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Bu c¢alismada, Lathyrus czeczottianus bitkisinin toprak istii kisimlarina ait metanol ve su Oziitlerinin
mutajenite/antimutajenite ve antimikrobiyal 6zellikleri arastirilmistir. Oziitlerin toksik doz belirlemeleri
yapildiktan sonra, Ames testi (Salmonella/mikrozom) ile mutajenik 6zellikleri degerlendirilmistir. Salmonella
typhimurium TA98 ve TA100 suslari ile yapilan mutajenite ¢alismalar1 metabolik aktivasyon varligi ve yoklugunda
gerceklestirilmistir. Metanol ve su oztiileri 10000, 5000 ve 1000 pg/plak dozlarda herhangi mutajenik etki
gostermemistir. Bilinen mutajenik maddelere karsi antimutajenik inhibisyon oranlari degerlendirilmistir. Buna
gore metanol ve su oziitleri 6zellikle TA98 susu i¢in 2-aminofloren S9 karisimi varliginda etkisini sirasiyla %73 ve
%85 oranlarda en yiiksek dozlarda inhibe etmistir. Ayrica metanol 6ziitii TA100 susu icin S9 varhginda 2-
aminoantrasenin etkisini %78’lere varan diizeyde iyilestirmis ve gii¢clii antimutajenite géstermistir. Antimikrobiyal
aktivite calismalari ise sekiz standart mikroorganizma ve 14 metisilin direngli Staphylococcus aureus izolatina karsi
swvl mikro diliisyon yontemiyle test edilmistir. Metanol ve su 6ziitleri test edilen mikroorganizmalara kars1 12.5 ve
6.25 mg/ml dozlarda diisiik antimikrobiyal aktivite ortaya koymustur. L. czeczottianus 6ziitlerinin kimyasallara
kars1 kemopreventif dogal bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
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the aerial parts of the Lathyrus czeczottianus plant were investigated. After toxic dose determinations of the extracts
were made, their mutagenic properties were evaluated by the Ames test (Salmonella/microsome). Mutagenicity
studies with Salmonella typhimurium TA98 and TA100 strains were performed in the presence and absence of
metabolic activation. Methanol and water extracts did not show any mutagenic effects at doses of 10000, 5000 and
1000 pg/plate. Antimutagenic inhibition rates against well-known mutagenic substances were evaluated.
Accordingly, methanol and water extracts inhibited the effect of 2-aminofluorene at the highest doses in the
presence of the S9 mixture by 73% and 85%, respectively, especially for the TA98 strain. In addition, methanol
extract improved the effect of 2-aminoanthracene up to 78% in the presence of S9 for the TA100 strain and showed
strong antimutagenicity. Antimicrobial activity studies were tested using the broth microdilution method against
eight standard microorganisms and 14 methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates. Methanol and water
extracts revealed low antimicrobial activity against the tested microorganisms at doses of 12.5 and 6.25 mg/ml. It
was thought that L. czeczottianus extracts could be used as a natural chemo preventive agent against chemicals.
This study is the first report on genotoxicity and antimicrobial properties on L. czeczottianus.
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1. Giris

Bitkiler yiizyillardir insanlik tarafindan kullanilmaktadir
ve ¢esitli uygulamalarla birlikte (6rnegin gida kaynagi, giyim
Uretimi icin hammaddeler, barinak yapimi veya sadece
dekorasyon), bitkisel ila¢ olarak kullanimlari insanoglunun
bildigi en eski saglik hizmetlerinden biridir. (Veiga ve ark,
2020). Tibbi bitki kavrami, belirli bir bozuklugu 6nlemek
veya iyilestirmek icin terapétik bir tedavide dogrudan veya
dolayl olarak kullanilmasina izin veren farmakolojik olarak
aktif bilesenlere sahip olmasiyla karakterize edilir. Bitkiler
ile ilgili yapilan c¢alismalarin odaginda, antimikrobiyal,
antiinflamatuvar, antitiimoral, antidiyabetik, antiviral ve
antioksidan etkilere neden olabilecek tibbi 6zelliklerin
karakterize edilmesi yer almaktadir (Roleira ve ark., 2015).
Bu 6zellikler bu bitkilerin kimyasal bilesimi ile ilgilidir. Tipta
yaygin olarak kullanilan ilaglarin bir¢ogu bitkisel kokenlidir
ve faydali etkilerinin sekonder metabolit olarak adlandirilan
terpenoidler, alkaloitler, flavonoidler, fenolikler gibi ¢esitli
farkli bilesiklerin varligindan kaynaklandig1
diigiiniilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii, diinya niifusunun
%80'inden fazlasinin temel saglk ihtiyaglarim karsilamak
icin bitkileri kullanan geleneksel tibba giivendigini tahmin
etmektedir (WHO, 2013). Bu anlamda bitkisel kaynakl
Uriinler saghgir koruyucu faktér olarak oénemli bir role
sahiptir.

