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OZET

BAZI Plantago EKSTRELERININ ANTIMUTAJENIK
ETKILERININ Salmonella/Escherichia coli WP2 TEST SISTEMIYLE
BELIRLENMESI

Serpil METIN
Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Nuran DIRIL
Mayis 2018, 70 Sayfa

Insanlar yasamlar1 boyunca dogal ya da yapay bircok cevresel ajan ile karsilasmaktadir.
Insan sagligma az ya da ¢ok zarar verebilecek bu ajanlarm zararli etkilerine karsi,
korunma veya bunlarin yok edilmesinde bazi bitkiler ve sekonder metabolitleri
antimutajenik potansiyelleri nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir. Plantago cinsi bitkiler,
sekonder metabolit agisindan zengin igerige sahip bir cins olarak bildirilmektedir. Bu
calismada Tiirkiye’de yetisen Plantago cinsine ait bes (Plantago major subsp. Plantago
intermedia, Plantago major subsp. major, Plantago scabra, Plantago holosteum,
Plantago lagopus ) tiir/ alt tiiriin toprak istii bitki kisimlarindan elde edilen metanollii
ekstrelerin antimutajenik etkileri Ames testi sistemi ve E.coli WP2 test sistemi ile
degerlendirilmistir. Arastirma, Ames test sisteminde Salmonella typhimurium TA 98,
TA100 ve TA 102 suslari, E.coli WP2 test sisteminde E. coli WP2 uvr A susu kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Calisma  kapsaminda  elde edilen  sonuglar  birlikte
degerlendirildiginde, en yiiksek antimutajenik etkiye sahip bitki tiiriiniin TA 102, TA 100
ve E.coli WP2 suslari iizerine uygulanan tiim konsantrasyonlar i¢in degisen oranlarda
antimutajenik aktivite gosteren Plantago major subsp. major tiirii oldugu goriilmektedir.
Ozellikle Plantago major subsp. intermedia (% 48 inhibisyon, 400 pg/plak

konsantrasyon) ve Plantago major subsp. major (% 47 inhibisyon, 100 pg/plak



konsantrasyon; % 45 inhibisyon, 25 pg/plak konsantrasyon) ekstrelerinin E.coli WP2
susu iizerindeki etkileri dikkat ¢ekicidir. Plantago scabra tiiriinden elde edilen ekstrelerin
ise TA 100 susunda uygulanan tiim konsantrasyonlarda ( % 39 inhibisyon, 100 pg/plak
konsantrasyon) orta derecede antimutajenik aktiviteye sahip oldugu saptanmuistir.
Plantago lagopus ekstreler, 400 pg/plak konsantrasyonda tiim Salmonella typhimurium
suglar1 i¢in zayif antimutajenik etki gosterirken Escherichia coli WP2 uvr A susunda bu
konsantrasyonda % 29 inhisyon degeri elde edilmistir. Plantago holosteum ekstrelerin ise

tiim suglarda zayif antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak Plantago bitkisine ait tiir/alt tiirlerin antimutajenik aktivite tasidiklari

belirlenmis olup, degisik parametreler agisindan ileri ¢aligmalarin yapilmasi dnerilebilir.

Anahtar sozciikler: Plantago tiirleri, Ames testi, E.coli WP2 testi, Antimutajenite.
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Human beings encounter several natural or artificial environmental agents throughout
their lives. In the protection against the detrimental effects of these agents that might
endanger human health more or less, or in the extermination of such effects, some plants

and secondary metabolites come to the fore because of their antimutagenic potential.

Plantago species are known to be rich in secondary metabolites. In this study,
antimutagenic effects of methanol extracts that were obtained from the aerial parts of five
types/subtypes that belong to Plantago species that grow in Turkey (Plantago major
subsp. Plantago intermedia, P.major major subsp. major, Plantago scabra, Plantago
holosteum, Plantago lagopus) were analysed with Ames test system and E.coli WP2 test
system. The study has been carried out with the use of Salmonella typhimurium TA 98,
TAL100 and TA 102 strains in the Ames test system, and with the use of Escherichia coli
WP2 uvr A strain in the E.coli WP2 test system. When the results obtained within the
study were considered together, it was observed that the plant type that had maximum
antimutagenic activity was Plantago major subsp. major that showed antimutagenic
activity at varying rates in all concentrations that were applied on TA 102, TA 100 and
E.coli WP2 strains. Especially the effects of Plantago major subsp. intermedia (48 %

inhibition, 400 ug/plate concentration) and Plantago major subsp. major (47 %



inhibition, 100 pg/plate concentration; 45 % inhibition, 25 ug/plate concentration)
extracts on the E.coli WP2 strain were remarkable. It was also determined that the extract
obtained from Plantago scabra type had moderate antimutagenic activity in all
concentrations applied on TA 100 strain (39 % maximum inhibition, 100 pg/plate
concentration). While Plantago lagopus extract showed weak antimutagenic activity for
all Salmonella typhimurium strains in 400 pg/plate concentration, 29 % inhibition was
obtained in the Escherichia coli WP2 uvr A strain at this dose. It was observed that

Plantago holosteum extract showed weak antimutagenic activity in all strains.

In conclusion, it was determined that species /subspecies that belong to Plantago carried
antimutagenic activity, and further study could be suggested in terms of various

parameters.

Keywords: Plantago species, Ames assay, E. coli WP2 assay, Antimutagenity.
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1. GIRIS
Insanlar bilinen tarihle birlikte bitkileri farkli amag ve nedenlerle ¢aglar boyunca gesitli
sekillerde kullanmustir. Ilkel insanlar, bitkileri besin ve sifa kaynag olarak kullanmus,
ayrica zehirlenme gibi tecriibelerle ayirt etmeye baslamistir. Bitkiler ve insanlar
arasindaki bu iligki tarihsel siire¢ i¢inde artmis ve giiniimiizde birgok bitki, sagligin

korunmasinda ve tedavi amagli olarak kullanilmaya devam etmistir [1].

Bitkilerin kendilerini korumak igin gelistirdikleri mekanizmalar tibbi bitkilerin kesfinde
ilham kaynagi olmustur. Bitkilerin terapotik potansiyelinin belirlenmesinde insanlar
kisisel deneyimlerinin yaninda dogada hayvan davranislarin1 gézlemleyerek de gesitli
bilgilere ulagsmislardir. Ornegin vahsi hayvanlardaki yeme davranislari gézlemlenerek
onlarin terapotik potansiyele sahip bitkileri tiikettigi rastgele fark edilmistir [2]. Bu

gbzlem bitkilerin terapotik amagclar i¢in kullaniminin 6niinii agmustir.

Farmakoloji endiistrisinde, yeni ilag modellerinin gelisimi asamasinda biyolojik aktivitesi
bilinen molekiillerden daha yiiksek biyolojik aktiviteye ve daha az yan etkiye sahip
ilaglarin gelistirilmesi hedeflenir. Bitkiler hem yeni ila¢ tasarimlari i¢in hammadde
kaynagi olarak hem de 6zellikleri bilinen bilesenlerinin baska terapotik 6zelliklerinin olup
olmadiginin belirlenmesine olanak saglayan etkin kaynaklar olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Bitkilerin tibbi degeri biyolojik olarak aktif bilesenlerinin ilaca dontigebilme
potansiyeline baglidir. Bugiin diinyada insan sagliginin korunmasi veya tedavi amagh
recetelenen ilaclarin yaklasik % 25' bitkilerden elde edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) verilerine gore temel ve gerekli kabul edilen 252 ilagtan % 11'1 bitki kokenlidir.
Gilinlimiizde ticari kullanima konu olan veya klinik aragtirmalarda kullanilan anti-timor
ve anti-enfeksiyoz ilaglarin % 60'min bitkisel kokenli oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlarin  da  biiylikk ¢ogunlugu heniliz yiiksek maliyetli olmasi sebebiyle
sentezlenememekte ve yabanil bitkilerden elde edilmektedir. Bitkilerden elde edilen
onemli ilaglar arasinda, Digitalis spp'sinden digoksin, Cinchona spp’den kinin ve kinidin,
Catharanthus roseus'dan vinkristrine ve vinblastin, Atropa belladona’dan atropin,
Papaver somniferum' dan kodein ve morfin bulunmakta olup hala farkli bitkilerin
terapotik Ozelliklerine iligkin bilgi edinilmeye ve yeni kaynaklar arastirilmaya devam

etmektedir [1,3,4].



Insanlar bulunduklari ortamda mutajenik/karsinojenik ajanlar ile siirekli kars: karsiyadir.
Bu ajanlarin zararli etkilerine karsi korunmada, koruyucu o6zellikleri oldugu bilinen
bitkiler ve bitkilerden elde edilen sekonder metabolitler, antimutajenik potansiyelleri ile

karsimiza ¢ikmaktadir.

Antimutajen ve antikarsinojen maddelerin, karsinojenitede bir veya daha fazla asamay1
inhibe ederek kanser olusumunu onleyebilen ya da geciktirebilen maddeler olduklarini
gosteren farkli ¢alismalar bulunmaktadir [5]. Antimutajenik etkinin degerlendirildigi, in
vitro ¢alismalar yeni potansiyel antikarsinojenik maddelerin tanimlanmasinda ilk asama
olarak kullanilmaktadir [6]. Bu a¢idan antimutajenik etkinlige sahip bitki ekstrelerinin
arastirilmasi, mutasyonlarin neden oldugu kanser basta olmak tizere bir¢ok hastaligi

onleyebilecek bilesiklerin tanimlanmasini saglamasi agisindan dnemlidir [7].

Bitkilerin tibbi 6zellikleri farmakolojik olarak aktif bilesikler iiretebilmelerinden ileri
gelmektedir. Bitkilerdeki aktif bilesikler fitokimyasallar olarak tanimlanan sekonder
metabolitlerdir. Bunlar potansiyel terapotik etkinlikleri, sinirli yan etkileri ve ekonomik
uygunlugu nedeniyle diinyadaki bilimsel arastirmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Sekonder
metabolitlerin 6nemli bir grubunu olusturan fenolik bilesiklerden olan flavonoidler
bitkilerde en yaygin bulunan metabolitlerdir. Flavonoidlerin, biyotransformasyonda,
diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu engellemede ve serbest radikallerin yok

edilmesinde rolleri oldugu bilinmektedir [8].

Tim diinyada olduk¢a genis bir yayilim alanina sahip olan Plantago cinsi iizerinde
yiiriitiilen bir¢ok calismada yiiksek oranda fenolik igerige sahip oldugu bildirilmistir.
Fitokimyasal ¢alismalarda Plantago cinsinin bu igerikleri sayesinde bir¢ok alanda amaca
yonelik olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir. Cins belirlenmis antikanser, anti-
inflamatuvar ve antioksidan gibi bir¢ok etkileri nedeniyle tibbi1 amach c¢aligmalarda
kullanilmis olup halen arastirmaya agik bir bitki toplulugudur [9-12]. Birgok arastirmaci
bitki ekstrelerindeki antioksidan bilesiklerin antigenotoksik etkilerinin de olabilecegini
rapor edilmistir[13]. Bu agidan birgok tiirlinde antioksidan ozellik tasidigi bildirilen

Plantago cinsinin antimutajenik potansiyel tasima ihtimali akla gelmektedir.

Tiirkiye’de yetisen tek Plantago cinsine ait 26 tiirlin bulundugu rapor edilmis olup,
P.lanceolata ve P.major basta olmak iizere birgok tiirliniin terapétik etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Yiiriitiilen arastirma kapsaminda Plantago cinsine ait 5 tiiriin (P. scabra,

P. holosteum, P. lagopus, P. major subsp. intermedia, P. major subsp. major) metanol



ekstrelerinin, S. typhimurium TA98,TA100, TA102 ve E.coli WP2 uvrA suslar
kullanilarak Ames ve E.coli WP2 test sistemlerinde antimutajenik aktiviteleri

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Mutajenite ve Karsinojenite

Sanayi devriminin ortaya ¢ikisiyla birlikte tarim ilaglar, endiistriyel kimyasallar, sera gazi
gibi cevreye salinan kimyasallarin sayisinda dnemli bir artis saptanmistir. Insan genomu
bu kimyasal ajanlarin yani sira UV, X 1sinlar1 gibi fiziksel ajanlarla distan ve hiicrelerdeki
metabolik olaylar sonucu iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT) , reaktif azot tiirleri (RNT)

ile igten de hasara ugrama tehdidi altindadir [14-15].

Genomda kendiliginden, i¢ veya dig faktorlerin indiiklemesi sonucu olusan hasar
onarilmadan kalirsa kalitsal degisiklik olan mutasyonlar meydana gelmektedir. Bunlar
gen ve kromozom diizeyinde olmak iizere kabaca iki kisma ayrilmaktadir. Kromozom
diizeyinde mutasyonlar kromozomlarin say1 (6ploidi, andploidi) ve yapisinda ( delesyon,
insersiyon ) olan degisikleri igerirken; gen diizeyinde baz ¢ifti degisimi (bir baz ¢iftinin
digeriyle yer degistirmesi), delesyon (bir veya daha fazla baz ¢iftinin kaybi) ya da
insersiyon (fazladan baz ciftlerinin eklenmesi) seklinde nokta mutasyonlari
olabilmektedir [16-17]. Bu degisiklikler okuma ¢ercevesinde hatalara yol agmakta ve

sonug olarak da farkli amino asitlerin yapiya girmesine sebep olabilmektedir.

Mutasyonlarda hasarin oldugu yere bagl olarak etki degeri degismektedir. Olusan
mutasyonlar genellikle nétr, pozitif, 6liimciil ya da oldiiriicii konsantrasyonun altinda
(subletal) olarak gruplandirilabilmektedir. Esey hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar
gelecek nesillere aktarilirken, somatik hiicre mutasyonlari ise kanser dahil olmak iizere
kalitimsal olmayan patolojik durumlar (kardiyovaskiiler hastahiklar, nérodejeneratif

hastaliklar kronik inflamasyon, artrit, diyabet) olusturarak etki etmektedir [16-18].

Mutajenite ile karsinojenite arasindaki baglanti ¢ok uzun zamandir bilinmektedir.
Karsinojenik etki normal dokularin kanserojen faktorlere uzun siire maruz kalinmasi
sonucu biriken mutasyonlar sonucu meydana geldigi dusiiniilmektedir. Birikim
miktarinin, yani mutasyon yiikiinlin arttirmasimin kanser olusumu ile dogru orantili

olduguna dair oldukga gegerli veriler bulunmaktadir [19].

Mutajenlerin etki mekanizmalar1 aydinlatildiktan sonra karsinojenitenin olusumu
hakkinda da fazla bilgi sahibi olunmaya baslanmistir. Karsinojenitenin olusum
mekanizmasi oldukga karmasik olup belirlenmesi de bir o kadar zor olmaktadir.
Karsinojenitenin tek basina degerlendirilmesinde hayvan deneyleriyle miimkiin

olabilmekte ve oldukga giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir. Fakat yapilan in vivo
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deneylerin ¢ok fazla zaman kaybina sebep olmasi, yiiksek maliyet, etik konular gibi
nedenlerdan dolay: pratik uygulamada problemlerle karsilasilmaktadir [20]. Bu agidan

karsinojenitenin degerlendirilmesinde mutajenite ¢caligmalari esas alinmaktadir.
Bu durum iki 6nemli nedene dayanarak yapilabilmektedir:

* Genetik kod ve bunun isleyis sisteminin evrensel olmasi,

» Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iliskinin anlamli olmast

Test edilen kanserojenlerin (135/158) yaklasik % 85'inin ayn1 zamanda mutajen oldugu
saptanmustir [21-24].

Yasanilan ¢evrede bilinerek veya bilinmeden maruz kalinan fazla miktardaki mutajen ve
karsinojen ajana kars1 genomun korunmasi oldukga hayati 6nem tagimaktadir. Genomun
korunmasi kendi onarim sistemleri disinda antioksidan, antimutajenik 6zellige sahip

biyoaktif bilesenlerle desteklenerek saglanabildigi bilinmektedir.

2.2. Antimutajenite

Ik kez Novick ve Szilard (1952) tarafindan ortaya atilan “antimutajenite” terimi
kendiliginden veya indiiklenen mutasyonlarin sikligin1 veya oranini azaltan bilesikler
olarak tanimlanmaktadir [25-26]. Sekil 2.1°de antimutajenlerin etki mekanizmalari
gosterilmektedir [16]. Dogal ve sentetik yapida olabilen bu bilesikler etki mekanizmasina
gore genel olarak desmutajenler ve biyo-antimutajenler olarak iki grupta toplanmigtir
[27].

Desmutajenler, mutajenik bir bilesigin DNA ile etkilesimi gergeklesmeden Once
mutajenlerin aktivitesini tamamen veya kismen ortadan kaldiran ajanlardir. Bu tip ajanlar
mutajenleri DNA‘ya ulagsmadan 6nce dogrudan etkileyerek onlari inaktive edebilen
kimyasal 6zelliklere sahiptirler. Desmutajenler, mutajenlerin hiicre disinda kimyasal veya
biyokimyasal modifikasyonlarina neden olurlar. Etkinliklerini promutajenik bir bilesigin
mutajenik bir bilesige doniisiimiinii 6nleyerek; dogrudan mutajenik etki gosteren bilesigi
inaktive ederek veya mutajen ve DNA arasindaki reaksiyonu engelleyerek
gerceklestirirler. Desmutajenlerin mutajenleri inaktive etmesi, genellikle metabolik
aktivasyonlarinda gorev alan P-450 enzimlerini etkilemesi ile miimkiin olabildigi

bildirilmistir [28].



Asil antimutajenler olarak tanimlanan biyo-antimutajenler ise genellikle hiicre iginde
etkili olan ajanlar olup mutajenlerin DNA ile etkilesiminden sonraki siireci etkilerler.
Bunlar, mutajenin DNA’ya baglandiktan sonra DNA onarim sistemleri tizerinden etki
gosteren antimutajenler olarak bilinirler. DNA replikasyonunun ve onariminin
diizenleyicileri olarak hareket ederler. Biyo-antimutajenler, hem DNA'nin hatasiz
onarimint tesvik ederler hem de hasar géren onarim sistemlerinin ¢aligsmasini 6nleyerek

etki gosterirler [27-29].
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Sekil 2. 1. Antimutajenlerin etki mekanizmalari [16]

Antimutajenik maddelerin 6zellikleri mutajenlerin kimyasal veya enzimatik olarak
inaktivasyonu; mutajenlerin  metabolik aktivasyonunun inhibisyonu; mutajenler
tarafindan {retilen serbest radikallerin atilmasi ve onarim mekanizmalarinin

modifikasyonu seklinde siralanabilmektedir [ 30-31].

