olusturulmustur ve hiicre duvarinin gecirgenligi arttirilmigtir. Varligr kristal
viyoleye duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bu test igin bakteri kiiltiirii NB’da bir
gece biyiitiilen 0.1 ml sivi kiiltiir, 45°C su banyosunda tutulan 2.5 ml top agar
iizerine ilave edilip daha sonra NA plaklarina dokiilerek plaklara 8 isareti
yaptirilmistir. 10 dk. donmasi beklendikten sonra plagm ortasina 0.5 cm ¢aph
steril filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasma % 0.1°lik kristal viyole
karistmmdan 10 pl damlatilmistir. Kagidin boyayr emmesi beklenilmis, sonra
plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda disk ¢evresinde 14
mm’lik lireme olmayan zon gozlenmistir. Bu zonda, boya maddesi bakterilerin
icine kolayca girip etkiledigi i¢in bakterilerin {iremesini engelledigi i¢in
bakterilerin Rfa mutasyonunu tasidiklari anlagilmistir. Bu genotip kontrolii

calismasi Sekil 2.3’te verilmistir.

R-faktor varhg kontrolii

Test bakterilerinin igerdigi, R-faktor tasiyan pKM 101 plazmidlerinin
kaybolup kaybolmadiklari, ampisiline direngliliginin Olglilmesi ile tespit
edilmistir. Bu amagla, biiyiitillen NB i¢inde bakteri kiiltiirii (% 0.8 Ampisilin/
0.02 M NaOH) ampisilin igeren HBA plaklarma ¢izgi ekim yapilarak, 37°C’de 24
saat inkiibasyonu sonunda, plazmid i¢ceren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda

biiyiidiikleri gozlenmistir. Yani bakteriler R-faktor plazmidini icermektedirler.

Spontan olarak geriye doniis sitkhiginin Kontrolii

Mutant bakteri suslarmin kendiliginden (spontan) his” durumundan his”
durumuna doniismesi, belirli siirlar iginde miimkiindiir. Bu smuirlar; TA 100 i¢in
75-200 revertant/plaktir. Bu test i¢in, 37°C’de, NB’da biiyiitillen bir gecelik
kiiltiirden 0.1 ml alinip, 45°C’deki su banyosunda tutulan 0.25 ml 0.5 M histidin-

biyotin soliisyonu igeren 2.5 ml top agar lizerine ilave edilmistir. Daha sonra test
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tiipii yavasgca c¢alkalanarak MGA plaklarina yayilmis ve 37°C’de 48-72 saat
inkiibe edilerek plaklarda tireyen koloniler sayilmistir. Bu kontrole ait fotograf

Sekil 2.4°te verilmistir.

Sekil 2.3. S. typhimurium TA 100 suslarinin rfa mutasyonu kontroli.
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Sekil 2.4. S. typhimurium TA 100 suslariin spontan olarak geriye doniis sikligi kontroli.

Swivi kiiltiiriin ml’sindeki bakteri sayisinin belirlenmesi

Deneyde kullanilan gecelik kiiltiiriin ml’sinde bulunan bakteri sayisini
bulmak i¢in HBA plaklarindan iyi tiremis bir koloni 6ze yardimi ile alinarak 20
ml nutrient broth icerisinde siispanse edilmistir. Siispansiyon isleminden sonra
kiiltiir ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de 110 rpm’de 12-16 saat inkiibe edilmistir.

Bu siire sonunda gecelik kiiltiirden 100 ul alinmis ve 20 ml NB bulunan
erlen igerisine eklenerek taze kiiltiirleri hazirlanarak 140 rpm’de inkiibasyona
brrakilmistir. inkiibasyon sonunda taze kiiltiiriin % 0.9 serum fizyolojik ile 10°,
107, 102, 103, 10% 10° ve 10° olacak sekilde bir dizi sulandirmalari
hazirlanmistir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri
olacak sekilde 100 pl’lik miktarlarda almarak 45°C’deki su banyosunda tutulan
2.5 ml top agar iizerine ilave edilmistir. Daha sonra test tiipli yavas¢a calkalanarak
NA plaklarmma yayilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek plaklarda iireyen
koloniler sayilmistir. S. typhimurium ile yapilan mutajenite testlerinde kullanilan

bakteri kiiltiiriiniin 1 ml’sinde 1-2 x 10° ml/bakteri olmasi 6ngériilmektedir.

Test maddelerinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Sitotoksik etkinin saptanmasi deneyi Dean ve ark. (1985) gore yapilmustir.
Kullanilan test bilesiklerinin, test bakterileri i¢in Sldiirlicii dozunun saptanmasi
amaciyla 2 ml top agara 0.1 ml bakteri kiiltiri ve 0.1 ml degisik
konsantrasyonlarda ekstrelerden ilave edilmistir. Oncelikli olarak ekstrelerin 0.1
ug/plak, 1ug/plak, 10 ug/plak, 100 pg/plak ve 1000 ug/plak ve 10000 ng/plak
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konsantrasyonlar1 test tiipline eklenmistir. Tiipteki karisim 3 ayr1 NA plagina
dokiilerek plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyondan sonra
plaklardaki ortalama koloni sayis1 belirlenmis ve kontrol plaklar1 ile

karsilastirilarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir.
S9 karisiminin hazirlanmasi

Salmonella/mikrozom test sistemi i¢in standart S9 karisimi bilesenleri 8
mM MgCl;, 33 mM KCI, 5 mM glikoz-6-fosfat, 4 mM B-NADP, 100 mM Na-
fosfat pH:7.4 ve bu karistmm her ml’si icin 0.04 ml. derisimindeki S9
fraksiyonudur. Karistm her mutajenite deneyi i¢in taze hazirlanmakta ve deney

siiresince buz igerisinde saklanmaktadir.
Ames mutajenite testinin yapihsi

Deneyin amaci, daha Onceden biiylimesi i¢in histidin aminoasidine
gereksinim duyan oksotrofik suslarin, kullandigimiz test maddeleri ile tekrar
histidin sentezleyebilir hale doniismesi temeline dayanir. AMES testi, Maron ve

Ames (1983)’e gore yapilmustir.

S9’suz (-) deney

Bu amagla, i¢lerine 0.25 ml histidin biyotin ¢ozeltisi ilave edilmis 2.5
ml’lik top agar iceren deney tiipleri 45°C’lik su banyosunda 1sitilip i¢lerine 0.1 ml
test maddesi ve 0.1 ml 5 saatlik taze bakteri kiiltiiri eklenmistir. Tiipler
calkalanarak 37°C’ye 1sitilmis MGA plaklarina dokiilmiis, plaklara hizla 8 isareti
yaptirilarak top agarin plak {izerine homojen dagilmasi saglanmigtir. 15 dakika
donmasi1 beklendikten sonra plaklar ters g¢evrilerek 37°C’lik etiivde 48-72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki koloniler sayilmustir.
Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak olmak {izere hazirlanarak iki bagimsiz deney
yapilmig ve sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in deneylere paralel olarak spontan

kontrol, solvent kontrol ve pozitif kontrol kullanilmustir.
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S9’lu (+) deney

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

Bu yontemde, 0.25 ml histidin biyotin eklenmis 45°C’deki 2.5 ml’lik top
agara, test susu kiiltiirinden 0.1 ml, test edilecek kimyasaldan 0.1 ml ve S9
karisgimindan 0.5 ml eklenip diisik hizda 3 saniye vortekslenerek oda
sicakligindaki minimal glikoz agarli plaklara yayilmistir. Top agarmn plagin biitiin
yiizeyine donmadan yayilmasini saglamak i¢in karistirma, dokme, yayma
isleminin tiimii, 20 saniyeden az bir siirede yapilmistir. Her deneyde, her susun
geri donme Ozgiilliiklerini ve S9 karisiminin etkisini dogrulamak i¢in pozitif
mutajen kulanarak pozitif mutajenik etki kontrolleri yapilmistir. Bakteriyi, S9
karistmmi ve kullanilan ¢oziicliyii iceren fakat test edilen kimyasali igermeyen
negatif kontrol plaklar1 her sus i¢in kendiliginden geriye donen bakteri sayisinin
saptanmasinda kullanilmistir. Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak olarak uygulanmis ve

iki bagimsiz deney yapilmistir.

2.4 MTT Testi

2.4.1.Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) hiicreleri
(Sigma), Earle’s BSS (Balanced Salt Solution), 2mM L-glutamin, 0,1mM
esansiyel olmayan amino asitler ve 1,5 g/L sodyum bikarbonat igeren, % 90
EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, Sigma) besiyerinden ve % 10 fotal
sigir serumundan olusan besiyerinde ¢cogaltilmistir.

37°C ve % 5 CO2’li etiivde ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yilizeyini
tamamen veya % 90 diizeylerinde kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA (Sigma) ile
muamele edilerek flask tabanindan kaldirilmistir. Trypan blue (Sigma) boyasi ile
boyanan hiicreler, Thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak MTT i¢in 96 kuyucuklu

hiicre kiiltiirii plaklarinin  her kuyucugunda yeterli hiicre olacak sekilde
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besiyerinde siispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarma 100 pl hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin plak tabanlarina
yapismasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi
sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicrelerin iizerine
test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek iizere test maddelerinin istenen
konsantrasyonlarimi igeren taze besiyerleri ilave edilip 24, 48, 72 ve 96 saat
37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Bitki ekstrelerinin ¢oziiciileri
negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Metanol ve aseton miktart % 0.1°1
gegmeyecek sekilde ve ekstre konsantrasyonlar1 50-25-12.5-6.25 ve 3.125 pug/ml

olacak sekilde besiyerine eklenmistir (Mosmann, 1983).

2.4.2. MTT analizi

Test maddeleri ile 24, 48, 72 ve 96 saat muamele edilen hiicrelerden
inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5mg/ml™ MTT
soliisyonu (Sigma) ile canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri sonucu MTT
boyasinin suda ¢oziilmeyen formazan tuzu haline donistiiriilebilmesi ic¢in
karbondioksit inkiibatoriinde 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda
hiicrelerden MTT boyas1 uzaklastirilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarmin ¢6zilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 pul DMSO ilave
edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik densiteleri ELISA cihazinda 540 nm
dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
proliferasyonu sifir kabul edilerek, deney hiicrelerinin proliferasyon oranlari

ylizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir (Mosmann, 1983).

46



3. BULGULAR

3.1. Allium Testine Ait Bulgular

Allium testi, Limonium effusum ve Limonium globuliferum tiirlerinin kok,
govde ve yaprak kisimlarmin su ekstreleri ile ¢alisilmigtir. Kullanilan diger iki
¢oziicli olan metanol ve aseton:metanol (2:1) ile bu ¢alisma denenmis fakat bu
coziiclilerin oda sicakligindaki hizli ugucu Ozelliklerinden dolay1r deney
gerceklestirilememistir.

Allium testi ile kullanilan bitkilerin su ekstrelerinin, kok biiylimesi
inhibisyonu iizerine, mitotik sathalar lizerine etkisi ve olusturduklar1 kromozom

aberasyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.

3.1.1. Kok biiyiimesi inhibisyonu testi

Bu calisma ile bitki ekstrelerinin hem kok biliylimesi iizerine etkisi
arastirilmis hem de sonraki asamalar olan mitotik indeksin (MI) saptanmasi ve
kromozom aberasyonlarinin belirlenmesi denemelerinde kullanilacak olan
konsantrasyon degerleri tespit edilmeye ¢aligilmistir.

Bu amagla kontrol grubunun ortalama kék uzunlugunu (3,85 cm) yariya
diigiiren yaklasik deger olan etkin konsantrasyon (ECsg) degerleri hesaplanmistir.
Etkin konsantrasyon degerini bulmak icin ise {i¢ farkli deneme kurulmus olup, ilk
denemede 50, 37.5, 25, 12.5 ve 6.25 g/L’lik konsantrasyonlar kullanilmistir.
Limonium effusum’un yaprak ekstresinde ve Limonium globuliferum’un gévde ve
yaprak ekstrelerinde ilk deneme sonucunda ECso degeri tespit edilmistir. Fakat
kullanilan bitkilerin diger kisimlarinda ECsg degeri tespit edilemedigi igin ilave iki
deneme daha yapilmistir. Bu denemelerde ise ilk denemeden elde edilen verilerin
1s181inda hareket edilerek her bir bitki organi i¢in farkli olmak iizere ii¢ farklh
konsantrasyon daha kullanilmistir. Kullanilan bu degerler Cizelge 3.1°de
verilmistir.

Yapilan tiim denemelerin sonucunda Limonium effusum’un kok, gévde ve
yaprak ekstrelerinden elde edilen ECs konsantrasyonlar1 sirasiyla 20, 65 ve 50

g/L olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 3.1. Allium testi kok bilyiimesi inhibisyonu testi sonuglari.

L. effusum Kok Ekstreler

L. globuliferum Kok Ekstreleri

g/litre Ort. kok uzunluk | % Degisim | g/litre Ort. kok uzunluk | % Degisim
Kontrol (Su) |3,85+0,42a 100,00 Kontrol (Su) | 3,85+0,42a 100,00
6,25 3,56+0,47b 92,47 6,25 4,18+0,95b 108,57
12,50 2,79+0,8¢c 72,47 12,50 3,07+0,77¢ 79,74
15,00 2,62+0,33d 68,05 25,00 2,3240,54d 60,26
20,00 1,98+0,22¢ 51,43 30,00 2,16+0,29¢ 56,10
22,50 1,75+0,13f 45,45 32,50 1,97+0,15¢ef 51,17
25,00 1,4240,49¢g 36,88 35,00 1,75+0,16f 45,45
37,50 1,4940,31¢g 38,70 37,50 1,5+0,22¢g 38,96
50,00 1,18+0,1%h 30,65 50,00 0,95+0,26h 24,68

L. effusum Govde Ekstreleri

L. globuliferum Govde Ekstreleri

g/litre Ort. kok uzunluk | % Degisim | g/litre Ort. kok uzunluk | % Degisim
Kontrol (Su) | 3,85+0,42ab 100,00 Kontrol (Su) | 3,85+0,42a 100,00
6,25 3,73£0,69b 96,88 6,25 3,98+0,29a 103,38
12,50 3,97+0,58a 103,12 12,50 3,84+0,22a 99,74
25,00 3,4+0,66¢ 88,31 25,00 3,04+0,50b 78,96
37,50 2,79+0,91d 72,47 37,50 2,28+0,51¢c 59,22
50,00 2,56+0,5%¢ 66,49 50,00 1,97+0,31d 51,17
65,00 1,98+0,19f 51,43

75,00 2,45+0,25¢eg 63,64

85,00 2,30+0,29¢ 59,74

L. effusum Yaprak Ekstreleri

L. globuliferum Yaprak Ekstreleri

g/litre

Ort. kok uzunluk

% Degisim

g/litre

Ort. kok uzunluk

% Degisim

Kontrol (Su) | 3,85+0,42a 100,00 Kontrol (Su) | 3,85+0,42a 100,00
6,25 3,47+0,92b 90,13 6,25 4,07+0,56b 105,71
12,50 3,14+0,47¢ 81,56 12,50 3,95+0,81ab 102,60
25,00 2,46+0,63d 63,90 25,00 3,24+0,50c 84,16
37,50 2,45+0,32d 63,64 37,50 2,46+0,52d 63,90
50,00 1,96+0,23¢ 50,91 50,00 1,9940,33¢ 51,69

*Siitunlardaki farkl kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

Limonium globuliferum i¢in ise bu konsantrasyonlar sirasiyla 32.5, 50 ve 50 g/L

olarak bulunmustur.

Kok biiyiimesi inhibisyonu verileri, kontrol grubuna gore ortalama kok

uzunlugunu artiran konsantrasyonlarm, Limonium effusum gévde ekstresi igin

12.5 g/L ve Limonium globuliferum kok ekstresi 6.25 g/L, govde ekstresi 6.25 g/L

ve yaprak ekstresi i¢in 6.25 g/L ile 12.5 g/L oldugunu gostermistir. Kok biiylimesi

tizerine en fazla inhibe edici etki ise Limonium globuliferum kok ekstresinin 50
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g/L’lik konsantrasyonunda goriilmiistiir (0.95 cm). Her tiir ve her tiiriin farkl
ekstreleri i¢in, kullanilan farkli konsantrasyonlardan elde edilen kok uzunluk
degerleri, Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6’da verilmistir.