Diinya tlkelerinde oldugu gibi iilkemizde de bitkiler halk
arasinda tedavi, yem, gida, boya, kozmetik, oyun vb.
alanlarda kullanilmaktadir. Modern tipta kullanilan ilaglar ve
Anadolu’ da yaygin olarak kullanilan halk hekimligi ilaglar1
bitkilerden elde edilmektedir. Ulkemizin jeopolitik konumu,
U¢ tarafinin denizlerle ¢evrili olmasi ve Asya ile Avrupa
arasinda koprii vazifesi yapmasi bitki floras1 agisindan
zenginlik olusturmaktadir (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2011).
Dolayisi ile yeni fitoterapdtik ajanlarin kesfedilmesi icin
6nemli bir alandur.

Mutasyonlar: tetikleyebilen maddelerin tanimlanmasi
gilivenlik degerlendirmesinde dnemli bir prosediir haline
gelmistir. Mutasyonlara neden olabilen kimyasallar
potansiyel olarak lireme hattina zarar vererek dogurganlik
sorunlarina ve gelecek nesillerde mutasyonlara yol agabilir.
Mutajenik kimyasallar ayni zamanda kanseri tetikleme
kapasitesine sahiptir ve bu endise, mutajenite test
programlarinin ¢ogunu yoénlendirmistir. Mutasyonlar; 1.
Yalnizca tek bir bazin degistirildigi, 2. Bir veya nispeten
birka¢ bazin eklendigi, silindigi gen (nokta) mutasyonlari, 3.
DNA'da biiyiik silinmeler veya yeniden diizenlemeler, 4.
Kromozom kirilmalari, 5. Tim kromozomlarin kazanimi
veya kaybi olarak meydana gelebilir (Mortelmans ve Zeiger,
2000).

in vivo ve in vitro calismalarda bitki bilesenleri veya
ozleri de dahil olmak lizere bu tiir dogal materyallerin,
antimutajenik etkiler gosterdigi ve sorumlu ¢esitli enzimatik
aktiviteleri inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle bu
bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi ve
belirlenmesi bir¢ok insan hastaliginin tedavisinde énemli bir
strateji haline gelmistir. Deney hayvanlarinin kullanildigi
calismalarin pahali olmasi ve uzun zaman almasi nedeniyle
baslangig test sistemi olarak bakteriyel test sistemleri tercih
edilmistir (Gulluce ve ark., 2010).

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede
yaygin olarak kullanilmakta ve kesfedildikleri giinden bu
yana insan sagligl ve yasam Kkalitesi agisindan son derece
etkili olmaktadir. Ancak son yillarda antibiyotiklere karsi
direncin ortaya ¢ikmasi ve bunlarin tiiketimi sonucu ortaya
¢ikan bazi toksik {riinler nedeniyle antibiyotikler bazi
hastaliklara karsti daha az etkili hale gelmistir.

37

Antimikrobiyallerin gereksiz yere recete edilmesi ve
bunlarin tarimda kullanilmasi gibi bir¢cok faktor
antimikrobiyal direncinin yayilmasina katkida bulunurken,
antimikrobiyal gelistirmedeki bilimsel ve ekonomik
zorluklar, yeni ilaglarin iiretim hattinin azalmasina neden
olmustur. Bu nedenle dogal kaynaklardan elde edilen
antibakteriyel ajanlar enfeksiyon hastaliklarinin
onlenmesinde ve tedavisinde ©6nemli rol oynamaya
baslamistir. Bitki 6zleri, ¢ig ve islenmis gidalarin korunmasi,
farmasaétikler, alternatif tip ve dogal tedaviler dahil olmak
lizere bir¢ok uygulamanin kaynagl olarak yerlesmistir
(Heydari ve ark., 2019; Chassagne ve ark., 2021)

Fabaceae familyasi 19.000'den fazla tir ile ¢igekli
bitkilerin en biiyiik familyasidir (Kenicer, 2005). Lathyrus L.
(Fabaceae) cinsi, basta Akdeniz olmak ilizere diinya ¢apinda
200'den fazla tiir icermektedir. Tiirkiye'de Lathyrus tiirleri
26'st endemik olmak iizere 76 taksondan olusmaktadir
(Glines ve Merig, 2017; Ceylan ve ark. 2021). Lathyrus
cinsine ait bazi tiirlerin gida, yem, siis bitkileri olarak
ekonomik agidan 6nemli oldugu bilinmektedir. Yiiksek besin
icerigi (amino asitler ve yag asitleri vb.) nedeniyle gida
kaynagi olarak kullanilmaktadir (Lambein ve ark. 2019).
Ayrica L. cicera, L. sativus, L. rotundifolius subsp. miniatus gibi
bir¢cok Lathyrus tirii Anadolu geleneksel tibbinda 6dem,
romatizma ve agri tedavisinde kullanilmaktadir (Altundag ve
Ozturk, 2011).