Antimutajenlerin enzimler {izerindeki aktivitesinde sitokrom P-450 enzim ailesi
tizerindeki etkileri dikkat g¢ekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda antimutajenik ve
antikarsinojenik yapidaki maddelerin sitokrom P-450’nin hem inhibit6rii hem de indol-
3-karbinol gibi bitki bilesenleriyle indiikleyicisi olarak etki gdsterdigi bildirilmistir [30].
Promutajenlerin mutajenik etkisi, sitokrom P-450 enzim ailesi gibi faz | metabolik

enzimleri tarafindan gerceklestirilen metabolik aktivasyona bagldir [16]. Ornegin



bitkisel bir bilesen olan luteolinin, CYP1A2'nin gii¢lii bir inhibitorii oldugu bildirilmistir.
Multifaktoriyel inhibisyonda enzimlerin substrati ile bitki bileseni olan flavonoidin

rekabeti sonucunda gergeklestigi diisiinilmektedir [32].

Serbest radikallerin  biyomolekiiller {izerinde meydana gelen oksidasyonlar
temizleyebilme veya bunlar1 yakalayip kararli hale getirebilme 06zelligine sahip
maddelere “antioksidan” adi verilir [33]. Antioksidanlarin hiicre membranindaki lipit
peroksidasyonunda doymamis yag asitlerine atak yapan oksijen veya hidroksil
radikallerinin yok edilmesi gibi temel gorevleri bulundugu bilinmektedir [34].
Dolayistyla antioksidanlarin mutasyon olusumuna kars1 koruyucu rolii bulunmaktadir. Bu

yoniiyle antioksidanlar antimutajenik potansiyele sahip ajanlar olarak gosterilmektedir
[35].

Mutajenik ve karsinojenik ajanlar yasanilan ¢evrede her yerde her zaman bulunmaktadir.
Bu yiizden antimutajenik ajanlarin diizenli olarak alinmasi ile bu faktorlerin genotoksik
etkisini azalttig1 yoniinde birgok calisma bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda bitkiler
veya bitkilerde iiretilen gesitli sekonder metabolitler, antimutajenik igeriklerin temel
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle bitkilerden elde edilen antimutajenlerin

arastirilmasina karsi ilginin artarak devam ettigi bilinmektedir [36].

2.3.Bitki Bilesikleri ve Terapotik Ozellikleri

Bitkilerden fayda saglama fikri ¢ok eski c¢aglara dayanmaktadir. Neandertallerin
(bugiinkii Irak’ta) 60.000 yil once bitkileri tibbi amagla kullandigina dair bilgiler
bulunmaktadir [37]. Diger taraftan yapilan arkeolojik kazilarda Antik Misirlilarin 3000-
6000 y1l 6ncesinde bitkileri tedavi amaciyla kullandigina iliskin kalintilara rastlanmastir.
Ozellikle baz1 bitkisel iceriklerin sakinlestirici (Sedatif) ve agr1 kesici (analjezik) olarak

gastrointestinal sistem hastaliklarinda kullanildig: diisiniilmektedir [38].

Bitkilerin terapotik 6zelligine dair bilgiler gegmisten giiniimiize birikimle aktarilarak
gelmistir [37]. Antik ¢aglardan itibaren 8000'den fazla farkli bitki tiiriiniin, bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanildig: bildirilmistir [39]. Diinya saglik orgiitiiniin verilerine
gore, giiniimiizde tiim diinyadaki saglik hizmetlerinin % 80’1 bitki veya bitki kaynakli
bilesenlerden olusmaktadir [40]. ilag endiistrisinin temelini olusturan bitkiler icerikleri
sayesinde yeni, efektif kemoterapotik ajanlarin gelistirilmesinde 6ncti maddeler olarak
halen arastirmalarda biiyiik 6neme sahiptir. Ozellikle kanser de dahil olmak iizere gesitli

kronik dejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli rolii olan mutasyonlarin énlenmesi



acisindan antimutajenik Ozellikteki bitkilerin belirlenmesi son donemde olduk¢a 6nem

kazanmigtir. Bu acidan potansiyel antimutajenik ozelliklere sahip igeriklerinin

tanimlanmasi ve bitki ekstrelerinin izole edilmesi 6nemlidir [13,35,40].

l FOTOSENTEZ l
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Sekil 2.2. Bitkilerdeki primer ve sekonder metabolitler 6zetlenerek verilmistir [41-43].

2.3.1.Sekonder Metabolitler

Bitkiler, biliylime ve gelismeleri sirasinda ¢esitli organik bilesikler iiretirler. Bu maddeler
primer ve sekonder metabolitler olarak iki grup altinda toplanmaktadir. Bitkilerde
fotosentez iiriinii olarak elde edilen lipidler, niikleotidler, amino asitler ve organik asitler

gibi maddeler primer metabolitler olup tiim bitkilerde bulunmaktadir. Sekonder
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metabolitler ise smirli sayidaki taksonomik grupta yer alan bitkiler tarafindan primer
metabolitlerin biyosentetik yolu iizerinden dolayli olarak sentezlenmektedir. Bitkilerdeki
alkaloidler, flavonoidler, saponinler, terpenoidler, steroidler, glikozitler, tanenler, ugucu
yaglar ise sekonder metabolitleri olusturmaktadir. Sekil 2.1.’de bitkilerdeki primer ve

sekonder metabolitler 6zetlenerek verilmistir [41-43].

Bitkilerde sekonder metabolit ¢esitliligini etkileyen birgok faktor vardir. Bu konuda
bitkinin genetik yapisinin 6nemli olmasinin yaninda ¢esitli biyotik ve abiyotik ajanlar da
genotipte modifikasyonlara neden olabilmektedir. Bitkinin biiylime, strese kars1 savunma
ve treme ile iliskili fizyolojik gereksinimleri nedeniyle bitki biyokimyasinda
degisiklikler olugsmaktadir. Ayn1 zamanda, su, 151k, besin yetersizligi, sicaklik gibi ¢esitli
cevresel stres, kirlilik veya patojen organizmalarda farklilasmaya katki saglamaktadir.
Yaklagik 250.000 c¢esidi bulunan sekonder metabolitler biyosentetik kdkenine bagli
olarak terpenoidler, alkaloidler ve fenolik bilesikler olmak tizere ii¢ ana sinifa

ayrilabilecegi bildirilmistir [43-44].

Terpenoidler asetat / mevalonat yolunun gliseraldehit 3-fosfat / piruvat yolaginda olusan
bes karbonlu bilesiklerdir. Bitki terpenoidlerinin ¢ogu preditorlere karst toksin
salgilayarak, bitkiyi koruma ozelligine sahiptir. Terpenoidlerin antiviral, anthelmintik,
antibakteriyel, antispazmodik, antimalaryal, anti-inflamatuar 6zellikleri oldugu rapor

edilmistir.

Alkaloidler esas olarak amino asitlerden sentezlenir. Bu azot igeren bilesikler, ¢esitli otcul
hayvanlardan bitkileri koruma o6zelliginin yam1 sira farmakolojik olarak da Onemli
Ozelliklere sahiptir. Terapotik olarak antispazmodik, antimalaryal, analjezik, ditiretik

etkinliklerinin bulundugu bildirilmistir [43].

2.3.2.Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerin morfolojik gelisimleri, fizyolojik siirecleri ve iiremedeki
etkileri nedeniyle en 6nemli sekonder metabolit gruplarindan biridir. Yapilarinda ¢ok
fazla fenolik halka icermeleri nedeniyle polifenoller olarak da adlandirilmaktadirlar. Bu
fitokimyasallar pentoz fosfat yolu, sikimik asit ve malonik asit yolunun sentez iiriinleridir.
Fenolik bilesikler genis biyolojik spektrumlar1 ve molekiiler yapilarindan dolay1 yaygin
olarak bilinen bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerde ana ¢ekirdek, en az bir fenol halkasindaki
hidroksil, metil veya asetil gibi birden fazla grubun genellikle hidrojen ile yer

degistirmesi sonucu olugsmaktadir. Polifenollerin 8000°den fazla farkli bilesigi bilinmekte



olup bunlar 10 farkli genel sinifa ayrilabilmektedir. Molekiil agirligi 30.000 Da'dan biiytik
olan bu bilesikler hem insan hem hayvan besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Sekil
2.3’te fenolik bilesiklerin ana yapisi, tlirevlerinden bazi 6rnekler ve kimyasal yapilari

gorilmektedir.

Fenolik asitler ve tiirevleri
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Sekil 2. 3. Fenolik bilesiklerin genel yapisi ve bazi tiirevleri [41]

Fenolik bilesiklerin temel gorevleri arasinda bitkiyi patojen ve herbivorlara karsi koruma
ve bitkiye mekanik destek verme sayilabilmektedir. Bitkiye antioksidan, antimikrobiyal,
antimutajenik aktivitelerle medikal bitki olabilme 6zelligi saglayan bu aktif maddeler
elagik asit, epikatesin, epigallokatesin gallat gibi tiirevlerinin antimutajenik etkisinin
bulundugu bildirilmistir. Ayrica dogal antioksidanlarin da ¢ogu fenolik bilesiklerdir
[45,47-48].

P vitamini tiirevi olarak bilinen flavonoidler fenolik bilesiklerin bilinen en genis sinifidir.

Genel ozellikleri ilk defa 1936 yilinda Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan yapilan
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calisma ile tanimlanan flavonoidler latince "flavus" kelimesinden tiiremistir [49].
Flavonoidler bitki kisimlarinin sari, turuncu ve ¢igeklerin kirmizi tonlart gibi farkli

renklerinden sorumlu olan biyolojik pigmentlerdir [50].

Flavonoidal bilesiklerin hepsi ayni temel iskelet {izerine yapilanmis olup alt1 karbon
atomlu iki halka (halka A ve C) ve ii¢ karbon atomlu (halka B) bir heterosiklik halkadan
olusurlar. Yaygin olarak ortak bir benzo-y-pironla karakterize edilen polifenolik bir
gruptur. Ana omurgaya ilave ekler sayesinde, modifikasyonla olusan 5000'in {izerinde
bilesigi bildirilmistir. Flavonlar, flavanoller (katesinler), izoflavonlar, flavonoller,

flavanonlar, tanenler ve antosiyaninler bunlardan bazilaridir [50].

Flavonoidler bitki metabolizmasinda savunma, sinyal gonderme, patogenez ve
simbiyotik yasam gibi gesitli 6nemli rollere sahiptirler. Bu bilesikler ¢i¢ek renginin
olusumu ve farkli stres faktorlerine karsi metabolizmanin reaksiyon olusturmast,
mikroorganizmalar tarafindan olusabilecek enfeksiyon veya bdcek zararlarina karsi
savunmada gorevlidir. Ayrica azot fiksasyon siirecinde ve oksinler ile sitokininler bitki
bliyiime hormonlar1 ile reaksiyona girerek bitkinin gelisiminde rol oynamaktadir.
Farmakolojik olarak ise antikanser, antimutajenik, antiinflamatuar, anti-oksidan,

antiproliferatif ve anti-aterojenik faaliyetlere sahip oldugu rapor edilmistir [50-51].

Insanlar biyotransformasyonunu karaciger ve ince bagirsakta gerceklestirdikleri
flavonoidleri meyve ve sebze olarak tiikettikleri bitkilerden almaktadirlar. Laboratuvar
caligmalari, epidemiyolojik arastirmalar ve insan lizerinde yapilan klinik ¢aligmalardan
elde edilen veriler bu bilesiklerin kanserden korunmada farkli tip gen ve enzimler
arasindaki iligkide onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Antioksidan etkileri
oldugu bilinen flavonidlerin, oksijen radikallerinin inaktivasyonu, elektrofillerin
baglanmasi; GST gibi faz II’deki konjuge edici enzimlerin indiiksiyonu; apoptoz hizinin
artig1; hiicre ¢ogalmasi inhibisyonu; lipid peroksidasyon inhibisyonu; anjiyogenez
inhibisyonu; DNA oksidasyon inhibisyonu gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahip

oldugu ortaya konulmustur [52].

Flavonoidlerin biyoaktivitesi hem yapilarina hem de hedef dokunun yapisina baghdir. Bu
durumun flavonoidlerde bulunan karbonil grubu ve konjuge ¢ift baglarda bulunan kararl
elektron dagilimi ve de sahip olduklar1 birden fazla hidroksil grubuna bagli oldugu rapor
edilmistir. Flavonoidlerin kimyasal yapisinin bitkiye gii¢lii antioksidan 6zellik, luteolin,

kemferol gibi fenolik gruplarin da antimutajenik aktivite kazandirdigi in vitro kosullarda
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yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Corcoran ve ark. (2012) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada antosiyaninin protein kinaz aktivesi ile insan gastrik adenokarsinoma hiicresi
tizerinde konsantrasyon ve zamana bagl apoptotik etkiye neden oldugu fakat normal sinir

kok hiicrelerinin canliligini arttirdigi bildirilmistir [53].

Ayrica flavonoid igerigin elektrofilik mutajenlerle reaksiyona girerek veya giigli
niikleofilik merkezler saglayarak DNA'y1 mutajenin elektrofilik metabolitinden dogrudan
koruyabildigi de rapor edilmistir. Bu calismalar 1s18inda flavonoid igerikli bitkilerin
antikanser ajani olarak umut vadettigi diistiniilmektedir [54]. Bununla birlikte yapilan
birgok ¢alismada belirli diizeyde flavonoid aliminin koroner kalp hastaligi ve

norodejeneratif hastaliklarin gelisimini 6nleyici etkileri oldugu bildirilmistir [51, 52, 55].

Flavonoidler kolayca okside olabilen bilesiklerdir. Bu islemin y-piron halkasinin a¢ilmasi
ile gerceklestigi distiniilmektedir. Bugiine kadar, flavonoidlerin elektrokimyasal
potansiyelleri ~ 6lgiilmemis olmakla birlikte reaksiyon potansiyelleri tahmin
edilebilmektedir. Flavonoidlerin elektron transferi i¢in yiiksek egilimleri giiclii serbest
radikal toplayict olmalarini saglamaktadir. Ayrica serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina
yol agan birgok islemi katalize eden agir metal iyonlarin1 baglayarak serbest radikal
olusumunu engelleyebildigi rapor edilmistir. Bu durum flavonoidlerin agir metallerin iki
degerlikli (Cu™, Zn™ ) iyonlara kars1 giiclii bir afinitesi olmasi ile agiklanmistir.
Flavonoidlerin, halka sistemindeki hidroksil grubu ve elektron yapisinin, ddrdiincii
periyodun gecis elementlerinin ds-elektronlari ile ligandlar olusturdugu diistiniilmektedir.
Bu 6zellik flavonoidlere terapotik ajan olarak 6nemli bilesikler olmalarini saglamaktadir
[56].

Baz1 flavonoidlerin ise Ames test sistemi ile taramalarda mutajen 6zellige sahip oldugu
da rapor edilmistir. Bununla birlikte, bu etki benzer maddeler bulunanlardan daha az
belirgindir. Mutajenik etkinin, flavonoidlerdeki benzopiren yapinin bazlar arasinda
interkalasyonuna neden olabildigi diisiinilmektedir. Bu durum niikleozidler ve
flavonoidler arasindaki benzerlige baglanmaktadir. Ancak orta konsantrasyonlarda
flavonoidlerin kullanildigi in vivo g¢alismalarda ciddi bir yan etki gézlemlenmedigi
bildirilmistir.

Flavonoidler dogal zarlarda ATPazlar, fosfolipaz, prostaglandin siklooksijenaz ve
lipooksijenaz gibi enzimlerin inhibisyonuna sebep olabilmektedir. Bu durum iyonofobik

antibiyotikler gibi zarda oligomer yigininin delinerek por olusmasina neden olur. Por
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olusturan antibiyotikler zarin i¢ine yerlesmis dimerler olusturur ve her iki yan kisimdan
cikint1 yaparak belirli iyonlarin gegebilmesi i¢in yeterli genislikte bir agiklik birakir.

Flavonoidlerin polaritesinin de bdyle bir mekanizmaya izin verdigi bildirilmistir [56].

2.4. Plantaginaceae Familyasi

Plantaginaceae familyasi, diinyada tropik 1liman bolgelerdeki otlak alanlarda genis
yayilim gosteren bir bitkidir. Familyanin 92 cinsine ait 2000 tiiriiniin bulundugu
bildilmistir [57]. Plantaginaceae familyasi tek veya ¢ok yillik bitki grubunda otsu bitkiler
olarak tanimlanir. Ortalama boy uzunluklar1 10- 30 cm arasinda olup 90 cm’ye kadar
uzanan tiirleri de bulunmaktadir. Plantaginaceae familyasi Plantago, Coronopus,

Albicans, Psyllium, Littorella ve Bougueria olmak iizere alt1 sinifa ayrilmaktadir [58].

Plantago L. cinsi igerdigi yaklasik 265 tiirle Plantaginaceae familyasinin en biiyiik
cinsidir. Plantago cinsi yaklasik 4000 yil oOnce tas devrinde tarim alanlarinin
belirlenmesinden sonra Iskandinav iilkelerinde tanimlanmis ve Avrupa'dan insanlar
tarafindan tiim diinyaya yayilmistir. Avrupa’nin her yerinde bulunmasindan dolay1
Hintliler tarafindan ‘beyaz adamin ayak izi’ olarak adlandirilmistir. Ismi Latince planta
yani bitki kelimesinden cinse uyarlanmistir . Tirleri kok, yaprak, brakte, basak
karakterleri temel alinarak ayirt edilip tanimlanmistir. Plantago cinsi genis bir
yelpazedeki toprak asitligine (pH 4.2-7.8) sahip ¢ayirlik alanlar iizerinde dogal olarak
yetisebilmektedir. Plantago yapraklar1 % 56,19 kadar yiiksek oranda linolenik asitile
icermektedir. Ayrica fenoller, flavonoidler ve tanen igerigide yapraklarda yiiksek oranda
bulunmaktadir. Tiirlerinde yogun oranda kafeik asit ve tlirevleri (fenil etanoit glikozitleri)
bulunmaktadir Cins yaprak kisimlarinda bulunan biyolojik aktif maddelerden dolay1
bir¢ok yaygin hastalik ve zararlilarindan bitkinin kendini koruyabilme 6zelligi yaninda
kurakliga karst da oldukga toleransh bir yapiya sahiptir. Yapraklart hem insan hem de
hayvan besininde kullanilmakta olup &zellikle mineral agisindan zengin bir besin
kaynagidir [59,60].

2.4.1. Plantago Tiirlerinin Kullanim Alanlar:

Fitokimyasal c¢alismalar, Plantago tiirlerinin fenilpropanoid glikozitleri, iridoidler,
triterpenler, flavonoidler ve fenolik asitler gibi terapotik agidan 6nemli bilesenlere sahip
oldugunu gostermistir. Plantago cinsi, tiim diinyada besin olarak kullanilabildigi gibi ilag
ham maddesi olarak kullanilan tiirlerini de igermektedir. Tiirlerinin tibbi degeri kismen
tohumlarindan ¢ikarilan polisakaritlerin terapdtik ajan olarak ilag yapimi, toksinlerin

arindirilmasi gibi bir¢ok alanda kullanilabilmesinden gelmektedir. Plantago tiirlerinin
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geleneksel kullaniminda etkili olan biyoaktif molekiillerinin farmakolojik olarak

dogrulugu belirlenmis olsa da, ¢alisma mekanizmalar1 hala belirsizligini korumaktadir
[61].

