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OZET

SMILAX EXCELSA L. MEYVE EKSTRELERININ ANTIMUTAJENIK,
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ

ARASTIRILMASI

EFE, Ecehan
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Do¢. Dr. Emine YALCIN
Eylil 2017, 36 sayfa

Bu calismada Smilax excelsa meyve ektraktinin antimikrobiyal, antioksidan ve
antimutajenik etkinlikleri arastirtlmistir. Antimikrobiyal etki disk diflizyon yontemi
ile antimutajenik etki ise Ames/Salmonella/mikrozom testi kullanilarak
arastirllmistir. Smilax excelsa meyve Orneklerinin antioksidan 6zelligi ise toplam
fenolik ve flavonoid igeriginin tespiti ve DPPH giderme etkisi arastirilarak
belirlenmistir. Deneysel igslemler sonrasinda S. excelsa meyve eksraktinin test edilen
mikroorganizmalara karst 11-16 cm araliginda inhibisyon zonu olusturdugu
belirlenmistir. 200 mg/mL  konsantrasyonunda ekstraktta flavonoid igerigi
0.7985+0.0124 mg QE/100 mL olarak, ayn1 konsantrasyonda fenolik igerik ise
11.9847+0.0041 mg GAE/100 mL olarak tespit edilmistir. 200 mg/L dozunda DPPH
giderme orant %355 olarak belirlenmistir. Meyve ekstraktinin 200 mg/plak dozunda
S. typhimirium TA1535 susu ile S9 karigsimi yoklugunda %81, S9 karisimi varliginda
ise %67 oraninda mutajenite inhibisyonu olusturdugu belirlenmistir. Sonug olarak
Smilax excelsa meyve dokularinin potansiyel dogal bir antimikrobiyal ve

antimutajenik kaynak oldugu, antioksidan etkinlik sergiledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ames/Salmonella/mikrozom testi, Antioksidan aktivite, Disk

difiizyon testi, Smilax excelsa



ABSTRACT

ANTIMUTAGENIC, ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF
SMILAX EXCELSA L. FRUIT EXTRACTS

EFE, Ecehan
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesiss
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine YALCIN

September 2017, 36 pages

In this study, antimicrobial, antioxidant and antimutagenic activities of Smilax
excelsa fruit extract were investigated. The antimicrobial effect was investigated by
disk diffusion method and the antimutagenic effect was investigated by
Ames/Salmonella/microsom test. The antioxidant properties of Smilax excelsa fruit
samples were determined by investigating the total phenolic and flavonoid contents
and DPPH removal effects. It was determined that S. excelsa fruit extract produced
an inhibition zone in the range of 11-16 cm against the tested microorganisms.
Flavonoid content was found to be 0.7985+0.0124 mg QE/100 mL in the extract at
the concentration of 200 mg/mL and 11.9847+0.0041 mg GAE/100 mL in the same
concentration. The DPPH removal rate at the 200 mg/L dose was determined to be
55%. The fruit extract was found to have a mutagenicity inhibition of 81% in the
absence of S9 mixture and 67% in the presence of S9 mixture at a dose of 200
mg/plate of S. typhimirium TA1535 strain. In conclusion, it has been determined that
Smilax excelsa fruit tissues exhibit antioxidant activity, a potential natural

antimicrobial and antimutagenic source.

Key Words: Ames / Salmonella / microsomal test, Antioxidant activity, Disc

diffusion test, Smilax excelsa
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1. GIRIS

Artan endiistrilesme ile gesitli sektorlerde kimyasal maddelerin kullanimi artmis, bu
artis kullanilan kimyasallarin olumsuz etkilerini giderebilecek dogal bilesenlere olan
ihtiyact da 6n plana c¢ikartmistir. Kimyasallarin canli organizmalar iizerindeki
olumsuz etkilerini azaltabilecek dogal bilesenler ilag halinde ya da diyet igerisinde
besin olarak tiiketilebilmektedir. Dogal {irtinlerin basinda geleneksel ve modern
ilaglarin hammaddesi olarak tibbi alanlarda kullanilan bitkiler gelmektedir. Bitkilerin
farkli doku ve organlari, kimyasallarin olumsuz etkileri sonucunda ortaya ¢ikan pek
cok rahatsizliga, akut/kronik hastaliklara ve dejeneratif kusurlara karsi koruyucu rol
iistlenmektedir. Bitkilerin bu 6zelligi farkli dokularda farkli oranlarda bulunan aktif
bilesenlerle ilgilidir. Bitkisel kaynakli aktif metabolitler hakkinda pek ¢ok calisma
yapilmakta; aktif bilesenlerin igerigi, fonksiyonu, antioksidan, antimikrobiyal,
antimutajenik ve antikanserojenik etkileri aydinlatilmaktadir. Giinliikk yasamda bu
tiir aktif bilesiklerin diizenli kullaniminin kanser ve genetik hastaliklar1 énlemede
etkili olabilecegi one siiriilmektedir. Epidemiyolojik calismalar, yesil sebze ve taze
meyve iceren bilesiklerin tiikketiminin insanlar1 pek ¢ok hastaliga karst korudugunu

gostermektedir (1-2).