Yaygin olarak ¢ali nohut olarak bilinen Lathyrus
czeczottianus Bassler, Tiirkiye'yve 6zgili, ekonomik agidan
onemli bir tiirdiir (Ceylan ve ark. 2021). Bu ¢alismada L.
czeczottianus Dbitkisinden elde edilen metanol ve su
oziitlerinin; Salmonella/mikorozom (Ames) test sistemi ile
mutajenik ve antimutajenik potansiyelleri ve standart
patojen  mikroorganizmalara  karsi  antimikrobiyal
aktiviteleri degerlendirilmistir. Mutajenik ve antimutajenik
aktivitenin arastirilmasi adina bu ¢alisma ilk olma niteligini
tasimaktadir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki érneginin toplanmasi

L. czeczottianus bitkisine ait Ornekler 2018 yilinin
Haziran ayinda, Ankara Cubuk ilgesi Karagél mevkiinden
ciceklenme déneminde toplandi. Bitkinin sistematik teshisi
Prof. Dr. Murad Aydin SANDA (Mus Alpaslan Universitesi)
tarafindan yapildi. Bitki érnegine ait numuneler RC-13-25
érnek numarasi ile Selcuk Universitesi Biyoloji Boliimiinde
sakland.

2.2. Bitki 6rneklerinden éziitlerin elde edilmesi

Golge bir yerde saklanan bitki numuneleri, iyice
kurutulduktan sonra degirmen yardimi ile 6giitiilerek toz
hale getirildi. 10 g ornek tartilarak 200 ml metanol
icerisinde, oda 1sisinda 24 saat boyunca maserasyon yontemi
ile ekstrakte edildi. Daha sonra Whatman No:1 kagidi ile
siiziilen 6ziitiin, evoporatdr yardimi ile ¢dziiciisii uguruldu.
Kurutulan 6ziit kullanincaya kadar +4 C’de muhafaza edildi.

Su oziti hazirlamak igin 10 g bitki 6rnegi 200 ml
kaynamis suda 15 dk boyunca infiize edildi. Daha sonra
slizme islemi yaparak icerisinde bulunan su tamamen
ucuruldu (Llorent-Martinez ve ark., 2017).
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2.3. Mutajenik ve antimutajenik  kapasitenin mutasyonlarini, TA100 susu ise baz ¢ifti degisim

degerlendirilmesi mutasyonlarini tespit etmek amaci ile tercih edildi. Bu

mutant bakteri suslar1 Selcuk Universitesi Saglik Hizmetleri

L. czeczottianus bitkisine ait su ve metanol 6ziitlerinin MYO, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin

herhangi bir mutasyona neden olup olmayacagi, kisa zamanl edildi. Suslarin genetik kontrolleri ve bakimlari literatiirde

bir bakteriyel test sistemi olan Ames testi ile arastirildi belirdigi sekilde gerceklestirildi (Maron ve Ames, 1983). iki
Calismada Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 mutant Salmonella susunun genetik karakterleri Tablo 1'de verildi.

suslar1  kullanildi. TA98 susu c¢erceve kaymasi

Tablo 1. S. typhimurium suslarinin genetik dzellikleri.