Giiniimiizde antikanser ajani olarak kullanilan etken maddelerin % 60’indan daha fazlasi
bitkilerden elde edilmektedir [62]. NAPRALERT veri tabaninda Plantago tiirlerinin
birgok iilkede kanser tedavisinde kullanimina dair veriler bulunmaktadir. Yapilan
caligmalarda cinsin bazi tiirlerinin kanser gelisimini Onledigine dair hipotezler
bulunmaktadir. Plantago cinsinin 18 tiiriinde yiiksek oranda bulunan flavonoid igerik
incelediginde luteolin-7-O-glukozit bilesenin baskin oldugu belirlenmistir. Bu bilesigin
antitiimoral etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Etki mekanizmasi tam olarak anlasilamasa
da glikolitik enzimler veya protein sentezi gibi gesitli metabolik yollar1 ve topoizomeraz

I ve II’nin fonksiyonunu etkiledigi ileri stirtilmektedir [11].

Plantago cinsi yaygin olarak miisilaj kaynagi olarak kullanilmakta olup 6zellikle
yapraklart % 8 oraninda miisilaj icermektedir. Miisilaj su ile yavas yavas hidratlagsarak
sindirim hareketini diizenleyen viskoz jel seklinde miishil etkisi yapar. Bu amagla
Plantago miisilaji ishali tedavi etmede ticari olarak kullanilmaktadir [60]. Sheikh ve ark.
(2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Arap Zamki ( Acacia senegal) ve Plantago
tohumlart misilajimin farkli konsantrasyonlari ile tavuk gégsiiniin raf dmriinii uzatmak
amaciyla kaplanmigtir. Uygun kosullarda bekletilen 6rnekler degerlendirildiginde % 25
Plantago bitkisi ile muamele edilen numunelerde, muamele edilmeyen kontrol grubuna
gore daha az bakteri iiredigi tespit edilmistir. Bu calisma ile Plantago bitkisinin

antibakteriyel 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir [63].

Plantago lanceolata kuru agirliginin % 9'u kadar fenilpropanoit glikozitleri igermektedir.
Bu bilesikler biyolojik agidan aktif olup bitkiye antimikrobiyal, antifungal etkiler ile in
vitro kosullarda antitiimér aktivite ve de giiclii bir siiperoksit anyonu gibi davranarak

antioksidan o6zellik kazandirdig: bildirilmistir [60].

P. lanceolata 'min etanol ekstresinin histamin asetilkolin, baryum ve potasyum iyonlarinin
neden oldugu kasilmalar1 inhibe ederek antispazmodik etkiye sebep oldugu belirlenmistir.
Ayrica bitki bilesiklerinden luteolin, plantamajozit, akteozit, katalpol, izoakteozit,
lavandulifoliozit ve okubinin ince bagirsakta ayni etkiye sebep oldugu raporlanmistir
[64].
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Plantago asiatica'nin (Plantaginis Herba) toprak {istii kisimlari, antik zamanlardan beri,
ditiretik, antienflamatuar ve astim ilaci olarak Cin ve Japonya'da kullanilmustir.
'Plantaginis Herba' 6nemli bir ham ilag olarak Japon Farmakopesi XI'de listelenmistir ve
bunun sulu oziiti de ilag olarak kullanilmaktadir. Plantaginis Herba'nmin fenolik
bilesiklerinin enzim Onleme faaliyetleri c-AMP fosfodiesteraz iizerinde denenmis ve
bunlarin antibakteriyel ve immiinosupressif gibi bazi biyolojik aktivitelere sahip oldugu

bildirilmistir [65].

P. asiatica tohumlarinin igerigindeki polisakkaritin lipit absorpsiyonunda azalmaya
neden oldugu ayrica kandaki kolesterol, trigliserit degerinde ve karacigerdeki lipit ve
kolesterol seviyelerinde azaltma etkisinin oldugu gézlemlenmistir. Ayrica P. asiatica
tohumlarinda bulunan polisakkaritin lipit metabolizmasi tizerinde ve kolon hastaliklarina

kars1 korunmada etkili olabilecegi belirtilmistir [66].

Plantago albicans bitki tiiriine has olan gallik asit, metilgallat, tri, tetra, penta-galloil-p-
kemferol-3-O-p-soforo piranozit, kersetin-3-O-p-glukopiranozit-7-O-a-ramnipranozit,
kemferol ve kersetin gibi bircok sekonder bilesen sayesinde siklofosfamid ilacinin

genotoksisitesine karsi koruyucu bir rol oynadigi bildirilmistir [67].

Plantago ovata, Plantago psyllium ve Plantago indica tiirleri, balgam soktiiriicii,
antibakteriyel, ditiretik, romatizma ve gut agrilar1 tedavisinde ve bronsit tedavisinde
geleneksel ilag olarak kullanilmaktadir. Bitki ¢ay1 olarak da bogaz agrisi, kuru oksiiriik

ve ilser i¢in yararli oldugu bildirilmistir [68].

Seker alkolleri olan sorbitol (sinonimi: D-glusitol) Plantago cinsinde yaklasik % 2
oraninda bulunmakta ve bitkide kuraklik veya tuzluluk gibi stres kosullarinda
birikmektedir. Sorbitol % 60-70 sakaroz tatliligina sahiptir ve besinsel olarak lezzet
arttirmada kullanildigi bildirilmistir [60].

Plantago psyllium, hem suda ¢6ziinebilen hem de ¢éziinemeyen fiberleri (lif) sayesinde
iyi bir besin kaynagi ve gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. P. ovata, P. psyllium, P.
indica bitki tohumlarinda bulunan yiiksek lif orani, yiiksek su tutma ve jellesme
ozelligindedir. Yapilan caligmalarda P. psyllium’un laksatif aktiviteye sahip oldugu

ayrica kolestrol ve potansiyel kolon kanseri riskini azalttigi raporlanmistir [69].

2.4.2. Tiirkiye’ de Plantago Bitkisi
Plantaginaceae familyasi, Tirk¢ede sinirotugiller olarak adlandirilmistir. Plantago

anatolica (kirdakaraotu) ve Plantago euphratica (toklubasi) tiirleri endemik olmak {izere
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familyanin Tiirkiye’de 26 tiirii yetismektedir [70-71]. Bitki Tirkiye’de meralar ve
cayirlarda dogal olarak kendiliginden yetismektedir.

Fitokimyasal agidan ¢ok fazla aktif icerige sahip oldugu bilinen tiiriin yerel halk
tarafindan tedavi amaciyla kullanilmasmin yani sira insan ve hayvan besini olarak
kullanildigi bilinmektedir [72]. Tirkiye’de bu aileye ait Plantago coronopus L.,
Plantago major L., Plantago media L. and Plantago lanceolata L. tiirleri geleneksel
tedavide sikca kullanilmaktadir [73]. Ulkemizde Plantago lanceolata hepatoprotektif

yani karacigeri korumada kullanilmaktadir [74].

Bu tez galismasi kapsaminda kullanilan Plantago tiir/alttiir ise sunlardir:
Plantago scabra

Plantago holosteum

Plantago lagopus j, Plantago major subsp. intermedia

Plantago major

Plantago major subsp. major

Sekil 2. 4. Plantago major subsp. major bitkisi
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Sekil 2. 5. Plantago major subsp. intermedia bitkisi

Plantago major L. genis yapraklara sahip oldugu i¢in Ingiliz ayagi, biiyiik miirgen,
lyilesme bigagl, saman yemi ve beyaz adamun ayak izi gibi bir¢ok isimle
adlandirilmaktadir. Avrupa kitasi orijinli olup basta Amerika, Tirkiye, Afganistan,
Pakistan, Filistin ve Hindistan olmak iizere neredeyse tiim diinyada yaygin bir dagilim
gostermektedir. Iliman ve daglik bolgelerde 600-3500 m yiikseklige kadar yetistigi
bilinmektedir. Cayir-mera alanlari, tarlalar, bos araziler, yol kenari ve hendeklerde yaygin
olarak bulunabilmektedir [4]. Plantago major L. yaklasik 15 cm uzunlugunda kiigiik,
uzun dmiirli bir bitkidir, ancak biiyiiyebilme 6zelligi bulundugu habitatlarina bagl olarak

degismektedir. Plantago major'un, dolgun, tiiylii ve dikey otsu govdesi bulunmaktadir.

Plantago major'un g alt tiirii tanimlanmis olup bunlar P.major subsp. major, P. major
subsp. intermedia ve P. major subsp. winteri ‘dir. Ilk iki alttiir en cok bilinenidir.
Morfolojik olarak benzer olmasina ragmen farkli habitatta yetismeleri nedeniyle ile ayri
kabul edilir. Ugiincii alt tiir literatiirde bildirilmistir ancak bu alttiirler {izerinde gok fazla

arastirma bulunmamaktadir.

Yiriitilen ¢alisma kapsaminda P.major’'un Plantago major subsp. intermedia ve
Plantago major subsp. major alt tiirleri calismaya dahil edilmistir. iki alt tiir farkl
sitotipe sahiptir. Sitotipler ve kapsiil basina tohum sayis1 taksonomik kimligin gostergesi
olarak kullanilmaktadir. P. major un alt tiirlerinin evrimi kromozomal olarak yeniden
diizenlenmesinin sonucudur. Cogu P. major karyotipleri P. major subsp. intermedia 'dan
daha simetriktir. Morfolojik karakterler ve yasam alani, iki alt tiir arasinda ayrimi
olusturmaktadir. P. major subsp. major kis sartlarinda soguga dayanikli ve ¢im alanlarda,
patikalarda, ekili alanlarda daha fazla bulunabilmektedir. Buna karsin P. major subsp.
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intermedia kis sartlarinda soguga daha az tolerans gostermekte olup ve denize yakin
yerlerde daha fazla bulunabilmektedir. P. major subsp. major, P. major subsp. intermedia
ile karsilastirildiginda daha genis yapraklara sahiptir ve kapsiil bagina birka¢ tane tohum
(4-15) tiretirken, P. major subsp. intermedia daha dar yapraklar1 vardir ve genellikle her
bir kapstilde ¢ok sayida kiigiik tohum (12-25) tiretir [75].

P. major' un yaprak, kok, tohum gibi farkli kisimlar1 terapotik amagh
kullanilabilmektedir. Plantago tiirlerinde yapraklar % 56,19’e kadar yiiksek oranlarda
esansiyel yag asidi olan linolenik asit i¢cerebilmektedir. P. major tohumlarinda ise bu oran
% 25.41°dir. Asit tiiriin antioksidan 6zellik kazanmasii saglamaktadir. Bunun disinda
tohumlart ¢esitli gastrointestinal bozukluklar, bobrek sorunlari, astim tedavisinde
kullanilmaktadir; kokleri ise ates ve kabizlik tedavisinde kullanildigi bilinmektedir.
Kobeasy ve ark. (2011) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada P. major yaprak ve
tohumlarinin etanolik, sicak ve soguk su ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
degerlendirildiginde yapraklarmin etanolik ekstreisinde % 74’liikk ve sicak su 0ziitliniin
ise % 54,6 oraninda timor hiicresi iizerinde etki ederek apoptozisine yol actigi

bildirilmistir [59].

P. major’un alkol ekstrelerindeki bilesiklerin Candida albicans ‘in iiremesini inhibe
ettigi, sulu alkol ekstresinin oksidatif hasar olusturulmus mitokondride in vitro koruyucu

etki gdsterdigi bildirilmistir [76].

P.major 'un polisakkarid, lipid, plantago asit tiirevleri, flavonoid ve diger fenolik
bilesikler, iridoid glikozit, terpenoid, alkaloid, oleanolik asit ve ursolik asit gibi bazi
organik asitler seklinde biyolojik olarak aktif bilesikleri icermektedir. Bu metabolitlerin
cesitli terapdtik potansiyellere sahip oldugu bilinmektedir. Plantago major tiiriiniin
kimyasal analizinde aukubin glikozidi agisindan zengin oldugu bildirilmistir. Aukubin
glikozidinin giiclii bir anti-toksin oldugu bildirilmistir. Bu tiirde ayrica askorbik asit,
apigenin, baykalein, benzoik asit, klorojenik asit, sitrik asit, ferulik asit, oleanolik asit,
salisilik asit ve ursolik asit gibi ¢ok etkili bilesenler bulunmaktadir. P. major’un
insanlarda lenfosit proliferasyonunu etkileyerek immiin sistemi tetikleyici 6zellige sahip
olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bunun yani sira bitkinin farkli kisimlarindan
tiretilen ekstreleri cilt hastaliklarinin tedavisinde, inflamasyon, sindirim ve solunum yolu
hastaliklari, enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde diiiretik, antiviral, anti-
inflamatuar, anti-helmintik, analjezik, analeptik, antihistaminik olarak kullanilmaktadir
[4,12,59,76,77].
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Plantago major ylizyillar boyunca bitkisel ilag olarak tiim diinyada kullanilmistir.
Ekstreleri ve izole edilen bilesiklerin kronik kabizlig1 iyilestirme ve ishal gibi bagirsak
sorunlari, bdbrek, mesane ve hemoroid problemlerini hafiflettigi bildirilmistir.
Yetistikleri yerlerde yore halki tarafindan bitkisel ¢ay, salata ve sebze olarak ¢esitli
sekillerde tiiketilmektedir[59]. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan laksatif ajan olarak,
hiperkolesterolemiyi tedavi etme ve kan sekerini diizenlenme agisindan kullanim igin
onay verilmis Onemli bir tibbi bitkidir. Fakat tiirlin tiikketiminin siskinlik ve alerjik
reaksiyonlar da dahil olmak iizere yan etkilere sahip oldugu da bildirilmistir. Tiir ayrica
karbamazepin, lityum, varfarin, demir takviyeleri, mineraller ve vitamin B12 takviyeleri
ile etkilesime girme gibi yan etkilerde gostermektedir [68]. Dolayisiyla tiiketimine dikkat
edilmesi gerekmekte olup orta seviyede alerjik 6zellik tasimaktadir.

P.major’ den diinyada ¢ok sayida iilke tedavi amaciyla yararlanmaktadir. Yunanistan’da
bobrek tasi tedavisinde, Hindistan’da menstriiel bozukluklarda, Gliney Afrika’da gebelik
sorunlarinda, Panama’da renal, mesane ve goz enfeksiyonlarinda, fran ve Hindistan’da
triner sistem enfeksiyonlarinda, kalp ve dolasim hastaliklarinda, hematolojik
rahatsizliklarda, Vietnam’da ditiretik, Tiirkiye’de laksatif olarak, Brezilya’da hemoroit
tedavisinde, Brezilya ve Amerika’da analjezik, Kanarya Adalari, Sili, Venezuela’da
timor tedavisi, Arjantin’de antihelmitik, antimalaria, ABD ve Hindistan’da panzehir
olarak kullanilmaktadir.

Sekil 2. 6. Plantago scabra bitkisi

P. scabra diger Plantago tiirlerinden yapisal olarak farklilik tasimaktadir. Govdesi dik
dallardan olusan yiikselici kisa tiiysii yapiya sahip olup tiim sepalleri esit uzunlukta,

korolla tiipii serttir. Alt kissmda bulunan brakteler genis damars1 yapida ve tabani oval

19



¢emberseldir. En yukarda bulunan brakteler biiyiik ve yassi olup bitkinin {izerinde sert,
kisa yapida ¢ok sayida salgi tiiyli bulunmaktadir [78]. Ana bileseni olarak diisiik
konsantrasyonlarda aukubin beraberinde plantarenalozid oldugu bildirilmistir. Sinonimi
olan Psyllium’un igeriginde bartsiozid oldugu belirlenmis ve bunun onemli bir

kemosistematik belirteg olarak islev gordiigii bildirilmistir [58]
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Sekil 2. 7. Plantago lagopus bitkisi

Tirkiye’de basta Ege ve Akdeniz Bolgelerinde yetisen Plantago lagopus 2000 m
yiikseklige kadar olan yol kenarlarinda, ¢ayir ve kayalik alanlar yaninda, sahil kenarinda
yetismektedir. Boyu yetistigi alana bagli olarak 5 cm’den 45 cm kadar uzayabilmekte
olup tek yillik bitkidir.

Biyolojik aktif maddeler agisindan Plantago lagopus' nin toprak istii kisimlarinin
fitokimyasal analizlerde terapdtik bakimdan zengin bir polifenol kaynaga ve biyolojik
polimerlere sahip oldugu bildirilmistir. Tiirlin aktivitesi polifenolik bilesiklere bagl
olabilir. Yapilan caligmalarda, P. lagopus'un amojozid, luteolin-7-O-monoglukozit,
rozmarinik asit ve klorojenik asit, iridoid glukozitleri katalpol, harpagozid (2), aukubin,
10-benzoilkatalpol ve 6 - hidroksigenipozid gibi énemli tibbi 6zelligi bulunan fenolik
igerige sahip oldugu bildirilmistir . Tiirkiye’de halk arasinda laksatif ve agr1 kesici olarak
kullanilmaktadir [ 79-80].
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Sekil 2. 8. Plantago holosteum bitkisi

Sinonimi P. carinata veya P. subulata olarak bilinmektedir. Plantago cinsine ait tek yillik
tirdiir. Ortalama 15-40 cm kadar uzayabilmekte de olup ¢iceklenme donemi mayis
ayindan h3aziran ayma kadar devam etmektedir. Morfolojik olarak diger Plantago tiirleri
ile karsilagtirildiginda bu tiirlerin yapraklarindan daha dar ve seritsi yapraklara sahiptir.
Yaprak genisligi genellikle Imm’dir. Govde kismi odunsu ve yogun bir sekilde
dallanmistir. Daglik alanlarda yayilim gosterdigi bilinmektedir. P. holosteum tiiriiniin
adlandirilmast Iamonico ve ark. tarafindan yapilmistir. Ancak bu tiirin taksonomisi tam
olarak aydinlatilamamigtir. Cogu modern taksonomik siniflandirma, P. holosteum'u ayr1
bir tiir olarak kabul eder,6 ancak taksonomik siniflandimalarda bu ismi P. subulata'nin

esanlamlist olarak kabul etmektedir [81].

Tiirkiye’de Kirklareli, Bursa, Kastamonu, Izmir, Kiitahya, Eskisehir, Ankara, Isparta,

Konya illerinde dogal olarak yetismektedir [82].

