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BİTKİ ÖZÜTLERİNİN HAZIRLANMASI 

İki ayrı beherde 1’er gr bitki tartıldıktan sonra hızlı bir şekilde suyla yıkanıp temizlenmiştir. Beherlerden birine 

10ml etanol, diğerine ise 20ml kloroform eklendikten sonra 37
o
C’de 20 saat bekletilmiştir. Bu süre sonunda sıvı 

kısımlar süzülerek alınmıştır. Elde edilen filtratlar 45
o
C’de ağızları açık halde bekletilerek çözücülerin uçması 

sağlanmıştır. Dipte kalan özütler 10’ar ml Dimetilsülfoksit içerisinde çözülmüştür. Bu şekilde elde edilen özütler 

0,2µm filtrelerden süzüldükten sonra steril edilerek deneylerde kullanılmıştır. 

BAKTERİ SUŞLARININ HAZIRLANMASI 

Suşların genetik işaretlerinin kontrol edilmesi amacıyla seçici besi yerlerine ekim yapılmıştır. Uygun koloniler 

seçilerek deneyler için kullanılmak üzere master plaklar hazırlanmıştır. 

ÇALIŞMADA KULLANILACAK TEST SUŞLARININ GENETİK İŞARETLERİNİN KONTROLÜ 

Ames testinin doğru sonuçlar verebilmesi için test suşlarının orijinal mutasyonlara sahip olup olmadığı kont-

rol edilmiştir. 

MASTER PLAKLARININ HAZIRLANMASI 

Mutajenite çalışmalarında kullanmak için iki suş içinde master plaklar hazırlanmıştır. Histidin, biyotin ve am-

pisilin ile desteklenen bir MGA plağı üzerine iyi izole olmuş bir koloni seçilip transfer edilmiştir.  

MUTAJENİK VE ANTİ-MUTAJENİK ETKİNİN BELİRLENMESİ 

Mutajenik ve anti-mutajenik etkinin değerlendirilmesi amacıyla standart plak inkorporasyon yöntemi kullanıl-

mıştır. Mutajenik etki saptanması amacıyla histidin-biyotin eklenmiş 2,5 ml üst agara 0,1 ml bakteri kültürü ve 

sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda bitki özütleri eklenmiş, koloni sayımları yapılmıştır.  

               Anti-mutajenik etki değerlendirilirken ise histidin-biyotin eklenmiş 2,5 ml üst agara 0,1 ml bakteri kültü-

rü ve sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda bitki özütleri yanında uygun dozda pozitif kontrol bileşiği eklenmiş-

tir.  

              Çalışmada her değişken için 6’şar plak kullanılmış, 2 bağımsız deney yapılmıştır.  

AMAÇ 

Halk arasında antimutajen olarak bilinen aynısefa (C.officinalis) bitkisinin EtOH ve kloroform ekstrelerinin 

farklı dozlarının anti-mutajenik ve mutajenik etkilerinin Ames test sistemi ile test edilmesi amaçlanmıştır. 

                       GİRİŞ 

Kimyasal maddeler canlıların genetik yapısının değişmesine neden olabilecek genotoksik ve kanserojen et-

kilere sahiptir. Mutajen özellik taşıdığı bilinen kimyasal maddelerin kanser oluşum riski yarattığı düşünülmekte-

dir. Bu da gelecek nesillerde genetik hasarların ortaya çıkmasını tetikler.  

Salmonella/mikrozom test sistemi olarak da adlandırılan Ames testi, potansiyel genotoksik ajanların belirlen-

mesinde kullanılan temel toksikolojik bir testtir.  Bu test sisteminde S.typhimurium’un histidin sentezleme yete-

neklerini kaybetmiş mutant suşları kullanılmaktadır. Histidin amino asidini kodlayan gen bölgesinde veya yakı-

nında meydana gelen yeni mutasyonlar, ilgili gen bölgesinin fonksiyonun düzelmesine ve histidin amino asidi 

sentezleyen kolonilerin oluşumuna olanak tanımaktadır. Bu sebeple Ames testi sıklıkla bir geri mutasyon testi 

olarak adlandırılmaktadır. Testte kullanılan S.typhimurium mutant suşları, histidin operonunun çeşitli genlerinde 

farklı mutasyonlara sahiptir. Bu araştırma projesinde S.typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 suşları üzerin-

de mutajenite ve antimutajenite testi yapılmıştır. 

 
Tablo1.1 (Kullanılan test suşlarının genetik karakterleri) 

 Günümüzde de kanser vakalarının artması nedeniyle alternatif tedavi yöntemleri aranmaktadır. Bu arayış 

insanları genellikle bitkisel çözümlere yöneltmektedir. Halk arasında kullanılan, pek çok televizyon programında 

kansere iyi geldiği belirtilen ve aktarlarda kansere karşı önerilen, aynısefa (C.officinalis) adı ile bilinen bitkinin 

kansere iyi gelmesinin yanı sıra anti inflamatuvar, anti viral ve anti genotoksik özellik gösterdiği de söylenmek-

tedir. Ayrıca inflamasyonları azaltmada, kanamayı kontrol etmede ve tahriş olmuş dokularda kullanılmaktadır. 

Bunlara ek olarak dermatit radyasyon tedavisinde de kullanıldığı bilinmektedir.  