Suslar Belirledigi mutasyon Mutasyon DNA tamiri ve LPS kusuru R faktor Hedef DNA Plazmit
TA98 Cerceve kaymasi hisD3052 uvrB-, rfa +R AT- CG Transisyon pkKM101
TA100 Baz cifti degisimi hisG46 uvrB-, rfa +R CG yanindan -1 pKM101
Testlerde kullanilmak iizere 6ziitlerin toksik olmayan Antimutajenite  deneyinde ise L. czeczottianus
dozlar1 Dean ve ark. (1985) 6nerdigi metoda gore belirlendi. oziitlerinin; bilinen mutajenlerin neden oldugu koloni
Bitki 6ziitlerinin oncelikli olarak mutajenik potansiyelleri artisindaki mutasyonlar1 geriye c¢ekebilme yetenekleri
degerlendirildi. Bunun i¢in Maron ve Ames (1983) degerlendirildi (Uysal ve ark., 2019). Bu deney serisi de yine
tarafindan oOnerilen plak inkorporasyon testi kiigiik hem S9 enzimleri iceren hem de icermeyen ortamlarda
modifikasyonlar yapilarak uygulandi (Nibras Qader Qader ve uygulandi. Bunun i¢in iist agar iceren tiiplere 0.5 ml tampon
ark, 2022). (S9 lu deney i¢in S9 karisimi), 0.1 ml bakteri kiiltiird, 0.1 ml
Ozetle; suslarin taze gecelik kiiltiirleri 63 pl ampisilin pozitif mutajen madde ve 0.1 ml farkl dozlarda bitki 6ziitii
iceren Nutrient broth No: 2 besiyerinde hazirlandi. 150 ilave edildi. Karisim yukarida belirtildigi sekilde hizli bir
rpm’de 37 °C'de 16 saat boyunca ¢alkalanarak hazirlanan sekilde vortekslendi ve MGA plaklar1 yiizeyine dokiilerek
kiiltiirlerden yeni besiyerlerine 0.5 ml eklendi ve ayni ortam yayllmalar1 saglandi.. Ust agarin katilasmasindan sonra
sartlarinda 7-7.5 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin plakalar, 37°C' de 48 - 72 saat siireyle inkiibe edildi ve plak
sonunda kiiltiiriin 1 ml’sinde yaklasik 1-2x10° canl bakteri basina geri donen kolonilerin sayisi sayildi. Her deney i¢in
oldugu hesaplandi. Mutajenite deneyinde Histidin ve diger dozlar ugli tekrarlar halinde g¢alisildi. Bitki ekstrakti
gelisim faktorlerini icermeyen Minimal Glukoz Agar (MGA) olmadan sadece mutajen madde iceren plaklar (pozitif
besiyerleri kullanildi. 2.5 ml olarak hazirlanan ve 45 °C’lik kontrol plagi) lizerinde biiytitiilen geri dénen kolonilerin
sicak su banyosunda bekletilen ve iz miktarda Histidin ihtiva sayisi, %0 inhibisyonla yani %100 mutajen olarak
eden {ist agar tiiplerine 0.1 ml bakteri kiiltiirdi, 0.1 ml bitki tanimlandi. Antimutajenik potansiyel (inhibisyon), su
0ziitll ve metabolik aktivasyon enzim sistemi (S9) icermeyen denklemle belirlendi: [(A-B)/(A-C)] x 100. Burada A =
deneyler icin 0.5 ml Sodyum-Fosfat tamponu ilave edildi. Bakteri+mutajen plagindaki revertant koloni sayisi, B =
S9'lu deneyler i¢in ise Sodyum-Fosfat tamponu yerine % 4 S9 Bakteri+mutajen+dziit plagindaki revertant koloni sayisy;
enzimi iceren metabolik aktivasyon enzimleri kullanildi C=Kendiliginden geri donen revertant koloni sayisini
(Maron ve Ames, 1983). Bu karisim vortekslenerek hizli bir (sadece bakteri plagil) temsil etmektedir. Sonuglar,
sekilde karistirildi ve MGA plaklari tizerine dokiilerek yiizeye inhibisyon %25' ten diisiik oldugunda antimutajenik etki
homojen yayilmasi saglandi. Katilasan plaklar 37 ¢C’de 48-72 olmadigy, %25 ile %40 arasinda bir deger icin orta derecede
saat silireyle inkiibe edildi. Calismaya paralel olarak; bakteri etki ve %40’ 1n lizerindeki degerler i¢in gii¢lii antimutajenite
kontrol plaklari, metanol 6ziitiinlin ¢6ziinmesini saglayan olarak yorumlandi (Uysal ve ark., 2016a).
Dimetil siilfoksit iceren negatif kontrol plaklar1 ve mutant
bakteriler tlizerinde mutajenik oldugu bilinen pozitif 2.4. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
mutajenleri iceren pozitif kontrol plaklari hazirlandi. Her
bitki 6ziitline ait dozlar iger tekrarli olarak test edildi. Lathyrus czeczottianus  Oziitlerinin antimikrobiyal
inkiibasyon siiresi sonunda plaklarda gelisen geri dénen kapasitelerinin degerlendirilmesi i¢in sivi mikro diliisyon
yani revertant koloniler sayildi. Salmonella/mikrozom test yontemi kullanildi (Tosun ve ark., 2024).
siteminde denenen bir maddenin mutajenik olup olmadigini Bu metot i¢in kullanilan mikroorganizmalar Tablo 2’de
belirlemek i¢in bakteri kontrol plaklarinda sayilan revertant verildi. Ayrica gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 14 adet
koloni sayilari esas alinir. Buna gore test edilen maddelerin Metisilin Direngli Staphylococcus aureus izolat1 da ¢alismaya
plaklarinda tespit edilen koloni sayilari, bakteri kontrol dahil edildi. Bu standart mikroorganizmalar ve izolatlar S.U.
plagindaki sayinin iki katina esit ya da iki katindan fazla ise Saglik  Hizmetleri ~MYO  Mikrobiyoloji ~ Arastirma
mutajenik olarak nitelendirilir (Zengin ve ark., 2014). Laboratuvarindan temin edildi.

Tablo 2. Calismada kullanilan standart patojen mikroorganizma suslari.