2.5. Antimutajenite Calismalarinda Kullanilan Test Sistemleri

Bilesiklerin mutajenik/antimutajenik etkilerinin degerlendirilmesinde uzun zamanl
testlerin pahali ve fazla kaynak gerektirmesi, uzun siirmesi gibi nedenlerden dolayr kisa
zamanl testler tercih edilmektedir. Bu testler mutajenler/antimutajenlerin taramasinda
hizli ve gozlem araglarinin ucuz olmasi tercih sebebi olmaktadir. Kisa zamanli testlerin
ongoriicii  tahminleri uzun vadeli hayvan biyolojik testler ile esdeger olarak
degerlendirilmektedir. Kisa zamanl testler olarak SOS kromo test, mikroniikleus testi,
kromozom anomali testi, Ames testi ve komet testi sayilabilmektedir. Bunlar arasinda en

yaygin olarak kullanilan test ise Ames testidir [83-86].
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Kisa zamanli testler, ileri ve geri mutasyon testleri olarak gruplandirilabilmektedir.
Bunlarda ileri mutasyon testleri genellikle ilag hassasiyetinden ilag direncini belirlemeye
kadar genis bir hedefe sahiptir. Bu testler birgok mutajenik etki tiiriinii belirleyebilmekte,
fakat etkiye sebep olan mekanizmalarin saptanmasi noktasinda yetersiz oldugu

gorilmektedir.

Mutajenik/antimutajenik etkiye sahip bilesiklerin in vivo olarak deney hayvanlar
tizerinde test edilmesi daha etkin sonuclar elde edilmesini saglayacaktir. Ancak bu tiir
calismalarin sonuglandirilmasi, hem ¢ok uzun zaman gerektirmekte hem de yiiksek
maliyetli olabilmektedir. Ozellikle bakteriyel geri mutasyon testleri kolay uygulanabilir
olmasi ve bir¢ok maddeyi ayni anda tarama imkani vermesi nedeniyle kimyasallarin
giivenligi ve ilag gelistirmenin ilk asamasinda mutajenik/antimutajenik potansiyelinin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Geri mutasyon testlerinde kullanilan bakteriler
DNA’sinin belirli bir lokusunda (amino asit okzotrofisi) mutasyon tasimaktadir. Bir
mutajen varliginda, bakterilerin mutasyonlar1 geri doniisiimlii olabilmekte ve kendi amino
asitlerini sentezleyebilir hale gelmektedir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan primer test

in vitro Ames testidir [14].

Insanlarda klinik arastirmadan &nce ilag adaylarinin genotoksitesinin bir dizi test
caligmalar1 yapilarak giivenligi degerlendirilmektedir. Uluslararas1 Uyum Konferansi
(ICH) S2R1 kilavuzlugunda desteklenen batari test sistemleri bu potansiyelin
tanimlanmasinda en uygun sistem olarak goriilmektedir. Bu testler bakteride gen
diizeyinde mutasyonlari, memeli hiicresinde in vitro kromozomal anomaliler gibi birgok
testi icermektedir. Sistemde birka¢ testin birlikte uygulanilarak kimyasallarin
olusturabilecegi farkli hasar tiplerinin degerlendirilmesi saglanmaktadir. Aday bir
kimyasalin mutajenik veya antimutajenik etkisinin belirlenmesinde ise genellikle ilk

asamada bakteriyel geri mutasyon testi kullanilmaktadir [86].

2.5.1. Ames Test Sistemi

Ames testi kimyasallar araciligiyla tetiklenen mutasyonlarin genomik diizeyde
degerlendirilmesinde en sik ve ilk bagvurulan bakteriyel geri mutasyon testidir [87].
Testin ¢ok sayida kimyasali aynt anda ve kisa silirede taranmasina olanak vermesinin
yaninda kimyasal karsinojenler ile DNA arasindaki reaksiyonun baz diizeyinde (¢ergeve
kaymas1 mutasyonlar1 veya baz-cifti substitiisyonlar1) tahmininde 6ngorii saglamak gibi
avantajlart bulunmaktadir. Bu yiizden faz-1 klinik denemelerinden 6ncede yapilmasi

gerekli testlerin basinda gelmektedir [17,87-88].
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Test, LT2 atasal susundan in vitro mutasyonla histidin aminoasidini sentezleyemeyen S.
typhimurium (his-) mutant suslarinin (TA98, TA100, TA102, TA1535, TA1537...)
kullanilmasiyla gergeklestirilmekte olup suslarin genotipik ozellikleri Cizelge 2.1.°de
verilmistir. Suslarin her biri 10 enzimatik kademeden olusan histidin operonun farkli
noktasindaki gen tlizerinde mutasyon tagimaktadir. Mutasyonlardan her biri farkli etki
mekanizmalarima sahip mutajenlerin karakterizasyonu belirlenmesini saglamaktadir

[17,89].

Test sisteminin temelinde; mutajen 6zellige sahip maddeler S.typhimurium (his)
mutantlarinin DNA’sim1 etkileyerek his operonunda geri mutasyonlara neden olmak

suretiyle his™ suslar haline getirmesine dayanmaktadir.

Calismada kullanilan S.typhimurium ve E.coli WP2 uvrA test suslarinin genel 6zellikleri

asagida 6zetlenmistir;

Cizelge 2. 1. Ames test sisteminde kullanilan Salmonella suslarinin genotipik 6zellikleri
[17]

Genotipik Ozelliklen DNA Diziler
Suglar Mutazyon Biochl0 | Plzemid LPS DNA'dakn hedef | Gerl Diniigim
uviB gal Hasan bilge Mekanizmaz
TASE pEMI01
TALS3S hi=D3052 yok G-C-G-CG-C | Cergeve Kaymasz
Delesven
TALD0 pEMI01
TR husG46 Yok Mz GGG Baz Cifti Degismi
TA102 pEM101+
hisG422 Atasal pAdl TAA {ochrs) Transisvon Transversiyon
TAIM vok
TAIY hisC3078 Delesyon | yok C-C-C  dim | Cergeve Kaymas
valanma +1

2.5.1.1. Histidin mutasyonu

Test sisteminde kullanilan S. typhimurium susunun her biri histidin operonunun ¢esitli
bolgelerinde baz degisimi, nokta mutasyonu ya da gergceve kaymasina neden olan
insersiyon veya delesyon tipi gen mutasyonlari tagimaktadir. Bu mutasyonlar suslarin

yasayabilmesi i¢in elzem olan histidini liretememesine sebep olmaktadir. Testte farkli
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genetik mutasyonlara sahip (TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535, TA1537...)
test suslarinin kullanilmasiyla, test kimyasalinin sebep olabilecegi mutasyonlarin gen

diizeyindeki mekanizmalari belirlenebilmektedir [17].

TA1535 ve TA100 suslar1 HisG46 mutasyonu varliginda bir 16sin'in (GAG / CTC) bir
proline (GGG / CCC) dontismesinden elde edilmistir. Bu mutasyon, baz degisimine
neden olan mutajenler tarafindan geri doniistiiriilmektedir. TA1538 ve TA98 suslarinda
tasinan HisD3052 mutasyonunda ise histidin sentezinden sorumlu hisD geninde sekiz GC
tekrar bolgesinde bir baz eksilmesiyle ¢ergeve kaymasi meydana gelmistir. Bu durum
suslarin ¢erceve kaymasina neden olan mutajenler tarafindan geri dondiiriilebilmektedir.

Boylece buna sebep olan mutajenlerin belirlenmesi saglanabilmektedir [17].

TA 1537 susunun hisC307 mutasyonu, C-C-C- tekrar sekans bolgesi yakinina bir baz
eklemesi ile olusan ¢erceve kaymasi gergeklesmektedir. Bu sus hisD3052 tarafindan
kolaylikla belirlenemeyen cerceve kaymasina sebep olan mutajenlerin belirlenmesinde
etkindir. TA 97 bulunan hisD6610 mutasyonu (C-C-C-C-C-C-) 6 sitozinden bir bazin
c¢ikmasi sonucunda cer¢eve kaymasi ile olusmaktadir. Bu susun c¢ergeve kayma
mutasyonlarima sebep olan mutajenlere TA 1537°den daha hassas oldugu
diisiiniilmektedir. TA 102 ve TA 104 suslar1 hari¢ diger suslar GC baz ¢ifti iceren DNA
hedef bolgelerine hassasiyet iceren mutajenleri tanimlarken bu suslar AT baz ¢iftinin
oldugu hisG428 mutasyonlu bolgenin tanimlanmasi igin gelistirilmistir. TA 102 susunda
gen dizisinin 839 -853 pozisyonlar: arasinda atasal sug dizilimi A-G-A-G-C-A-A-G-C-
A-A-G-A-G-C iken A-G-A-G-C-A-A-G-T-A-A-G-A-G-C dizisine doniistiiriilmistiir.
847. pozisyondaki sitozin mutasyonla timine dondistiiriilerek ochre (dur) kodonu
olusturulmustur. TA 102 susunda digerlerinden farkli olarak mutasyon bdlgesinin 30
coklu kopyasini tagtyan pAQ1 plazmidi bulunmaktadir. Plazmid tetrasiklin diren¢ markirt
plazmitin varliginin belirtecidir [17,24]. TA 102 susunda bulunan HisG428 mutasyonu,
TAA, bir ochre mutasyonudur. TAA bolgesini igeren hisG gen mutasyonu hem transisyon
hem de transversiyonun oldugu alt1 olas1 baz ¢ifti degisikligine ve oksidatif hasara neden
olan mutajenler tarafindan geri dondiiriiliir. Buna ek olarak, bleomisin ve mitomisin C

gibi ¢apraz baglayict maddeleri TA102 susu tarafindan tespit edilebilmektedir [17].

2.5.1.1. rfa mutasyonu
Tiim suslar lipopolisakkarit hiicre duvarini kodlayan gende ( rfa) mutasyon tasir. Boylece
daha biiyliik molekiillerin hiicre ic¢ine niifuz etmesine, dolayisiyla bakteri DNA'si

etkilemesine sebep olur [17].
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2.5.1.1. uvrB/ uvrA mutasyonu

S. typhimurium suslarinda ve E.coli WP2 susunda var olan bu mutasyon, DNA kesip
cikarma onarim sistemi ile ilgili enzimi kodlayan uvrB/uvrA genindeki delesyonla
olusmaktadir. Onarim sisteminde hata tasiyan susun hata orani yiiksek (SOS) onarim
sistemini caligtirarak daha fazla mutajene karsi hassasiyetinin arttirilmasi saglanmaistir.
Fakat S. typhimurium suslarinda bu mutasyon olusturulurken tamamen tesadiifi olarak H
vitamini olarak da bilinen biyotinin sentezinden sorumlu gen bdlgesinin delesyonu da s6z
konusu olmustur. Bu yiizden S. typhimurium suslar1 biyotin agisindan da okzotrof hale

gelmistir [17].

2.5.1.1. R faktorii

S. typhimurium suslarinda mutajen maddelere olan hassasiyetin arttirilmasi amaciyla
SOS onarim sistemine ait genlerin ¢oklu kopyalarini tastyan pkM 101 plazmiti eklenerek
mutant bakteri suslarinin mutajenlere kars1 hassasiyeti gelistirilmistir. Plazmitin belirteci
olarak ampisilin diren¢ geni konulmustur. TA102 susunda ise oksidatif mutajenlerin
tespitinde kullanilan ve tetrasiklin direnclilik geni tasiyan pAQ1 plazmiti eklenmistir

[17].

2.5.2. Escherichia coli WP2 Test Sistemi

E. coli WP2 testi bir Ames testi analogudur. Bu test sisteminde E. coli WP2 mutant suslari
kullanilmaktadir. Testte kullanilan E. coli WP2 mutant suglar triptofan sentezinden
sorumlu operonda trp E65 geninde AT baz degisimi sonucu ochre (UAA) nokta
mutasyonu tagimaktadir. E.coli'nin suslarinin bazilari mutajen hassasiyetini arttirmak igin
plazmid tagimakta ve uvrA duyarliligi bulundurmaktadirlar. Testte kullanilan E. coli WP2
suslar1 ise WP2 (DNA onarimi i¢in yabanil tip), WP2 (pKM101), WP2 uvrA, WP2 uvrA
(pKM101)’dir [90-91].

E.coli WP2 geri mutasyon testi ve Ames Salmonella testi uluslararasi kuruluslar
tarafindan da (Organisation for Economic Co-operation and Development ,International
Conference on Harmonisation , Japanese Ministry of Health and Welfare, and United
States Environmental Protection Agency: Health Effects Test Guidelines International
Workshop on the Standardization of Genotoxicity Test Procedures) uygulanabilir testler
olarak kabul edilmekte olup kimyasallarin mutajenite/ antimutajenite varligim

gozlemlemek amaciyla birlikte yapilmasi onerilen testlerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cahsmada Kullanilan Test Suslari
S. typhimurium TA98 (his bio", amp*, uvrB), TA100 (his™, bio", amp™, uvrB™ ), TA102
(his, bio’, amp™, uvrB-, tetrasiklin®) mutant bakteri suslari Dr. Bruce N. Ames’ten

(California Universitesi, Berkeley) ve E.coli WP2 uvr A (trp °, uvrA") susu (Moltox)

3.2. Cahismada Kullamilan Bitki Ekstreleri
Calismada Plantago cinsine ait bes adet bitki ekstresi Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakognozi bdliimiinden liyofilize halde temin edilmis olup kullanilan

ekstraksiyon yontemi su sekilde 6zetlenebilir:

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan Plantago cinsine ait bes adet bitki ekstresinin

toplandig1 yer, otorii ve herbaryum numarasi

o Herbaryum Numarasi
Bitk: Ada Toplandig: Yer .
(HUEF)

Plantago major L. subsp. major L. Trabzon Macka 09009

Plantage major L. subsp. Ankara merkez 09005
mtermedia (GILIB.) LANGE

Burdur - Antalya
Plantago lagepus L. 08325
Kirikkale — Ankara yolu
Plantage scabra MOENCH 11002
Beypazan /Ankara, kik ve
Plantago holostewm SCOP. toprak tisti 11001

Bitkilerin laboratuvarda ve gélgede kurutulan toprak tistii kisimlari toz edildikten sonra
metanol ile 40C’ de rotavaporda 3 kez ekstre edilmistir. Birlestirilen metanol ekstreleri
daras1 alinmig balona aktarilarak algak basing altinda ve diisiik 1sida (40C), rotavaporda
kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Kuru metanol ekstresi 100 ml su ile ¢6ziilerek ayirma
hunisinde petrol eteri (100 ml) ile 5 kez ekstre edilmistir. Bdylece klorofil gibi polar
olmayan maddeler uzaklastirilmis ve sulu faz kuruluga kadar yogunlastirilarak sulu ekstre
hazirlanmistir . Hazirlanan sulu ekstreler az miktarda su ile ¢oziilerek liyofilize edilmistir.
Liyofilize ekstrenin belirli bir kism1 (2 g) aktivite calismalar: i¢in ayrildiktan sonra

ekstreler tizerinde fitokimyasal ¢alismalar gergeklestirilmistir [114].
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Plantago cinsine ait bitkiler:

Test edilecek ekstrelerin tiimii % 10°luk DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir. Ik asamada bitki
ekstrelerinin sitotoksik konsantrasyonlari belirlenmistir. Daha sonra toksik olmayan en

yiiksek konsantrasyon esas alinarak antimutajenik etki ¢alismalar1 yiirtitilmustiir.

3. 3. Caliymada Kullamilan Kimyasal Maddeler
3. 3. 2. Pozitif Mutajenler
Ames test sisteminde, danomisin (Deva Holding A.S), sodyum azid Sigma®), mitomisin-

C (MMC) (Sigma®) ,1-Metil-3-nitro-1-nitrozoguanidin (MNNG) ( Moltox® ) kullanildi.

3. 3. 3. Diger Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan D- biyotin, L- histidin- HCI monohidrat, kristal viyole, tetrasiklin,
sitrik asit monohidrat, sodyum amonyum fosfat ve D- glukoz (Sigma®); ampisilin
trihidrat ve etanol (Fluka®); sodyum hidroksit (Merk® ) ve potasyum fosfat (Merck®);
bakteriyolojik agar (no:1) ve nutrientbroth (no:2) (Oxo0id®) , L-Triptofan (Sigma®) ‘dan

saglandi.

3. 4. Cahsmada Kullamilan Cozeltiler ve Besi Ortamlari

Vogel- Bonner- E Tuz Coézeltisi (50x VB) (500 ml icin)

Distile su 335 ml
Magnezyum siilfat ( MgSO4 7H>0) 5¢g
Sitrik asit monohidrat (CsHgO7.H20) 509
Dipotasyum hidrojen fosfat (KzHPO.) 250 ¢
Sodyum amonyum hidrojen fosfat ( NaHNHsPO4 4H,0) 8759

Tuz ¢ozeltisi hazirligr asamasinda eklenen kimyasal maddelerin sirasina ve bir onceki
eklenen kimyasalin tamamen ¢oziinmesine Ozellikle dikkat edilerek protokol
uygulanmistir. Tuzlar manyetik karigtirict lizerinde yaklagik 200 ml olan sicak suya
protokolde belirtilen sira ile eklenmistir. Ekleme islemi yapildiktan sonra toplam hacim,
distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan tuz ¢ozeltisi
minimal  agar, histidin-biyotin-ampisilin-tetrasiklin ~ igeren  besi  yerlerinin

hazirlanmasinda kullanilmigtir [17].

% 20 Glukoz Cozeltisi (100 ml icin)
Glukoz 20 g
Distile su 100 mi

27



Glukoz distile su igerisine eklenerek otoklavda steril edilmistir. Ortam deneylerin hemen
ocesinde hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozelti MGA, HB ve HBA agar plaklarin

hazirlanmasinda kullanilmastir.

Minimal Glukoz Agarh Besi Yeri (1000 ml icin)

Distile su 880 ml
Bacto agar 15¢g
50X VB ¢ozeltisi 20 ml
% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml

50xVB tuz ¢ozeltisi ve glukoz ¢ozeltisi ayr1 ayri steril edildi. Antimutajenite, genetik

isaret kontrolii ve geri doniis frekansinin belirlenmesi deneylerinde kullanildi [17].

Tetrasiklin Cozeltisi ( 8 mg/ml) (100 ml icin)
Tetrasiklin 0,89
0,02 N HCI 100 mi

Master plaklarin hazirlanmasinda ve pAQ1 plazmidi tagiyan TA102 susunun genetik

isaretlerinin kontrol edilmesinde kullanilmistir.

Histidin Cozeltisi ( % 0.5 w/v )( 100 ml icin)
Distile su 100 ml
L-Histidin 500 ml

Master plak ve genetik kontrol i¢in hazirlanan ¢ézelti minimal ortamin zenginlestirmek

i¢cin kullanilmistir.