Kok wuzunlugunda kontrol grubuna gore farkli konsantrasyonlarda
meydana gelen % degisim miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Kontrol grubu
%degisim oran1 %100 alinarak diger konsantrasyonlardaki degisim bu orana gore
hesaplanmistir. Elde edilen % degisim verilerine gore kok biiylimesindeki en fazla
inhibisyon L. globuliferum kok 50 g/l konsantrasyonunda elde edilmistir (%
24,68). Kok uzunlugundaki en fazla artis % 108,57 degisim orani ile
L.globuliferum kok 6,25 g/L konsantrasyonunda elde edilmistir. Bu sonuglar,
L.globuliferum kok ekstresinin diisiik konsantrasyonlarinin kok biiylimesini
olumlu yonde etkiledigini gosterirken yiiksek konsantrasyonlarin kok biiylimesini
cok acik bir sekilde inhibe ettigini gdstermektedir.

Elde edilen tim veriler istatistiksel ag¢idan Duncan testine gore
degerlendirilmis olup homojen gruplar tespit edilmistir. Kullanilan her ekstre
kendi igerisinde istatistiki degerlendirmeye tabi tutulmustur. Limonium effusum ve
Limonium globuliferum gévde 6,25 ve 12,5 g/L konsantrasyonlar1 hari¢ diger
konsantrasyonlarin verileri istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Duncan testi

sonuglar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Limonium effusum kok su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin kok bityiimesinin
inhibisyonu iizerine etkisi grafigi.
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Sekil 3.2. Limonium effusum govde su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarmm kok biiyiimesinin
inhibisyonu tizerine etkisi grafigi.
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Sekil 3.3. Limonium effusum yaprak su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin kok biiyliimesinin
inhibisyonu tizerine etkisi grafigi.
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Sekil 3.4. Limonium globuliferum kék su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin kék
bilylimesinin inhibisyonu iizerine etkisi grafigi.
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Sekil 3.5. Limonium globuliferum goévde su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin kék
biiylimesinin inhibisyonu iizerine etkisi grafigi.
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Sekil 3.6. Limonium globuliferum yaprak su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarimin kok
biiylimesinin inhibisyonu lizerine etkisi grafigi.

3.1.2. Mitotik indeks (MI) iizerine etkileri

Mitotik indeks ¢alismasi i¢in her bir ekstrenin farkli konsantrasyonlarindan
elde edilen koklerden hazirlanan preparatlarda yaklasik 5000 hiicre sayilmistir. Bu
yontemle, hiicrelerin mitoza girme oranlari ve mitozun hangi safhasinda
inhibisyon etkisinin goriildiigli incelenmistir.

Allium testi mitotik indeksi belirleme yonteminden elde edilen verilere
gore Limonium effusum kok su ekstrelerinde, 24 saat uygulamasinda 20 g/L ve 40
g/L’lik konsantrasyonlarda kontrole gore mitotik aktivite kayb1 goriilmiistiir. 10
g/L’lik konsantrasyonda ise mitotik aktivite artmustir. Ozellikle 40 g/L’lik
konsantrasyon kontrole gore anafaz ve telofaz sathalarim1 yiiksek oranda
azaltmistir. Limonium effusum kok su ekstrelerinde, 48 saat uygulamasinda 20
g/L ve 40 g/L’lik konsantrasyonlar kontrole gére mitotik aktiviteyi artirirken, 10
g/L’lik konsantrasyonda ise mitotik aktivitede azalma goriilmiistiir. Bunun
yaninda bu verilere zit bir sekilde 20 g/L ve 40 g/L’lik konsantrasyonlarda
metafaz, anafaz ve telofaz safthalarinda biiyiik oranda bir diisme goriilmiistiir. Bu
konsantrasyonlar, mitozu profaz sathasindan sonraki safhalar1 inhibe edici etki
gostermistir. Limonium effusum kok su ekstrelerinde, 72 saat uygulamasinda tiim

konsantrasyonlarda mitotik aktivitede artig goriilmistiir. Fakat 20 g/L ve 40
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g/L’lik konsantrasyonlar yine profaz sonrasi safhalarm tiimiinde inhibe edici etki
gostermistir. 10 g/L ise metafaz ve telofaz safhalarmi artrmustir. Limonium
effusum kok su ekstrelerine ait tiim mitotik indeks verileri ve bu verilerin
istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Limonium effusum govde su ekstrelerinde, 24 saat uygulamasinda 65 g/L
ve 130 g/L’lik konsantrasyonlarda kontrole gore mitotik aktivite kaybi1
goriilmiistiir. 32.5 g/L’lik konsantrasyonda ise mitotik aktivite artmistir. Her ii¢
konsantrasyonda da mitoz safhalarmma bakildiginda metafaz, anafaz ve telofaz
orani kontrole gore daha yiiksektir. Limonium effusum gévde su ekstrelerinde, 48
saat uygulamasinda tiim konsantrasyonlar kontrole gore mitotik aktiviteyi
artirirken, yine tiim konsantrasyonlar profaz sonrasi fazlarmm oranlar1 kontrol
grubuna gore daha yiiksektir. Bu da bu ekstrenin 48 saat uygulamasinda, mitotik
safhalar1 artirict etkisi oldugunu gostermektedir. Limonium effusum gévde su
ekstrelerinde, 72 saat uygulamasinda 65 g/L ve 130 g/L’lik konsantrasyonlarda
kontrole gore mitotik aktivite kayb1 goriilmiistiir. 32.5 g/L’lik konsantrasyonda ise
mitotik aktivite artmistir. Bunun yaninda tiim konsantrasyonlarin metafaz, anafaz
ve telofaz oranlar1 kontrole gore yiiksektir. Limonium effusum goévde su
ekstrelerine ait tiim mitotik indeks verileri ve bu verilerin istatistiki
degerlendirmeleri Cizelge 3.3 de verilmistir.

Limonium effusum yaprak su ekstrelerinde, 24 saat uygulamasinda 50 g/L
ve 100 g/L’lik konsantrasyonlarda kontrole goére mitotik aktivite kayb1
goriilmiistiir. 25 g/L’lik konsantrasyonda ise mitotik aktivite artmistir. Ozellikle
50 g/L’lik konsantrasyonda profaz orani diisiikken diger tiim safhalarda bariz bir
artiy gozlenmistir. Limonium effusum yaprak su ekstrelerinde, 48 saat
uygulamasinda tiim konsantrasyonlar kontrole gére mitotik aktiviteyi diistiriirken,
metafaz, anafaz ve telofaz oranlarinin kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢iide yiiksek

diizeyde oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2. Limonium effusum kok su ekstreleri mitotik indeks ve mitotik sathalarin oranlari.

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Safhalar (%) + Stantard sapma
(g/L) Hiicre + Stantard sapma Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5010 32,13+1,14ab 88,5+2,33a 1,66+0,32a 2,82+0,51ab 7,02+1,7a
10 5061 33,76+2,03b 89,23+0,67a 3,1+0,42a 2,4+0,28a 5,27+0,5a
20 5283 23,76+3,4¢ 79,94+2,5b 7,5+1,46b 6,27+1,14c 6,29+1,04a
40 5118 26,79+1,7ac 96,71+0,6¢ 1,78+0,57a 0,54+0,11b 0,97+0,38b
Kontrol- 48 saat 5118 31,61+1,01a 90,45+0,6a 2,45+0,27a 2,68+0,19a 4,42+0,72a
10 5297 24,68+1,57b 80,65+2,07b 5,17+0,58b 5,05+0,39b 9,13+1,48b
20 5209 35,53+1,94a 97,67+1,26¢ 0,76+0,17c 0,34+0,11c 1,23+0,64a
40 5132 46,86=+1,55¢ 94,53+1,06ac 1,85+0,28ac 0,79+0,17c 2,8340,84a
Kontrol-72 saat 5056 30,84+1,98a 90,2+2,63a 2,43+0,96a 1,72+0,88a 5,65+1,38a
10 5279 31,15+1,42a 86,69+1,38a 2,89+0,58a 1,63+0,31a 8,79+0,81b
20 5145 37,34+1,45b 95,58+0,31b 2,04+0,2a 1,234+0,16a 1,15+0,22c
40 5190 40,78+0,62b 96,36+0,07b 1,71+0,24a 0,94+0,01a 0,99+0,21c

*Siitunlardaki farklh kii¢iik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Cizelge 3.3. Limonium effusum govde su ekstreleri mitotik indeks ve mitotik sathalarin oranlar.

Konsantrasyon Sayilan  [Mitotik indeks (%) Mitotik Faz Safhalari (%) = Stantard hata
(g/L) Hiicre + Stantard hata Profaz Metafaz Anafaz Telofaz

Kontrol- 24 saat 5010 32,13+1,14ab 88,5+2,33a 1,66+0,32a 2,82+0,51a 7,02+1,7a
325 5226 34,92+1,69a 79,57+0,95b 5,75+0,52b 7,19+0,74b 7,49+0,96a
65 5193 21,31+0,91b 80,54+0,87b 6,69+0,37bc 4,2+0,86a 8,57+1,11a
130 5114 19,74+0,58b 78,86+0,85b 7,32+0,44c 4,68+0,87a 9,14+1,13a
Kontrol- 48 saat 5118 31,61+1,01a 90,45+0,6a 2,45+0,27a 2,68+0,19a 4,42+0,72a
32.5 5197 35,21+1,15b 83,74+0,93b 5,15+0,4b 4,07+0,43a 7,03+0,89a
65 5075 39,87+0,8c 87,89+0,38¢c 2,87+0,61a 3,87+0,79% 5,36+1,01a
130 5227 37,14+0,65bc 86,59+0,63c 2,98+0,93a 4,21+0,74a 6,2+0,75a
Kontrol-72 saat 5056 30,84+1,98ab 90,2+2,63a 2,43+0,96a 1,72+0,88a 5,65+1,38a
32.5 5110 32,18+1,67a 89,77+1,07a 3,11+0,37a 1,96+0,28a 5,16+0,67a
65 5189 27,3840,14b 84,61+0,95ab 3,78+0,6a 6,37+0,97b 5,24+0,16a
130 5167 23,27+0,5¢ 82,18+0,42b 4,62+0,69a 7,78+0,93b 5,42+0,42a

*Siitunlardaki farkl kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Limonium effusum yaprak su ekstrelerinde, 72 saat uygulamasinda 25
g/L’lik konsantrasyonda kontrole gére mitotik aktivite kayb1 goriilmistiir. 50 g/L
ve 100 g/L’lik konsantrasyonlarda ise mitotik aktivite artmistir. Ozellikle 50 g/L
konsantrasyonunda telofaz orani diger gruplara gore bariz yiikksek bulunmustur.
Limonium effusum yaprak su ekstrelerine ait tiim mitotik indeks verileri ve bu
verilerin istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.4’de verilmistir.

Limonium globuliferum kok su ekstrelerinde, 24 saat uygulamasinda
16.25, 32,5 ve 65 g/L’lik konsantrasyonlarda kontrole gore mitotik aktivite kaybi
goriilmiistiir. 65 g/L konsantrasyonunda profaz orami diger gruplara gore diisiik
iken diger sathalarm oranlarmm olduk¢a fazla oldugu goriilmiistiir. Limonium
globuliferum kok su ekstrelerinde, 48 saat uygulamasinda tiim konsantrasyonlar
kontrole gére mitotik aktiviteyi diisiirmiistiir. 32,5 g/L konsantrasyon profaz
oranini artirirken telofaz oranmni oldukga diistirmistiir. Limonium globuliferum
kok su ekstrelerinde, 72 saat uygulamasinda yine tiim konsantrasyonlar mitotik
indeksi diigirmiistiir. Bunun yaninda 32,5 ve 65 g/L konsantrasyonlar1 anafaz
sathasina biiyiikk Olgtide ket vurmuslardir. Limonium globuliferum kok su
ekstrelerine ait tiim mitotik indeks wverileri ve bu wverilerin istatistiki
degerlendirmeleri Cizelge 3.5’de verilmistir.

Limonium globuliferum govde su ekstrelerinde, 24 saat uygulamasinda 25,
50 ve 100 g/L konsantrasyonlarinda kontrole gore mitotik aktivitede artig tespit
edilmistir. 25 g/L konsantrasyonunda profaz orani diger gruplara gére bariz
oranda yliksek iken, bu konsantrasyonun metafaz, anafaz ve telofaz sathalarmni
azalttigi bulunmustur. Limonium globuliferum gévde su ekstrelerinde, 48 saat
uygulamasinda tiim konsantrasyonlar kontrole gore mitotik aktiviteyi artirict etki
gostermistir. Tim konsantrasyonlar, profazi artirrken metafaz ve anafaz
sathalarinin oraninlari olduk¢a diisiirmiislerdir. 72 saat uygulamasinda ise tiim
konsantrasyonlar mitotik indeksi diisiirmiistiir. Bununla birlikte yine tiim
konsantrasyonlar profazi diisiirmiis fakat metafaz ve anafazi artirmislardir.
Limonium globuliferum gévde su ekstrelerine ait tiim mitotik indeks verileri ve bu

verilerin istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.6’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Limonium effusum yaprak su ekstreleri mitotik indeks ve mitotik sathalarin oranlari.

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Sathalar1 (%) = Stantard sapma
(g/L) Hiicre + Stantard sapma Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5010 32,13+1,14a 88,5+2,33a 1,66+0,32a 2,82+0,51ab 7,02+1,7a
25 5152 38,95+1,37b 88,15+1,25a 3,01+0,31ab 1,85+0,44a 6,99+1,04ab
50 5161 27,19+0,82¢c 80,72+1,14b 5,34+0,76¢ 3,96+0,62b 9,98+0,26b
100 5158 28,16+1,16¢C 87,92+0,65a 3,41+0,42b 2,72+0,27ab 5,95+0,46a
Kontrol- 48 saat 5118 31,61+1,01a 90,45+0,6a 2,45+0,27a 2,68+0,19a 4,42+0,72a
25 5067 29,17+1,25ab 87,21+0,96ab 3,58+0,77a 4,17+1,14a 5,04+1,56a
50 5259 26,37+1,21b 84,28+1,71b 6,75+0,64b 2,93+1,01a 6,04+0,68a
100 5422 21,344+0,51c 83,77+1,49b 4,13+0,31a 4,62+0,66a 7,48+1,39
Kontrol-72 saat 5056 30,84+1,98a 90,2+2,63a 2,43+0,96a 1,72+0,88a 5,65+1,38ab
25 5273 28,73+0,91a 89,54+0,26a 3,36+0,17a 2,7+0,19a 4,39+0,42a
50 5148 37,74+0,85b 86,71+2,16a 2,3+1,28a 2,76+1,75a 8,21+1,31b
100 5239 41,4440,7¢c 89,88+0,74a 2,58+0,41a 2,82+0,22a 4,71+0,19a

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




Cizelge 3.5. Limonium globuliferum kok su ekstreleri mitotik indeks ve mitotik sathalarin oranlar

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Safhalan (%) = Stantard sapma
(g/L) Hiicre + Stantard sapma Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5010 31,98+1,27a 88,47+2,31a 1,67+0,31a 2,83+0,5a 7,03+1,69a
16.25 5277 23,71+1,13b 85,3+1,45a 4,02+0,48b 3,13+0,43a 7,55+0,89a
32.5 5164 23,11+1,44b 88,660,38a 2,75+0,43ab 0,97+0,27b 7,62+0,61a
65 5183 23,20+1,23b 74,99+1,76b 8,70+1,15¢ 7,76+0,37c 8,55+0,79%
Kontrol- 48 saat 5118 31,61+1,01ab 90,45+0,6ab 2,42+0,27ab 2,68+0,19ab | 4,45+0,72ab
16.25 5181 30,77+1,99b 88,82+1,38a 1,23+0,19a 3,07+0,45b 6,88+1,14bc
32.5 5322 25,42+2,83ac 95,11+2,14b 1,83+0,98a 0,42+0,13c 2,64+1,05a
65 5245 23,97+2,6¢ 85,65+2,31a 3,97+0,57b 1,99+0,32a 8,39+1,77c
Kontrol-72 saat 5056 30,84+1,98a 90,2+2,63a 2,43+0,96a 1,72+0,88a 5,65+1,38a
16.25 5411 24,28+1,34b 88,2+2,53a 3,06+0,78a 6,33+2,17b 2,5+0,63b
32.5 5208 23,49+0,56b 90,57+0,96a 2,74+0,47a 0,74+0,14a 5,95+0,72a
65 5241 22,72+0,38b 90,14+0,8a 2,85+0,55a 0,99+0,3a 6,02+0,68a

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



Cizelge 3.6. Limonium globuliferum gévde su ekstreleri mitotik indeks ve mitotik sathalarin oranlari.