Mikroorganizma Referans No Gram boyanma ozelligi Morfoloji
Escherichia coli ATCC 25922 Gram negatif Kokobasil
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Gram negatif Basil
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram negatif Basil
Salmonella enteritidis ATTC 13076 Gram negatif Basil
Metisilin direngli Staphylococcus aureus ATCC 43300(MRSA) Gram pozitif Stafilokok
Sarcina lutea ATCC9341 Gram pozitif Sarsin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MSSA) Gram pozitif Stafilokok
Candida albicans NRRL Y-417 Maya
Lathyrus czeczottianus 6zitleri 50 mg/ml olacak sekilde sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu medyum 100 pl olacak
stok soliisyonlar1 hazirlandi. Metanol 6ziitleri DMSO iginde sekilde 96 kuyusu bulunan mikro titre plakalarinin her bir
¢ozilinlirken su oziitleri ise saf su icerisinde c¢oziilerek kuyusuna konuldu. Hazirlanan L. czeczottianus 6ziitleri 100
hazirlandi. Calisma 6ncesi Mueller -Hinton besiyeri steril bir ul olacak sekilde plaklarin yukaridan asagiya ilk kuyularina
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ilave edildi. ik kuyularda toplam hacim 200 ul olurken ¢ok
kanalli pipet yardimi ile iyice karismalar1 saglandi. Daha
sonra bu karisimdan 100 pl ¢ekilerek ikinci sirada bulunan
kuyulara aktarildi. Bu durum son kuyucuga kadar tekrar
edildi ve bitki o6ziitlerinin swrali kuyularda 12.5-0.0122
mg/ml dozlar arasinda seyreltilmesi saglandi. Gecelik taze
bakteri kiiltiirleri streil fizyolojik su igerisinde yaklasik 0.5
Mc Farland bulaniklik derecesine (1x108 koloni olusturan
birim (kob)/ml) ayarlandi. Daha sonra yiizde bir oranda
daha sulandirilarak bakteri konsantrasyonu 1x10¢
kob/ml'ye seyreltildi. Konsantrasyonu ayarlanan bu
inokulum, plakalarin yatay serilerinde her kuyucuga 100 pl
olacak sekilde dagitildi. islemler tamamlandiktan sonra her
bir mikro titre plakasi inkiibatére kaldirildi ve 37 2C’de 18-
24 saat siireyle inkiibe edildi (Tosun ve ark., 2024).
Oziitlerin mikroorganizmalar iizerindeki 6ldiiriicii olan
minimum dozunu belirlemek amaci ile (minimum inhibisyon

konsantrasyonu/MiK) liremeyi takiben, onceden
hazirlanmis % 0.5°lik 2,3,5 Trifenil tetrazolyum Klorit
¢ozeltisinden 20 pl her kuyucuga dagitildi ve plakalar 30
dakika daha inkiibasyona birakildi. Siire sonunda iiremenin
inhibe edildigi (renksiz alanlar) en diisiik kuyu degeri MIiK
degeri olarak belirlendi.

3. Sonuglar ve Tartisma

Calisma oncesi yapilan denemelerde her iki 6ziit i¢in de
10000, 5000 ve 1000 pg/plak dozlarinin toksik olmadigi ve
deneylerde kullanilabilecegi tespit edildi. Mevcut ¢alismada
Lathyrus czeczottianus bitkisinin metanol ve su dziitlerinin
mutajenik ve antimutajenik yetenekleri degerlendirildi.
Calisma hem S9lu hem de S9suz ortam sartlarinda
gerceklestirildi. Revertant koloni sayilarina ait ortalama
degerler ve standart sapmalar Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. Lathyrus czeczottianus 6ziitlerinin S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari tizerinde metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda mutajenik

etkileri.

His* Revertant sayisi/plak

Konsantrasyon(pug/plak) TA 98 TA 100
S9(-) S9 (+) S9(-) S9 (+)
*Negatif kontrol 100 pl/plak 352 324 103+6 132+13
®Pozitif kontrol 2626+29 2866+57 1952+169 2915456
0 365 377 116+18 144+13
10000 322 38+3 13445 158+10
Lathyrus metanol 6ziiti 5000 231 43+4 175+7 14949
1000 271 34+1 81+6 187+7
*Negatif kontrol 100 pl/plak 352 324 103+6 132+13
®Pozitif kontrol 2626+29 2866+57 1952+169 2915456
0 365 377 116+18 144+13
Lathyrus su ozt 10000 262 64+2 184+11 193+14
5000 270 46+4 123+7 153+6
1000 240 57+5 136+10 157+4

* Negatif kontrol: S9 varliginda ve yoklugunda S. typhimurium TA98 ve TA100 i¢in negatif kontrol olarak DMSO (100 pl/plak) kullanildi

® Pozitif kontroller:

2-Aminofloren (7.5 pg/plak), S9 karisiminin varliginda pozitif dolayli mutajen olarak kullanildy; S. typhimurium TA98 susu i¢in S9 karisimi yoklugunda

pozitif dogrudan mutajen olarak 4-nitro-0-fenilendiamin (5 pg/plak) kullanildi.

2-Aminoantrasen (5 pg/plak), S9 karisiminin varhiginda pozitif dolayli mutajen olarak kullanildy; S. typhimurium TA100 i¢in S9 karisiminin yoklugunda

pozitif dogrudan mutajen olarak sodyum azid (5 pg/plak) kullanildi.