Histidin- Biyotin- Ampisilin ve Tetrasiklinli Besi Yeri (1000 ml icin)

Distile su 860 ml
Bacto agar 159
50X VB ¢ozeltisi 20 ml
% 20 glukoz ¢ozeltisi 100 ml
Steril histidin HCI (% 0,5) 10 ml
Steril 0,05 mM biyotin 6 ml
Steril ampisilin ¢ozeltisi 3,15 ml
Steril tetrasiklin ¢ozeltisi 0,25 ml

Her bir susun genetik 6zelliklerinin test edilmesi ve master plaklarinin hazirlanmasi igin

kullanilmigtir [17].
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Kristal Viyole Cozeltisi ( % 0,1’lik) (100 ml icin)

Kristal viyole 01lg
Distile su 100 ml
Suslarin rfa mutasyonu tasiyip tasimadiklarinin kontrol edilmesi sirasinda kullanilmigtir

[17].

% 0.4°lik Triptofan Cozeltisi (100 ml icin)

L-Tritofan 400 mg

Her deney oncesi 4 mg L-Triptofan 1 ml distile su igerisinde vorteks yardimiyla
¢Ozilmiistiir. Hazirlanan ¢6zelti ist agara eklenmistir. E. coli mutant susunun genetik

kontrolii i¢in kullanilmistir.

Ust Agar (100 ml icin)

NaCl 059
Bacto agar 0,69
Distile su 100 ml

Hazirlanan tist agar otoklavda steril edilerek geri doniis ve antimutajenite uygulamalari

i¢in kullanilmistir.

Sivi Ortam ( Nutrient Broth) (1000 ml icin)
Oxoid nutrient broth No:2 159
Distile su 1000 ml

Gecelik kiiltiirlerin hazirlanmasinda kullanilmistir.

Ampisilin Cozeltisi (100 ml)

Ampisilin trihidrat 0,89
NaOH (0,02 N) 100 ml

Hazirlanan ¢ozelti otoklavda steril edildikten sonra Ampisilin direng faktorii (R) tasiyan
pKM101 plazmidi igeren Salmonella test suslarinin genetik isaret kontroliinde ve master

plaklarin hazirlanmasinda kullanilmistir [17].
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NutrientAgarh Besi Yeri (1000 ml icin)

Oxoid nutrient broth No:2 159
Bacto agar 159
Distile su 1000 ml

Hazirlanan besiyeri ortami otoklavda steril edilerek suslarin tiretilmesinde, sitotoksite
kontroliinde ve uvrB, uvrA, rfa gibi mutasyonlara sahip suslarin genetik isaret kontrolii

sirasinda kat1 ortam olarak kullanilmastir.

Histidin / Biyotin Cozeltisi ( 0,5 mM ) (1000 ml icin)

Distile su 1000 ml
D-Biyotin 124 mg
L — Histidin-HCI 96 mg

Cozelti S. typhimurium suslarinin geri doniis ve antimutajenite deneyleri sirasinda
kullanilmigtir. Maddeler sirasi ile distile suyun i¢inde ¢oziilmistiir. Daha sonra karigim

otoklavda steril edilip +4 ° C’de saklanmustir.

Her 100 mI’lik Uist agar i¢ine 10 ml his/bio ¢ozeltisi eklenerek deneylerde kullanilmistir
Boylelikle ortama konulan eser miktardaki his/bio ¢ozeltisi ile bakterilerin birkag

boliinme gegirmelerine izin verilmistir.

0,5 mM Triptofan Cozeltisi (100 ml icin)

L-Triptofan 10,2 mg

10,2 mg L-Triptofan 100 ml distile su igerisine konularak otoklava verilmistir. Elde edilen
¢ozelti deneylerde kullanilmak iizere +4°C’de saklanmistir. E.coli WP2 uvrA susunun

geri doniis ve antimutajenite deneylerinde kullanilmustir.

3.5. Cahsmada Kullanilacak Suslarin Uretilmesi

3.5.1. E.coli WP2 uvrA susunun iireme durumunun belirlenmesi

E.coli WP2 uvrA susunun iireme durumunun belirlenmesi amaciyla canli hiicre sayimi
yontemi kullanilmigtir. Bu amagla dncesinde tiim genetik isaretleri dogrulanan koloniden
hazirlanan bakteri kiiltlirii ¢alkalamali etiivde bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasindaki 8 saat boyunca her saat basi alman orneklerle deney
gerceklestirilmistir. Uygulamalarda ornekler 1/10 oraninda besiyeri icerisinde 7 kez

seyreltildi. Bu amagla her ependorf tiipiine 0,9 ml steril serum fizyolojik konulmustur.
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Etiivden alinan siispanse bakteri kiiltiiriinden 0,1 ml alinarak ilk ependorfa konulmustur.
Her seferinde iyice vortekslenip igerisinden 0,1 ml alinarak diger ependorfa aktarilmistir.
Her bir seyreltme oranindan 0,01ml alinarak nutrientagar plagindaki uygun alanlara ekim
yapilmustir. Petriler 37° C’de etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra Koloni sayimlari

gergeklestirilmistir.

3.5.1. S.typhimirium suslarimin iiretilmesi

S. typhimurium TA98, TA100 ve TA102 suslarinin -80°C’de saklanan Orneklerinden
gecelik nutrientagarl plaklara tek koloni ekimi yapildiktan sonra 37°C’deki etiivde bir
gecelik inkiibasyona birakilmistir. Ardindan iiremis olan tek koloniler histidin, biyotin,
susun Ozelligine bagl olarak ampisilin ve tetrasiklin iceren MGA ortamli plaklara
aktarilmistir. Genetik isaretleri kontrol edildikten sonra antimutajenite uygulamalarinda

kullanilmustir. [17].

3.6. Calismada Kullanilacak Suslarin Saklanmasi

E.coli WP2 uvrA ve S.typhimirium TA 98, TA 100 ve TA 102 suslarin -80 °C’de saklanan
stok kiiltiirleri ¢ikarildiktan sonra oda sicakligina gelene kadar ¢oziinmesi saglanmistir.
Suslarin ampisiline direng 6zelliklerinin kaybolmamasi igin ( E.coli harig) ampisilin
igeren sivi ortama ekimleri yapildiktan sonra 37°C’de galkalamali etiivde gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Bu iireme durumunun kontrolu amaciyla niitrientli plaklar
tizerinde canli hiicre saymmi yapilmistir. Genetik kontrolleri yapilan suslardan uygun
olanlar segilerek master plaklara alinmistir. Stok hazirlamasi igin steril tiipler igerisindeki
her bir susun logaritmik fazdaki kiiltiirleri tizerine son konsantrasyon % 10 olacak sekilde
DMSO eklenmistir. Tiipler hizli bir sekilde siv1 azot i¢ine konularak dondurulmustur.
Suslarin canliliklarint ve sahip olduklari genetik 6zelliklerini korunmasi amaciyla -80

°C’deki derin donduruda saklanmistir [17].

3.7. Cahsmada Kullanilan Test Suslarinin Genetik Kontrolii

Caligmanin giivenilirligi acisindan kullanilan suslarin sahip olmasi gereken genetik
Ozelliklerin varlig1 her deney 6ncesi kontrol edilmistir. Bakteri suslarindan bazilarinin
genetik kontrolii ( S. typhimurium TA 98 ve E.coli WP2) Sekil 2.9 ve Sekil 2.10’da 6rnek

olarak gosterilmistir.

3.7.1. Histidin Gereksinim Kontrolii
Calismada kullanilacak olan S. typhimurium suslarinin histidin agisindan okzotrof (his ~)

olduklar1 dogrulanmalidir. Suslarin bu karakteri agisindan kontroliinde ayn1 koloniden
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alinan bakteri 6rnegi histidin aminoasidi bulunan ve bulunmayan minimal glukoz agarh
(MGA) ortamlara ¢izgi ekimi ile aktarildiktan sonra 48 saatlik inkiibasyon i¢in plaklar 37
‘C’deki etiive kaldirlmustir. Suslarin iireme durumlar karsilastirilmis ve suslarin
histidinli ortamda iireyebilirken, histidinsiz ortamda tireyemedikleri belirlenmistir. Bu
sekilde suslarmn histidin agisindan okzotrof olduklarma dair 6zellikleri test edilerek

dogrulanmistir [17].

3.7.2. Triptofan Gereksinimi Kontrolii

Esansiyel aminoasitlerden triptofan agisindan okzotrof olan E. coli WP2 uvrA sus 6rnegi
triptofan iceren ve icermeyen MGA’l1 plaklara ¢izgi ekimi yontemi kullanilarak etiivde
48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Uygulamalar sonrasinda yalnizca triptofan i¢eren
MGA ortami igeren plaklarda iireme goriilmesiyle kullanilan test bakterisinin triptofan

okzotrofu oldugu dogrulanmastir.

3.7.3. Biyotin Gereksinim Kontrolii

Calismadaki S. typhimurium suslarindan TA 102 susu hari¢ diger Salmonella suslari
histidin yaninda biyotine de ihtiyag duymaktadir. TA 102 susu diger Salmonella
suslarin tagidigi bio genini de kapsayan uvrB mutasyonu tasimamaktadir. Bu nedenle
TA 102 harig¢ diger Salmonella suslar1 hem histidin-biyotin (HB) igeren MGA ‘l1 ortama
hem de yalnizca biyotin igeren MGA’l1 ortamlara ¢izgi ekimi yapilarak etiivde 48 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda yalnizca biotin igeren ortamda {iremenin
gerceklesmedigi belirlenmistir. Yalnizca biyotinli plakta lirememesi susun biyotin

acisindan okzotrof 6zelligi test edilerek dogrulanmustir.

3.7.4. rfa (Rough A ) Mutasyonu Varhginin Kontrolii

Gecelik kiiltiirii  hazirlanmig  S. typhimurium test suslarindan 0.1 ml alinarak
nutrientagarli plaklara aktarilmistir. Uggen uglu cam baget yardimiyla yayma teknigi
kullanilarak tiim yilizeye homojen olarak yayilmistir. Filtre kagidina kristal viyole
emdirilmis olan diskler plaklarin orta kisimlarina yerlestirilmistir. Plaklar bir gece 37
°C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Suslarin kismen kristal viyoleye maruz birakilmasi
esasina dayandirilan bu asama sonucunda boya bulunan disk etrafinda bir zon olustugu
gozlemlenmistir. Bu zon biiyiik bir molekiil olan kristal viyolenin hiicre igerisine girerek
bakteri Oliimlerine neden oldugu seklinde yorumlanmistir. Boylelikle bakterilerin rfa

mutasyonu tasidiklart dogrulanmigtir [17].
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3.7.5. uvrB ve uvrA Mutasyonu Kontrolii

Calismada kullanilan organizmalar niikleotit kesip ¢ikarma onarim sisteminde ¢esitli
mutasyonlar tasimaktadir. Bunlardan E. coli WP2 uvrA mutant susu UvrA mutasyonu
tasirken, S. typhimurium mutant suslar1 uvrB mutasyonu tasimaktadir. Bu mutasyonlarin
varligiyla test suslarinin ultra viyole 1sinlarina duyarligi test edilmektedir. Bu test
asamasinda, gecelik kiiltiirleri hazirlanan bakteriler iki farkli nutrient agarli besi yeri
igeren petrilere ¢izgi ekimi teknigi kullanilarak aktarildi. Ortamlardan biri kontrol olarak
kullanilmistir. Diger ortamlar ise kapagi agilarak 15 watt’lik germisidal UV lamba altinda
33 cm’lik mesafeden 8 sn boyunca isinlandi. Daha sonra kontrol ve 1sinlanmis plaklar bir
gece 37°C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda yapilan kontrollerde kontrol
plaginda beklendigi gibi normal tireme goriiliirken, UV’ ye tutulan plakta eser miktarda
tireme oldugu gozlemlenmistir. Bu sekilde test bakterilerinin uvrA ve uvrB

mutasyonlarini tagidiklar1 dogrulanmigtir[17].

3.7.6. pKM101 Plazmit Varhginin Kontrolii

Bu asamada S. typhimurium test suslarinda ampisilin direng faktorii tagiyan plazmitin
varhigr aragtirilmistir. R46 plazmitinden iv vivo olarak manipiile edilerek insersiyon
yontemi ile olusturulan plazmid olduk¢a kararsiz yapida olup bakteri kolaylikla
plazmidini kaybedebilmektedir. Bu amagla histidin, biyotin ve ampsilin igeren MGA
ortaml1 plaklara test bakterileri ¢izgi ekim yapilarak aktarilmigtir. Plaklar 48 saat 37 °C’de
etiivde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiim plaklarda tireme belirlenmistir. Bu

durum bakterilerin plazmitini korudugu seklinde yorumlanmustir.

Sadece TA 102 susunda bulunan plazmid, tetrasiklin direng marker1 tasimaktadir.
HisG428 ochre mutasyonun ¢oklu kopyasini iizerinde bulunduran plazmid bu sekilde
bakteriye hedef bolge sayisini arttirma avantajini saglamaktadir. Plazmidin varligini test
etmek amaciyla histidin- biyotin- ampisilin tetrasiklin ile desteklenmis MGA’lI
ortamalara ekimi yapilarak 48 saat 37 °C’de etiivde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda

tiremenin gézlenmesi, kolonilerin plazmidi tasidiklarini dogrulamaktadir.
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Sekil 2. 9. S. typhimurium TA98 susunun genetik isaretlerinin kontrolii

(A:Minimal glukoz agar (MGA),B:Histidin eklenmis MGA; C:Biyotin eklenmis MGA,
D:Histidin+Biyotin eklenmis MGA , E: Histidin+Biyotin+Ampisilin eklenmis MGA, F:
8 saniye UV’ye maruz birakilan NA, G: Kristal viyole ile muamele edilen NA |H:

Nutrient agar plagindaki tireme durumu)
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Sekil 2. 10. S. typhimurium TA98 susunun genetik isaretlerinin kontrolii

(A: 8 saniye UV’ye maruz birakilan NA’l1 plak, B: Nutrient agar (NA), C: Triptofan
eklenmis MGA, D:Minimal glukoz agar (MGA) plagindaki iireme durumlari)

35



3.7.7.Kendiliginden Geri Donen Koloni Sayisinin Kontrolii

Tiim test suslarinin gegirdikleri mutasyonlar sonucu histidinsiz/triptofansiz ortamda
iireyebilmelerini miimkiin kilan kendiliginden geri doniis frekansina sahip oldugu
bilinmektedir. Geri doniis frekanslar1 plak basina S. typhimurium TA98 igin 30-50, S.
typhimurium TA100 igin 120-200, S. typhimurium TA102 i¢in 240-320 ve E. coli WP2
uvrA igin 15-50 arasindadir [17].

Arastirmada S. typhimurium TA 98 susu i¢in pozitif mutajen olarak 6 ug/plak danomisin,
S. typhimurium TA100 susu i¢in 1,5 pg/plak sodyum azid, S. typhimurium TA 102 susu
icin mitomisin-C (MMC) ve E.coli WP2 uvrA susu i¢in 1-Metil-3-nitro-1-
nitrozoguanidin (MNNG) kullanilmistir.

Kendiliginden geri doniis frekanslarmin belirlenmesinde MGA ortamli plaklar
kullanilmigtir. % 0,6 Oxoid bacto agar, % 0.5 NaCl igeren 100 ml' lik iist agar tizerine
histidin-bitotin/triptofan ¢ozeltisinden 10 ml eklenmis ve steril tiiplere herbirinde 2,5 ml
olacak sekilde dagitilmistir. Daha sonra iizerlerine gecelik bakteri kiiltiiriinden 0.1 ml
eklenerek iyice vortekslendikten sonra MGA‘l1 plaklara dokiiliip homojen bir sekilde
dagilmasi saglanmigtir. Etiivde 37°C'de 48 saat siireyle inkiibasyondan sonra, geriye
donen koloni sayimi yapilmistir. Her antimutajenite uygulamalarinda bu asama rutin
olarak tekrar edilmistir [17].

3.8.Ames Test Sistemi
Ames test sistemi kullanilarak olasi antimutajenik aktiviteleri belirlenecek bitki
ekstrelerinin oncelikle sitotoksik konsantrasyonlari belirlenmistir, sitotoksik olmayan

konsantrasyonlarda antimutajenik 6zellikleri test edilmistir.

3.8.1. Sitotoksite Testi

Calismada sitotoksik olmayan konsantrasyonlarin belirlenebilmesi amaciyla, list agar her
bir steril tlipe 2,5 ml olacak sekilde dagitildiktan sonra, uygun konsantrasyonda
seyreltilmis gecelik bakteri kiiltiirden 0,1 ml ve test edilecek kimyasalin belirlenen
konsantrasyonlarindan 0,1 ml eklenilmistir. Karisim nutrient agarli plaklar {izerine
yayildiktan sonra 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
kontrol plag: ile test bilesikleri eklenen plaklardaki koloni sayilar1 karsilastirilarak

bilesiklerin sitotoksik konsantrasyonlari belirlenmistir [17].
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3.8.2. Antimutajenite Testi

Test edilecek bes farkli Plantago bitki ekstrenin potansiyel antimutajenik aktiviteleri,
plak inkorporasyon metoduna dayali Ames test sistemi uygulanarak yapilmustir.
Antimutajenite ¢alismasi bitki ekstrelerinin sitotoksik olmayan konsantrasyonlari
kullanilarak S.typhimurium TA98, TA100, TA102 ve E.coli WP2 uvrA suslar ile

arastirma gergeklestirilmistir.

Arastirma sirasinda histidin-biyotin/ triptofan eklenmis 2,5 ml {ist agar steril tiiplere esit
miktarda konulduktan sonra 0,1 ml logaritmik fazdaki bakteri kiiltiirlerinden eklenmistir.
Ekstrelerin sitotoksik olmayan 4 farkli konsantrasyonu ve pozitif mutajen bilesikleri de
test tiipiine eklendikten sonra MGA ortamli plaklara homojen bir sekilde yayilmistir.
Plaklar 37°C’de 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonrasinda her bir drnek icin
geriye donen koloni sayilar1 (his*/trp*) belirlenmistir. Ekstrelerin pozitif mutajenlerin
etkisini inhibe etme degeri % O ile % 100 arasinda degerlendirilmistir. Her deneyde her

bir degisken i¢in liger plak kullanilmis olup her deney 2 kez tekrar edilmistir.
Antimutajenite oram: [(A-B)/(A-C)]x 100
formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Bu formiilde:
A= Bakteri+mutajen plagindaki geri donen koloni sayisi;
B= Bakteri+mutajen-ttest bilesigi plagindaki koloni sayist;
C= Kendiliginden geri dénen koloni sayisini ifade etmektedir.
Buradan elde edilen sonuglara gore:

% 0-25 araligindaki inhibisyon zayif derecede antimutajenik veya antimutajenik aktivite

olmamasi seklinde;
% 26-40 araligindaki inhibisyonun orta dereceli antimutajenik etkiye sahip oldugu;

% 41 ve iizeri inhibisyonun ise giliclii derecede antimutajenik etkiye sahip oldugu

seklinde degerlendirilmistir [103].