Insanlar, giinliik yasamlarinda ¢ok sayida kimyasal karsinojen ve mutajenlere maruz
kalabilmektedirler. Bitkilerde bulunan ve pek ¢ok rahatsizligi 6nlemede aktif olarak
rol alan metabolitler, bu olumsuz etkileri giderebilmektedir. Bu nedenle dogal bitki
kaynaklariin igeriklerinin, antimikrobiyal, antioksidan, antiviral, antimutajenik gibi
pek cok etkilerinin arastirilmasi 6énem arz etmektedir. Bu tiir etkileri belirlenen
bitkilerin tiiketimi, kimyasallar tarafindan viicutta olusabilecek olumsuzluklarin
azaltilmasina da yardimci olacaktir. Bu yolla sentetik ilaglarin yol agtigi sekonder
rahatsizliklarin, ilag¢ yan etkilerinin ve viicuda asir1 ilag yiiklemesinin Oniine geg¢ilmis
olacaktir (3,4). Bu ¢alisgmada Smilax excelsa meyve ekstraktlarinin antimikrobiyal,
antioksidan ve antimutajenik aktiviteleri arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivite disk
difiizyon yontemi, antimutajenik aktivite Ames/Salmonella testi ile, antioksidan
aktivite ise toplam fenolik igerik tayini, flavonoid igerik tayini, 1,1-difenil-2-pikril
hidrazil (DPPH) giderme aktivite testi ile belirlenmistir.



1.1. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, serbest radikallerin olumsuz etkilerini giderme 6zellikleri nedeniyle
giin gectikce pek ¢ok calismanin odak noktasini olusturmaktadir. Serbest radikaller
paylasilmamig elektron iceren diger molekiillerle yiiksek derecede kimyasal
reaksiyon veren atomlardir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller oksijen, azot ve
stilfiir molekiillerinden koken almaktadir. Serbest radikaller Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS), Reaktif Azot Tirleri (RNS) ve Reaktif Siilfir Tirleri (RSS) olarak
gruplandirilabilmektedir. Stiperoksit iyonu (Oz¢), peroksi radikali (HO2¢), hidroksil
radikali (*OH), nitrik oksit, hidrojen peroksit (H20,), peroksi nitrit (ONOO)
radikalleri ROS olarak siniflandirilmaktadir. RNS tiirleri ise daha ¢ok nitrik oksidin
O,e ile reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. RSS grubu radikaller ise tiyollerin
ROS radikalleri ile etkilesimi sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Canli organizmalarda
ROS radikalleri,  hiicresel yolaklarda ve normal metabolizma aginda da
olusabilmekte ve hiicre sinyalizasyonu, apoptozis ve iyon transportu gibi pek ¢ok

onemli yollarda gorev almaktadir (Sekil 1.1) (5,6).

NADH/NADPH OKSIiDAZ
KSANTIN OKSIiDAZ
MITOKONDRIAL ENZIMLER

( ONOO+ olusumu )

olusumu

Sekil 1.1. Serbest radikallerin olusumu ve fonksiyonlari



Serbest radikaller viicutta mikroorganizmalarda savagmada ve apoptozis gibi
mekanizmalarda rol alsa da viicut tarafindan asir1 iiretimi hiicredeki pek ¢ok
molekiile de zarar vermektedir. Serbest radikaller niikleik asitlerdeki bazlara,
proteinlerdeki aminoasitlere ve 6zellikle doymamuis lipitlere saldirarak hasara neden
olmaktadir. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum, kardiyovaskiiler
hastaliklara, kanser, diyabet, alzheimer, katarakt olusumu gibi pek ¢ok rahatsizliga
neden olmaktadir. Serbest radikaller tarafindan olusan anormalliklere karsi canli
organizmalarda antioksidan savunma sistemi koruyucu bir rol tistlenmektedir. Viicut
tarafindan tretilen antioksidan enzimler ve molekiiller metal selatlama, serbest
radikalleri inaktive etme ya da etkisizlestirme ve notralizasyon gibi yollarla serbest
radikallerin olumsuz etkilerini azaltmaktadir. Bununla birlikte diyetle alinan
antioksidan gidalar da serbest radikallerin nétralizasyonunda 6nemli bir role sahiptir
(6-8). Gidalara katki maddesi olarak ilave edilen tert butilhidroksitoluen, tert
butilhidroksianisol, tert butil hidroksikinon gibi sentetik antioksidanlar gidalar lipid
peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Fakat toksik etkilerinin olabilecegi
diisiiniildiigiinde bu tiir sentetik antioksidanlarin farmakolojik kullanimi ya da gida
takviyesi olarak kullanimi oldukga risklidir. Bu nedenle antioksidan takviyesi olarak
bitkisel kaynakli dokularin ya da bitki ekstraktlarinin kullanimi dikkat ¢ekmekte ve
her gecen giin bu konudaki arastirmalar artarak devam etmektedir. Bitkilerin yaprak,
kok, ozellikle meyve gibi pek c¢ok dokular1 antioksidan kaynagi olarak
tilkketilmektedir. Ginseng, ginkgo, biberiye, yesil ¢ay, iiziim, zencefil ve sarimsak
antioksidan takviye olarak sikga tiiketilen bitkisel kaynaklardir. Bu bitkilerin
fenoller, flavonoidler, karotenler, steroidler ve tiyol bilesikleri olmak iizere pek ¢cok
antioksidan etkili bilesik icerdigi bilinmektedir (9-11). Bitkilerde pek c¢ok
metabolizma sonucunda sekonder metabolit olarak iiretilen maddeler bulunmaktadir.
Bu maddeler bitkilerde o6zellikle zararlilara kargi savunma sisteminde gorev
yapmaktadir. Bu tiir sekonder metabolitlerin basinda fenolik bilesikler
bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, bitkilerde hemen hemen her dokuda
bulunmaktadir (12-14). Fakat yiiksek yogunlukta bitkilerin meyve, cigek, yaprak
dokularinda bulunmaktadir. Ayrica kok, rizom ve govdelerinde de fenolik bilesiklere
rastlamak miimkiindiir. Fenolik bilesikler, kimyasal yapilarina gore fenolik asitler ve
flavonoidler olarak siniflandirilmaktadir. Flavonoidler, polifenolik antioksidanlardir

ve meyve/sebzelerin dogal yapilarinda bulunmaktadir. Fenolik bilesikler ise meyve



ve sebzelerde tat olusumundan sorumludur ve dzellikle acilik ve burukluk gibi tat

unsurlarinin olusmasinda etkilidirler (5-18).