Ames testinden elde edilen sonuglara gére L.
czeczottianus metanol ve su ozitleri test edilen her fic
(10000, 5000, 1000 pg/plak) dozda kontrol plaginda
belirlenen sayinin iki kati kadar ya da daha fazla bir artisa
sebep olmamistir (Tablo 3). Diger bir tabirle su ve metanol
oziitleri en yliksek dozlarda dahi herhangi bir cergeve
kaymasi ve baz ¢ifti degisimi mutasyonuna neden
olmamistir. Bu nedenlerle revertant sayilarinda asir1 bir
artisin olmayisi, L. czeczottianus ozutlerinin
Salmonella/mikrozom  test  sisteminde mutajenik
ozelliklerinin olmadigini gostermistir.

Mevcut ¢alismada L. czeczottianus 6ziitlerinin mutajenik
karakter sergilememesinden dolay1 10000 pg/plak, 5000
pug/plak ve 1000 pg/plak dozlarinda, suslar {izerinde
mutasyona neden olan mutajenik maddelere karsi
antimutajenik  potansiyelleri arastirildi. Sonuglar %
inhibisyon ve koloni sayilar1 seklinde Tablo 4’de verildi.
TA98 icin metanol o6ziitii, 10000 ve 5000 pg/plaka
dozlarinda 4-NPDA’ya sirasiyla %37, %30 inhibisyon
oranlari ile orta derecede antimutajenik etkili gorildii. Su
0ziitl ise sadece en yiiksek konsantrasyonda (10000 pg) orta
derecede antimutajenite (%33) gosterdi (Tablo 4). S9
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karisiminin  eklenmesinden sonra metanol Ozitii, 2-
aminoflorenin ¢er¢ceve kaymasi mutasyonuna karsi tiim test
dozlarinda c¢ok giiclii antimutajenite (%73, %63, %57)
ortaya koydu. Benzer sekilde su 6ziitii, TA98 i¢in S9 karisimi
ile 10000 pg/plaka dozunda en yiliksek antimutajenik
potansiyeli (%85) sergiledi ve bunu %41 inhibisyonla 5000
ng/plaka dozu takip etti. Sonuglardan da goriilecegi tizere
metabolik aktivasyon enzimlerinin ilavesi oziitii ¢ok gii¢lii
bir antimutajenik ajan haline getirdigi diisiiniildi.

Metanol o6ziiti TA100 susu igin S9 enzimlerinin
yoklugunda sodyum azidin baz cifti degisim mutasyon
etkisine 10000 ve 5000 pg/plak dozlarinda %33 ve %28
inhibisyon oranlari ile orta derecede antimutajenik aktivite
gosterdi. Su oziitli ise sadece en yiiksek dozda %33
inhibisyon ile sodyum azidin etkisini iyilestirdi. Ortam
sartlarina metabolik aktivasyon enzim karisimi eklendikten
sonra metanol 6ziitli, 10000 (%78) ve 5000 pg/plak (%54)
konsantrasyonlarinda  2-aminoantrasene Kkarsi giiclii
antimutajenite gosterdi ve 2-aminoantrasenin mutajenik
etkisini hafifletti (Tablo 4). Su éziitiinde ise S9 karisiminin
ilavesi test edilen dozlarda herhangi gozle goriilebilen bir
inhibisyon artisina neden olmadu.
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Tablo 4. L. czeczottianus 6ziitlerinin metabolik aktivasyonlu (S9) ve metabolik aktivasyonsuz sartlarda S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarina karsi

antimutajenitesi.

His* Revertant sayisi/plak

I:g/“;;‘l’gasyo“( TA 98 TA 100
S9 () % inhibisyon S9 (+) % inhibisyon S9 (-) % inhibisyon S9 (+) % inhibisyon
*Negatif kontrol 100 pl/plak 31+4 324 12849 138+11
®Pozitif kontrol 1022+86 0 2783136 0 2424498 0 1715+¢164 0
0 355 326 140+11 144+9
Lathyrus metanol 10000 658+32 37 7884815 73 1668+27 33 49426 78
Szt 5000 724+31 30 1092+165 63 17755 28 865+23 54
1000 786+24 24 1223+116 57 2007+126 18 1542+60 11
*Negatif kontrol 100 pl/plak 31+4 32+4 12849 138+11
®Pozitif kontrol 1022+86 0 2783136 0 2424498 0 1715+¢164 0
0 355 326 140+11 144+9
Lathyrus su bziitii 10000 701+63 33 45628 85 166683 33 1275+86 28
5000 942+62 8 1655121 41 199750 19 1410+25 19
1000 1610+15 0 1784+87 36 2105+8 14 1759+121 0

* Negatif kontrol: S9 varliginda ve yoklugunda S. typhimurium TA98 ve TA100 i¢in negatif kontrol olarak DMSO (100 pl/plak) kullanildi

® Pozitif kontroller:

2-Aminofloren (7.5 pg/plak), S9 karisiminin varliginda pozitif dolayli mutajen olarak kullanildy; S. typhimurium TA98 susu i¢in S9 karisimi yoklugunda

pozitif dogrudan mutajen olarak 4-nitro-0-fenilendiamin (5 pg/plak) kullanild.