3.9. Sonuclarin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiksel olarak analizi SPSS 20. 0 program: kullanilarak yapilmistir.
Uygulamalarda kullanilan belirlen konsantrasyonlar arasi farkliligin degerlendirilmesi
non-parametrik friedman testi kullanilarak gergeklestirilmistir. Friedman testi sonucunda

elde edilen p degerinin anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya ek olarak ¢aligmada kullanilan E. coli WP2 uvrA test susunun tireme egrisi

¢ikarilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir.

E.coli WP2 UREME EGRISi

12,5 12,6

s A

-
~

1
=
N

=
o

(o]

)]

IS

N

BAGIL HUCRE SAYISI (HUCREU/ML) X 108
o

ZAMAN (SAAT)

Sekil 4. 1. E. coli WP2 test susunun iireme egrisi

Yiriitiilen ¢aligma kapsaminda S. typhimurium suslari1 (TA 98, TA 100, TA 102) ve E.coli
WP2 uvrA susu iizerinde Plantago cinsine ait 5 tiriin (P. scabra, P. holosteum, P.
lagopus, P. major subsp. intermedia, P. major subsp. major) olasi antimutajenik
ozelliklerin belirlenmesi amaglanmistir. Elde edilen bulgular ¢izelge [Cizelge 4.(1-5)] ve

stitun grafigi [Sekil 4.(1-5)] olarak verilmistir
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Cizelge 4. 1. P. major subsp. major bitkisine ait ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin

S. typhimurium suslar1 ve E.coli WP2 uvrA susu iizerindeki antimutajenik etkileri

Cahisma bakterisi Bitki ekstresi | Pozitif % p
. G.D.K.S.#S.8.P .
(ng/plak) mutajen® Inhibisyon |degeri
S.typhimurium TA98 02 - 27,00+4,66
25 + 185,25+14,22 -26
50 + 178,50+32,65 -13
0,90
100 + 181,25+10,90 -1
200 + 166,33+73,25 -2
- + 181,21+32,26
02 - 127,80+9,27
S.typhimurium TA100
25 + 713,25+95,81 37
50 + 981,50+70,00 10
100 + 1110,00+68,94 -3
0,05
200 + 971,75+101,47 10
- + 1075,50+121,59
S.typhimurium TA102 02 - 313,75+31,45
25 + 1056,83+205,89 24
50 + 1186,33+90,75 10
100 + 1215,15+91,49 9
0,51
200 + 1165,66+63,03 13
0,5 + 1281,08+138,72
E.coli WP2 uvrA 0 - 23,64+4,91
25 + 46,33+6,34 45
50 + 54,22+3,82 28
100 + 44,4+3,01 47
200 + 52,77+7,83 34 0,45
- + 61,55+8,20

* p<0.05

a:Kendiliginden geri donen koloni say1si

b:G.D.K.S.+ S.S. : Geri Donen Koloni Sayisi+Standart Sapma

C: Susa 6zgii pozitif mutajenler: S. typhimurium TA 98 i¢in Danomisin (6 pg/plak), S. typhimurium TA
100 igin Sodyum azid (1,5pg/plak) ; S. typhimurium TA 102 i¢in Mitomisin C (0,5 pg/plak) ¢, E.coli
WP2 igin uvrA i¢in 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidin (1 pg/plak)
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Sekil 4. 2. Plantago major subsp. major bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S.

typhimurium suslar1 ve E. coli WP2 uvrA susu tizerindeki antimutajenik etkileri

P.major subsp. major ektraktina ait uygulamalar sonucunda, en yiiksek etkinin E. coli
WP2 uvrA susu lizerinde oldugu belirlenmistir. Ekstrenin 100 ve 25 pg/plak
konsantrasyonlarinda sirayla % 47 ve % 45 inhibisyon degerleri ile yiiksek antimutajenik
ozellik tasidigi; 200 pg/plak ve 50 pg/plak konsantrasyonlarda ise % 34 ve % 28’lik
inhibisyon degerleri ile orta derece antimutajenik ozellige sahip oldugu belirlenmistir.
Yine S. typhimurium TA 100 susunda 25 ug/plak uygulama konsantrasyonunda % 37
inhibisyon degeri elde edilirken 50 pg/plak ve 200 pg/plak konsantrasyonlarin her
ikisinde % 10’luk inhibisyon belirlenmistir. Ekstrenin S. typhimurium TA 100 susunun
pozitif mutajeni lizerinde tiim konsantrasyonlarda diisiik antimutajenik etki belirlenmistir
[103] (Cizelge 3). Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde konsantrasyonlar

arasinda anlaml farkliligin bulunmadig: belirlenmistir.
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Cizelge 4. 2. P. major subsp. intermedia bitkisine ait ekstresinin farkli
konsantrasyonlarinin S. typhimurium suslar1 ve E.coli WP2 uvrA susu iizerindeki

antimutajenik etkileri

Calisma bakterisi Bitki ekstresi | Pozitif . p
. G.D.K.S.#S.S.° | %Inhibisyon
(ng/plak) |mutajen® degeri
o 0? - 23,5+6,30
S.typhimurium TA98
25 + 52,33+7,52 9
50 + 69,83+14,45 -5
100 + 66,5+13,49 -19
0,55
200 + 75+8,16 -6
- + 57,67+2,59
o 0 - 133,11423,91
S.typhimurium TA100
25 + 734,11+39,17 7
50 + 704,44+91,98 9
100 + 793,44+67,25 -1
200 + 761,22+77,35 -10 0,50
- + 782,97+74,21
0 - 439+41,04
S.typhimurium TA102
25 + 1266,5+99,27 3
50 + 1370,5+82,52 -8
100 + 1272,83+113,44 5 0,06
200 + 1272,83+145,05 5
- + 1338,75+145,35
a - +
E.coli WP2 uvrA 0 35,33+6,88
25 + 107,67+30,28 24
50 + 110,44+29,43 17
100 + 122,22+25,56 5 0,03*
200 + 76,00+3,78 48
- + 125,1748,26

* p<0.05

a:Kendiliginden geri donen koloni sayisi

b:G.D.K.S.+ S.S. : Geri Donen Koloni Sayisi+Standart Sapma

C: Susa Ozgii pozitif mutajenler: S. typhimurium TA 98 i¢in Danomisin (6 pg/plak), S. typhimurium TA
100 i¢in Sodyum azid (1,5pg/plak) ; S. typhimurium TA 102 i¢in Mitomisin C (0,5 pg/plak) ¢, E.coli
WP2 i¢in uvrA i¢in 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidin (1 pg/plak)
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Sekil 4. 3. Plantago major subsp. intermedia bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin

S. typhimurium suglar1 ve E. Coli WP2 uvrA susu iizerindeki antimutajenik etkileri

E.coli WP2 uvrA susunda MNNG pozitif mutajenine karsi ekstrenin 200 pg/plak
konsantrasyonunda % 48 inhibisyon elde edilmistir. Ayn1 susun 25 pg/plak uygulama
konsantrasyonunun zayif derecede antimutajenik (% 24 inhibisyon) oldugu goriiliirken,
diger konsantrasyonlarda diisiik inhibisyon degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.2). Veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde konsantrasyonlar arasinda anlamli farklilik

oldugu belirlenmistir (p=0.03).
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Cizelge 4. 3. P. scabra bitkisine ait ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S.

typhimurium suslart ve E.coli WP2 uvrA susu tizerindeki antimutajenik etkileri

Calisma bakterisi Bitki ekstresi | Pozitif . p
) G.D.K.S#S.8.” | %inhibisyon
(ng/plak) mutajen® degeri
S.typhimurium TA98 0 - 20,17+2,84
25 + 104,25+13,29 -3
50 + 106,17+21,73 -5
100 + 78,25+89,33 4
0,61
200 + 89,33+40,61 -3
- + 78,00+15,30 -3
S.typhimurium TA100 0 - 110,17%15,33
25 + 446,75+£76,95 30
50 + 475+55,15 31
100 + 436,67+57,02 39
0,02*
200 + 507+52,64 25
- + 673,67+24,48
S.typhimurium TA102 0 - 350+20,91
25 + 1180+75,53 -43
50 + 1000,16+143,00 -2
100 + 1110,33+£128,24 -32
0,03*
200 + 1178+136,10 -35
- + 981,33+120,03
E.coli WP2 uvrA 0* - 21,63+7,26
25 + 128+17,41 0
50 + 116,11+17,63 16
100 + 133,89+14,46 -6
0,73
200 + 114,33+£15,94 16
- + 79,83+8,17
* p<0.05

a:Kendiliginden geri donen koloni sayis1

b:G.D.K.S.+ S.S.: Geri Dénen Koloni Sayisi+Standart Sapma

C: Susa 6zgii pozitif mutajenler: S. typhimurium TA 98 i¢in Danomisin (6 pg/plak), S. typhimurium
TA 100 i¢in Sodyum azid (1,5ug/plak); S. typhimurium TA 102 i¢in Mitomisin C (0,5 pg/plak) ¢,
E.coli WP2 i¢in uvrA i¢in 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidin (1 pug/plak)
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Sekil 4. 4. Plantago scabra bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S. typhimurium

suslar1 ve E. coli WP2 uvrA susu tizerindeki antimutajenik etkileri

S. typhimurium TA 100 susunda uygulanan tiim konsantrasyonlarinda antimutajenik etki
belirlenmistir. Ekstrenin 400, 100, 50, 25 pg/plak olan uygulama konsantrasyonlarinda
pozitif mutajen olan sodyum azidin etkisini sirastyla % 30, % 31, % 39 ve % 25
oranlarinda inhibe ettigi belirlenmis olup bu durum P. scabra tiirii orta derecede
antimutajenik  etkili oldugu seklinde degerlendirilmistir [103]. Uygulama
konsantrasyonlari arasindaki farklilik istatistiksel olarak da énemlidir (p=0.02). Calisilan
diger Salmonella suslar1 olan TA 102 ve TA 98 iizerinde herhangi bir antimutajenik etki
belirlenmezken E.coli WP2 uvrA susunun 100 pg/plak ve 50 upg/plak uygulama
konsantrasyonlarinda sirayla % 16 ve % 6 oranlarin inhibisyon degeri elde edilerek zayif
derecede antimutajenik etki belirlenmistir. P.scabra bitkisinin antimutajenite sonuglari

Cizelge 4.3 de detayl olarak verilmistir.
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Cizelge 4. 4 . P. lagopus bitkisine ait ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S.

typhimurium suslar1 ve suslar1 ve E.coli WP2 uvrA susu tizerindeki antimutajenik etkileri

Calisma bakterisi Bitkd ekstresi POZi_tif G.D.K.S.#S.S.° [%Inhibisyon P
(ng/plak) mutajen® degeril
S.typhimurium TA98 02 - 21,42 + 0,71
25 + 60,67 =+ 7,23 -19
50 + 62,00 =+ 12,22 -7
100 + 525 + 231 13 0,28
200 + 51,00 =+ 3,06 13
- + 57,96 =+ 2,83
S.typhimuriumTA100 0° - 1015 + 1593
25 + 578,33 + 55,98 -2
50 + 491,33 + 54,12 17
100 + 516,16 =+ 100,72 11 0,65
200 + 512,33 + 32,89 12
- + 568,33 + 24,48
S.typhimuriumTA102 0 - 355,00 + 28,46
25 + 1312,67 + 116,97 1
50 + 1307,33 + 156,77 1
100 + 1100,67 + 70,96 23 0,05
200 + 1284,67 + 201,24 11
- + 1327,67 + 143,32
E.coli WP2 uvrA oa ] 33 = 779
25 + 124,66 + 20,76 2
50 + 133,56 + 18,97 0 0,16
100 + 122,56 + 14,12 1
200 + 102,11 + 17,04 29
- + 125,17 + 8,74

* p<0.05

a:Kendiliginden geri dénen koloni sayisi

b:G.D.K.S.+ S.S.: Geri Doénen Koloni Sayisi+Standart Sapma

C: Susa 6zgii pozitif mutajenler: S. typhimurium TA 98 i¢in Danomisin (6 pg/plak), S. typhimurium
TA 100 i¢in Sodyum azid (1,5ug/plak); S. typhimurium TA 102 i¢in Mitomisin C (0,5 pg/plak) ¢,
E.coli WP2 i¢in uvrA i¢in 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidin (1 pug/plak)
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Sekil 4. 5. Plantago lagopus bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S. typhimurium

suslar1 ve E. coli WP2 uvrA susu iizerindeki antimutajenik etkileri

P. lagopus’un potansiyel antimutajenik ozelligi ¢alisma kapsaminda arastirilmis,
ekstrenin E.coli WP2 uvrA susunun pozitif mutajeni lizerinde 400 pg/plak’ta % 29
oraninda inhibisyon degeri belirlenmistir. Ekstrenin S. typhimurium TA 98 susunun
pozitif mutajeni olan danomisin T{izerinde 100 ve 400 pg/plak uygulama
konsantrasyonlarinin her ikisinde de % 13’liik bir inhibisyon degeri elde edilmistir. S.
typhimurium TA 100 susunun pozitif mutajeni olan sodyum azid iizerinde ise ekstresinin
50,100 ve 400 pg/plak uygulama konsantrasyonlarinda sirayla % 17, % 11 ve % 12’lik
inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Bu degerler belirlenen konsantrasyonlarda
ekstrenin zayif antimutajenik etkiye sahip oldugu seklinde degerlendirilmistir [103]. S.
typhimurium TA 102 susunun pozitif mutajeni olan MMC tizerinde 100 ug/plak hari¢ (%
23 inhibisyon) tiim konsantrasyonlarda zayif antimutajenik etki elde edilmistir (Cizelge
4.5)
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Cizelge 4. 5. P. holosteum bitkisine ait ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S.

typhimurium suslart ve E.coli WP2 uvrA susu tizerindeki antimutajenik etkileri

Calisma bakterisi Bitki ekstresi | Pozitif blos b v P
| G.D.K.S.£S.S.” %Inhibisyon,
(ng/plak)  mutajen® degeri
a -
S.typhimurium TA98 0 23,5+6,30
25 + 53,17+7,82 9
50 + 57,67+14,87 0
100 + 65,50+14,87 -24 0.72
200 + 57,50+12,48 -11
- + 57,5+2,39
a -
S.typhimuriumTA100 0 108,5+7,52
25 + 602,67+37,58 0
50 + 518,17+59,75 14
100 + 552,83+69,27 7
0,49
200 + 521,17+36,43 14
- + 587,33+68,90
S.typhimuriumTA102 0 - 433:+41,04
25 + 1252+154,50 8
50 + 1511,67+110,29 -14
100 + 1276,5+44,27 2 0,80
200 + 1349+157,43 0
- + 1338,75+145,35
E.coli WP2 uvrA ' - 35,33+7,70
25 + 111,33+16,12 13
50 + 134,78+12,13 -7
100 + 123,78+£22,51 0
0,38
200 + 117,86+24,98 10
- + 125,17+11,96

* p<0.05

a:Kendiliginden geri dénen koloni sayisi

b:G.D.K.S.+ S.S.: Geri Doénen Koloni Sayisi+Standart Sapma

C: Susa 6zgii pozitif mutajenler: S. typhimurium TA 98 i¢in Danomisin (6 pg/plak), S. typhimurium
TA 100 i¢in Sodyum azid (1,5ug/plak); S. typhimurium TA 102 i¢in Mitomisin C (0,5 pg/plak) ¢,
E.coli WP2 i¢in uvrA i¢in 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidin (1 pug/plak)
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Sekil 4. 6. Plantago holosteum bitki ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin S.

typhimurium suslar1 E. coli WP2 uvrA susu tizerindeki antimutajenik etkileri

P.holosteum’un metanol ekstresinin suslarin pozitif mutajenlerine karsi ortalama % 8 - %
14 oraninda inhibisyonla gosterdigi belirlenmistir. S. typhimurium TA 98 susunun pozitif
mutajeni olan danomisin varliginda 25 pg/plakda % 9’liik bir inhibisyon degeri elde
edilmistir. S. typhimurium TA 100 susunun pozitif mutajeni olan sodyum azid iizerinde
50,100 ve 400 pg/plak uygulama konsantrasyonlarinda sirasiyla 14,7 ve 14 ‘lik yiizde
inhibisyon degerleri elde edilmistir. S. typhimurium TA 102 susunun pozitif mutajen olan
MMC iizerinde 25 ve 100 pg/plak uygulama konsantrasyonlarinda sirayla % 8 ve % 2’lik
zayif inhibisyon degerleri elde edilmistir. E. coli WP2 uvrA susunun MNNG pozitif
mutajeni tizerinde ise 25 ve 400 ug/plakdaki uygulama konsantrasyonlarinda % 13 ve %
10’luk inhibisyon degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.6). Elde edilen sonuglar P.
holosteum 'un zayif derecede antimutajenik etkiye sahip oldugu seklinde yorumlanmigtir
[103].
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5. TARTISMA

Gliniimiizde teknolojik gelismelerle birlikte gelisen yasam, insanlar i¢in pek ¢ok avantaj
saglasa da yanlig beslenme ve gevresel kimyasallara maruz kalinmasi gibi olumsuzluklari
da beraberinde getirmektedir. Bu olumsuz durumun farkinda olan bilim insanlar1 s6z
konusu kimyasallarin zararh etkilerine karsi koruma saglayabilecek ya da bu zararh
etkileri en az seviyeye indirebilecek yollar arayisi i¢ine girmislerdir. Bitkiler bu amaca
yonelik olarak insan sagligi ic¢in kullanilabilen en Onemli bilesenler olarak one

cikmaktadir [92].

Uygarligin baslangicindan bu yana sifali bitkilerin insanlar tarafindan tedavi amaciyla
kullanildig1r bilinmektedir. Misirlilara ait arkeolojik kalintilar bu durumu kanitlar
niteliktedir. Giintimiizde tibbin ve eczaciligin gegmisini olusturan bilgiler, bitkilerin gifali
diinyasindan yararlanilarak olusturulan Hipokrat'in kaynaklariyla baslamaktadir.
Cagimizda tibbi kaynak olarak kullanilan yaklagik 400 bitki o tarihlerden beri
kullanilmaktadir. Gliniimiizde kullanilan tiim farmasotik ilaglarin halen tigte biri de bitki
kokenlidir. Tibbi amaglh kullanilan bitkilerin analizi, giinimiizde kullanilan birgok
modern ilacin gelistirilebilmesinin Oniinii agmistir. Tibb1 bitkilerin bilesenleri bugiin
AIDS, sitma ve tiiberkiiloz gibi pek ¢ok onemli hastaligin tedavisi i¢in umut 15181

olmustur [93].