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Sathalar1 (%) + Stantard sapma
(g/L) Hiicre + Stantard sapma Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5010 32,13+1,14a 88,5+2,33ab 1,66+0,32ab 2,82+0,51a 7,02+1,7a
25 5157 43,28+1,3b 93,01+1,06b 0,48+0,16a 0,36+0,23b 6,13+1,16a
50 5079 53,36+1,32¢C 85,21+1,4a 2,21+0,41b 1,43+0,05¢c | 11,13+1,05b
100 5255 36,23+2,05d 92,8+0,37b 1,29+0,55ab 1,27+0,3bc 4,63+0,22a
Kontrol- 48 saat 5118 31,61+1,01ab 90,45+0,6a 2,45+0,27a 2,68+0,19 4,42+0,72a
25 5104 32,92+0,38hb 90,52+0,43a 0,7+0,19bc 0,65+0,25b 8,11+0,67b
50 5223 31,64+0,16a 93,27+0,9b 0,24+0,15b 0,98+0,36b 5,49+0,71a
100 5089 33,43+0,45b 95,49+0,72¢ 1,19+0,41c 1,07+0,34b 2,23+0,03c
Kontrol-72 saat 5056 30,84+1,98a 90,2+2,63a 2,43+0,96a 1,72+0,88a | 5,65+1,38ab
25 5232 27,69+0,37ab 80,94+0,98b 2,82+0,33a 3,66+0,5ab 12,57+0,64c
50 5230 30,08+0,76a 81,1440,75b 7,53+0,36b 4,16+0,62b 7,12+0,9b
100 5207 26,34+0,63b 89,82+0,8a 2,56+0,26a 3,85+0,6b 3,75+0,24a

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




Limonium globuliferum yaprak su ekstrelerinde, 24 saat uygulamasinda 25,
50 ve 100 g/L konsantrasyonlarinda kontrole gore mitotik aktivitede azalma tespit
edilmistir. 25 g/l konsantrasyonunda profaz orani diger gruplara gore bariz
oranda yliksek iken, bu konsantrasyonun, metafaz, anafaz ve telofaz sathalarini
azalttig1 bulunmustur. Buna ters bir sekilde 50 ve 100 g/L konsantrasyonlarinda
profaz orani diisiik, fakat diger sathalar yiiksek oranda goriilmiistiir. Limonium
globuliferum gévde su ekstrelerinde, 48 saat uygulamasinda tiim konsantrasyonlar
kontrole gore mitotik aktiviteyi azaltict etki gostermistir. Tim konsantrasyonlar,
profazi oranm diistiriirken diger sathalarda kontrole gore artirici etki gosterdigi
belirlenmistir. 72 saat uygulamasinda ise tiim konsantrasyonlar mitotik indeksi
acik bir sekilde artirmistir. Ozellikle 25 g/L  konsantrasyonu diger
konsantrasyonlardan farkl olarak profazi diisiirmiis fakat diger fazlar1 artrmistir.
Limonium globuliferum yaprak su ekstrelerine ait tiim mitotik indeks verileri ve

bu verilerin istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.7°de verilmistir.

3.1.3. Kromozom aberasyon ¢alismalari

Kromozom anomalilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alisma iki
asamal1 olarak yiiriitiilmiistiir. Calismanin ilk agsamasinda yaklagik olarak 500 adet
anafaz-telofaz hiicresi sayilmis ve bu hiicrelerdeki anomalilere bakilmistir. Fakat
bazi konsantrasyonlar, mitozun anafaz ve telofaz safhalarinin olusumunu
engelledigi i¢cin ya 500 hiicreden daha az hiicre sayilmistir ya da sayim iglemi
gerceklestirilememistir. Calismanin ikinci asamasinda ise anafaz-telofaz harici
olugsan anomalilere bakilmistir. Bu amagla da yaklasik her konsantrasyondan 5000
hiicre sayillmustir. Anafaz-telofaz  kromozom anomalilerinin  incelenmesi
asamasinda, yapiskanlik, anafaz kopriileri, kalgin kromozom ve bozulmus anafaz-
telofaz anomalileri incelenmistir. Calisilan diger anomali tipleri ise C-metafaz,
poliploidi ve biniiklear hiicre olusumlaridir. Bu bozukluklara ait fotograflar Sekil
3.7°de verilmigtir. Caligma her ekstre i¢in ayr1 ayr1 yapilmis olup kontrol grubu ile
karsilagtirilmigtir. Tiim Allium testi ¢alismalarinda oldugu gibi 24, 48 ve 72 saat
olmak {iizere ii¢ farkli siire uygulamasi tatbik edilmistir. Olusan her bir anomalinin
calisilan hiicre sayisma gore ylizdesi hesaplanmigtir. Daha sonra olusan toplam

anomali yiizdeleri, Duncan ¢oklu dagilim testi ile degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.7. Limonium globuliferum yaprak su ekstreleri mitotik indeks ve mitotik sathalarin oranlari.

Konsantrasyon Sayilan Mitotik indeks Mitotik Faz Safhalari (%) + Stantard sapma
(g/L) Hiicre + Stantard sapma Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Kontrol- 24 saat 5010 32,13+1,14a 88,5+2,33a 1,66+0,32a 2,82+0,51a 7,02+1,7ab
25 5187 29,76+2,38ab 94,41+0,82b 0,34+0,09b 0,73+0,31b 4,52+0,49a
50 5233 26,68+1,78ab 82,74+1,91¢c 4,73+0,52¢ 2,85+0,49a 9,68+1,55b
100 5196 25,39+1,85b 81,87+1,89¢ 4,99+0,63¢c 3,03+0,61a | 10,11+1,46b
Kontrol- 48 saat 5118 31,61+1,01a 90,45+0,6a 2,45+0,27a 2,68+0,19a 4,42+0,72a
25 5089 29,87+0,55a 88,55+1,61ab 3,59+0,47a 2,75+0,38a 5,11+1,09a
50 5233 26,72+1,03b 84,71+1,2b 3,35+0,41a 3,72+0,57a 8,22+0,62b
100 5154 25,87+0,67b 85,19+1,26b 3,66+0,36a 3,41+0,43a 7,7440,76b
Kontrol-72 saat 5056 30,84+1,98a 90,2+2,63a 2,43+0,96a 1,72+0,88a | 5,65+1,38ab
25 5193 38,55+1,53b 83,75+1,3b 4,22+0,46a 4,66+0,52b 7,37+0,79b
50 5081 45,93+1,02¢ 90,5+0,43a 3,25+0,53a 1,634+0,19a | 5,62+0,62ab
100 5150 48,70+0,8¢c 92,38+0,35a 2,79+0,35a 1,15+0,11a 3,68+0,26a

*Siitunlardaki farkli kiigiik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Sekil 3.7.

Kromozom aberasyonu c¢alismasinda goriintillenen bazi anomaliler. A)
Yapisiklik, B-G-T) Geri kalmis kromozomlar, C) Uclii anafaz kopriisii, D-F)
Tekli anafaz kopriisii, E) Ikili anafaz kopriisii, H- J-K) Bozulmus anafaz-
telofaz, L) C-Mitoz.
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Bitki ekstreleri ile yapilan anomali ¢alismalarindan elde edilen bilgiler
is1¢inda  bazi konsantrasyonlarin  Onemli Olglide anomali olusturduklari
goriilmiistiir. Limonium effusum kok su ekstrelerinde yapilan ¢alismanin 24 saat
uygulamasinda, 10 g/L ve 20 g/L konsantrasyonlarmda toplam anafaz-telofaz
anomalisi miktarinin bariz bir sekilde arttigi gorilmiistir. 40 g/L’lik
konsantrasyonda ise anafaz ve telofaz sathalari ¢ok biiyiikk oranda azalmistir ve
dolayisiyla sayilabilecek yeterli hiicre bulunamamistir. Diger anomalilerde ise 10
g/l ve 20 g/L konsantrasyonlar1 basta C-metafaz olmak {izere anomalileri
artirmigtir.  Limonium effusum kok su ekstrelerinde, 48 saat uygulamasinda 20 g/L
konsantrasyonunda yine yeterli anafaz-telofaz safhasi bulunamadigi ig¢in sayim
yapilamamistir. Diger konsantrasyonlarda hem anafaz-telofaz hem de diger
anomalilerde artig gozlenmistir. Limonium effusum kok su ekstrelerinde, 72 saat
uygulamasinda tiim konsantrasyonlarda anafaz-telofaz anomali oraninda artis
gozlenirken diger anomali oranlarinda azalma goriilmiistir. Limonium effusum
kok su ekstrelerine ait tiim kromozom aberasyonu verileri ve bu verilerin
istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.8°de verilmistir.

Limonium effusum goévde su ekstrelerinde yapilan ¢alismanin tim
konsantrasyonlarinda ve uygulanan biitiin siirelerde, anafaz-telofaz anomalilerinde
onemli Olglide artis gozlenmistir. Diger anomalilerde ise bazi konsantrasyonlar
hari¢ 6nemli farklar bulunamamistir. Limonium effusum goévde su ekstrelerine ait
tim kromozom aberasyonu verileri ve bu verilerin istatistiki degerlendirmeleri
Cizelge 3.9’da verilmistir.

Limonium effusum yaprak su ekstrelerinde yine yapilan ¢alismanin tim
konsantrasyonlarinda ve uygulanan biitiin siirelerde, anafaz-telofaz anomalilerinde
onemli Olclide artiy gozlenmistir. Diger anomalilerde ise 6zellikle 72 saat
uygulamasinin tiim konsantrasyonlarinda azalma tespit edilmistir. Limonium
effusum govde su ekstrelerine ait tiim kromozom aberasyonu verileri ve bu
verilerin istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.10°da verilmistir.

Limonium globuliferum kok su ekstrelerinde yapilan galigmanin tiim siire
uygulamalarinda ve tiim konsantrasyonlarda anafaz-telofaz ve diger anomalilerde
artis gozlemlenmistir. Limonium globuliferum kok su ekstrelerine ait tiim

kromozom aberasyon verileri ve bu verilerin istatistiksel degerlendirmeleri
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Cizelge 3.8. Limonium effusum kok su ekstreleri kromozom aberasyonu sonuglari.

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (% )

Diger Anormallikler ( % )

Konsantrasyon Incelenen Bozul Topl Sayil
Y Hiicre Anafaz Kalgin ozumus opfam ayran : . . . | Biniiklear | Toplam
(g/L) Savist Yapisikhik Képriisii | Kromozom anafaz- | Anormallikler | hiicre C-mitoz | Poliploidi Hiicr (%S.S)
y prust telofaz (%<£8.5) sayisl uere 0=

Kontrol-24 saat 500 1,4 2,6 3,4 9,2 16,6+1,6a 5010 0,11 0,12 - 0,23+0,18a
10 500 11,2 6 12 22,6 51,8+1,71b 5061 0,26 0,05 - 0,3140,1a
20 500 23,05 6,34 18,18 6,79 54,34+1,56b 5283 0,32 - 0,1 0,33+0,06a
40 - - - - - - 5118 0,06 - 0,06 0,12+0,08a
Kontrol- 48 saat 500 1,4 3 3,2 8,4 16+1,22a 5118 0,04 - - 0,04+0,03a
10 500 18,6 3,2 4,6 10,4 36,8+2,88b 5297 0,06 0,06 0,06 0,18+0,08a
20 - - - - - - 5209 0,03 - 0,1 0,13+0,03a
40 289 22,34 3,8 11,87 14,17 52,1442,09¢c 5132 - - 0,53 0,53+0,12b
Kontrol- 72 saat 500 12,4 8,4 5,8 7,2 33,8+1,11a 5056 0,18 0,05 - 0,23+0,11a
10 476 9,44 2,53 12,71 28,65 53,33+1,29b 5279 0,17 0,08 - 0,25+0,04a
20 90 1,05 3,93 21,17 28,91 55,06+1,89h 5145 0,12 - 0,08 0,20+0,02a
40 65 2,22 5,09 20,86 28,87 57,04+2,12b 5190 0,14 - 0,1 0,15+0,03a

Not: 40 g/L 24 saatlik uygulamada ¢ok az anafaz-telofaz hiicresi oldugu i¢in sayilmamustir.
20 g/L 48 saatlik uygulamada ¢ok az anafaz-telofaz hiicresi oldugu i¢in sayllmamistir.
*Siitunlardaki farkl kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Cizelge 3.9. Limonium effusum govde su ekstreleri kromozom aberasyonu sonuglari.

incelenen

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (% )

Diger Anormallikler ( % )

Konsantrasyon . Bozulmus Toplam Sayilan -
(g/L) I;: cll;f Yapisikhik ]ﬁjni]f? z krlcfra:ggm anafaz- | Anormallikler | hiicre | C-mitoz | Poliploidi BlIl_lll.l.lg_ear ('E/oilgrg)
y prust telofaz (%=£S.S) sayisl uere o=

Kor;;;"t"z“ 500 14 2.6 3.4 9,2 16,6+16a | 5010 | 011 0,12 ; 0,23+0,18a
25 500 116 6.2 214 196 588:1980 | 5152 | 029 - - 0.29:0,08a

50 465 1437 5.92 14.23 1254 | 47.06:18c | 5161 01 - - 0.120,09
100 189 14,06 3.46 22.73 1257 | 528261660 | 5158 | 0,08 - 0.04 0.12+0,08a
Kontro- 48 | 500 14 3 32 8.4 16+1,22a | 5118 | 0,04 : : 0,040,03a
25 500 20,59 517 1755 119 | 552243680 | 5067 | 014 - - 0.14+0.18a
50 500 146 6.4 102 16.1 56.8:3.380 | 5259 | 0.36 - - 0.36£0.17b

100 500 15.4 6.2 214 118 54812880 | 5422 | 007 - 0.03 0120 07a
Konstar;’t" 72 500 12,4 8.4 5.8 7.2 338+1.11a | 5056 0,18 0,05 ; 0,23+0.11a
25 500 15.99 435 20,14 116 | 520822520 | 5273 | 003 - 0,02 0.05£0.1b

50 500 102 44 186 246 | 57.0841.15c | 5148 | 0,06 0,02 0.02 0,140, 08a

100 500 12,6 438 21 26 7121,37d 5239 01 - 0.19 0,220 1a

*Siitunlardaki farkl kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan goklu dagilim testi)




Cizelge 3.10. Limonium effusum yaprak su ekstreleri kromozom aberasyonu sonuglari.

incelen Anafaz-telofazdaki Anormallikler (%6 ) Diger Anormallikler ( % )
Konsantrasyon en Bozulmus Toplam Sayilan _—
(9/L) Hiicre | Yapisiklik lf\"nata z K Kalgmn anafaz- | Anormallikler | hiicre | C-mitoz |Poliploidi Bllr_lll.l.klear '(I)'oplgrg
Sayist opriisii romozom telofaz (%z£S.S) sayisi iicre (%=£S.S)
Kontrol-24 saat 500 1,4 2,6 3,4 9,2 16,6+1,6a 5010 0,11 0,12 - 0,23+0,18a
325 440 27,97 1,68 9,86 8,38 47,89+1,72b 5226 0,12 0,05 - 0,17+0,08a
65 392 19,71 4,03 9,57 9,78 43,09+0,72¢ 5193 0,02 - - 0,02+0,07b
130 339 15,6 4,24 10,37 9,12 39,33+1,49¢c 5114 0,07 - - 0,07+0,05b
Kontrol- 48 saat | 500 14 3 32 8,4 16+1,22a 5118 0,04 - - 0,04+0,03a
32.5 500 11,2 7,2 9,4 28,4 56,2+2,78b 5197 0,19 0,02 - 0,21+0,1b
65 450 13,48 6,74 23,01 16,91 60,14+2,22b 5075 0,35 - - 0,35+0,16b
130 379 13,69 4,74 24,81 13,71 56,95+1,84b 5227 0,22 - - 0,22+0,09b
Kontrol- 72 saat | 500 12,4 8,4 5,8 7,2 33,8+1,11a 5056 0,18 0,05 - 0,23+0,11a
32.5 500 17,1 3,07 19,69 10,57 50,43+1,31b 5110 0,12 - 0,1 0,13+0,1a
65 416 19,94 2,14 5,21 19,84 47,13+3,34b 5189 0,04 - 0,02 0,06+0,11b
130 380 19,12 3,22 5,75 11,92 40,01+1,33¢ 5167 0,04 - - 0,04+0,07b

*Siitunlardaki farkh kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Cizelge 3.11°de verilmistir.