 

Suş Histidin Mutasyonu LPS Onarım Plazmit 

TA98 hisD3052 rfa ∆uvrB pKM101 

TA100 hisG46 rfa ∆uvrB pKM101 
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Özüt Miktarı 
(µl/plak) 

EtOH Özütü 

TA98 TA100 

 M Anti-M M Anti-M 

0 (NK) 
  
38± 9 38± 9 124± 10 124± 10 

50 38±13 113±9 109±11 748±83 

25 27±7 127±27 144±32 725±93 

12,5 31±8 148±29 118±21 678±80 

Danomisin 138±40* 138±40*   

Sodyum Azid   1087±169* 1087±169* 

Özüt miktarı 
(µl/plak) 

  
Kloroform özütü 
  
  TA98 

  
TA100 

 M Anti-M M Anti-M 

0 (NK) 
38± 9 38± 9 124± 10 

  
124± 10 
  

100 
40±5 109±14 121±15 1126±55 

50 37±5 133±17 114±18 1019±75 

25 
39±6 120±19 120±13 1089±92 

Danomisin 
138±40* 138±40*     

Sodyum Azid 
    1087±169* 1087±169* 

Açıklık  

Kaynağı 

SS df MS F P-

değe-

ri 

F crit 

Gruplar  

Arası 

630771,1 3 210257 14,13821 3,55E

-05 

3,098391 

Grup İçi 297430,8 20 14871,54    

Toplam 928202 23         

Açıklık SS df MS F P- F crit 

Gruplar 

Arası 

3088,833 3 1029,611 1,58601 0,22409 3,098391 

Grup İçi 12983,67 20 649,1833    

Toplam 16072,5 23         

 Araştırmamızda C.officinalis bitkisinin EtOH ve kloroform özütlerinin TA98 ve TA100 suşları üzerindeki mutajenik ve 

anti-mutajenik etkileri test edilmiştir. Tablolarda da görüldüğü üzere herhangi bir mutajenik etki saptanmazken doza bağlı 

olarak EtOH özütünün TA100 suşunda ve kloroform özütünün TA98 suşunda anti-mutajen etki yapabileceği görülmüştür. 

Ancak ANOVA’yla yapılan incelemeler sonucu EtOH özütünün TA100 suşunun üzerinde yarattığı etki sonucu elde ettiği-

miz sonuçların PK ile olan farklarının anlamlı olduğu bulunurken, kloroform özütünün TA98 suşu üzerindeki etkisi sonucu 

elde ettiğimiz verilerin PK ile farklarının anlamlı olmadığı görülmüştür. 

Elde ettiğimiz sonuçlarla amacımıza ulaşmış olduk. Hipotezimiz EtOH özütünün yarattığı etkiye göre doğrulanırken, 

kloroform özütünün yarattığı etkiye göre doğrulanmamıştır. 

 Günümüzde kanser vakalarının artması nedeniyle alternatif tedavi yöntemleri aranmaktadır. Bu arayış insanları daha 

çok bitkisel çözümlere yöneltmektedir. Halk arasında yaygın olarak kullanılan aynısefa gibi bitkilerin, mutajenik aktivite 

testlerinin yapılmasının çok önemli olduğunu düşünüyoruz çünkü hastaların çaresizce sarıldığı ve şifa aradığı bitkilerin, 

mutajenik gibi ciddi yan etkilerinin olması ve bilinçsizce kullanımları hastalıkların tedavisinde ciddi problemlere yol açabi-

lir. Bu nedenle çalışmamızda kullandığımız testlerin halk arasında yaygın olarak kullanılan ve aktarlarda satılan diğer bit-

kilere de uygulanması halk sağlığı açısından büyük önem taşımaktadır.   

 Aynısefa bitkisinin mutajenik bir etkiye neden olmadığını gözlemledik. Dolayısıyla kanser tedavisinin yanı sıra pek çok 

cilt hastalıklarının (egzama, sivilce, mantar, pişik isilik) ve varis tedavisinde kullanımının güvenli olduğu görülmüştür.  

Fakat kesin bir sonuca varılabilmesi için başka testlerinde yapılması gerekmektedir. Örneğin hayvan hücre kültürleri 

üzerinde uygulanacak testlerle bulduğumuz sonuçların pekiştirilmesi sağlanabilir.  
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MATERYAL METOD 

ÇÖZÜCÜLER 

Ames test sistemine uyumlu organik çözücü dimetilsülfoksit (DMSO) kullanılmıştır. 

POZİTİF MUTAJENLER 

Ames test sisteminde metabolik aktivasyon yokluğunda S.thyphimurium TA100 suşu için sodyum azit ve 

TA98 suşu için danomisin kullanılmıştır.  

TEST EDİLEN KİMYASAL MADDE 

 Çalışmamızda, kurutulmuş ve ticari olarak ambalajlanmış paketlerde satılan Aynısefa (C.officinalis) bitkisinin 

çiçeklerinden elde edilen özütler kullanılmıştır. 

ÇALIŞMADA KULLANILAN BESİ ORTAMLARI VE ÇÖZELTİLER 

 Deneylerde ve deney hazırlık aşamasında kullanılmak üzere Vogel Bonner Tuz çözeltisi , (0.05 Mm) histidin/

biyotin çözeltisi , üst (yumuşak) agar , ampisilin çözeltisi (8mg/ml ), kristal viyole çözeltisi (%0.1) , minimal glu-

koz agarlı ortam (MGA) , histidin/biyotin/ampisilinli ortam , nutrient agarlı ortam (NA) , nutrient broth sıvı kültür 

ortamı (NB)  kullanılmıştır. 
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