Yasamin temeli olan genetik kodun hatasiz ve diizgiin isleyip gelecek nesillere
aktarilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, DNA diziliminde kalitsal degisiklikler olarak
tanimlanAN mutasyonlara neden olan olaylarin, organizmanin saglikli olarak yasamin
stirdiirebilmesi adina Onlenmesi gerekmektedir. Antimutajenik ajanlar, mutajenlerin
sebep oldugu mutasyonlarin etkilerini yok eden veya azaltan bilesikler olarak
tanimlanmaktadir. Antimutajenlerin etkiledigi sayisiz hedef vardir. Bunlar arasinda DNA
onarimi, detoksifikasyon, serbest radikallerin yok edilmesi (antioksidan etki) gibi
mutasyonlarin baglangic asamasinda etkili olan hedefler ve proliferasyonun baskilanmasi,
immiin sistemin giiclenmesi, inflamasyonun azalmasi, apoptozisin artmasi, gen ifadesinin
degistirilmesi, anjiogenezisin azaltilmasi gibi gelisme asamasinda etkili olan hedefler
sayilabilir. Bu baglamda, antioksidan ve antimutajenik 6zellikleri kanitlanmis bitkiler ile
terapotik etkili yeni bitki tiirleri ve bunlarin igerdigi bilesikler ile ilgili ¢alismalar 6nem
kazanmaktadir [16,35].
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Diinyada ortalama 1 milyon bitki tiirii oldugu tahmin edilmekte olup bunlarin sadece
yarisinin taksonomisi belirlenebilmistir. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore
taksonomisi bilinen ve antimikrobiyal, antioksidan, antiiiretik, antimutajenik gibi birgok
etkisi kanitlanmis bugiin i¢in bilinen 70.000 bitki tiirii tibbi amaglh kullanilmaktadir.
Kalan tiirlerden tibbi etkisi belirlenmemis bitki tiirlerinin incelenmesi ve bunlarin
terapotik Ozelliklerinin belirlenerek hastaliklarin tedavilerinde yeni kaynak olabilme

imkanlarinin arastirilmas: gerekmektedir [16].

Tirkiye bulundugu cografi konum itibariyle bir¢ok endemik tiirii de i¢ine alan zengin bir
bitki ¢esitliligine sahiptir. Tirkiye’de 174 aileye ait 1251 cinsin yaklasik 12 000 tiir ve alt
tirti yetismekte olup bunlardan giiniimiizde 500 kadarmin tibbi amagla kullanildig:
bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére 70 000 tibbi bitkiden sadece 20
bin tanesi ilac 6n maddesi eldesinde kullanilmaktadir. {lac hammaddesi tedarik eden 110
tilkeden de Tirkiye 18. sirada bulunmaktadir. Bu durum Tiirkiye’de biiyiik ve onemli
potansiyele sahip biyogesitlilikten yeteri kadar yararlanilamadigini gostermektedir
[71,94,95].

Bitkiler, biiyiime ve gelisme i¢in primer ve sekonder metabolit seklinde organik bilesikler
tiretmektedirler. Bunlardan sekonder metabolitler, bitkiyi kuraklik ve UV 1sinlar1 gibi
olumsuz ¢evre kosullarindan ve herbivorlardan korumay1 saglarken, tohum dagiliminda
da etkili olmaktadir. Bilim insanlar1 bitkilerin kendilerini stres faktorlerinden korumada
kullandiklart bu bilesiklerin evrensel kodun ortak olmasindan yola ¢ikarak insanlarda da

potansiyel terapdtik etki olusturacagini dngdrmiislerdir.

Genis bir grup olan sekonder metabolitlerin en bilineni fenolik bilesikler ve bunlarin alt
grubu olan flavonoidlerdir. Antibakteriyel, antioksidan, antimutajenik gibi 6zellikleri
ispatlanmis bu bilesikler aktif olarak insan sagligina yonelik terapétik ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Bitkiler, karsinojenezi inhibe etmede ve hiicre mutasyonlarini
onarmada belirgin bir rol oynadigi bilinen flavonoid tiirevi bilesiklerin kaynaklar

arasindadir.

Aerobik organizmalarin normal metabolik siireglerinin son {iriinleri, ilaglar, UV,
radyasyon, iyonize radyasyon, ¢evresel kirlilik gibi stresler nedeniyle tetiklenen hidrojen
peroksitler, siiperoksit anyonlar ve peroksitler gibi serbest radikallerin yan etkileri olarak
organizmada ¢esitli mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif DNA hasari, ciddi kronik

dejeneratif hastaliklarin patogenezi {izerinde 6nemli rol oynamaktadir [96]. Hiicre,
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serbest radikalleri notralize etmek igin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon,
glutatyon peroksidaz ve rediiktaz gibi enzim sistemleri ve E vitamini (tokoferoller ve
tokotriyoller), C vitamini gibi enzimatik olmayan antioksidan maddelerle olumsuz stres
faktorlerine kars1 hiicreyi savunarak saglikli yapisini siirdiirmeye ¢alismaktadir. Disardan
aliman antioksidan bilesiklerin bu saglikli yapinin korunmasinda ciddi katkis1 oldugu
bilinmektedir. Antioksidan bilesiklerin mutasyonla iligkili hastaliklar1 Onleyebilme
ozelligi potansiyel antimutajenik etki olarak da degerlendirilmekte ve antioksidan aktivite
ile antimutajenik aktivite arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir. Serbest radikallerin
etkisini azaltan antioksidanlarin, besin veya geleneksel tedavilerle kullaniminin
antimutajenik ve antikarsinojenik etkiye sahip oldugu yapilan bir¢ok ¢alisma ile
gosterilmistir [96-97].

Arastirmada kullanilan Plantago cinsi de sekonder metabolit agisindan zengin olup,
birgok tiirtinde fenolik bilesiklerin varligi rapor edilmistir. Plantago cinsi
Plantaginaceae’nin ailesinin bir alt iiyesi olup Latince "planta", yani "ayagin taban1"
anlamima gelmektedir. Diinyada tropik iliman bolgelerdeki otlaklik alanlarda genis
yayilim gosteren Plantaginaceae ailesinin 92 cinsine ait 2000 tiri bulundugu
bilinmektedir [57]. Plantago genis bir toprak asitligine (pH 4.2-7.8) sahip ¢ayirlik alanlar
tizerinde dogal olarak yetismesi nedeniyle biyolojik olarak tibbi amaglh kullanima uygun
aktif maddeler agisindan zengindir [60].

Bir¢ok ¢alisma, Plantago bitki ekstresi ve bilesenlerinin kronik kabizlik, ishal, bobrek,
mesane ve hemoroid problemlerinin sagaltiminda olumlu yonde katki sagladigi farkl
calismalarla bildirmistir. Bitkinin tiirleri yoresel olmakla birlikte bitkisel gay, yesil salata
ve yemek olarak farkli sekillerde tiiketilebilmektedir. Biiyiik yaprakl: tiirleri yaralarin ve
enfeksiyonlarin tedavisinde; tohumlari gesitli gastrointestinal ve bobrek problemlerin

¢ozlimiinde, kokleri ise ates ve kabizlik tedavisinde kullanilabilmektedir [4].

Yapilan calismalar sonucu c¢ogu tiirlinde ispatlanmis antimikrobiyal, antioksidan
Ozelliklere sahip olan ve iilkemizde de yetisen Plantago cinsine ait tiirler bu konuda tibbi
amacli aday bitkiler olup cinse ait tiirlerin kimyasal bilesik agisindan degerli olduklari

bilinmektedir.

Plantago cinsinin igerdigi biyoaktif bilesiklerin temel grubunu olusturan flavonoidlerin
yapilan bir¢ok ¢alismada kanser gelisimini 6nledigi veya inhibe ettigi belirlenmistir.

Antitimor etkiden sorumlu mekanizmada flavonoidlerin etkisi hala tam olarak
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anlagilamamakla birlikte glikolitik enzimlerin veya protein sentezinin aktivasyonu gibi
cesitli yolaklar etkiledigi bilinmektedir. Bununla birlikte, sitotoksik etkileri hiicresel
seviyede tam olarak ortaya konulamamistir. Yapilan ¢aligmalar, bazi flavonoidlerin
neden oldugu sitotoksik etkinin, topoizomeraz | ve Il inhibisyonu sonucu ortaya ¢ikan
DNA hasari oldugunu gostermektedir. Lopez ve ark. (2010) yaptig1 bir ¢alismada K562
insan 16semi hiicreleri flavonoid tiirevi olan mirsetin, kersetin, apigenin ile muamele
edilmis ve bu tiirevlerin zehir etkili topoizomeraz inhibitorleri olarak etki ederek DNA
hasarmi indiikledikleri rapor edilmistir. Calisma sonucunda flavonoidlerin topoizomeraz

hedefli ilag 6n maddesi olarak kullanilabilecegi dnerisinde bulunulmustur [11].

Plantaginaceae familyas1 Tiirkiye'de 2’si endemik olmak {izere 26 tiir igeren tek cins olan
Plantago L. ile temsil edilmektedir. Tiirkiye’de bulunan Plantago tiirleri arasindan 7
tanesinin korunmasi ig¢in ¢alisma yiritildigii bilinmektedir [98]. Yiiriitiilen ¢alisma
kapsaminda Plantago cinsine ait P. scabra, P. holosteum, P. lagopus ve P.major tiiriine
ait iki alt tiir olan P. major subsp. intermedia ve P.major subsp. major tiirlerinin ¢ok fazla

caligmaya rastlanmamig olan antimutajenik potansiyelleri degerlendirilmistir.

Calismada antimutajenik etkinin degerlendirilmesi Ames testi ve analogu olan E.coli
WRP?2 test sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir ekstrenin sitotoksik etkisinin
olmadigi belirlenen 4 konsantrasyonu (400,100,50,25 pg/plak) kullanilmistir. Calisma, S.
typhimurium TA98, TA100, TA 102 suslar1 ve E.coli WP2 susu kullanilarak
yirlitilmistlir. Arastirmada kullanilan suslarin ortalama kendiliginden geri dénme
frekanslar literatiirle uyumlu olarak bulunmustur. S. typhimurium TA 98 susu igin 24
+5,17; TA 100 susu i¢in 122,5+19,45; TA 102 susu i¢in 364+87,78 ve E.coli WP2 uvr A
icin 26,4 +£19,45 olarak bulunmustur. TA 98 susu cerceve kaymasi mutasyonunun bir
gostergesi, 100 baz ¢ifti degisim mutasyonun (GC) , TA 102 de transisyon / transversiyon
( AT) mutasyonlarinin belirteci olarak kullanilmakta iken E.coli WP2 ise yine baz ¢ifti
degisim mutasyonun (AT) belirteci olarak kullanilmigtir. Calisma TA 98 i¢in danomisin,
TA 100 i¢in sodyum azid, TA 102 i¢in MMC ve E.coli WP2 uvrA i¢in MNNG pozitif

mutajenlerine kars1 inhibisyon yiizdeleri hesaplanarak gerceklestirilmistir [17].
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Deney sonuglar1 antimutajenite agisindan birlikte degerlendirildiginde sonuglar agagidaki
gibidir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore en yiiksek antimutajenik etkiye P. major
subsp. intermedia (% 48 inhibisyon,400 pg/plak konsantrasyon) ve P.major subsp. major
(% 47 inhibisyon, 100 pg/plak konsantrasyon; % 45 inhibisyon, 25 pg/plak
konsantrasyon) ekstrelerinde E.coli WP2 uvr A susu iizerinde rastlanmistir. Plantago
scabra tiiriinden elde edilen ekstrenin ise TA 100 susunda tiim konsantrasyonda orta
derecede (% 39 inhibisyon, 100 pg/plak konsantrasyon) antimutajenik etki belirlenmistir.
P. lagopus ekstresi, 400 pg/plak konsantrasyonda E.coli WP2 uvr A susunun % 29
inhibisyon’luk orta dereceli antimutajenik etki olusurken tiim S. typhimurium suslarinda
zayif antimutajenik etki belirlenmistir. P. holosteum ekstresinin ise tiim suslar tizerinde

zayif antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir.

Calisma sonucunda antimutajenik etkilerin ¢ogunlukla E.coli WP2 uvrA susu iizerinde
oldugu goézlenirken, S. typhimurium TA98 susunda diger suslara nazaran daha diisiik etki

gosterdigi belirlenmistir.
Yiiriitiilen ¢calisma tiir diizeyinde degerlendirildiginde;

P. major’un iki alt tiiriiniin de E.coli WP2 uvrA susunda kullanilan MNNG ajaninin
mutajenik aktivitesini yiiksek oranda inhibe ettigi belirlenmistir. P.major subsp. major
ektresinin uygulama sonuglarma gore 100 ve 25 ug/plak konsantrasyonlarda sirayla %
47 ve % 45 oranlarinda inhibisyon degeri belirlenmistir. Bu durum P.major subsp. major
bitkisinin bazi konsantrasyonlarda yiiksek oranda antimutajenik ozellik tasidigini
gosterdigi  seklinde yorumlanmistir. Ektraktin 200 pg/plak ve 50 pg/plak
konsantrasyonlarinda ortaya c¢ikan % 34 ve % 28’lik inhibisyon bitkinin orta derece
antimutajenik ozellige sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan degerlendirme sonucunda
Plantago tiirlerinin igerdikleri biyoaktif bilesikler ve buna bagl sahip olduklari
antioksidan potansiyelinin varligi ile iliskili olabilecegi distiniilmektedir. P. major
ekstresinin antimutajenitesinin ¢alisildig1 bir tez ¢alismasinda ekstrenin S.typhimurium
TA100 susunda mutajenin aktivitesini bu tez ¢alismasindaki sonuclar1 destekler bigcimde

orta dereceli (% 32 inhibisyon, 6250 ug/plak) olarak inhibe ettigi bildirilmistir [ 99 ].

Bilinen en eski sifali bitki tiirlerinden biri olan P. major zengin biyoaktif maddeler
icermektedir [4]. Plantago tiirleri i¢inde P. lanceolata etkinligi kanitlanmig ve tedavi

amaciyla en ¢ok kullanilan tiir olup, ikinci siray1 P. major almaktadir. P. major’ {in farkli
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alt tiirlerinin antioksidan ve antimutajenik 6zelliginin varlig1 yapilan ¢alismalarla rapor
edilmistir. Tiirlin iridoid glikozidleri, terpen ve Ozellikle de yapraklarin igeriginde
bulunan kafeik asit tiirevleri agisindan zengin oldugu bilinmektedir. Kafeik asit seker
esterlerinin kanser tedavisinde etkili bir ajan olmasinin yan1 sira antialerjik, antioksidan,
antimutajenik, antikarsinojenik, antibakteriyel, antifungal, antiviral aktivitelere sahip
oldugu bildirilmistir. Ayrica 5-lipoksijenazi (anafilaktik reaksiyonlarda bazi diiz kaslarin
yavag ve uzun siireli kasilmasini saglayan, histaminden sonra etkisini gostererek astimin
olusumunda 6nemli rol oynayan madde) inhibe ettigi bildirilmistir. BiroSovaa ve ark.
(2005) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada SNFAA'min (3,5-nitro-2-furil akrilik asit)
mutajenik etkisinin azaltilmasinda antimutajenik 6zellige sahip ve P. major bitkisinde de
bulunan gallik asit, ferulik asit, kafeik asit ve valinik asit gibi fenolik bilesik tiirevlerinin
etkili oldugu bildirilmistir [100].

P. major tiirti Tiirkiye'de ve diinyada sindirim, solunum, deri ve enfeksiyon hastaliklar
gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde aktif olarak kullanilmaktadir. Literatiirde P. major
tiiriiniin cesitli alt tiirlerinin biyolojik aktivitesine dair ¢aligmalar bulunmasina karsin,
P.major subsp. major ve P. major subsp. intermedia alt tiirlerinin antimutajenik
ozellikleri ile ilgili yeterli veri olmamasi nedeniyle bu calisma sonuglarinin literatiire

katki saglayacag diistiniilmektedir.

P. major subsp. intermedia ekstresinin E.coli WP2 uvrA susu iizerinde MNNG
mutajenine kars1 400 pg/plak konsantrasyonunda tiim ¢aligmanin en yiiksek inhibisyon
degeri olan % 48’lik inhibisyon elde edilmistir (p=0.03). Ayni sus igin ekstrenin 25
ug/plak konsantrasyonunda % 24’liik inbisyon degeri ile orta derecede antimutajenite
gozlenirken diger konsantrasyonlarda inhibisyon degerlerinin ¢ok daha diisiik oldugu
goriilmistiir. Kolak ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada Plantago major
subsp. Intermedia nm fitokimyasal dzellikleri ve in vitro antioksidan ve antikolinesteraz
(sinir iletiminde gorevli asetilkolini hidroliz eden enzim inhibitérii) aktiviteleri
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda metanol ekstresinde pirokatesol ve kersetin
esdegeri iceriklerin bulundugu bildirilmistir [101]. Kersetin igerigi bilinen birgok bitki
tirli tibbi bitki smifina girebilmektedir. Flavonoidlerdeki antioksidan etkinin 6nemli
kismi kersetinin antioksidan aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Tibbi ve biyoaktif
Ozellikler bakimindan yeni yeni degerlendirilen bu tiiriin antimutajenik agidan da ele

alinmasi farkli bir bakis agis1 ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma sonucunda, elde edilen
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verilerin daha sonraki ¢alismalarla desteklendikten sonra bitki igerigindeki bilesiklerin

tanimlanip degisik parametreler agisindan arastirilmasinin gerekli oldugu bildirilmistir.

Yirtitiilen calisma ekstreleri arasindaki farkli inhibisyon degerlerinin belirlenmesi ayni
cinse ait tiirlerin, hatta ayni tiiriin alt gruplarinin kimyasal i¢eriklerinin abiyotik (1s1k, su,
toprak minerali..) ve biyotik faktorler (kus, bocek, diger bitkiler..) etkisiyle
farklilagabilmesinden kaynaklanmaktadir.

Bitkisel igeriklerden biri olan konjuge linoleik asitler, obezite, kanser, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde faydali
etkilere 6zelliklere sahip bilesiklerdir. Plantago yapraklari % 56,19 kadar yiiksek oranda
linolenik asit icermektedir. Plantago alt tiirlerinden biri olan P.major tohumlarinda bu
oran % 25.41°dir. Ayrica fenoller, flavonoidler ve tanen igerigi de yapraklarda yiiksek
oranda bulunmaktadir. Kobeasy ve ark. (2011) yaptig1 bir ¢alismada P. major yaprak ve
tohumlarinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica tiimor
hiicresi tizerinde yapraklarinin etanol ekstresinin % 74, su ekstresinin ise % 54.6 ‘lik

apoptotik etkiye sahip oldugu bildirlmistir [59].