Limonium globuliferum gévde su ekstrelerinde yapilan c¢alismada 25 g/L
konsantrasyonunda anafaz-telofaz anomali oraninda kontrol grubuna gore azalmalar
gorilmistiir. 50 g/ ve 100 g/L konsantrasyonlarinda ise anafaz-telofaz anomali oraninda
artis bulunmustur (72 saat 50 g/L konsantrasyonu hari¢). Limonium globuliferum kok su
ekstrelerine ait tiim kromozom aberasyonu verileri ve bu verilerin istatistiki
degerlendirmeleri Cizelge 3.12°de verilmistir.

Limonium globuliferum yaprak su ekstrelerinde yapilan c¢alismanin tiim siire
uygulamalarinda ve tiim konsantrasyonlarda anafaz-telofaz anomalilerinde ve diger
anomalilerde artig tespit edilmistir. Limonium globuliferum kok su ekstrelerine ait tiim
kromozom aberasyonu verileri ve bu verilerin istatistiki degerlendirmeleri Cizelge 3.13’de

verilmistir.
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Cizelge 3.11. Limonium globuliferum kok su ekstreleri kromozom aberasyonu sonuglari.

incelenen

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (% )

Diger Anormallikler ( % )

Konsantrasyon . Anafaz Bozulmus Toplam Sayilan -
H
(g/L) S :;ll;f Yapisikhik | Kkopriis krlcfrzrl:g;gm anafaz- | Anormallikler hiicre C-mitoz | Poliploidi Bllr_lll.l.lg_ear ( 'ol'/oilg rg )
i telofaz (%=S.S) sayisl uere o=

Kontrol-24 saat 500 1,40 2,6 3,4 9,2 16,6+1,16a 5010 0,11 0,12 - 0,23+0,18a
16.25 418 9,54 7,59 17,14 16,16 | 50,43+2,22b 5277 0,14 0,12 - 0,26+0,04a
32.5 254 6,9 12,42 19,30 13,83 52,46+2,99b 5164 0,16 - - 0,16+0,03a
65 151 16,45 11,3 14,15 11,48 53,3942,14b 5183 0,1 0,02 0,03 0,15+0,6a
Kontrol-48 | 500 14 3 32 8.4 16+1,22a | 5118 0,04 : : 0,040,03a
16.25 197 15,35 7,02 17,9 6,97 47,24+3,49h 5181 0,31 0,1 0,13 0,54+0,05b
32.5 162 19,25 5,24 13,96 15,68 54,12+4,01bc 5322 0,08 0,12 - 0,2+0,09a
65 290 13,83 10,86 153 153 | 58,99+3,25¢ 5245 0,35 - - 0,35+0,14b
Kontro- 72| 500 12,4 8.4 58 72 | 338+111a | 5056 0,18 0,05 : 0,23+0,11a
16.25 400 11,98 7,77 18,75 16,05 | 54,55%3,1b 5411 0,14 - - 0,14+0,02a
325 384 19,7 10,3 18,46 1851 | 66,97+8,79¢ 5208 0,21 0,02 0,15 0,38+0,04b
65 350 20,71 9,82 15,78 22,52 68,83+1,46¢C 5241 0,25 0,02 0,18 0,45+0,08b

*Siitunlardaki farkh kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Cizelge 3.12. Limonium globuliferum gévde su ekstreleri kromozom aberasyonu sonuglari.

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (% )

Diger Anormallikler ( % )

Konsantrasyon Incelenen Bozul Toplam Sayil

Hii ozulmus ayilan -

(9/L) S:;:;f Yapisikhik ]ﬁjni]f? z krlcfra:ggm anafaz- | Anormallikler | hiicre C-mitoz | Poliploidi Bllr_lll.l.lg_ear ( ;;Of?rpl )
prust telofaz (%=S.H) sayisl uere o= o

Kontrol-24 saat| 500 14 26 34 9.2 16,6+1,6ab | 5010 | 0,1 0,12 . 0,23:0,18a
25 330 2,32 12 2,52 657 | 12611668 | 5157 | 0,14 0,02 . 0,16+0,04a
50 347 11,4 - 6,91 303 | 2134+1,72b | 5079 : : 0.2 0,2+0,04a
100 142 5,86 2.34 0,74 7,94 | 16,882,44b | 5255 | 0,19 . 024 | 0,43+0,220
Kontro- 48 1 500 14 3 32 8.4 16+1,22a | 5118 | 0,04 : : 0,04+0,03a
25 500 5.1 2 256 6.2 159:2.65a | 5104 | 004 . 002 | 0060,04a
50 168 3,01 6,02 5,42 6.6 | 21,07:109a | 5223 | 0,06 . 004 | 0,1+004a
100 140 10,53 68 52 88 | 31,33:3590 | 5089 | 0,14 0,02 . 0,16+0,05a
Komro- 721 500 12,4 8.4 58 72 | 33s+1,11a | 5056 | 0,8 0,05 : 0,23+0,11a
25 500 16 3.6 64 7 33:2,3a 5232 | 013 . 006 | 0,19+0,06a
50 500 7 12 54 5 18,6:2,150 | 5230 | 044 . : 0,44+0,14
100 324 29,84 29 1202 | 1751 | 653722,02c | 5207 | 021 0,48 004 | 0,73+0,4b

*Siitunlardaki farkh kiiciik harfler p< 0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)




Cizelge 3.13. Limonium globuliferum yaprak su ekstreleri kromozom aberasyonu sonuglari.

Anafaz-telofazdaki Anormallikler (% )

Diger Anormallikler ( % )

Konsantrasyon Inl_cleﬁl::.l: " Anaf Kal Bozulmus Toplam Sayilan Biniikl Tool

(9/L) Sayst Yapisikhik k"na"a z K a.gmn anafaz- | Anormallikler | hiicre | C-mitoz | Poliploidi 111_11u ear ooi asrg
dpriiséi | kromozom | . oo (%%S.S) sayisi iicre (%=S.S)
Kontrol-24 saat 500 1,4 2,60 3,4 9,2 16,6+1,6a 5010 0,11 0,12 - 0,2340,18a
25 362 20,71 4,79 15,88 15,95 57,33+1,29b 5187 0,66 - 0,12 0,78+0,11b
50 465 23,65 3,92 3,65 18,62 49,8444,63b 5233 0,13 - 0,1 0,23+0,04a
100 435 25,01 4,47 5,56 18,33 53,37+1,87b 5196 0,14 - 0,12 0,26+0,03a
Kontrol- 48 saat 500 1,4 3 3,2 8,4 16+1,22a 5118 0,04 - - 0,04+0,03a
25 215 10,22 7,33 14,48 18,42 50,4342,17b 5089 0,16 - 0,33 0,49+0,17b
50 262 13,27 9 18,17 14,90 55,36+2,6b 5233 0,35 0,06 0,13 0,54+0,09b
100 233 13,63 10,48 21,4 15,74 61,25+1,41c 5154 0,39 0,08 0,15 0,62+0,06b
Kontrol- 72 saat 500 12,4 8,4 5,8 7,2 33,8+1,11a 5056 0,18 0,05 - 0,23+0,11a
25 500 14,4 4 10,2 14,6 43,2+1,65b 5193 0,19 - 0,04 0,23+0,05a
50 500 19,2 3,6 12,4 15,2 50,4+1,98¢c 5081 0,02 - 0,41 0,43+0,19b
100 430 20,2 4,2 13,2 16,2 53,8+1,59¢ 5150 0,06 - 0,32 0,38+0,11a

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




3.2. AMES Testine Ait Bulgular

AMES testi, kullanilan bitki ekstrelerine ait farkli dozlarin mutajenik
Ozellige sahip olup olmadigni belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla
histidin iretemeyen Salmonella typhymurium TA98 ve TA100 bakteri suslari
kullanilmis olup, bu suglarin histidin tiretebilir hale gelip gelmediklerine bakilarak
bitki ekstrelerinin mutajeniteleri belirlenmistir. Histidin iiretebilir hale gelen
bakterilerin olusturduklar1 kolonilerin sayisi, negatif kontrol grubunun (bitki
ekstrelerinin ¢oziiclileri) koloni sayistyla karsilastirilmistir. Buna gore negatif
kontrol grubunun koloni sayisii iki katina ¢ikaran konsantrasyon degeri
mutajenik konsantrasyon olarak kabul edilmektedir. Koloni sayisinda doza bagl
bir artis olma durumunda ise bu maddenin, zayif mutajenik etkiye sahip oldugu

kabul edilmektedir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

3.2.1. Sitotoksik dozlarin belirlenmesi

Yapilan sitotoksisite testleri sonucunda kullandigimiz 6 konsantrasyon
(10000, 1000, 100, 10, 1 ve 0.1 pg/plak) igerisinden Limonium effusum ve
Limonium globuliferum kék ekstrelerinin 10000 pg/plak konsantrasyonlar: harig,
diger ekstrelerin farkli konsantrasyonlarmnin tamaminda sitotoksik etki
goriilmemistir.

Sitotoksik etki gosteren ekstrelerin konsantrasyonlart AMES deneylerinde
kullanilmistir. Bu sebepten Limonium effusum ve Limonium globuliferum kok
ekstreleriyle yapilan denemelerde 10000 pg/plak disindaki diger bes
Konsantrasyon kullanilmistir. Diger ekstrelerle yapilan denemelerde ise alt1

konsantrasyonun tamami kullanilmistir.

3.2.2. AMES deneyi bulgularn

AMES testinde, Limonium effusum ve Limonium globuliferum bitkilerinin
kok, govde ve yapraklarindan elde edilen metanol, aseton:metanol (2:1) ve distile
su ekstreleri kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olarak bu ekstrelerin ¢oziictileri
kullanilirken, pozitif kontrol grubu olarak da TA98 S9’suz ¢alisma igin 4-nitro-o-
fenilendiamin (NPD), S9’Iu ¢alisma i¢in ise 2-aminofluoren (2AF), TA100 S9’suz
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deney i¢in Sodyum azid (SA) ve S9’lu i¢in ise 2-aminoantrasen (2AA)
kullanilmistir. AMES testinin baslangicinda bitki ekstrelerinin sitotoksik dozlar1
belirlenmistir. Daha sonra deney belirlenen dozlarla S9 enzimi varliginda ve
yoklugunda her iki sus ile tiger tekrarli yapilmistir. Elde edilen verilerin istatistiki
analizi, SPSS 15.0 programi1 Oneway ANOV A Dunnet- t testine gore yapilmistir.

Yapilan testler sonucunda elde edilen bulgulara gore, aseton:metanol (2:1)
ekstresi ile yapilan caligmalarda her iki susun S9 karacier enzimi fraksiyonun
varliginda ve yoklugunda koloni sayisini iki katina ¢ikaran bir konsantrasyon
tespit edilememistir. Ayn1 zamanda doza bagh olarak koloni sayisinda yine bir
artis bulunamamaistir. Bu sonuglar, aseton:metanol (2:1) ekstresinin kullanilan tiim
dozlarinin mutajenik etkiye sahip olmadigmi gostermistir. Aseton:metanol (2:1)
ekstresiyle elde edilen tiim bulgular ve istatistiki veriler Cizelge 3.14°te
verilmistir.

Metanol ekstrelerinden elde edilen bulgulara gore L. globuliferum yaprak
TA98 susu ile yapilan S9 enzimi yoklugundaki 10000 pg/plak konsantrasyonu
negatif kontrol koloni sayismi yaklasik iki katna c¢ikardigr i¢cin mutajenik
konsantrasyon olarak kabul edilmistir. L. effusum kok ekstresinde TA98 susu ile
yapilan S9 enzimi varhig1 ve yoklugunda yapilan mutajenite testinde doza bagl
koloni sayisinda artis gozlenmistir. Konsantrasyon 0,1 ug/plak’tan 1000ug/plak’a
yiikseldikge koloni sayisi artmistir. Buna gore de L. effusum kok metanol
ekstresinin diisiik toksik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Diger bazi
konsantrasyonlarda da koloni sayisinda istatistiki acidan 6nemli artis ve azalmalar
goriilmiistlir. Metanol ekstreleri ile yapilan AMES testine ait bulgular ve istatistiki
sonuglar Cizelge 3.15’te verilmistir. Distile su ekstreleri ile yapilan ¢alismanin
sonuglarma gore ise L. effusum kok ekstrelerinin TA98 S9 enzimi varliginda
yapilan deneyde diisiik toksik etkiye rastlanmistir. Diger bir ifadeyle metanol
ekstrelerinde oldugu gibi yine bu ekstrede de TA98 susunda konsantrasyona bagli
koloni sayisinda artig tespit edilmistir. Ayrica L. globuliferum kok 0,1 pg/plak ve
1 pg/plak konsantrasyonlari, govde ve yaprak kisimlarinin ise tiim
konsantrasyonlarinda mutajenik etki saptanmistir. Koloni sayis1 yaklasik olarak
bes kat artig gostermistir. Distile su ile yapilan AMES testine ait tiim veriler ve

istatistiki degerlendirmeler Cizelge 3.16’da verilmistir.
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Genel olarak bakildiginda TA98 veya TA100 suslariyla yapilan tiim
calismalarda S9 enzimi varliginda mutajeniteye rastlanmamistir. Sadece enzim
varliginda doza baglh koloni sayisinda artig tespit edilmistir. Bu sonu¢ da
okaryotlarda bulunan bu enzimin varligmda etkinin disiik toksik diizeyde

oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 3.14. Aseton:metanol (2:1) ekstreleri ile yapilan AMES testinin sonuglari.

TA98 S9’suz  TA98 S9’lu TA100 S9’suz TA100 S9’lu
Konsantrasyon Ort. koloni Ort. koloni Ort. koloni Ort. koloni
Materyal /plak) sayis1 = Std.  sayis1 £ Std. sayis1 + Std. sayis1 + Std.
(ne/p Sapma Sapma Sapma Sapma
(-) Kontrol
Aseton:metanol 24,8+1,30 29+2,92 135,8+4,38 139,6+3,81
(2:1)
SA 10 2817,6+5,59*
2AA 5 2880+19,45%*
2AF 200 2752+43,24*
NPD 200 2514+39,75*
1000 32+3,00 28,2+1,92 119,6+1,67 137,4422,90
L. effusum 100 25,6+3,51 26+3,16 136+2,12 138,6+8,88
kok 10 27,6+7,09 28,2+1,92 118,4+1,14 213,4+48,27*
1 32,6+1,52 24,84+3,03 121,2+1,64 141+21,63
0.1 28,4+5,81 24,842,17 246,2+3,27* 202,6+46,05*
10000 24,8+3,56 24,6+3,05 140,8+3,56 121,4+1,82
1000 27,4+2,61 25,4+3,21 198,4+1,14* 130+0,71
L'geé‘;‘z’dsé’m 100 2184249  26,4+1,67 1634+336%  236+534*
10 27,6+2,07 26+3,16 154,245,02 145,6+2,61
1 32,6+2,07 27,6+2,41 195,8+15,55* 121,4+1,34
0.1 36,4+6,19 29,6+1,67 148,2+4,66 126,2+3,96
10000 27,8+4,09 33+1,87 126,8+1,64 143+1,41
L eff 1000 28,8+4,32 33,4+2,88 141,843,63 138+1,87
'yzpl:zllim 100 28,8+4,60  30,4+2,97 142,842,17 131,8+2,49
10 30,4+4,56 29,6+3,36 114+1,22* 117+3,24
1 32,445,18 34,4+2,30 129,8+2,28 150,4+0,89
0.1 26,6+2,41 32,6+4,04 116,6+4,10* 127,4+1,95
1000 25+6,89 24,2+1,92 145,8+16,93 187,2429,55*
L. globuliferum 100 27,2+4,92 27,2+1,92 138,645,13 125+11,34
kok 10 23,4+3,78 25,6+3,05 141,6+14,12 156,8+21,02
1 26,4+3,29 27,4+2,07 122,8+16,78 144+15,83
0.1 30,6+7,06 27,2+2,77 107,849,73* 136,4+11,06
10000 28,4+8,62 32+5,57 109,6+12,12* 147+25,71
L alobulif 1000 30,4+2,19 29,4+3,58 112,2+11,73* 135+10,27
-9 ‘;63 d'ee”‘m 100 29,6+2,97  27,4+152 123,8+9,34 152+10,56
10 27,2+4,15 27,6+2,07 141,6+17,07 160,8+24,14
1 27,8+2,39 23,4+1,52 132,6+17,67 163+7,48
0.1 41+7,38* 24,4+3 51 134+7,38 166+14,30
10000 36,2+2,77 24,4+1,95 168,2+19,75* 173,8+15,61*
L alobulif 1000 26,6+1,14 23,2+1,92 128,2+6,94 139,4+19,06
-9 ;’a;r;lfr”m 100 24.8+4,87  26,2+1,48 119,6+9,91 133+16,75
10 27,6+£1,67 25+2,92 127+16,94 143,44+11,06
1 27+3,94 25+1,58 117,6+45,32 141,4+10,99
0.1 27,848,20 25+1,58 121,4+6,07 155,6+12,40

* jgareti Dunnet t testine gore istatistiki agidan onemli degerleri gostermektedir (Ortalamalar
arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli). Pozitif kontroller; SA: Sodyum azid, 2AA: 2-
aminoantrasen, 2AF: 2-aminofluoren, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamin.
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Cizelge 3.15. Metanol ekstreleri ile yapilan AMES testinin sonuglari.