1.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik asitler, bitkilerde aromatik sekonder metabolitlerdir ve sebze/meyvelerde tat
ve lezzet olusumuna katki saglamaktadir (19). Fenole bagli karboksilik asit
igerdikleri i¢in "Fenolik asit" olarak adlandirilmakta ve pek ¢ok polifenoliin oncii
bilesigi olarak bilinmektedir. Dogal fenolik asitler, bitkisel dokularda daha cok
hidroksisinamik asit ve hidroksibenzoik asit yapisinda ortaya ¢ikmaktadir. Sinnamik
ve benzoik asit tiirevleri gibi fenolik asitlerin bircogu tiim bitki ve bitkilerden elde
edilen gidalarda (6rnegin meyveler, sebzeler ve tahillar) bulunmaktadir (20).
Hidroksisinnamik asit, glukoz veya hidroksikarboksilik asidin esterleri halinde
tiretilmektedir. Bitki fenolik bilesikleri, molekiiler yapr bakimindan farklidir ve
bitkilerdeki fenolik bilesikler hidroksillenmis aromatik halka yapilarina gore
karakterize edilmektedir (Sekil 1.2).

H j:

R COOH .

Ry R, r

. :

Hidroksi benzoik asit -

R1 R2 R3 R4

Benzoik asit H H H H ‘:
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Caffeik asit H o
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Sekil 1.2. Fenolik bilesikler ve kimyasal yapilar (21)



Bitkilerde fenolik bilesikler ¢oziiniir ya da ¢oziinmeyen formda bulunabilirler.
Coziinmeyen formlar daha ¢ok hiicre duvarlarinda lokalize olurken, ¢6ziiniir yapida
olanlar vakuollerde lokalize olmaktadir. Bu bilesikler agirlikli olarak iltihaplanma ve
kanser gibi ¢esitli dejeneratif hastaliklara yol acan oksidatif hasara kars1t koruyucu
role sahiptir (22, 23). Son yillarda, fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin
onemi ve islenmis gidalardaki dogal antioksidan bilesikleri olarak potansiyel
kullanimlar1 yeni bir kullanim sahasi olusturmustur. Antioksidanlarin insan, hayvan
ve bitki hiicrelerini serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyan spesifik
bilesikler oldugu bilinmektedir. Fenolik asitler bitkilerdeki en &nemli biyoaktif
bilesilerdendir ve antiiilser, antiinflamatuar, antidiyabetik, antiviral, antioksidan ve
antitiimor olmak tlizere pek ¢ok aktiviteye sahiptir. Beslenme fizyolojisi bakimindan
yiiksek etkinlik sergilemeleri nedeni ile biyoflavonoid olarak adlandirilan fenolik
bilesikler ayrica kilcal dolasim sisteminde gecirgenligi diizenleyici ve kan basinci

disiiriicii etkilere de sahiptir. Bu 6zellikleri nedeniyle fenolik bilesiklere, P vitamini
de denilmektedir (24).

1.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, bir heterosiklik piran halkasi araciligiyla birbirine baglh iki aromatik
halkadan olusan C15 atomlari i¢eren yapilardir. Biitiin flavonoidler, iki aromatik C6
halkasindan (A ve B) ve bir heterosiklik halkadan (C) olusan temel C6-C3-C6
yapisal iskeletine sahiptir (Sekil 1.3). Flavonoidler bitkilerin ¢igeklerinde
yogunlasarak dikkat ¢cekmeyi ve bu yolla tozlagmay: arttirmaktadir. Bununla birlikte
fungal patojenlere ve UV radyasyona kars1 koruma saglayarak bitkinin hayatta kalma
sansin1 arttirmaktadir. Ayrica fotosensitizasyon, enerji transferi, bitki biiylime
hormonlarinin diizenlenmesi, solunum ve fotosentezin kontrolii, morfogenez gibi
metabolik yollarda da gérev almaktadirlar (25). Flavonoidler C vitamini, E vitamini
ve karotenoidlerden daha etkili antioksidan 6zellige sahiptir. Flavonlar ve katesinler
viicudu reaktif oksijen tiirlerine karsit koruyan en giiglii flavonoidlerdir. Kuersetin,
kaempferol, morin ve myisetin anti-inflamatuar, antialerjik, antiviral ve anti-kanser
etki gostermektedirler. Karaciger hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da
koruyucu bir rol oynadiklari da belirlenmistir. Flavanoid bilesiklerin indirgeme

aktivitesi, molekiiler yapidaki serbest hidroksil gruplarinin sayisina baglidir (26-28).



Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin yani sira, flavonoidler, insan beslenmesinde 6nemli

bir yere sahiptir ve yaygin bir sekilde besin olarak tiiketilmektedir.

Pozisvon
Quercetin
Kaempfer
Galangin

Isoflavon

Pozisyon POIiSYOll
Ganistein

Naringen

Hespereti Daidzein

Sekil 1.3. Flavonoidler ve kimyasal yapilar1 (21)

Gilinlimiizde hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde kardiyovaskiiler
hastaliklar, ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, arteriyel hipertansiyon ve kalp
yetmezligi sik¢a rastlanan hastaliklardandir. Genel olarak bu hastaliklarda asil
faktoriin oksidatif stres oldugu diisiiniilmektedir. Epidemiyolojik calismalarda

koroner kalp hastaligina karsi flavonoidlerin koruyucu bir rol oynadigi rapor
edilmektedir (29).