Cin’de geleneksel tibbin bir pargasi olarak P. major L., soguk alginligindan viral hepatite
kadar cesitli hastaliklarin tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Chiang ve ark.
(2000) P. major'un saf bilesiklerinin ve sulu ekstrelerinin antiviral aktivitesini
incelemiglerdir. Calismalari, herpes simplex virlis (HSV-1, HSV-2) ve adenoviriisler
(ADV-3, ADV-8, ADV-11) olmak iizere bir dizi viriis izerinden yiiriitilmiistiir. Sonug
olarak P. major'un sulu ekstresinin anti-herpes virlis aktivitesine sahip oldugu buna
karsin, bu bitkinin ekstrelerinde bulunan bes farkli kimyasal sinifina ait belirli saf
bilesikler gii¢lii antiviral aktivite sergiledigi; kafeik asit’in orta klorojenik asitin ise en
giiclii antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlemislerdir. Calismada, antiviral aktivitelere
sahip P. major'un saf bilesiklerinin fenolik bilesiklerden, 6zellikle de kafeik asitten

tiiretildigi sonucuna varilmistir [10].

Calisma kapsaminda kullanilan bitki ekstreleri tiirlerin sadece toprak iistii tiim kisimlarini
icermektedir. Antimutajenite ¢alismalarinda bitkisel test materyalinin hangi kisminin
kullanildiginin ¢alisma sonucunu etkiledigi goriilmektedir. Mehrabian ve ark. (2009)
tarafindan P.major bitkisinin vejatatif (yaprak, kok) ve generatif (¢igek salkimi)
kisimlarinin metanol ekstrelerinin antikarsinojenik ve antimutajenik etkisinin iki farkl

cografi bolgeden toplanan 6rnekler lizerinden karsilastirildig bir calisma yiiriitiilmiistiir.
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P.major' un yapraklarinda % 40’dan fazla inhibisyon yiizdesi ile gii¢lii antimutajenik ve
antikarsinojenik etkinlik belirlenirken, kok ekstrelerinde % 40' tan daha diisiik ylizdeyle,
antimutajenik ve antikarsinojenik etkinlik gdzlemlenmistir. Calisma sonucunda P.major
tiirliniin antikarsinojenik ve antimutajenik 6zelliklere sahip degerli bir tibbi bitki oldugu
ve her iki cografi bolgedeki bitki ekstrelerinin karsilastirilmasiyla bitkilerde antioksidan

tiretiminde ¢evresel kosullarin etkisinin olabilecegi de agiklanmistir [102].

P. scabra bitkisinin antimutajenite sonuglart degerlendirildiginde S. typhimurium TA 100
susunda galisilan tiim konsantrasyonlarinda antimutajenik etki gézlenmistir. Ekstrenin
400, 100, 50, 25 pg/plak konsantrasyonlarda pozitif mutajen olan sodyum azidin
mutajenik etkisini sirasiyla % 30, % 31, % 39 ve % 25 oranlarinda inhibe ettigi
belirlenmis olup bu durum P. scabra bitkisinin orta derecede antimutajenik etkili
oldugunu gostermistir ( p= 0.02) [103]. Calisilan diger Salmonella suslari iizerinde
herhangi bir antimutajenik etki belirlenmezken E.coli WP2 uvrA susunun 100 pg/plak ve
50 pg/plak konsantrasyonlarinda (% 16 ve % 6) zayif derecede antimutajenik etki
gozlemlenmistir. Calismada P. scabra antimutajenik aktivite agisindan genel siralamada
P. major subsp. intermedia ve P.major subsp. major’den sonra 3. sirada yer almistir.
Ozcan ve ark. (2014) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada P.scabra’da % 13.3 oraninda y-
linolenik asit , % 4.26 oraninda da lipit ve yag asidi icerdigi bildirilmistir [104]. v-
linolenik asitin (GLA) besin takviyesi olarak kullanildiginda bazi hastaliklarin
tedavisinde olumlu yanit olusturduguna dair gézlemler bulunmaktadir [105]. Bu durum
P.scabra bitkisinin antimutajenik potansiyelinin, igerigindeki belirgin orandaki GLA

varligi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir.

P.lagopus ekstresinin S. typhimurium TA 98, TA 100 ve TA 102 suslarinda ¢aligilan en
yiiksek konsantrasyonda (400 pg/plak) zayif antimutajenik etkili oldugu belirlenmistir.
Bu konsantrasyonda ekstrenin S. typhimurium TA 98 susunu pozitif mutajen olan
danomisin tizerinde % 13, TA 100 susu i¢in kullanilan sodyum azidi % 12 ve TA 102
susu icin kullamilan MMC’nin mutajenik etkisini ise % 11 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir.  P.lagopus’a, sahip oldugu metabolitler bir takim G6zellikler
kazandirmaktadir. P. lagopus diger Plantago tiirlerinde bulunmayan luteolin-7-rutinozit
ve 7-neohesperidozit ve luteolin-7-O-glukozit gibi luteolin diglikozidleri ile
karakterizedir [106]. Literatiirde luteolin-7-O-glukozitin kanser gelisimini 6nledigi veya
inhibe ettigine dair ¢alismalar bulunmaktadir. Galvez ve ark.’nin (2003) tarafindan

yiiriitiilen bir ¢alismada P. lagopus 'tan izole edilen flavon luteolin-7-O-glukozitin in vitro
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olarak topoizomeraz I-DNA kompleksi tizerindeki etkisi incelenmistir. Bilesigin gii¢lii
bir DNA topoizomeraz zehri olarak hareket ettigi ve sitotoksik etkiden sorumlu oldugu
belirlenmis fakat mekanizmasinin tamamen anlagilamadigi bildirilmistir. P.lagopus ‘un
antikanser etkisinin yaninda kimyasallar iizerindeki antimutajenik etkisinin de
belirlenmesinin bitkinin tibbi etkinligi agisindan yeni bir bakis agis1 saglayabilecegi

bildirilmigtir [11].

P. holosteum’ un metanol ekstresinin bakterilere 6zgii kullanilan pozitif mutajenler
tizerinde genellikle zayif inhibisyon sagladigi belirlenmistir. S. typhimurium TA 100
susunda calisilan 400, 100, 50 pg/plak konsantrasyonlarda pozitif mutajen olan sodyum
azidin etkisini sirasiyla % 14, % 7 ve % 14 oranlarinda engelledigi; E.coli WP2susunda
pozitif mutajeni olan MNNG’nin etkisini 400 ve 25 pg/plak’ta sirasiyla % 10 ve % 13
oranlarinda engelledigi belirlenmistir. P. holosteum tiiriiniin biyolojik olarak aktif fenolik
ve flavonoid maddelerce zengin oldugu ve buna bagli 6énemli derecede antioksidan
aktivitesinin oldugu bildirilmistir. P. holosteum tiirii iizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda
tirde % 77 oraninda bulunan okubin glikoziti yanisirasi da iridoid agisindan oldukga
zengin oldugu bildirilmistir. Bu bilesik oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoza kars1
hiicresel bilesenleri koruyucu ozelliklere sahip olmasi nedeniyle osteoartrit tedavisinde
de kullanilmaya aday madde olarak gosterilmistir [107]. P. holosteum ile ilgili dikkat
¢ekici galismalardan biri Geng ve ark.’nin (2017) P.holosteum’un ¢esitli ekstrelerinin
sitotoksik ve anti-inflamatuvar aktiviteleri iizerine yaptiklari ¢aligmadir. Yiiriitilen bu
calismada P.holosteum ekstresinin Hep-2 kanser ve L929, RAW 264.7 kanser olmayan
hiicre hatlar1 tizerindeki etkileri degerlendirilmis olup su ekstresinin Hep-2 kanser
hiicreleri iizerinde sitotoksik ve anti-inflamatuar aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Bitkinin belirlenen antioksidan, antimutajenik ve antiinflamatuvar 6zelliklerinin, sahip
oldugu biyolojik igeriklerle iliskilendirildigi ¢alisma sonucunda terapdtik agidan ciddi
potansiyel tasidigi belirtilen P. holosteum 6nemli biyoaktif bilesenlere sahip arastirilmaya

deger bir tiir olarak bildirilmistir [82].

Beare ve ark.’nin (2009) tarafindan yiiriitiilen bir caligmada aralarinda P. holosteum ve
P. major ‘un oldugu bazi Plantago tiirlerinin (P. argentea, P. holosteum , P. major, P.
maritima ve P. media ) metanol oziitlerinin antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Birkag
testin (DDT, FRAP, Fe*?/ askorbat) birlikte uygulandigi calismada tiim ekstrelerin giiglii
antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada P. maritima, P. argentea ve P.

holosteum’un 1ilk kez antioksidan aktiviteleri degerlendirilmis olup ekstrelerinin
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stiperoksit anyon radikali lizerindeki temizleyici etkisinin bitkilere gére P. major> P
maritima> P. argentea> P. medya> P. holosteum sirasiyla arttigi rapor edilmistir.
Antioksidan 6zellige sahip bitkilerin antimutajenik 06zellik gosterme olasiliklarinin
yiiksek olduguna dair literatiirde ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir [35, 107]. Calisma
sonucunda antimutajenite siralamasinda P. major alt tiirlerinde antimutajenik etkinin P.
holosteum‘a oranla ¢ok daha yiiksek bulunmasi bu ¢alismadan elde edilen sonuglarla

uyum gostermektedir.
Yapilan ¢aligma kullanilan mutant bakteriler kapsaminda degerlendirildiginde

E.coli WP2 uvrA susunda test edilen tiim bitki ekstrelerinin neredeyse hepsinde

antimutajenik etki gozlenmistir.

Calismada kullanilan E.coli WP2uvrA ve S. typhimurium TA102 suslarinda, her ikisinin
de aym tip mutasyon tasimalarima ragmen benzer sonuglar elde edilmemis olup
antimutajenik etki E.coli WP2 uvr A susunda daha yiiksek olarak bulunmustur. Watanabe
ve ark. (1998) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 28 adet ¢apraz baglanan ve oksidatif
hasara sebep olan mutajen maddenin S. typhimurium TA102, S. typhimurium TA 2638,
E.coli WP2 pKM101 ve E. coli WP2 uvrA/ pKM101 suslar1 tizerinde karsilastirmali
olarak mutajenik etki degerlendirilmistir. Calisma sonucunda S. typhimurium TA102 susu
ve E.coli WP2uvrA/pKM101 arasinda % 75-% 79 oraninda ayni sonucu vermesine karsin
E. coli WP2 uvrA/pKM101°nin kimyasallara kars1 daha hassas sus oldugu, ayrica E. coli
WP2 uvrA/pKM101 nin kendiginden geri doénen koloni insidansinin S. typhimurium
TA102'den cok daha diisiik olmasi oksidatif veya ¢apraz baglanan maddelere karsi

cevabinin daha hassas olmasinda etkili oldugu bildirilmistir [109].

Antimutajenite calismalarinda literatiirde kabul géren antimutajenik etki hesaplamalart %
0 ile 100 arasinda siiflandirmalara tabi tutularak belirlenmektedir. Tez kapsaminda tiim
Plantago ekstrelerinin S typhimurium TA98 susunun pozitif mutajen olan danomisinin
tizerindeki etkisinin antimutajenite hesaplamalarinda neredeyse tiim konsantrasyonlarda
pozitif degerler yerine negatif degerler elde edilmistir. Belirlenen sonuglarda negatif
degerlerin P. major subsp. major ekstresindeki S. typhimurium TA98 susunun tiim
konsantrasyonlarinda oldugu goriilmiistiir. Bu durum S. typhimurium TA98 susunda
bulunan ¢erceve kaymasi mutasyonun diger suslarda gozlemlenen baz ¢ifti degisim
mutasyonlarima nazaran c¢ok daha kararli bir mutasyon tipi olmast seklinde

yorumlanabilir. Ayn1 durum S typhimurium TA 102 °‘de P. scabra ekstresinin

58



antimutajenite testi sonuglarinda da goriilmektedir. Bu durum ‘komutajenite’ olarak
bilinmekte olup komutajenite, bir maddenin tek basina mutajen olmadigr halde bir

mutajen varliginda mutajenik 6zellik kazanmas1 durumu olarak ifade edilmektedir.

Komutajenik etki iki sekilde gergeklesmektedir: Test edilen madde (1) mutajenik
kimyasalin etkisini giiclendirebilmekte ya da (2) mutajen olmayan maddeyi mutajen hale
doniistiirebilmektedir. Makhafola (2014) tarafindan yiiriitiilen c¢alisma kapsaminda
antioksidan aktiviteye sahip ve fenolik igerigi yiiksek olan 31 bitki ekstresinin
antimutajenite ve mutajenite agisindan degerlendilmistir. Ekstreler Ames test sisteminde
S typhimurium TA98 ve TA 100 suslari tizerinde uygulandiginda bu tez ¢alismasinda
oldugu gibi S typhimurium TA98 susu {izerinde komutajenik etkiye rastlanmistir [35].
Birosovaa ve ark.(2005) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada bitkisel bir fenolik bilesen
olan kikorik asitin, 3- (5-nitro-2-furil) akrilik asit (SNFAA)’in mutajenik etkisini artirdig
bildirilmistir. Calisma kapsaminda Plantago tiirlerinde var olan bir bilesenin TA 98
susunun pozitif mutajeni olan danomisin iizerinde benzer etkiye sebep olabilecegi
diistiniilmiistiir [100]. ileriye yonelik ¢alismalarla Plantago tiirlerinin yapisinda bulunan
temel Dbilesenlerin analiz edilip antimutajenitede etkili Dbilesenin belirlenmesi

onerilmektedir.

Bitki ekstrelerinin hazirlandig1 ¢oziiciilerin, kullanilan konsantrasyonlar ve test
sistemlerinin degisimi ayni bitki ile yapilan ¢alismalarin sonuglarini degistirebilmektedir.
Calisma kapsaminda bitkilerin yalnizca metanol ekstresi kullanilmistir. Bazi ¢alismalar
flavonoidlerin etil asetat ekstresinde ¢ok daha iyi ¢6ziiniip bu sekilde yiiksek antioksidan
Ozelliginin ortaya ¢iktigin1  vurgulamistir. Calisma sonuglart  incelendiginde
konsantrasyon cevap arasinda dogrusal bir iligskinin olmadig1 goriilmektedir. Bu durum
yapilan bir calismada bitki bilesenlerinin ¢oziiniirliikleri ve molekiiler yap1
farkliliklarindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmistir. Ayrica ekstre yliksek
konsantrasyonlarda uygulansa da hiicre membranindan gegisinin engellenmis olabilecegi
seklinde yorumlanmistir [108,110]. Uysal ve ark.’nin (2016) Centaurea pterocaula
bitkisindeki etil asetat, metanol, su ekstresindeki ¢alismalarinda metanol ekstresinin 5 ve
1 g/plak gibi yiiksek konsantrasyonlarda calistiklarinda konsantrasyonlarda % 49 ve %
44 inhibisyon ve etil asetat ekstresinde ise % 28 ve % 26 oranlarinda inhibisyon degeri
elde ettikleri bildirilmistir [111]. Yine P. albicans, P. asiatica ve P. lanceolata nin farkli
coziciilerde (polisakarit ekstresi, etanol ekstresi, metanol ve su ekstresi) hazirlanan

ekstrelerde antimutajenik etkilerinin Ames test sistemi, mikroniikleus, kromozom
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anomali testleri ile degerlendirildiginde ¢6ziicliniin 6nemli bir faktor oldugu bildirilmistir
[67, 113,114]. Yiiksek konsantrasyonlar ve farkli ¢oziiciiler antimutajenitik etkiyi
olusturan sekonder metabolitlerin daha fonksiyonel ¢alismasinda etkilidir. Bu nedenle
calismanin bitkilerin farkli ¢6ziicti ve konsantrasyonlarin kullanildig: test sistemlerinde

degerlendirilmesinin olumlu katkis1 olacag: diisiintilmektedir.

Plantago cinsinde de bulunan fenolik bilesiklerden klorojenik asitin potansiyel olarak
insan mononiikleer hiicrelerinin proliferasyonunu ve interferon gamma {iretimini
artirdigy; ferulorik asidin influenza viriis enfeksiyonlarina karsi cevap olarak interlokin-8
veya interferon gama {iretimini artirdigi; olenolik asit ve ursolik asidin farelerde
hemopoitik sistemin aktivasyonunu artirdigi bildirilmistir. Diger bir bilesik olan
baykalein ise endopeptidaz inhibitorii olup pankreatik kanser hiicrelerinin apoptozisini
sagladigi; flavonoid baikalin antijen kaynakli inflamatuar sitokinler ve kemokinleri
inhibe ettigi raporlanmistir. Chiang ve ark. (2003) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada
Plantago cinsine ait bilesiklerin periferal kan mononiikleer hiicreleri {izerindeki
immiinomodiilator etkilerinin ELISA ve BrdU immiino testleri kullanarak inceledikleri
calismada suda ¢6ziinen aukubin, klorojenik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve vanilik
asitin ELISA testinde interferon-gama salmimi artirdigi, suda ¢oziinmeyen luteolin ve
baykalinin de bu etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Tritepenlerdeki olenolik asit ve
ursolik asitin ise bu etkiye sahip olmadigi raporlanmistir. Bu igerik sonuglarindan
yararlanilarak Plantago cinsinden kanser ve enfeksiyon tedavi ajanlari elde edilebilecegi

ileri stirilmistiir [10].

Literatiirde Plantago cinsine ait bazi tiirlerde yeni biyoaktif molekiillerin tanimlanmasi
ve bu tiirlerin farmakolojik agidan umut verici birer kaynak olarak goriilmelerini
saglamaktadir. Tiirlerin kapsamli olarak arastirilmasi ile ilag formiilasyonlarina yeni
molekiillerin kazandirilabilecegi disiiniilmektedir [61]. Tez kapsamindaki Plantago
cinsine ait baz tiirler lizerindeki antimutajenite calisma sonuglari ile bu konuda literatiire

katki saglanildig1 diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez ¢aligmasinda P. major subsp. intermedia, P.major subsp. major ve P. scabra ait
metanol ekstrelerinin orta ve yiiksek derecede antimutajenik aktivite tasidigi P. holosteum

ve P. lagopus tiirlerinin ise zayif antimutajenik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Sonuglarin daha iyi yorumlanabilmesi i¢in caligmalarin karaciger Oziiti varliginda
yapilmasi, baska test sistemleri ile antimutajenik potansiyellerinin arastirilmast,
antimutajenik  etkiden sorumlu maddenin tanimlanmasi, farkli ¢Oziici ve

konsantrasyonlarda denenmesi 6nerilmektedir.

Tiirkiye’de Plantago cinsine ait bitkilerin biyolojik etkileriyle ilgili ¢alismalarin kisith
olmasi nedeniyle tez ¢alismasindan elde edilen bulgularin literatiire katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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