2-Aminoantrasen (5 pg/plak), S9 karisiminin varliginda pozitif dolayli mutajen olarak kullanildy; S. typhimurium TA100 i¢in S9 karisiminin yoklugunda

pozitif dogrudan mutajen olarak sodyum azid (5 pg/plak) kullanildi.

Lathyrus tiirleri ile yapilan antimutajenite ¢alismalari
olduk¢a smirhdir. Yapilan bir ¢alismada Spanou ve ark.
(2007) L. laxiflorus subsp. laxiflorus bitkisine ait su ve
metanol 6ziitlerinin DNA hasarina karsi iyi oranda iyilestirici
etki gosterdigini ortaya koymuslardir. L. czeczottianus
metanol ve su dziitii ile yapilan 6nceki ¢alismalarda detayli
olarak HPLC analizleri yapilmistir. Metanol 6ziitiiniin fenolik
asitler blinyesinde dihidroksi benzoik asit, kafeik asit,
epikatesin ve kafeolkunik asit icerdigi belirlenmistir.
Flavonoidlerden ise kampferol, izorhamnetin, apigenin,
luteolin ve kuersetin icerdigi tespit edilmistir (Llorent-
Martinez ve ark, 2017). Daha once yapilan gesitli
arastirmalarda dihidroksi benzoik asit, kafeik asit ve
epikatesin  bilesiklerinin  ¢esitli mutajenlere  karsi
antimutajenite sergiledikleri rapor edilmistir (Yamada ve
Tomita, 1996; Birosova ve ark., 2005; Manuja ve ark., 2013;
Uysal ve ark. 2016b). Flavonoid grubu apigenin, luteolin,
kuersetin gibi bilesiklerle ilgili de bilinen mutajenlere karsi
antiutajenik potansiyel sergiledikleri belirlenmistir (Choi ve
ark., 1994; Geetha ve ark., 2005; Gulluce ve ark., 2013). Bu
nedenlerden dolay1; L. czeczottianus Oziitlerinin ortaya
koydugu antimutajenik potansiyelin, icerdigi fenolik ve
flavonoidlerden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Metabolik
aktivasyon enzimlerinin 6ziitlerin antimutajenitesini
arttirdigt  goézlemlenmistir.  Lathyrus  czeczottianus
oziitlerinin iyi bilinen mutajenik maddelere karsi
antimutajenik ajanlarin dogal kaynagi olabilecegi 6ne
siiriilebilir. Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda L.
czeczottianus ile ilgili yapilmis herhangi
mutajenite /antimutajenite calismasi bulunmadigi
gorilmistiir. Bu durumda ¢alismamiz bu bitki ile yapilmisg ilk
0zglin antimutajenite ¢alismasi olma niteligini tasimaktadir.

Oziitlerin patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkinlikleri, sivi mikro diliisyon test sistemi
ile arastirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 5’de verilmistir.

Calismada sekiz standart mikroorganizma ve 14 klinik
MRSA izolat1 kullanildi. Elde edilen sonuglara gore L.
czeczottianus metanol 6ziiti 3 numarali MRSA susu haric
diger mikroorganizmalarin tamaminda 12.5 mg/ml dozda
oldiirticii etki gosterdi. 3 numarali MRSA susunda ise
metanol 0ziitli sadece 6.25 mg/ml dozda etkili olabildi. Su
oziitl degerlendirildiginde; E. coli, P. aeruginosa, S. enteritidis
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gibi Gram negatif bakterilere karsi 12.5 mg/ml dozda etkili
olurken, S. lutea (Gram pozitif bakteri) ve C. albicans
mayasina karsi yine ayni dozda (12.5 mg/ml) etki gosterdi.
Diger tlim standart suslar ve klinik MRSA bakterileri bu
ozite karsi direncli bulundu. Metanol oziitii ile su oziti
arasindaki aktivite farkinin metanol 6ziitii igerisinde yer alan
fenolik ve flavonoid bilesiklerden kaynaklandig: diisiiniildii.
Kontrol antibiyotikleri olan Gentamisin ve Okzasilin ile
kiyaslandiklarinda elde edilen bu minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerlerinin zayif etkili bir
antimikrobiyal aktivite oldugu 6ne stiriildii.