1.2. Antimutajenik aktivite

Mutajenik etki genomda kendiliginden meydana gelen ya da viicuda disardan alinan
kimyasal maddelerin etkisi ile olusan baz degisimleridir. Kimyasal maddelerin etkisi
sonucu olusan bu tiir mutasyonlarin kanser ile iliskili oldugu pek ¢ok caligma ile
ortaya konmustur. Viicuda alindiktan sonra pek ¢ok bilesik, aktif hale doniiserek
kansere neden olmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ogunun ayni zamanda mutajenik de
oldugu belirlenmistir. Kansere neden olan her madde mutajenik olmayabilir, ya da
mutajenik her madde kansere neden olmayabilir. Fakat mutajenite ve kanser olusumu
arasindaki paralellik, antimutajenik bilesiklerin aragtirmalarin1 onciil ¢alismalar
haline getirmektedir. Antimutajenik aktivite, mutajen 6zellige sahip kimyasallarin
etkisini azaltma ya da yok etme etkisidir. Antimutajenler etki mekanizmalarina gére

desmutajenler ve biyoantimutajenler olarak iki grupta siniflandirilmaktadir (30-31).

1.2.1. Biyo-antimutajenler

Biyo-antimutajenler etkilerini hiicre icerisinde gosteren aktif ajanlardir. Ozellikle
DNA’da olusan hasarlar1 azaltarak ya da olusan mutasyonlari tamir ederek etki
gostermektedirler. Biyoantimutajenik maddeler, mutajenin DNA’da olusturdugu
hasari, DNA replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarini diizenleyerek olumsuz
etkiyi azaltan bilesiklerdir. Biyoantimutajenler genel olarak DNA polimeraz 1 ve
DNA polimeraz III sentezini arttirarak, error-prone DNA tamir mekanizmasini
engelleyerek, error-free  DNA tamir mekanizmasim1  gelistirerek  etki
gostermektedirler. Kobalt kloriiriin, E. coli’de N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin
maddesinin DNA replikasyonu sirasinda olusturdugu spontan mutasyon oranini
azaltarak biyoantimutajenik aktivite sergiledigi rapor edimistir (32). Baska bir
calismada ise yine kobalt kloriiriin B. subtilis’de DNA polimeraz III eksikligine bagl
olarak gerceklesen mutasyon oranini da azalttigi rapor edilmektedir (33). Shimoi ve
arkadaslar tibbi tedavide kullanilan 150 bitki tiiriinde bazi bilesenlerin UV, gamma
1sinlart ve pek cok mutajene karsi biyo-antimutajenik aktivite sergiledigini rapor
etmiglerdir (34). UVC (254nm) 1sinlan tarafindan olusturulan mutasyona karsi
fenolik bilesenlerin antimutajenik aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada kafeik asit,
klorojenik asit ve kuarsetinin mutasyon orani iizerine etkisinin olmadig1 gozlenirken,
gallo-katesin, epigallokatesin ve epigallokatesin-3-gallatin biyoantimutajenik aktivite

sergiledigini rapor etmiglerdir (35).



1.2.2. Des-mutajenler

Desmutajenler; hiicreye mutajen girisini ¢esitli yollarla 6nleyerek, ajanlarin DNA’ya
ulagmasini engelleyerek mutajeniteyi ortadan kaldirmaktadir (36). Desmutajenler,
mutajenlere kimyasal olarak baglanarak ya da enzimatik etki gostererek
antimutajenik aktivite sergilemektedirler. 4-nitroquinolin-1-oksit gibi sentetik
antimutajenlerin aktivitesinin kimyasal olarak baglanma yolu ile mutajen maddeleri
inhibe ettigi bildirilmektedir. Moriya ve arkadaglari, sistein tarafindan Captan
pestisitinin bloke edilerek antimutajenik aktivitenin olustugunu rapor etmislerdir
(37). Vitamin E, firik asit, vitamin C gibi bilesikler kimyasal baglanma yoluyla
hidrojen peroksit ve oksijen radikallerinin mutajenik aktivitesini durdurduklar
belirlenmistir (38,39). Bu verilerden hareketle genel olarak antioksidanlarin

desmutajen olarak siniflandirilabilecegi belirtilmektedir (40).

1.2.3. Ames Test Yontemi

1975 yilinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilen ve daha sonra
modifiye edileren yaygin bir sekilde kullanilan mutajenite testidir (41). Ames
mutajenite testinin giivenilir ve diisiik maliyetli olmasi, hizli sonug¢ vermesi,
uygulanabilirliginin basit olmasi1 nedenleriyle kullanim alani oldukga genistir. Ames
mutajenite testi, organizmalarda tiimor olusumu, genlerde meydana gelen nokta
mutasyonlarin tayini, mutajenik kimyasallarin ve antimutajenik ajanlarin tespitinde
de kullanilmaktadir (42,43). Ames testinde, mutant Salmonella typhimurium’un
suslar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle test Ames/Salmonella testi olarak da
adlandirilmaktadir. Bu testin temeli, histidin sentezleme geninde mutasyon igeren
ve histidin sentezleme 6zelligini kaybeden S. typhimurium suslariin hedef
kimyasal ajan ile etkilestirildikten sonra ikinci bir mutasyona ugrayarak histidini
sentezleme ozelligini yeniden kazanmasi (revertant koloni) ve histidin igermeyen
ortamlarda da cogalabilmesi prensibine dayanmaktadir. Revertant kolonilerin
sayilar1 ile elde edilen istatiksel veriler, mutajenite degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir (42,43). Normal kosullarda da mutajen maddelere maruz kalmadan
spontan olarak geri doniisebilen suslar olusmaktadir. Spontan revertant sayisindan
daha fazla sayida revertant koloni gozlenmesi durumunda test edilen maddenin
mutajenik oldugu kabul edilmektedir (43-44). Bu test ile bir¢ok mutajenik madde

teshis edilebilmektedir. Testte kullanilan Salmonella mutant suslari, histidin



operonunun ¢esitli genlerinde farkli mutasyonlara neden olmaktadir. Bu
mutasyonlar, her biri ¢esitli mekanizmalar tizerinden etki eden mutajenlere duyarh
olacak sekilde tasarlanmistir. Bu suslar S. typhimurium TA1535, TA1537, TA1538,
TA97, TA98, TA100, TA102, TA104 suslaridir (41).