TA98 S9'suz  TA98 S9'lu  TA100 S9'suz  TA100 S9'lu
Ort. koloni Ort. koloni Ort. koloni Ort. koloni
Materyal Konsa?tlr alfyon sayist £ Std. sayis1i £Std.  sayis1 £Std.  sayisi & Std.
(ng/plak) Sapma Sapma Sapma Sapma
(-) Kontrol Metanol 37+3,61 39,6+5,32 122,8+1,92 1224418
SA 10 2280,6+3,78*
2AA 5 2301+6,52%
2AF 200 2752+43,24*
NPD 200 2514+39,75*
1000 40,2+4,55 66+*2,74 96,6+4,72* 119,6+2,97
L. effusum 100 32,6£1,67 58,2+*4,15 147,4+3,85* 139,44+4,39*
kok 10 31,4+1,14 56+7,52 146,4+1,34* 165,644,83*
1 30+0,71 48,8+6,14 121,242,39 152,447,02%*
0.1 28+2,65 44,2+4,55 156,2+1,30* 154,8+6,87*
10000 29,6+4,04 35,6+1,34 56,24+2,95% 58,4+4,10*
L. effusum 1000 27,6+2,88 56,2+12,24 107,6+2,07* 155,4+1,52%*
govde 100 31,4+2,51 50,8+6,06 125,6+2,88 152,443,58*
10 30,8+2,39 46,6+6,11 13743,87* 158,4+3,65*
1 38,6+2,19 49+4.42 135,240,45% 162,443,29%
0.1 29,8+5,07 49,6+3,85 130,8+1,64* 141,8+2,59*
10000 27,844,76 55,447,02 104,8+1,10%* 119,4+4,72
L effusum 1000 25,2+0,84 54,248,53 134,8+1,64* 137,442,51%*
yaprak 100 34,6+1,67 4524335 127,244,15 155+2,92*
10 24,8+3,70 50+2,92 178+4,18* 148,2+8,93*
1 27,4+3,29 51,6+2,70 118,243,03 171,246,14*
0.1 35,243,11 50,4+2,88 126,242 .95 164+3,32*
1000 24+1,87 65,2+4,87* 143+3,67* 122,6+3,51
L. globuliferum 100 32,242.49 64+2,83* 139,6+3,21* 126,6+6,77
kok 10 31,4+1,14 61,2+4,38* 149+2,24%* 141+4,85*
1 38+1,58 67,6+4,98* 133,8+2,28* 122,6+3,65
0.1 36+2,24 4924716 125,4+1,95 115,4+2,97
10000 31,4+1,52 52,8+5,07 1224235 135,445,22*
L. globuliferum 1000 37,8+£2,28 58,2+3,56* 124,64+2.41 132,6+3,05*
govde 100 33,2+0,84 53,2+5,89 130,8+2,77* 129+3,08
10 33,8+3,35 57,4+3,85 157,6+1,34* 142,6+3,78*
1 31,4+5,98 55,2+4,82 214,4+1,34* 119,64+2,97
0.1 32,6+£2,70 51,2+8,07 170,8+2,17* 127,2+2,95
10000 86,4+5,32*m 49,2+8,11 153,8+1,64* 149,243 ,56*
L. globuliferum 1000 31,6£1,82 55+8,40 122,442.61 133,243,90*
yaprak 100 3143,54 59,2+6,06*  152,2+1,10% 129,8+3,11
10 28,4+6,88 59,2+6,83* 121,2+1,79 131,442,51*
1 30+4,47 47,2+7,66 134,442,70* 136,242,59*
0.1 30,6+3,65 66+5,10%* 125,8+1,64 139,6+3,29*

* jgareti Dunnet t testine gore istatistiki a¢idan 6nemli degerleri gostermektedir (Ortalamalar
arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli). Pozitif kontroller; SA: Sodyum azid, 2AA: 2-
aminoantrasen, 2AF: 2-aminofluoren, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamin. m: mutajen
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Cizelge 3.16. Distile su ekstreleri ile yapilan AMES testinin sonuglar1.

TA98 S9'suz TA98S9'lu  TA100 S9'suz  TA100 S9'lu
Ort. koloni Ort. koloni Ort. koloni Ort. koloni
Materyal Konsantrasyon sayis1 = Std.  sayis1 £ Std. sayis1 £ Std.  sayis1 £ Std.
Sapma Sapma Sapma Sapma
(3. Kontrol 284308 33+3,61 115,6+0,89 123,2+1,64
istile su
SA 10 1622,8+11,63*
2AA 5 2647+4,69*
2AF 200 2752+43,24*
NPD 200 2514+39,75*
1000 2224217 37+3,81 147 ,4+1,52* 119,2+1,30*
L. effusum 100 24,4+7,92 31,4+1,95 123+0,71%* 124,4+1,52
kok 10 29,2+0,84 28,2+3,27 126,6+1,67* 123+2,00
1 31,4+2,88 27,4+2,07 131,4+1,52% 126,4+0,89
0.1 27,242.49 27,242,17 115,4+1,52 103+1,87*
10000 35,4+2,70 32,8+1,64 205,8+2,17* 195,842,77*
L. effusum 1000 25,445,08 30,2+2,39 135+1,87* 105,6+4,04*
govde 100 25,2+4,97 27,4+2,70 116,842,49 116,4+2,07*
10 22,2+1,48 27,2+1,92 124,8+1,48* 113,6+2,07*
1 28,8+2,59 25,6+2,70 113,4+1,67 112,2+0,84*
0.1 51,4+2,07* 29,442 41 118,242,28 107,8+1,92*
10000 37,2+1,92 28+2,92 147,4+1,67* 160+1,58%*
L effusum 1000 29,6+3,29 27+2,12 108,4+1,14* 125+2,55
yaprak 100 34,8+2,59 27+2,55 123,2+1,64* 122,2+1,30
10 30,6+4,88 25,442,07 121,2+2,39 106+£0,71%*
1 28,6+1,95 26+1,58 113,6+2,19 106£1,00*
0.1 35,4+2,30 30,2+1,92 117,4+1,82 109,6+0,55*
1000 23,6+£1,67 29,6+2,70 135,442,61* 122,242,777
L. globuliferum 100 22,4+1,82 24,44+3,36 116+1,00 125,8+1,48
kok 10 21,6+0,55 25,442,30 109,6+1,82* 118,2+1,10%*
1 22,6+3,13 28,243,11 543,4+1,52*m 120+1,22
0.1 30+2,24 24,6+1,82 622,2+£2,39*m  123,2+1,79
10000 244224 25,243,19 479+1,00*m 167,6+2,51*
. 1000 29,244,221 30,6+4,34 578,6+1,14*m 117,2+2,59*
L g'o?“'d'fer”m 100 26,6£1,52  20+3,08 534+224*m  133,241,30*
govae 10 24,4498 254235 583,242,95%m  132+1,22*
1 27,4+3,05 25,8+1,92 539,24+4,15*m  139,4+1,67*
0.1 26+4,74 28,6+3,97 596,8+2,05*m 125,4+1,82
10000 25,4+2.97 25,242,59 513,6+£2,97*m 170,8+0,84*
. 1000 25,6+0,89 26,8+3,03 679,4+1,52*m  115+0,71*
L. g'ng‘r'gfr”m 100 20,8+5.80  27,8£1,92  695.244,60*m  106=1,41*
10 30,8+3,96 22,6£2,30 626,8+4,60*m  109,8+0,84*
1 21,8+3,42 25,8+3,27 526,2+£2,17*m  106,24+2,17*
0.1 28,8+3,35 24,8+1,48 587,6+5,03*m 110,643,29*

* jgareti Dunnet t testine gore istatistiki agidan onemli degerleri gostermektedir (Ortalamalar
arasindaki fark 0.05 seviyesinde o6nemli). Pozitif kontroller; SA: Sodyum azid, 2AA: 2-
aminoantrasen, 2AF: 2-aminofluoren, NPD: 4-nitro-o-fenilendiamin. m: mutajen
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3.3. MTT Testine Ait Bulgular

Mitokondriyal aktiviteyi Olgme amacina dayanan MTT testi, her bir
ekstrenin farkli konsantrasyonlarinda dort giin boyunca MDBK hiicrelerine
muamele edilerek gergeklestirilmistir. Calismada 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125
png/ml konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. 96 kuyucuklu plaklarda yapilan denemeler
iic tekrarli olarak ¢alisilmistir. Hiicreler, 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca bitki
ekstrelerine maruz birakilmistir. Hergiin plaklarin absorbanslarinin  ELISA
cihazinda okunmasiyla sonuglar elde edilmistir. Her siire i¢cin ekstrelerin farkli
konsantrasyonlart ayr1 ayr1 denenmistir. Negatif kontrol grubu olarak da
ekstrelerin ¢oziiciileri kullanilmistir. Metanol ve aseton:metanol hiicrelerin
bulundugu besiyeri ortamma % 0.1 gecmeyecek kadar ilave edilmistir. Okunan
absorbans degerlerinin ortalamalar1 alinmis ve bu ortalamalardan canli hiicrelerin
sayisinin kontrole gore oranini veren % proliferasyon degerleri hesaplanmustir. %
proliferasyon orani, su formiille hesap edilmistir (Seo, 2005);

% proliferasyon orani1 = (B-A)*100/A,

Burada A: kontrol grubu absorbans degeri B: 6rnek uygulanmis gruplarin
absorbans degerini gdstermektedir.

Elde edilen proliferasyon verilerin istatistiki analizi, SPSS 15.0
programinda Oneway ANOVA varyans analizi Duncan ¢oklu dagilim test sistemi
ile p<0.05 6nemlilik diizeyinde yapilmistir.

Calisma sonucunda Limonium effusum kok metanol ekstresinin 50 pg/ml
konsantrasyonu hiicre canliligini en fazla artiran (% 347.62) konsantrasyon olarak
bulunmustur. Hiicre canliligini en fazla azaltan konsantrasyon ise Limonium
globuliferum gévde su ekstresinin, 50 pg/ml konsantrasyonu olarak bulunmustur.
Genel olarak, uygulama siiresi uzadik¢a ve konsantrasyon arttik¢a hiicre
canliligmin azaldig1 goriilmiistiir. Her iki tiirlin yaprak su ekstreleri 6.25 ve 3.125
pg/ml konsantrasyonlarida {igiincii giine kadar azalan oranlarla hiicre canliliginda
artis gostermistir. Genellikle diger ekstrelerde goriilen olumlu yonde etki bu
sekilde diizenli degildir.

Limonium effusum kok su ekstresi verilerine gore 3.125 pg/ml
konsantrasyonu 72 saat uygulamasina kadar artan oranlarla hiicre canliligimi

pozitif yonde etkilemis iken diger konsantrasyonlar ve siire uygulamalar1 ise
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toksik etki gostermistir. Limonium effusum kok su ekstresine ait tim hiicre

canlilig1 verileri Sekil 3.8’de verilmistir.

Limonium effusum kok su ekstresi sonuclar:
60,00
40,00
< 20,00 a
> 0,00
S 20,00
= 40,00 b
;t: -60,00 €
-80,00
-100,00 cT dqd ddd
-120,00
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
50 -24,73 -83,10 -87,83 -93,04
25 -53,76 -86,62 -92,17 -95,36
E 125 -64,52 -88,03 -91,74 -94,20
E 6,25 -48,39 -54,93 -53,04 -46,38
13,125 1,08 38,03 40,87 -20,00
i kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.8. Limonium effusum kok su ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05 diizeyinde
6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

Limonium effusum govde su ekstreleri verilerine gore, hiicrelerin
canliligini en fazla olumlu yonde etkileyen deger 6.25 pg/ml konsantrasyonunun
ikinci giin uygulamasidir. 50 pg/ml uygulamasi ise oldukca toksik etki
yaratmustir. Limonium effusum gévde su ekstresine ait tiim hiicre canliligi verileri
Sekil 3.9°da verilmistir.

Limonium effusum yaprak su ekstreleri verilerine gore de hiicrelerin
canliligint  pozitif olarak etkileyen en yiiksek deger 6.25 pg/ml
konsantrasyonudur. Bu ekstrenin geneline bakildiginda diisiik konsantrasyonlar
pozitif yonde yiiksek konsantrasyonlar negatif yonde etki gdstermistir. Limonium
effusum yaprak su ekstresine ait tiim hiicre canliligi verileri Sekil 3.10°da

verilmistir.
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Limonium effusum govde su ekstresi sonuglari

60,00
40,00
- 20,00
% 0,00
5 -20,00
S 40,00
% -60,00
° -80,00
-100,00
-120,00

1.glin 2.glin 3.glin 4.giin

E50 -69,89 -89,44 -93,48 -96,23

25 -68,82 -82,39 -88,70 -91,30

T 9125 -58,06 -61,97 -65,22 -71,30

E 6,25 0,00 37,32 14,78 -35,94

3,125 6,45 10,56 2,61 -39,42

i kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.9. Limonium effusum govde su ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05
diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

Limonium effusum yaprak su ekstresi sonuclari
150,00
100,00
5
> 50,00
o aaa a
£ 000
o
o .50,00 a
S
-100,00
b b
-150,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
50 -69,89 -88,03 -93,48 -96,23
25 -52,69 -76,06 -84,35 -85,80
E M125 4,30 14,79 -21,74 -51,88
¥ |®6,25 24,73 100,00 0,43 -44,64
H3,125 24,73 89,44 1,30 -23,19
E kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.10. Limonium effusum yaprak su ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05
diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium globuliferum kok su ekstresi verilerine gore 3.125 pg/ml
konsantrasyonu 72 saat uygulamasi hiicre canliligini pozitif yonde etkilemis iken
diger konsantrasyonlar toksik etki gostermistir. Bu ekstre genel olarak uygulama
stiresi arttikca yiiksek oranda toksik etki gostermistir. Limonium globuliferum kok
su ekstresine ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.11°de verilmistir.

Limonium globuliferum govde su ekstresinden elde edilen bulgulara gore,
48 saat uygulamasina kadar 3.125 pg/ml ve 6,25 pg/ml konsantrasyonlar siire
uygulamasi arttik¢a hiicre canliligini artirmistir. Diger konsantrasyonlarda ise siire
uygulamasina paralel bir sekilde canlilik oranlar1 azalmistir. Limonium
globuliferum govde su ekstresine ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.12°de
verilmistir.

Hiicre canlibigmmi en fazla olumlu ydnde etkileyen ekstre Limonium
globuliferum yaprak su ekstresidir. Ozellikle 48 saat uygulamasinda tiim
konsantrasyonlar canliligi artirmustir. Sadece 72 saat uygulamasinda toksik etki
goriilmiistiir. Limonium globuliferum yaprak su ekstresine ait tiim hiicre canliligi

verileri Sekil 3.13’te verilmistir.