Tirkiye’'de yetisen L. armenus, L. aureus, L. cilicicus, L.
laxiflorus subsp. Laxiflorus ve L. pratensis tiirlerinin biyolojik
aktivitelerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, farkh
¢oziiciiler ile hazirlanan oziitlerden o6zellikle etil asetat
oziitlerinin test suslari lizerinde 1-0.5 mg/ml dozlarda eki
gosterdigi ortaya koyulmustur (Heydari ve ark., 2019). Bir
baska calismada ise L. tuberosus bitkisinden elde edilen
etanol oziitiinlin, 6zellikle Gram pozitif bakteriler olan
Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes tirleri
tizerinde sirasiyla 0.354 mg/ml ve 0.488 mg/ml dozlarda
etkili oldugu saptanmistir (Jakabfi-Csepregi ve ark., 2024).
Sharifi-Rad ve ark. (2016) yaptiklar bir ¢alismada, L. aphaca
bitkisinin metanol 6ziitiiniin 0.3-0,010 mg/ml dozlarinda en
fazla inhibisyon zonunu 0.3 mg/ml dozda MRSA izolatlarina
karsi elde edildigini bildirmislerdir. L. odaratus tiiriinden
elde edilen antosiyaninler ve etanol o6ziitii ¢esitli
mikroorganizma ve mayalar iizerinde denemistir. Bitkinin
etanol 0ziitii anti-bakteriyel ve maya olarak en diisiik etkiyi
gosterirken, antifungal olarak en yiiksek etkiyi gostermistir
(Mohamed, 2009). L. aphaca ve L ratans tiirlerinin
tohumlarinda elde edilen biitanol 6ziitlerinin antimikrobiyal
etkinliklerinin test edildigi bagka bir ¢alismada; her iki tiire
ait oziitler onemli dlizeyde S. aureus bakterisine karsi en
yliksek inhibisyon zonunu olusturmustur. Ayni zamanda bu
tirler S. aureus’a karsi dnemli diizeyde (76 pg/ml ve 112
ug/ml) MIK degeri ortaya koymustur (Khan ve ark., 2009).
Arastirmacilarin  diger Lathyrus tiirleri ile yaptiklari
calismalarla kiyaslandiginda mevcut MiK degerlerinin daha
az etkili oldugu disliniilmis; ¢alismamizda test edilen
oziitlerin ham oziitler oldugu goéz o6niine alindiginda
arastirmacilarin sonuglari ile uyumlu oldugu
distintlmustir.
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Tablo 5. L. czeczottianus 6ziitlerinin hastalik yapan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinligi.

Mikroorganizmalar

Gentamisin MIK degerleriOkzasilin MiK degerleri

(g/ml) (g/ml)

Metanol Su
Escherichia coli ATCC 25922 12.5 12.5 2.44
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 12.5 12.5 9.76
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (MSSA) 12.5 - 2.44 0.25
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 12.5 2.44
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA) 12.5 - 78.12 64
Salmonella enteritidis ATCC 13076 12.5 12.5 4.88
Sarcina lutea ATCC 9341 12.5 12.5 4.88
Candida albicans NRRL Y-417 12.5 12.5 312.5
MRSA susu 1 (ES 16) 12.5 - 156.25 16
MRSA susu 2 (ES 25) 12.5 312.5 2128
MRSA susu 3 (ES 29) 6.25 312.5 32
MRSA susu 4 (ES 67) 12.5 156.25 32
MRSA susu 5 (ES 68) 12.5 156.25 2128
MRSA susu 6 (ES 69) 12.5 312.5 2128
MRSA susu 7 (ES 75) 12.5 156.25 2128
MRSA susu 8 (ES 93) 12.5 78.12 2128
MRSA susu 9 (ES 100) 12.5 78.12 2128
MRSA susu 10 (ES 107) 12.5 156.25 8
MRSA susu 11 (ES 110) 12.5 156.25 2128
MRSA susu 12 (ES 123) 12.5 78.12 16
MRSA susu 13 (ES 124) 12.5 78.12 2128
MRSA susu 14 (ES 128) 12.5 78.12 2128

4. Sonug¢

Bu c¢alismada L. czeczottianus bitkisinin toprak {istii
boliimlerine ait metanol ve su oziitleri elde edilmis ve bu
oziitler mutajenik, antimutajenik ve antimikrobiyal agidan
degerlendirilmistir. Sonuglar 6ziitlerin herhangi mutajenik
karaktere sahip olmadiginy; 6zellikle de bilinen mutajenlere
kars1 TA98 susunda S9 enzimleri varlifinda su o6ziitliniin
%85, metanol 6ziitiiniin ise %73 inhibisyon orani ile gii¢lii
bir antimutajenik etki gdsterdigini ortaya koymustur. TA100
susu icin ise metabolik aktivasyon enzimleri ilavesi ile
metanol oziitiiniin 2-AA’ya karsi %78 inhibisyon orani ile
miicadele ettigi belirlenmistir. L. czeczottianus 6ziitlerinin iyi
bilinen mutajenik maddelere karsi kemopreventif ajanlarin
dogal kaynagi olabilecegi one siiriilebilir. Antimikrobiyal
aktivite sonuclarina gére metanol 6ziitii her test susuna zayif
da olsa etki gostermistir. Yapilan bu c¢alisma ile L.
czeczottianus tiriine ait mutajenite/antimutajenite ve
antimikrobiyal aktiviteler ilk defa ortaya konmustur ve
0zglin olma degeri tasimaktadir.
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