Ayrica Ames/Salmonella testi memeli karaciger slipernatant1 (S9) varliginda veya
yoklugunda olmak {iizere iki sekilde uygulanmaktadir. Kimyasal bilesenler
organizmalarda detoksifikasyon isleminden sonra degisime ugramakta ve mutajen
olmayan bir bilesik mutajen hale doniisebilmekte ya da mutajen 6zellige sahip
bilesik mutajen 6zelligini kaybedebilmektedir. Bu olay biyotransformasyon olarak
adlandirilmaktadir ve Ames testinde kimyasallar S9 olarak bilinen mikrozom
ekstraktlar1  ile  muamele edilerek  mutajeniteleri  arastirilmakta  ve
biyotransformasyonun etkisi aydinlatilabilmektedir. Bu sekilde uygulanan Ames
testi ise Ames/Salmonella/Mikrozom testi olarak adlandirilmaktadir. Antimutajenite
testi, Ames/Salmonella/Mikrozom testinden tiiretilmektedir ve mutajen o6zellikte
oldugu bilinen standart bir maddenin mutajenik aktivitesinin inhibisyonunun

Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.

1.3. Antimikrobiyal Aktivite

Bitkiler yiiksek oranda fenoller veya oksijen tiirevli fenoller gibi aromatik yapili
bilesikleri sentezleme yetenegine sahiptirler. Bu bilesiklerin biiyiikk bir cogunlugu
sekonder metabolitlerdir ve bitkiler bu bilesikleri genellikle savunma amach
kullanmaktadir. Bu bilesikler 06zellikle mikroorganizmalar ve boceklere karsi
savunmada gorev almaktadir. Terpen, fenolik asit, flavonoid gibi yapilarda olan bu
bilesikler mikroorganizmalarin Oliimiine ya da mikroorganizmalarda {iremenin
durmasina neden olmaktadir. Antimikrobiyal 6zellik gdsteren bu bilesikler ¢esitli
yollarla etki gostermektedir. Bu yollardan bazilar1 hiicre zari/duvar1 deformasyonu,
enzim inhibisyonu, DNA yapisint bozmadir (45). Bitkilerde bulunan ve

antimikrobiyal 6zellik sergileyen aktif bilegenler Tablo 1.1°de 6zetlenmistir.



Tablo 1.1. Bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesikler ve etki mekanizmalari (45)

Bilesik Ornek molekiil  Etki mekanizmasi

Kumarin Warfarin Antiviral aktivite

Alkaloid Berberin, Piperin  DNA ve hiicre zar1 yapisina katilma
Lektin Fabatin Disiilfit bag1 blokasyonu

Kinon Hiperisin Adhesine baglanma

Enzim inhibisyonu
Fenolik asit Sinnamik asit Hiicre zarina baglanma

Enzim inhibisyonu
Flavonoid Khyrisin Adhesine baglanma

Hiicre zarina baglanma

Flavon Abissinone HIV revers transkriptaz inhibisyonu
Terpenoid Kapsaisin Membran biitiinliigiinii bozma
Tannin Ellagitannin Metal ion kompleksi olusturma

Hiicre zar1 deformasyonu

Katekol ve pirogallol, mikroorganizmalar i¢in yiiksek toksik oOzellik sergileyen
hidroksillenmis fenollerdir. Fenol grubundaki hidroksil gruplarinin sayis toksisitede
onemlidir ve artmis hidroksilasyonun mikroorganizmalara kars1 yiiksek toksisiteye
neden oldugu rapor edilmektedir. Bu bilesikleri i¢eren bitkisel ekstraktlar yiiksek
antimikrobiyal etki gostermektedir (46). Ayrica oksitlenmis fenolik bilesikler yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (47,48). Bu etki siilfidril grubuna sahip enzimlerin
okside-fenol bilesikleri tarafindan inhibisyonu ile agiklanmistir. C3 yan zincirine
sahip olan ve oksijen igermeyen fenolik bilesikler ugucu yaglar olarak
siiflandirilmakta ve yiiksek antimikrobiyal etki sergilemektedir (49). Smilax excelsa
ekstraksiyonunda izole edilen aktif bilesenler arasinda katesinin bulundugu rapor
edilmektedir (50). Flavonoid bilesiklerden C3 iinitesinin en indirgenmis sekli olan
katesinlerde antimikrobiyal etkinlikte Onemli bir role sahiptir. Katesinin

Streptococcus mutans (51) ve Shigella (52) fizerine yiiksek inhibisyonu rapor
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edilmistir. S. mutans inhibisyonu bakterideki glikoziltransferaz enziminin katesin

tarafindan inhibisyonu ile agiklanmistir.