Limonium globuliferum kok su ekstresi sonuclari
40,00
20,00
c 0,00
=
& -20,00
£ -40,00
o
& -60,00
S -80,00
-100,00
-120,00
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
50 -22,58 -78,17 -86,96 -92,46
H25 -59,14 -85,92 -91,74 -95,07
T (M125 -72,04 -90,14 -93,48 -95,65
—
5 6,25 -59,14 -56,34 -76,96 -79,71
3,125 -13,98 -49,30 23,91 -23,48
 kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.11. Limonium globuliferum kok su ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05
diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium globuliferum govde su ekstresi sonuclar:

40,00 Che
20,00
§ 0,00
2 -20,00
g’ -40,00
£ 60,00
S -80,00
-100,00
-120,00
1.glin 2.giin 3.glin 4.giin
50 -73,12 -90,14 -95,22 -96,52
25 -58,06 -76,76 -91,30 -92,46
_|M125 -13,98 -23,94 -67,39 -49,28
E H6,25 3,23 32,39 -15,65 -28,70
2 3,125 5,38 26,76 -30,87 -25,51
i kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.12. Limonium globuliferum govde su ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05

diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

Limonium globuliferum yaprak su ekstresi sonuglari
30,00
20,00
5
> 10,00
@
s a
£ 0,00
o
8- -10,00
S b0y
-20,00
-30,00 ¢
1.giin 2.gilin 3.giin 4.glin
50 1,08 23,94 -16,96 -24,35
25 2,15 16,90 -20,00 -9,28
T [M125 1,08 23,24 0,43 -7,25
6 6,25 2,15 26,06 2,17 -10,14
3125 6,45 2,11 3,04 -4,93
 kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.13. Limonium globuliferum yaprak su ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05

diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium effusum kok metanol ekstresi ise, Ozellikle 24 saat
uygulamasinin yiiksek konsantrasyonlarinda canliligi bariz bir sekilde artirmistir.
Bu ekstre konsantrasyon ve siire artisina uyumlu bir sekilde canlilik oranlarinda
azalmalar goriilmiistiir. Limonium effusum kok metanol ekstresine ait tiim hiicre
canlilig1 verileri Sekil 3.14’te verilmistir.

Limonium effusum gévde metanol ekstresinde de kok ekstresine benzer bir
sekilde konsantrasyon ve siire artisina paralel canlilik verilerinde oranli azalmalar
goriilmiistiir. Ozellikle 3.125 pg/ml konsantrasyonu canlili§i 4. giin harig
artrrmistir. 50 pg/ml konsantrasyon ise sadece 24 saat siiresinde artig gostermistir.
Diger konsantrasyolar ise toksik bulunmustur. Limonium effusum gévde metanol
ekstresine ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.15’te verilmistir.

Limonium effusum yaprak metanol ekstresi verileri de ayn1 bitkinin gévde
verilerine benzerlik gostermektedir. ki ekstre arasindaki tek fark, 3.125 pg/ml
konsantrasyonunun canliligi sadece 1. giin artirmasidir. Limonium effusum yaprak

metanol ekstresine ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.16’da verilmistir.

Limonium effusum kok metanol ekstresi sonuglari

400,00 g
350,00
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00
-50,00
-100,00
-150,00

% Proliferasyon

1.glin 2.gilin 3.glin 4.giin

50 347,62 51,35 -54,40 -70,07
25 100,00 -35,14 -60,00 -70,07
M125 107,14 -41,89 -72,00 -81,75
6,25 19,05 -64,86 -79,20 -83,94
3,125 -19,05 -75,68 -87,20 -90,51
i kontrol 0 0 0 0

pg/mi

Sekil 3.14. Limonium effusum kok metanol ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05
diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

82



Limonium effusum govde metanol ekstresi sonuglari
80,00 b
60,00
- 40,00
o
o> 20,00
5 000
E, -20,00
o -40,00
>
-60,00
-80,00 .
-100,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
E50 38,10 -47,30 -68,00 -78,83
25 -19,05 -60,81 -81,60 -90,51
= (9125 -47,62 -81,08 -88,00 -90,51
E 6,25 -28,57 -63,51 -78,40 -79,56
3,125 61,90 13,51 12,00 -7,30
i kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.15. Limonium effusum gévde metanol ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05
diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

Limonium effusum yaprak metanol ekstresi sonuclari
40,00
20,00
& 000
@
S -20,00
'S -40,00
o
R -60,00
-80,00
-100,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
50 28,57 -63,51 -87,20 -89,78
H25 -16,67 -78,38 -90,40 -92,70
E M125 -23,81 -78,38 -91,20 -92,70
2 ||6,25 -11,90 -48,65 -65,60 -81,02
H3,125 16,67 -6,76 -10,40 -20,44
E kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.16. Limonium effusum yaprak metanol ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p< 0.05
diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium globuliferum kdk metanol ekstresi verilerine gore 3.125 ve 6.25
pg/ml konsantrasyonlar1 24 saat uygulamasi hiicre canliligmi pozitif yonde
etkilemis iken diger konsantrasyonlar toksik etki gostermistir. Bu ekstreye ait tiim
hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.17°de verilmistir.

Limonium globuliferum goévde metanol ekstresi verilerine gore 24 saat
uygulamasi hari¢ 50 ve gore 25 pg/ml konsantrasyonlar1 yiiksek toksik etki
gostermistir. Bunun yaninda 3.125 ve 6.25 pg/ml konsantrasyonlar1 6zellikle 96
saat uygulamasinda hiicre canliligini artirict etki gostermistir. Bu ekstreye ait tiim
hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.18’de verilmistir.

Limonium globuliferum yaprak metanol ekstresi, kullanilan yiiksek dozlar
basta olmak {izere tiim siire ve doz uygulamalarinda bariz toksik etki gostermistir.

Bu ekstreye ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.19°da verilmistir.

Limonium globuliferum kok metanol ekstresi sonuglari
40,00
20,00
§ 000
2
E -20,00
5 -40,00
o
£ -60,00
-80,00
-100,00
1.glin 2.glin 3.giin 4.glin
50 -62,91 -81,07 -86,19 -93,00
|25 -52,65 -87,14 -88,81 -93,33
= M12,5 -3,97 -91,07 -90,30 -91,67
= (96,25 31,79 -80,00 -70,15 -60,67
3,125 14,90 -53,93 -40,30 -58,00
 kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.17. Limonium globuliferum kok metanol ekstrelerinin % proliferasyon verileri.
a-e : p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium globuliferum govde metanol ekstresi sonuglari

20,00
0,00
5
o> -20,00
g
£ -40,00
e
o -60,00
EN
-80,00
-100,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
E50 -6,29 -83,57 -80,97 -81,00
— |E25 -15,89 -70,36 -72,39 -69,67
“jg K125 -4,97 -38,93 -31,34 -8,00
6,25 3,97 -33,57 1,12 10,00
H3,125 -9,60 -49,64 7,09 12,67
i kontrol 0 0 0 0

0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

Sekil 3.18. Limonium globuliferum gévde metanol ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-e : p<

Limonium globuliferum yaprak metanol ekstresi sonuglari

0,00
-10,00
-20,00
-30,00
-40,00
-50,00
-60,00
-70,00
-80,00
-90,00

-100,00

% Proliferasyon

1.glin

3.giin

E50

-53,31

-73,93

-75,00

25

-65,89

-82,14

-76,49

M125

-56,62

-71,07

-55,97

pg/mi

6,25

-41,72

-50,71

-38,06

3,125

-46,36

-45,00

-17,54

E kontrol

0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium effusum kok aseton:metanol (2:1) ekstresi tiim siire ve
konsantrasyon uygulamalarinda toksik etki gostermistir. En fazla toksik etki 96
saat uygulamasmda goriilmiis olup %67 diizeylerinde bulunmustur. Bu ekstreye
ait tlim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.20°de verilmistir.

Limonium effusum goévde aseton:metanol (2:1) ekstresinde de yiiksek
toksik etki tiim dozlarda ve siirelerde goriilmiistiir. Birinci giin uygulamasinda
konsantrasyon artigma bagl toksik etki azalirken, dordiincii giinde bu durumun
tam tersine dondiigii goriilmiistiir. Bu ekstreye ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil
3.21°de verilmistir.

Limonium effusum yaprak aseton:metanol (2:1) ekstresinde yine birinci
giin uygulamasinda konsantrasyon artigina bagh toksik etki azalirken, dordiincii
giinde bu durumun tam tersine dondigi goriilmiistiir. Ayrica 72 saat
uygulamasinda 3.125 ve 6.25 pg/ml konsantrasyonlar1 hiicre canliligini artiric

etki gOstermistir. Bu ekstreye ait tiim hiicre canliligi verileri Sekil 3.22°de

verilmistir.
Limonium effusum kok aseton:metanol (2:1) ekstresi sonuglar:
0,00
-10,00
§ -20,00
& -30,00
E -40,00
£ 50,00
S -60,00
-70,00
-80,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
50 -50,00 -39,75 -43,80 -63,32
H25 -43,28 -43,51 -45,35 -65,22
= M125 -37,69 -45,61 -48,84 -67,12
‘E 6,25 -33,58 -43,51 -46,12 -62,23
H3,125 -18,66 -55,65 -31,01 -17,93
M kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.20. Limonium effusum kok aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin % proliferasyon verileri.
a-e : p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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L. effusum govde aseton:metanol (2:1) ekstresi sonuclari
0,00 a
-10,00
§ -20,00
& -30,00
g’ -40,00
£ 50,00
S -60,00
-70,00
-80,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
50 -45,15 -45,19 -50,00 -66,85
25 -41,42 -33,89 -34,88 -57,34
M125 -53,36 -31,38 -33,33 -52,45
E 6,25 -61,19 -58,16 -58,53 -48,37
2 E3,125 -68,66 -48,12 -42,25 -44,02
i kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.21. Limonium effusum govde aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin % proliferasyon verileri. a-
e : p<0.05 diizeyinde énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

L. effusum yaprak aseton:metanol (2:1) ekstresi sonuclari
30,00 a
20,00
c 10,00
% 0,00
© -10,00
£ -20,00
£ -30,00
o
S -40,00
-50,00
-60,00
-70,00
1.giin 2.giin 3.giin 4.glin
E50 -14,18 -30,96 -29,07 -48,10
25 -25,37 -25,52 -26,36 -37,50
z 12,5 -40,30 -30,54 -16,67 -12,50
?g H6,25 -25,37 -16,74 6,98 -16,30
3,125 -60,82 -49,37 17,44 -15,49
M kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.22. Limonium effusum yaprak aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin % proliferasyon verileri.
a-e : p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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Limonium globuliferum kok aseton:metanol (2:1) ekstresinde de hemen
hemen tiim aseton:metanol ekstrelerinde oldugu gibi 1. giin ve 4. giin
uygulamalarindaki dozlara bagl toksik etki zit yondedir. Yani ilk giinde yiiksek
dozlar diistik toksisite gosterirken, diisiikk dozlar yiiksek toksik etki gdstermis olup
4. giinde bu durum tam tersi yonde geligsmistir. Bu ekstreye ait tiim hiicre canlilig1
verileri Sekil 3.23’te verilmistir.

Limonium globuliferum gévde aseton:metanol (2:1) ekstresinde Limonium
effusum yaprak aseton:metanol ekstresinde oldugu gibi 72 saat uygulamasinda
3.125 pg/ml konsantrasyonu canliligi artrmistir. En fazla toksik etki 24 saat
uygulamasinda yine 3.125 ug/ml konsantrasyonunda goriilmiistiir. Bu ekstreye ait
tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.24’te verilmistir.

Limonium globuliferum yaprak aseton:metanol (2:1) ekstresinde 48 saat
uygulamasinda tiim konsantrasyonlar canlilig1 artirict etki gosterirken, en yiiksek
toksik etki 72 saat uygulamasinda 50 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarinda

goriilmiistlir. Bu ekstreye ait tiim hiicre canlilig1 verileri Sekil 3.25°te verilmistir.

L. globuliferum kok aseton:metanol (2:1) ekstresi sonuglari
a a a a

0,00
-10,00
-20,00
-30,00
-40,00
-50,00
-60,00
-70,00
-80,00
-90,00

-100,00

% Proliferasyon

1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
E50 -51,12 -44.77 -50,39 -94,84
25 -54,85 -47,70 -52,33 -94,02
H125 -58,96 -38,91 -45,35 -80,43
6,25 -69,40 -62,76 -64,73 -57,61
H3,125 -41,79 -68,62 -60,08 -37,77
i kontrol 0 0 0 0

e ml

Sekil 3.23. Limonium globuliferum kok aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin % proliferasyon verileri.
a-e : p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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L. globuliferum govde aseton:metanol (2:1) ekstresi sonuclari

20,00 b
10,00
& 000
)
< -10,00
£
5 20,00
a
£ -30,00
-40,00
-50,00
1.glin 2.glin 3.glin 4.giin
E50 -6,34 -22,18 -24,03 -26,63
25 -29,85 -33,47 -15,89 -14,67
_|H125 -32,84 -34,73 -15,50 0,54
E 6,25 -30,97 -23,85 -5,81 -5,43
2 3,125 -44,78 -33,47 15,50 -7,88
i kontrol 0 0 0 0

Sekil 3.24. Limonium globuliferum govde aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin % proliferasyon

verileri. a-e : p< 0.05 diizeyinde 6énemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)

L. globuliferum yaprak aseton:metanol (2:1) ekstresi sonuglar:

40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
-10,00
-20,00
-30,00
-40,00
-50,00

% Proliferasyon

l.glin

2.giin

3.glin

4.glin

E50

0,75

35,56

-36,43

-22,01

25

-15,67

0,42

-35,66

-15,76

M125

-17,91

7,11

-3,10

-6,79

6,25

-24,25

25,94

-8,53

-17,39

ng/ml

3,125

5,22

7,95

-5,81

-12,23

E kontrol

Sekil 3.25. Limonium globuliferum yaprak aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin % proliferasyon

verileri. a-e : p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Bitkilerin, ultraviyole 151k, bocek saldirilari, bakteriler ve viriisler gibi
cevresel stres uyaricilarma karst  bazi  kimyasallar1  biyosentezleme
potansiyellerinin  oldugu bilinmektedir. Ornegin bitkiler, ultraviyole 151k
muamelesiyle tiirevlenen serbest radikalleri yok etmek icin flavanoid ve
karotenoidleri sentezlemektedirler. Bu gibi prensipler baz almarak, siddetli
streslere maruz kalan bitkilerin, belirli nitelik ve miktarlarda biyolojik olarak aktif
fitokimyasallari tiretmeleri zorunludur hipotezi kurulabilir (Murakami, 2005) .

Tibbi bitkilerin kullanimi, her zaman insanlik kiiltiirinlin bir parcasi
olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinya popiilasyonunun %80’ine varan
bir kesiminin, bazi saglik hizmetleri acisindan geleneksel tibbi sistemlere
giivendiklerini bildirmektedir. Bununla birlikte birgok tibbi bitkinin 6zellikle
mutajeniteleri ve karsinojeniteleri gibi toksikolojik 6zelliklerini gosteren raporlar
da vardir (Alade, 2009). WHO, gelismekte olan iilkeleri, non-toksik olduklar1
kanitlanan geleneksel bitki preperasyonlarini, saglik programlarina ilave etmeleri
yoniinde tesvik etmektedir (WHO, 1985).

Bazi1 medikal bitkilerin asir1 terapatik avantajlari olmasina ragmen medikal
bitkilerin baz1 igerikleri potansiyel olarak toksik, mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik olabilmektedir. (Gadano ve ark., 2006).

Biyolojik aktiviteye sahip dogal iiriinlerin in vitro degerlendirilmesi icin
bilimsel stratejiler, son zamanlarda degismektedir. Birgok sayidaki geleneksel
dogal iiriinlere ilgi her gecen giin artmaktadir. (Kurokawa ve ark., 1993; Cordell,
1995; Vlietinck ve ark., 1995; Taylor ve ark., 1996). Bununla birlikte gegmisteki
calismalar gostermistir ki yiyecek olarak veya geleneksel tibbi amach kullanilan
bir¢ok bitki in vitro sistemlerde mutajenik etkiye sahiptir. (Schimmer ve ark.,
1988; Higashimoto ve ark., 1993; Kassie ve ark., 1996).

Dogal olan her sey gilivenilirdir inanigina zit bir gsekilde yaygmn olarak
kullanilan bazi tibbi bitkiler akut toksisiteye ve uzun donmede de toksik etkiye
sebep olmaktadirlar. Toksik etki, sara olusturucu bilesikler, kardiak toksinler ve
karsinojeniteye sebep olan gastrointestinal toksinlerin varliginda, ishal, alerjenlere

asir1 duyarlilik, bulant1 veya kusmadan, organ-hedefli toksisite; immunotoksisite,
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embriyo/fetlis ve prenatal toksisite, mutajenite/genotoksisite, hepatotoksisite,
nefrotoksisiteye kadar uzanmaktadir (Smolinske, 2005).