Antimikrobiyal aktivite tayinlerinde genel olarak disk diflizyon ve tiip diliisyon
yontemleri olmak iizere iki yontem kullanilmaktadir. Antimikrobiyal etkinin
belirlenmesinde disk difiizyon testi en yaygin kullanilan yontemdir. Bu test, steril
disklere emdirilen aktif maddenin, mikroorganizma ekilmis besiyerine difiize olmasi
esasina dayanmaktadir. Disklerde bulunan aktif madde difiizyon yolu ile besiyerine
gecerken, besiyerine inokiile edilen mikroorganizmalar da ¢ogalmaya baslar. Belirli
bir inkiibasyon siiresinden sonra aktif maddenin difiize oldugu alanlarda iiremenin
olmadig1 ve o bolgelerin seffaf kaldigi, bir inhibisyon zonu olustugu gozlenir.
Mikroorganizma aktif maddeye ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonu da o kadar genis olacaktir. Inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde
Olgiilerek, standart antibiyotiklerin zon tablolarina gore degerlendirmeler
yapilmaktadir (53). Bu ¢alismada Smilax excelsa meyve ekstrelerinin antimikrobiyal

etkinligi disk difiizyon yontemi arastirilmistir.
1.4. Smilax excelsa Linnaeus

Alem: Plantae

Boliim: Angiosperms (Kapali tohumlu)
Siif: Eudicots (Iki ¢enekliler)

Takim: Liliales

Familya Smilacaceae

Cins: Smilax

Tiir: Smilax excelsa

Smilax excelsa (Merulcan) Karadeniz disinda bazi1 bolgelerde merulcan, merucen,
marucan, melocan, melvocan, diken gozii, diken gicir1 olarak da bilinmektedir.
Dikenli bir bitki olan ve ilkbahar aylarinda geng siirgiinlerini vermeye baslayan

Smilax excelsa’nin siirgiinleri sebze olarak tiiketilmektedir (Sekil 1.4) (54-55).
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Sekil 1.4. Smilax excelsa’da meyve goriiniimii (56-57)

Smilax tiirlerine ait rizomlarin ¢esitli immunomodiilator, antibakteriyal, antifungal,
antioksidan gibi ¢esitli farmakolojik oOzellikleri oldugu bilinmektedir (4,58,59).
Smilax china kok ekstraktlarinin yiiksek oranda DPPH radikal siipiiriicii etkiye sahip
oldugu, lipid peroksidasyonunu 6nledigi ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigi
belirtilmektedir. Kani temizleme ve terletme Ozelligi bilinen Smilax excelsa’nin
frengide de tedavi amagh kullanildig: rapor edilmektedir (60). Smilacaceae familyasi
tiyeleri ortalama boyu 3 m’den biiyiik olan 15 m’ye kadar boylanabilen, odunsu,
dikenli, ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar alternan dizilisli, yaprak saplar1 kisa, kalp
seklinde morfolojiye sahip, meyveleri ilk olusumunda yesil daha sonra kirmiz1 renk

alan, 800 m’ye kadar yiikseklerde goriilebilen tiirlerdir. (Tablo 1.2)

Tablo 1.2. Smilax excelsa’nin sistematik hiyerarsisi ve morfolojik 6zellikleri

Sistematik Hiyerarsi Morfolojik Ozellik
Alem Plantae Genel Ozellik Tirmanici ve ¢ok yillik
Boliim  Angiosperms Dal formu 20 metreye kadar boylanabilme
Simif Liliopsida Cigek Semsiye durumlu
Takim  Liliales Cicek Rengi Beyaz-sarims: yesil
Familya Smilacaceae Ortalama Boy >3m
Cins Smilax Govde Odunsu ve alt kismi dikenli
Tiir Smilax excelsa Yaprak Kalp seklinde
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Bakka tipi meyve ile uzun, dar ve silindirik kokleri mevcuttur. Orta Amerika’da daha
cok S. utilis, S. medica, S. ornata, S. officinalis, S. syphilitica, S. papyracea tiirleri
yetisirken Anadolu’da S. aspera ve S. excelsa tiirleri yetigmektedir. S. aspera Bati ve
Giiney Anadolu, S. excelsa ise daha ¢ok Kuzey Anadolu boyunca yaygindir (54-56).
Smilax tiirlerinde ¢esitli aktif bilesenlerin oldugu pek cok calisma ile ortaya
konmustur. Bu aktif bilesenler Smilax tiirlerinin antitimoér, anti-mutajenik,
antibakteriye, antifungal, antioksidan, antiinflamatuar 06zellik sergilemesinden

sorumludur (58-60).

1.5. Smilax Tiirlerinde Antimikrobiyal, Antioksidan ve Antimutajenik bilesikler

Smilacaceae yaklasik 350 tiir igermektedir ve kok sapi, kok, yapraklari yiyecek
olarak tiiketilmekte, geleneksel tip tedavisinde de kullanilmaktadir. Bu bitkilerde
bagisiklik diizenleyici, antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve diiiretik 6zellikler
oldugu bilinmektedir (61). Ayrica, Smilax tiirleri farmakolojik 6zelliklere sahiptir ve
diyabet, deri hastaliklari, ilser, ates, gut ve oftalmik hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (62). Son yillarda, Smilax tiirleri fenolik icerigi nedeniyle pek ¢ok
calismanin konusu olmustur. Smilax bockii (63), Smilax campestris (64), Smilax
glabra (65), Smilax lanceifolia (66), Smilax perfoliata (67), Smilax riparia (68),
Smilax scobinicaulis (69) ve Smilax sebeana (70) tiirlerinin igerdikleri fenolik
bilesiklerden dolayr DPPH radikal siipiiriicti etkileri oldugu belirlenmistir. DPPH
radikal siipiiriicii etki, tiirlerin igerdigi stilben, flavon, flavonon, flavonol, smilasid,
smiglasid ve helionosid gibi fenolik bilesikler ile iligkilendirilmektedir. Flavonoidler
ve stilbenler kardiyovaskiiler, norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli

hastaliklarin tedavisinde yararli ajanlar olarak tanimlanmistir (71).
1.5.1. Smilax china