Tibbi amaghi kullanilan bitkilerin mutajenik  veya toksik etki
yaratabileceginin rapor edilmesiyle, bitkilerin organizmalar {izerinde olusturdugu
negatif etkileri arastirmak daha da 6nemli hale gelmistir.

Bu amagla bu ¢alismada da tilkemize ait endemik olan Limonium effusum
ve endemik olmayan Limonium globuliferum tiirlerinin mutajenik ve sitotoksik
etkileri tespit edilmeye c¢alisilmistir. Calisma bakteriyel (AMES testi), bitkisel
(Allium testi) ve hayvansal hiicreler (MTT analizi) kullanilarak yapilan {i¢ test
sistemiyle gerceklestirilmistir. Bu testlerin mutajeniteyi ve sitotoksisiteyi
belirlemek i¢in kullanilabilirligi ge¢mis ¢alismalarda rapor edilmistir (Fiskesjo,
1997; Bakare ve Wale-Adeyemo, 2004; Babatunde ve Bakare, 2006; Alade ve
ark, 2009; Mahavorasirikul ve ark. 2010; Bayor ve ark., 2007).

Bu c¢alismada kullanilan Limonium cinsine ait tiirlerden Limonium
tataricum ve Limonium brasiliensis bitkilerinin uluslararas1 zehirli bitkiler
listesine girdigi bildirilmistir (Wagstaff, 2008).

Lellau ve Liebezeit (2003), Plumbaginaceae familyasina ait olan iki tiir
Armeria maritima Mill. ve Limonium vulgare Mill. etanol ekstreleri ile Artemia
salina ve Daphnia manga iizerine sitotoksisite incelemesi yapmuslardir. Bu
calismaya gore Limonium vulgare, Artemia salina ve Daphnia manga tizerine
toksik etki olusturmustur. Bunun yaninda Armeria maritima toksik etki
yaratmamistir. Yine aymi bitkilerle yapilan tiimor indiiksiyonu inhibisyonu testi
(TOT) ve timor gelisiminin inhibisyonu testi (TGIT) c¢alismalarna gore de
Armeria maritima tiiméor inhibisyon etkisi gostermemistir. Limonium vulgare ile
yapilan denemelerde ise siipheli tiimor inhibisyonu gozlenmistir.

Plumbago zeylanica’nin (Plumbaginaceae) kok su ve alkolik ekstrelerinin
karidesler lizerine letal etkilerine bakilmis ve bu ekstrelerin toksik olduklari
Krishnaraju ve ark. (2006) tarafindan rapor edilmistir.

Bu caligmada kullanilan iki tiir Plumbaginaceae familyasina dahildir ve bu
familyanin birer {iyesi olan Limonium tiirlerinin de kendine 6zgii icerikleri
mevcuttur. Avaz (2010) tarafindan tespit edilen epigallocatechin, gallocatechin,

mentol, timol, karvakrol, kafeik asit ve harmon, kubain, flavonol, kumarinler ve
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kinonlari, rutin, rutinoside, myrcetin, sitrik asit, ellagic, myrecetin 3-O-a-L,
kuercetin, taninler ve kumarinler bu bilesenlerden bazilaridir. Bunun yaninda
Plumbaginaceae familyasina 6zgii olan naftokuinonlarin 6nemli bilesenlerinden
biri oldugu farkli ¢calismalarda rapor edilmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumu, mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmast ve DNA’ya timin
baglanmasmin inhibisyonuna dayanan sitotoksik etkiler Plumbaginaceae
familyasindaki tiirlere 6zgii bilesenlerden biri olan naftokuinonlarin en 6nemli
sitotoksik 6zelliklerindendir (Aithal ve ark., 2009; Babula ve ark., 2009)

Allium test toksisite ve mutajeniteyi hedefleyen bir testtir. Biiyiimenin
inhibisyonu olciilerek toksisite kolaylikla gozlenebilirken mutajenite kromozom
kiriklarinin oraniyla iligkilidir. Allium cepa kok ucu hiicreleri, sitolojik testler igin
miikemmel bir sistem olusturmaktadir (Fiskesjo, 1985).

Allium testinde, kontrol grubu olarak su kullaniliyorsa sudaki toksik etki
yaratan Cu ve Ca gibi iyonlar uzaklastirilmasi gerekliligi vurgulanmistir (Fiskesjo,
1985). Bu gereklilikten dolay1 bu ¢alismada da kontrol grubu olarak distile su
kullanilmstir.

Allium cepa’nin kromozomlar1 ve hiicre boliinmesi iizerinde g¢evresel
etmenlerin  toksik ve genotoksik etkilerinin  degerlendirilmesinde etkili
konsantrasyon degerinin belirlenmesinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Fiskesjo,
1985). Kontrol grubuna gore mitotoki indeksi yariya indiren konsantrasyon degeri
sitotoksik smir degeri olarak kabul edilmektedir (Sharma, 1983). Calismamizda
da bitkilerin distile su ekstrelerinin Allium testi ile kok biiyiimesinin inhibisyonu
lizerine etkisi incelenmis olup Limonium effusum’un kok, govde ve yaprak
ekstrelerinden elde edilen EC50 konsantrasyonlar1 sirasiyla 20, 65 ve 50 g/L
olarak tespit edilmistir. Limonium globuliferum i¢in ise bu konsantrasyonlar
sirastyla 32.5, 50 ve 50 g/L olarak bulunmustur. Konsantrasyon artirildikca
Limonium effusum gévde ekstresi hari¢, kok biiylimesinde doza bagl bir azalma
oldugu tespit edilmistir. K6k biiylimesini en fazla inhibe eden konsantrasyon
Limonium globuliferum kok ekstresinin 50 g/L’lik konsantrasyonunda
goriilmiistiir.

Allium testinde kok biiyiime inhibisyonu varsa, her zaman boliinen hiicre

sayisinda azalma vardir (Fiskesjo, 1997; Bakare ve Wale-Adeyemo, 2004;
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Babatunde ve Bakare, 2006). Allium cepa’da kok biiylimesinin inhibisyonu ekstre
icindeki bazi agir metaller yiiziinden olabilir. Azadirachta indica, Mangifera
indica, Cymbopogon citratus and Morinda lucida ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlarda ¢inko (Zn), bakir (Cu), mangan (Mn), demir (Fe), kadmiyum
(Cd) ve kursun (Pb) igerdikleri rapor edilmis olup (Al-Moaruf ve ark., 2004;
Haider ve ark., 2004) bitkilerin igeriklerinde bulunan bu metallerin Allium cepa
kok biiylimesinde inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir (Boroffice, 1990;
Fiskesjo, 1997; Lerda, 1992). Caligmamizda kullandigimiz Limonium tiirlerinin de
iceriginde bakwr (Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn), krom (Cr) ve demir (Fe)
bulundugu bildirilmistir (Xiuyun, 1991). Bu eclementlerin varligi bazi
konsantrasyonlarda olusan toksik etkiye neden olmus olabilir.

Allium testi ile yapilan mitotik indeks ve mitotik satha yiizdesi belirleme
calismalarina gore kok biiylime inhibisyonu ¢alismasinda oldugu gibi doza bagl
bir artis veya azalis olmamustir. Ozellikle bazi1 ekstrelerde mitotik indeks artmis
olsa dahi, profaz sonrasi1 mitoz sathalarmin c¢ok azaldigi tespit edilmistir.
Plumbaginaceae familyasinda bulunan Plumbago zeylanica tiiriiniin total ekstresi
ile yapilan Allium testi ¢alismasinda en yiiksek konsantrasyon olan 10 mg/ml
dozunda, mitotik indeks % 14, kok uzunlugu ortalamasi 0.23 cm tespit edilmis
olup kontrol grubuna gore bu degerlerin toksik etki yarattigi bulunmustur. (Alade,
2009). Bu ¢alismada elde edilen bulgulara gore ise, hi¢bir ekstrede mitotik indeks
%]14’e diismemistir. Fakat kontrol degerleriyle karsilastirildiginda bu ¢alismada
elde edilen degerlerden bazilarmin da toksik etki yarattigi goriilmiistiir. Toksik
etki yaratan degerler Cizelge 3.2-3.7’de verilmistir. En diisiik mitotik indeks
degeri L. effusum govde ekstresinde bulunmus olup yaklagik olarak % 19
diizeylerindedir. Yine kok biliylime inhibisyonu ¢alismasinda da en diisiik deger
0.95 cm olarak bulunmus olup kontrol degerine (3.85 cm) bakildiginda oldukca
sitotoksik etki yaratan bir deger oldugu sdylenebilir.

Allium testi ile yapilan kromozom aberasyon belirleme galigmalarina gére
yapisiklik, anafaz kopriileri, kalgin kromozom ve bozulmus anafaz-telofaz
anomalilerine ozellikle yliksek konsantrasyonlarda olmak {iizere yiiksek oranda
rastlanmistir. C-mitoz, poliploidi ve bintliklear hiicre anomalileri ¢ok nadir

goriilmiistiir. Limonium effusum kok, 24 saat 40 g/L ve 48 saat 20 g/L
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uygulamalarinda yeterli anafaz-telofaz sathasi goriilemedigi i¢in sayim
yapilamamustir. Diger ekstrelerin farkli konsantrasyonlarinin biiylik ¢ogunlugunda
doza bagh olarak anomali yiizdelerinde artig goriilmiistiir. Bunun yaninda da
Limonium globuliferum gévde ekstresinin 24, 48 ve 72 saat uygulamalarinin 25
g/L konsantrasyonlarinda anomali yiizdelerinde diisiisler gozlenmistir.

Yapisikligin, inter-kromozomal kromatin fibrillerin birbirine girmesi
sonucu olarak kromozomlar arasinda subkromatid baglantilarin olusmasiyla
meydana geldigi bildirilmistir (Mc Gill ve ark., 1974). Yapilan ¢aligsmalarda en sik
gozlenen kromozom aberasyonunun yapisiklik oldugu bildirilmistir (Ateeq ve ark.
2002). Yapisik kromozom olusumu yiiksek toksisiteyi gostermektedir ve geri
doniigsiizdiir. Bu etki hiicrenin dliimiine yol agabilir. Kromozom ve kromatid
kirilmalar1 ile olusan kromozom yapismasit kromatidlerin birbirlerinden
ayrilmasmi engellemekte ve kopriilerle birbirlerine bagh kalmalarmma neden
olmaktadir (Badr ve ark., 1992). Kromozom kopriilerine, kromozom ve kromatid
kirilmalar1 yol acabilir. Geri kalmig kromozom anomalileri andploidi riskini ifade
etmektedir. Hiicrede ig ipliklerinin inaktivasyonunu takiben yogunlasmis
kromozomlarin rastgele dagilmasi olarak tanimlanan C-mitoz, zayif toksik etkiye
sahiptir ve geri doniistimliidiir (Fiskesjo, 1997).

Kromozom aberasyonlar1 (KA), kirilma veya kromozom parca
degisimlerinin bir sonucu olarak kromozom yapisini degistirmektedir. Kromozom
aberasyonlarmin bir¢ogu letaldir, fakat bazi aberasyonlar ise devamli organizmada
yasar ve ya somatik yada kalitsal genetik etkilere yol agar (Swierenga ve ark.,
1991). Vinkristin ve vinblastin gibi alkoloidlerin, Borreria filiformis su
ekstrelerinde gozlenen kromozom aberasyonlarindan sorumlu olduklar1 rapor
edilmistir (Ene ve Osuala, 1990). Ig iplikleri bozukluklar: test edilen bitkilerdeki
alkoloid igeriginin varligindan dolayidir. (Fasola ve Egunyomi, 2005). Limonium
cinsi iceriginde de alkoloidlerin bulundugu ge¢mis ¢aligmalarda rapor edilmistir
(Zhen-fa ve Liang, 1991). Ayrica Plumbaginaceae familyasindaki tiirlere 6zgii
temel alkoloidlerden biri olan naftokuinonlarm (plumbagin) ve tiirevlerinin de
yiksek oranda bulundugu ve sitotksik etkileri yukarida bildirilmistir. Ayrica
plumbagin sogan kok hiicrelerinde mitotik inhibitoér gibi rol almaktadir. Bu

inhibisyon etkisi de poliploidi, mikronukleus, anafaz kopriisii, yapisiklik ve kalgin
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kromozomlar gibi mitotik anomalilerle ifade edilmektedir (Krishnaswamy ve
Purushothaman, 1980). Calismamizda olusan anomalilerin kontrol grubuna gore
yiiksek oranlarda bulunmasi bu sebepten ileri gelebilir. Sogan hiicrelerindeki ig
ipligi bozukluklarmin indiiksiyonu, hiicre bdliinmesinin sonraki safhalarinda
andploidi ve mikroniikleus olusumlarina sebep olabilir. Bu genellikle, anafaz
sathasinda kromozomlarin diizensiz dagilimindan ileri gelmektedir. Dolayisiyla
bazi kromozomlar digerlerine gore kutuplara daha onde gider. Geri kalmis
kromozomlar, ya kaybolurlar ya da kendi gevrelerini niiklear zarla g¢evirip
mikroniikleuslar1 olusturabilirler (Grant, 1978). Bu ¢alismada da kalgin veya geri
kalmis olarak adlandirilan kromozomlarin oranlar1 da kontrol grubuna oranla daha
yiiksek diizeyde bulunmustur. Fakat mikroniikleus olusumuna rastlanmamastir.

Insan lenfositleri, CHO, V79 ve Allium test organik merkiir bilesikleriyle
karsilastirildiginda birbirlerine yakin toksisite sonuglar1 verdikleri goriilmiistiir.
Allium testinin algler gibi baz1 organizmalarla yapilan testlerde de ters sonuglar
verdigi goOrilmistir. Allium EC50 testi AMES testi ile de farkli sonuglar
vermektedir (Fiskesjo, 1985).

AMES testi ayrica Salmonella/microsome test sistemi olarak da
adlandirilmaktadir (Maron ve Ames, 1983). Bu test, ekstrelerin neden oldugu
olas1 gen mutasyonlarinin belirlenmesinde yaygm bi¢cimde kullanilmaktadir.
Metobolik aktivasyonun varhginda veya yoklugunda herhangi bir bakteri
susundaki pozitif sonug, bir maddeyi mutajen olarak tanimlamak i¢in yeterlidir
(Zeiger, 2001). Bu analizin temel prensibi, Salmonella typhimurium bakterisi,
histidin aminoasiti bakimindan fakir bir besiyerinde (His-) ¢ogaltildiginda His
operonundaki geriye donen mutasyonlarm (His+) belirlenmesidir (Singh, 2009).

Limonium tiirlerinin  distile su, metanol ve aseton:metanol (2:1)
ekstrelerinin mutajenitesini belirlemek iizere yapilan AMES testi sonuglarma gore
kullanilan ekstrelerin biiylik ¢ogunlugu mutajenik etki gostermemistir. Fakat
metanol ekstreleriyle yapilan ¢alisjmada TA98 susu S9 enzimi varhiginda ve
yoklugunda L. effusum kok ekstrelerinde doza bagli koloni sayisinda artis
gozlenmistir. Bu sonug¢ bu ekstrenin Mortelmans ve Zeiger (2000)’a gore zayif
mutajenik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica yine metanol L.

globuliferum yaprak ekstresinin 10000 pg/plak uygulamasinda, koloni sayisi
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kontrol grubuna gore iki kattan fazla artis gostermistir. Bu sonug¢ da bu ekstrenin
bu konsantrasyonunun mutajenik oldugunu gostermektedir.