Smilax china, Smilax cinsinin en ¢ok c¢alisilan tiiridiir. Lee ve ark. Smilax china
kokiiniin antioksidan aktivitesini, radikal temizleme aktivitesini, siiperoksit dismutaz
aktivitesini, katalaz aktivitesini ve glutatyon peroksidaz aktivitesini arastirmislar ve 8
ug/mL IC50 degeri tespit etmislerdir (60). Jeong ve arkadaslari Smilax china’da
401.62+3.13 mgGAE/g total fenol igerigi, 135.26+ 0.08 mg/100g katesin,
58.10+0.51mg/100g epikatesin igerigini rapor etmislerdir (72). Li ve ark. S. china
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ekstraktlarinin HelLa hiicrelerine karsi antikanser aktivitesini arastirmiglar ve
ekstraktlarin kaempferol-7-0-B-D-glukozid igerdigini bu flavonoidin ise kanser
hiicrelerine kars1 anti-proliferatif bir etki olarak apoptozu indiikledigini rapor
etmislerdir (73). Shao ve arkadaslar1 S. china’dan alt1 fenolik bilesik izole etmisler ve
bu bilesikleri taksifolin-3-O-glikozid, scirpusin A, piceid, oksiresveratrol, resveratrol

ve engeletin olarak tanimlamislardir (74).
1.5.2. Smilax glabra

Smilax tiirleri arasinda en ¢ok ¢alisilan ikinci tiir ise S. glabra'dir. Bu tiir, akut
bakteri dizanteri, frengi, kronik nefrit (65), hiperinsiilinemi (75) ve kanser (76)
tedavilerinde kullanilmaktadir. S. glabra'min kanser hiicrelerinin adezyonunu ve
metastazin1 baskiladig1 rapor edilmektedir (77). Gao ve arkadaslar1 S. glabra rizom
ekstraktlarinin gogiis kanserine, kolon karsinomast HT-29 hattina ve gastrik kanser
hiicre hatt1 BGC-823’ya kars1 koruyucu oldugunu rapor etmislerdir (78). Zhang ve
arkadaglart S. glabra’da 152.28+10.57 mg GAE/g total fenol igerigini tespit etmisler
ve 245.65+8.21 mg/g oraninda astilbin varligini da rapor etmislerdir (79). Lu et al. S.
glabra rizomlarinda 17 fenolik igerik saptamislar ve bu bilesikleri engeletin,
isoengeletin, astilbin, isoastilbin, neoastilbin, neoisoastilbin, 5-O-kaffeoylsikimik asit
olarak tamimlamiglardir (80). Xu ve arkadaslart S. glabra rizomlarinda
dihydrokaempferol, engeletin, astilbin, isoastilbin, neoastilbin, neoisoastilbin(—)-
epikatesin ve cinchonain, luteolin, kuersetin, myrisetin, chalcone, kukulkanin B,
piceatannol, resveratrol, 5-O-caffeoylsikimik asit, kafeik asit bilesiklerini izole

etmisler ve rizomlarin etkinligini bu bilesiklerle iliskilendirmislerdir (81).
1.5.3. Smilax riparia

Cinde “Niu-Wei-Cai” olarak adlandirilan S. riparia tiirlerine ait k6k ve rizomlar
ditiretik olarak bilinmekte, kanser ve enflamasyon tedavisinde kullanilmaktadir (82-
83). Sun ve arkadaslar S. riparia’da g tiir fenilpropanoid glikozid ve 2',6'-diasetil-
3,6-diferuloylsiikroz igerigini rapor etmistir (68). Wang ve arkadaslar ise silikroz
igeren fenilpropanoid glikodiz yapilardan helonioside B, smiglaside A, smiglaside B,
smilaside tiirlerini izole etmislerdir (83). Bu bilesiklerin kanser hiicreleri iizerine
etkileri incelenmis ve HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7 hatlarina kars1 koruyucu
ozellikleri tespit edilmistir (68,83).
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1.5.4. Smilax excelsa

Tiirkiye’de yayilis gosteren S. excelsa, meme kanseri, mide agrisi ve siskinligi tedavi
etmek i¢in kullanilmaktadir. Ozsoy ve arkadaslar1 S. excelsa yaprak ekstraktlarinin
flavonoid ve antosiyanin igerigini arastirmislar ve total fenol igerigini 8.8—35.7 GAE
mg/g olarak, total flavonoid igerigini ise 0.61-28.7 katesin ekuvalent mg/g olarak
rapor etmislerdir (50). Khaligh ve arkadaslar1 S. excelsa’dan trans-resveratrol, 5-O-
caffeoylsikimik asit, 6-O-caffeoyl-f-D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D glucopyranosid
yapilarini izole etmislerdir. Ayrica 6-O-caffeoyl-p-D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D-
glucopyranozidin MCF-7 hiicre hattina karsi yiiksek aktivite sergiledigi de rapor
edilmistir (84).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1.0rnek hazirlama ve ekstraksiyon calismalar

Smilax excelsa (Merulcan) meyve ornekleri laboratuvar ortaminda steril kosullar
altinda kurutulmus, Ornekler ogiitiildiikten sonra 0.2 g ogiitiilmiis 6rnek 10 ml
metanol igerisinde ¢alkalamali inkiibatdrde 24 saat siire ile oda sicakliginda ekstrakte
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kati partikiillerin uzaklastirilmasi amaciyla
ekstrakt filtre edilmis ve elde edilen filtrat 10 dakika siire ile 10000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme sonrasinda supernatant sivi faz evaporator yardimi ile
ucurulmus ve elde edilen ekstraktlar antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenite

testi icin -18°C’de saklanmistir.