Calismada kullanilan distile su ekstreleri sonuglarina gore ise yine metanol
ekstresinde oldugu gibi Limonium effusum kok su ekstresinde TA98 susu S9
enzimi varhiginda doza bagl artig tespit edilmistir. Bu sonug¢ bu ekstrenin zayif
mutajen oldugunu gostermistir. Limonium globuliferum su ekstrelerinde, kok
ekstresinin 1 ve 0,1 pg/plak konsantrasyonlari, govde ve yaprak ekstrelerinin
TA100 susu S9’suz calismasinda ise tiim konsantrasyonlarinda koloni sayisinda
kontrole gore iki kattan fazla artis gozlenmis ve bu c¢ozeltilerin mutajenik
olduklar1 belirlenmistir. Plumbaginaceae familyasinin etken maddelerinden biri
olan plumbagin ile yapilan AMES c¢alismalarinda, TA98 ve TA100 suslarinin
S9’suz denemelerinde higbir mutajenik etkiye rastlanmamistir. S9 enzimi ile
yapilan bazi ¢aligmalarda ise tutarsiz etki gosterdigi bildirilmistir (Matsushima ve
ark., 1986; Durga ve ark., 1992; Hakura ve ark., 1994; Edenharder ve Tang,
1997). Escherichia coli WP2/pKM101 ve WP2uvrA/pKM101 suslar1 ile yapilan
S9’suz ¢alismalarda mutajenik olmadigi, AQ634 susunun S9’suz deneylerinde ise
mutajenik oldugu sonucuna varilmistir. (Farr ve ark., 1985; Watanabe ve ark.,
1998). Naftokuinonlarin hidroksil tiirevleri, S. typhimurium TA2637 ve TA98
suslarinda mutajenik bulunmus fakat TA100 susunda mutajenik olmadigi tespit
edilmistir. Naftokuinonlarin diger bazi tiirevlerinin ise mutajeniteyi artirici veya
digiiriicii  etki yaptig1 yine ayni c¢alismacilar tarafindan rapor edilmistir.
(Matsushima ve ark., 1986).

Farkl1 naftokuinon tiirevlerin farkl sonuglar vermesi kullandigimiz tiirlerin
iceriklerinin tamamiyla ortaya konulmasini zorunlu kilmaktadwr. Bu amagla
iilkemizin de bir zenginligi olan bu endemik tiirlerin iceriklerinin bir baska
calisma ile belirlenmesi, alternatif tip uygulamalarinda da kullanilan bu bitkilerin
onemini ve farmakolojik etkilerini ortaya koyma ag¢isindan 6nem arz etmektedir.

Plumbago zeylanica (Plumbaginaceae) kok metanol ekstrelerinin 25, 50 ve
100 pg/plak konsantrasyonlarinda AMES testi pre-inkiibasyon metoduyla TA97,
TA100, TA102 ve TA104 suslartyla mutajeniteleri arastirilmis ve herhangi bir
toksik etkiye rastlanmamustir (Aqil ve ark., 2008). Bu ¢alismada kullanilan 1000,
100, 10, 1 ve 0,1 pg/plak konsantrasyonlarindaki metanol kok ekstrelerinden
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TA100 susu ile benzer sonuglar elde edilirken, TA98 susu ile Limonium
globuliferum’da paralel bir sonug¢ elde edilmis, fakat Limonium effusum kok
ekstresinde zayif mutajenite belirlenmistir.

Bunun yaninda Plumbago auriculata’nin Lam. (Plumbaginaceae)
diklorometan ve metanol ekstrelerinde yapilan AMES testi sonuglarina gére TA98
susunda mutajenik etkiye rastlanmamustir (Elgorashi E.E., 2003). Bu bulgu ise bu
calismada elde edilen verilerle farklilik gdstermektedir.

Modifiye edilmis AMES testi ¢alismasinda Plumbago zeylanica kok
ekstreleri 10, 5, 1, 0,1 mg/ml konsantrasyonlarda, mutajeniteyi ifade eden
biyokimyasal kKkarakterlerde herhangi bir degisim olusturmamistir fakat ayni
caligmada yapilan Allium testinde ayni konsantrasyonlarin kok biiytimesini inhibe
edici ve mitotik indeksi azaltict etki olusturdugu belirlenmistir (Alade, 2009).
Fiskesjo (1985) de, Allium EC50 testinin AMES testi ile farkli sonuglar verdigini
rapor etmistir. Bu bulgular bu ¢calismadaki bulgular ile uyumludur.

Schimmer ve ark. (1988) kuercetin igeren dort farkli bitkinin etanolik
ekstreleri ile yaptiklart AMES mutajenite testi ¢aligmasinda, TA98 susu S9
varliginda mutajeniteyi ylksek dilizeyde tespit etmislerdir. Ayni1 zamanda
kuercetin icerigi ile mutajenite arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bu
caligmada kullanilan Limonium effusum kok metanol ekstresi S9 enzimi varliginda
ve yoklugunda zayif mutajenite bulunurken, Limonium globuliferum yaprak
metanol ekstresinin, 10000 pg/plak konsantrasyonunda da mutajenik etkiye
rastlanmistir. Avaz (2010)’m yaptig1 FTIR analizlerinde iki metanol ekstresinde
de kuercetin igerigi bildirilmistir. Kuercetin igerigi acisindan iki c¢aligmanin
bulgular1 paralellik gostermektedir.

L.effusum ve L.globuliferum tiirlerinin distile su, metanol ve
aseton:metanol (2:1) ekstrelerine maruz birakilan MDBK hiicre hatlarmin,
proliferasyon yiizdelerine bakilarak olusan sitotoksik etkiyi belirlemek igin
kullanilan tgilinci test MTT test yontemidir. MTT (Tetrazolium mavisi)
kolorimetrik analizinin, ekstrelerin varliginda ve yoklugunda hiicre kiiltiirlerinin
canliliginin rediiksiyonunu degerlendirmek i¢in kullanildig1 ge¢gmis ¢aligmalarda

rapor edilmigstir. (Betancur-Galvis ve ark., 1999). Hiicre proliferasyonunun,

97



mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesiyle hiicre canliligin1 6lgmek i¢in kullanigh
bir metod olan MTT analiziyle belirlenebilecegi bildirilmistir (Mossman, 1983).

Ali ve ark. (2007), Limonium sokotranum yapraklarinin distile su, metanol
ve kloroform ekstrelerinin, insan amniyotik epitelyum hiicre hatt1 olan FL-hiicresi
tizerine etkisini aragtirmislar ve distile suda 615.1 pg/ml, metanolde 522.1 pg/ml
konsantrasyonlarmin orta diizeyde toksik etki olusturdugunu belirtmislerdir.
Limonium cinsinin geleneksel olarak antifungal olarak kullanilmasmin sitotksik
etkilerinden kaynaklanabilecegini yine ayni ¢aligmacilar vurgulamistir. Bu
calisgmada da Limonium effusum ve Limonium globuliferum ekstrelerinin en
yiiksek konsantrasyonu 50 pg/ml olarak kullanilmis olup, Limonium effusum
distile su yaprak ekstresi 24 saat uygulamasinda 50 ve 25 pg/ml dozlar1 toksik etki
yaratmistir. Limonium effusum metanol yaprak ekstresi 24 saat uygulamasinda ise
50 pg/ml hiicrelere pozitif bir etki olusturmusken 25 pg/ml diisiik diizeyde toksik
bulunmustur. Limonium globuliferum distile su yaprak ekstresi 24 saat
uygulamasinda tiim konsantrasyonlar pozitif etki olustururken, metanol
ekstresinde bu duruma zit bir sekilde tiim konsantrasyonlar toksik etki
gostermistir. Bu ¢alisma ile Ali ve ark. (2007)’nin ¢alismasi arasinda elde edilen
toksisite diizeyleri ve konsantrasyonlari arasinda bariz fark vardir.

Santhakumari ve ark. (1980), tavuk embriyo fibroblast kiiltiirlerinde
plumbaginin (naftokuinon) etkilerini arastrmugslardir. En baskin etkinin, hiicre
biliylimesini ve proliferasyonunu durdurmasi ve hiicreleri metafazda toplayip
mitotik indeksi azaltmasi oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismacilar, plumbaginin
diistik konsantrasyonlarda, hiicrenin mitoza girisinin engellenmesiyle bir ig ipligi
zehiri gibi davranis gosterdiklerini, bunun yaninda yiiksek konsantrasyonlarda,
niikleotoksik ve sitotoksik etkiler gosterdiklerini rapor etmislerdir. Ayrica reaktif
oksijen tiirlerini, apoptozisi ve hiicre dongiisiinii engellemeyi indiikledigini
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada da kullanilan ekstrelerin biiyiik cogunlugu, 6zellikle
3.ve 4. giin muamelelerinde hiicre proliferayonunu olumsuz yonde etkilemistir.
Ayrica belirtilen niikleotoksik ve sitotoksik etkileri, ¢alismanin Allium testi
kromozom aberasyonlarmin belirlenmesi ve mitotik indeksin belirlenmesi
asamasinda elde edilen sonuglar ile uyumludur. Mitotik aktivitede

konsantrasyonlarin ¢ogunda azalma goriilmiis olup, anomali ylizdeleri ise
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konsantrasyon artisma uyumlu sekilde artis gdstermistir. Iki calismadan da elde
edilen bulgular baska bir ¢alismayla daha desteklenmektedir. Bu ¢alismada ise
Plumbago auriculata’nin DNA hasarina ve kromozom aberasyonlarmma yol
agmasindan dolay1 yiiksek oranda toksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Taylor
ve ark., 2003).

Murine makrofaj RAW 264.7 hiicreleri iizerine Limonium tetragonum
(Thunb.) bitkisinin total etanol ekstresinin etkisi incelendiginde hiicrelerin
canliliginin kontrol grubuna gore % 114.92 diizeyinde arttig1 belirtilmistir (Yang
ve ark., 2009). Bu ¢alismada da hiicre canliligin1 bu diizeyde artiran ekstreler L.
effusum yaprak distile su ekstresi 6.25 ve 3.125 pg/ml konsantrasyonlari, kok
metanol 25 ve 12.5 pg/ml konsantrasyonlaridir. Kok metanol 50 pg/ml
konsantrasyonu ise belirtilen degerin yaklasik ii¢ kat1 bir artig gostermistir (%
347.62).

Limonium tetragonum bitkisinin 200 pg/ml konsantrasyonlarinin, fare
dalak ve timus hiicrelerindeki proliferatif etkilerine bakilmis ve metanol
ekstresinin dalak hiicreleri iizerine proliferatif etkisi % 32.46, diklorometan
ekstresinin ise % 235.09 bulunmustur. Timus hiicrelerinde ise metanol ekstresi %
17.34 ve diklorometan ekstresi % 174.62 diizeyinde hiicre proliferasyonuna etkide
bulundugu gosterilmistir (Seo, 2005). Bu yapilan c¢alismada ise L. effusum
metanol ekstrelerinin kullanilan yiiksek konsantrasyonlar1 hiicre proliferayonunu
artirrken, L. globuliferum metanol ekstreleri, kok ve govdenin diisikk
konsantrasyonlar1 harig, hiicre proliferasyonunu diistirmiistiir.

Singh ve ark. (2007) insan kanser hiicre hatlar1 (A549, Bowes, HCT15,
Lovo, MCF7, T24S and US87) fiizerine Plumbago zeylanica toprak istii
kisimlarinin sitotoksisitesini arastirmis ve diklorometan ve etil asetat ekstrelerinin
kanser hatlar1 iizerine sitotoksik oldugunu bulmuslardir. Bitkinin iki aktif bilesigi
olan B-sitosterol and B-sitosterol 3B-glucopyranoside 6’-O-palmitate orta derecede
sitotoksik iken plumbagin yiiksek oranda toksik etki yarattigini rapor etmislerdir.
Bu calismada MTT testi ile elde edilen sonug¢lar da birbirinden farklilik arz
etmektedir. Bu sonuglar, bitkilerin farkli bolgelerinden ve farkl ¢oziiciilerle elde

edilen ekstrelerinin igeriklerinin farkindan kaynaklanmaktadir. Bu acidan L.
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effusum ve L. globuliferum tiirlerinin igerdigi bilesenlerinin tespiti 6nem arz
etmektedir.

MTT analizi normal hiicre hatlarinin disinda ¢ogunlukla kanserli hiicre
hatlarinda ¢alisilmis ve 6zellikle kok ekstrelerinin kanser hiicre hatlar1 {izerine
kuvvetli sitotoksik etkileri belirtilmistir. Mahavorasirikul ve ark. (2010)
Plumbago zeylanica’nin etanol eksterlerinin 50 pg/ml konsantrasyonunun, CL-6,
HepG2, Hep-2 kanser hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkisi incelendiginde
sirastyla bu hiicrelere ,%20, 40 ve 60 diizeylerinde sitotoksik etki gdsterdigini
bildirmislerdir.

Bir basgka ¢alismada ise Plumbago zeylanica yaprak metanol ekstrelerinin,
insan kanser hiicre hatlar1 DLD-1, MCF-7 ve M14 ile sitotoksisitesi arastirilmis ve
elde edilen bulgulara gore diisiik toksik aktiviteye rastlanmistir. Bu diisiik aktivite
de koklerde bulunan plumbagin (naftokuinon) iceriginin yapraklarda
bulunmamasi ile yorumlanmistir (Bayor ve ark., 2007). Bu g¢alismada kanserli
olmayan bir hiicre hatt1 (MDBK) kullanilmig olup, kullanilan metanol kok ve
yaprak ekstrelerinde 6zellikle uzun siire uygulamalarinda toksik etki saptanmistir.

Sonug olarak, endemik Limonium effusum ve endemik olmayan Limonium
globuliferum tiirlerinin distile su, metanol ve aseton:metanol (2:1) kok, gévde ve
yaprak ekstreleri bu ¢alismada kullanilmis olup bu ekstrelerin AMES testi ve
MTT testi ile mutajenite ve sitotoksisiteleri arastirilmistir. Bunun yaninda, distile
su ekstrelerinin Allium testi ile sitotoksisite ve mutajeniteleri belirlenmistir.
Yapilan Allium testi ¢alismalarina gére kok biiyiime inhibisyonu g¢alismasinda
konsantrasyon artisina bagli sitotoksisite miktarinda da artis gozlenmistir.
Limonium effusum’un kok, govde ve yaprak ekstrelerinden elde edilen ECsg
konsantrasyonlar1 sirasiyla 20, 65 ve 50 g/L olarak tespit edilmistir. Limonium
globuliferum igin ise bu konsantrasyonlar sirasiyla 32.5, 50 ve 50 g/L olarak
bulunmustur. Limonium effusum kok ekstrelerinde 1.giin uygulamasinda, govde
ekstresinde 1. ve 3. giin muamelesinde ve yaprak ekstresinde ise 1. ve 2. giin
muamelelerinde  mitotik  indekste  azalmalar  goriilmiigtiir.  Limonium
globuliferum’da ise kok ekstrelerinde farkl: siire uygulamalarmin timiinde, govde
ekstresinde 3. giin uygulamasinda ve yaprak ekstresinde 1. ve 2. Giin

uygulamalarinda mitotik indekste bir azalma goriilmistiir. Allium testi ile elde
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edilen bu sitotksisite sonuglar1 diger bir sitotoksisite test yontemi olan MTT ile de
elde edilmistir. Yani distile su, metanol ve aseton:metanol (2:1) ekstrelerinin
timiinde bazi dozlar hari¢ sitotksik etkiye rastlanmistir. Allium testi kromozom
aberasyonu analizinde de tiim ekstrelerin, ig iplikleri bozulmalarina dayanan
anomaliler olan, yapisiklik, kutup bozukluklari, geri kalmis kromozom ve anafaz
kopriisii bozukluklarina yiiksek oranda sebep olduklar1 goriilmiistiir. Yapilan
AMES testi analizine gore ise Limonium effusum kok metanol ve distile su
ekstrelerinde diisiik mutajenik etki giiriiliirken, Limonium globuliferum yaprak
metanol ekstresi 10000 pg/plak ve distile su kok ekstresi 1 ve 0.1 ug/plak ile
govde ve yaprak distile su ekstrelerinin tim dozlarinda mutajenik etkiye
rastlanmigtir. Bununla birlikte kullanilan diger ekstreler ve dozlarin tamami
mutajenik etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.

Bu c¢alisma ile Limonium effusum ve Limonium globuliferum tiirlerinin,
mutajenik ve sitotoksik ozellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Fakat sadece in vitro
testlerle bu bitkilerin igerikleri, toksik veya mutajenik diye belirtilemeyecegi
literatiirlerde de verilmistir. Bu agidan bu ekstrelerin mutajenik veya sitotoksik
potansiyelleri in vivo caligmalarla da desteklenmelidir. In vivo c¢alismalara
duyulan bir bagka ihtiya¢ sebebi de in vitro ¢alismalarin hassasiyetlerinin yiiksek
olusudur. Diger bir taraftan, ¢alisilan tiirlerin iceriklerinin ve toksik etkileri
olusturan etken maddelerin belirlenmesi, lilkemizde bulunan genomlarin degerinin

belirginlestirilmesi bakimimdan 6nem arz etmektedir.
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