2.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Smilax excelsa meyve ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi igin
disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligi
Escherichia coli DM, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Staphylococcus aureus
COWAN 1, Klebsiella pneumonia FMC 5, Candidia albicans FMC 17 ve Candida
krusei ATCC 6258 mikroorganizma suslart ile disk difiizyon metodu kullanilarak
belirlenmistir. Bakteri (107-10% adet/mL) suslar1 Mueller Hinton Agara homojen bir
sekilde asilanmis, eksraktlar (20 mg/mL) mikropipet ile 6 mm ¢apindaki bos steril
disklere (20 pl/disk) emdirilmistir. Ekstrakt emdirilmis diskler mikroorganizma
inokiile edilmis petrilere yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C” de
1 saat bekletildikten sonra 37°C’de 18-24 saat siire ile inkiibe edilmistir (85,86). Siire

sonunda besiyeri lizerinde olusan inhibisyon zonlar1 mm olarak degerlendirilmistir.

2.3. Antioksidan Aktivite Tayini

2.3.1. Toplam Fenolik i¢cerik ve Flavonoid tayini

S. excelsa meyve ckstraktinin fenolik icerik tayini Folin-Ciocaltaeu metoduna ile
belirlenmistir. Gallik asit standart madde olarak kullanilmistir. 50-200 mg/L
konsantrasyonlarinda meyve ekstraktlari ve kalibrasyon ic¢in gallik asidin 5 farkl
konsantrasyonu metanol igerisinde hazirlanmistir. Deneysel islemler i¢in 0.5 mL

ornek, 2.5 ml Folin-Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk) ve 7.5 ml Na,COj3 (%20°1ik) deney
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tipiinde karistinlmigtir. Bu karisim oda sicakliginda karanlikta 2 saat siire ile
bekletilmis ve 750 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (87). Toplam
fenolik madde konsantrasyonu esdeger gallik asit olarak degerlendirilmistir (mg
GAE/100 mL).

Flavonoid tayini igin ekstraktlar ve standart madde olarak kullanilan kuersetinin
metanol igerisinde 50-200 mg/L derisimlerinde ¢dzeltileri hazirlanmistir. 10 mL
ornek, 1 mL sodyum nitrit (%5) ile karistirilarak 6 dk bekletilmis, siire sonunda 1 mL
aliminyum nitrat (%10) ilave edilmistir. Bu karisim 6 dk bekletilmis ve 10 mL
NaOH (%4.3) eklenerek toplam hacim dH2O ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Oda
sicakliginda 15 dk’lik bir inkiibasyon sonrasinda ¢ozelti absorbansi 510 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (88). Flavonoid miktarlart mg QE/100 mL

olarak ifade edilmistir.

2.3.2. DPPH Radikal Giderme Aktivite Tayini

S. excelsa meyve ekstraktinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde DPPH
yontemi de kullanilmigtir. 50-200 mg/L aralifinda hazirlanmis 6rneklerden 80 pl
alinmis ve 1185 pul DPPH (6)(10'5 M) ile karistirlmistir. Karisim 60 dakika siireyle
karanlikta bekletilmis ve siire sonunda ¢Ozeltinin  absorbanst 517 nm’de
spektrofotometrik  olarak tayin edilmistir. Standart madde olarak aym
konsantrasyonlarda BHA ve BHT kullanilmistir. DPPH radikal giderme aktivitesi %
Engelleme olarak, asagidaki esitlikten hesaplanmustir (89).

% Engelleme = Abs kon- Abs 6rnek/Abs kontrol x100

2.4. Antimutajenite testi

Antimutajenite tayini i¢in mutant Salmonella typhimurium TAI1535 suslar
kullanilmistir. Antimutajenite deneyinde test susu ilizerinde mutajen oldugu bilinen
maddelerin, mutajenik etkilerinin meyve ekstraktlar1 tarafindan inhibe edilme
oranlar1 arastirilmistir. Bu amagla antimutajenite testinde Maron ve Ames (41) ile
Uysal ve ark. (90) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. Kisaca; 100 uL bakteri
kiiltiirii (1-2x10° bakteri/mL), 100 pL ekstrakt, 100 pL pozitif mutajen ¢dzeltisi ve
500 pl S9 karisimi ya da fosfat tamponu (S9’suz deney igin), 2.5 mL iist agar
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icerisine ilave edilmistir. Karisim vorteks ile calkalanarak minimal glukoz agar
plakalarinin yilizeyine dokiilmiis ve plaklar 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siirenin ardindan revertant koloniler sayilmustir. Igerisinde bitki
0ziiti olmayan ve sadece bakteri ile mutajenik madde ilave edilen plaklarda
mutajenite oran1 %100 (yani %0 antimutajenite) olarak kabul edimistir. Oziitlerin
antimutajenite  oranlar1 Tablo 2.1 ve 2.2°deki esitlikler kullanilarak

degerlendirilmistir (91).

Tablo 2.1. Antimutajenite hesaplama esitligi

Antimutajenite (%)=[(A-B)/(A-C)]x 100

Bakteri+mutajen plagindaki revertant koloni sayisini,
Bakteri+mutajen+0oziit plagindaki revertant koloni sayisini
Kendiliginden geri donen revertant koloni sayisini (sadece bakteri
plagi) ifade etmektedir

0w >

Elde edilen yiizdeler antimutajenite degerlendirilmesinde  kullanilmustir.
Antimutajenite degerlendirilmesinde %0-25, %26-40, %40 ve {izeri olmak iizer ii¢
gruplandirilma yapilmis ve her bir ylizde araliginin anlami Tablo 2.2.’de verilmistir

(91).

Tablo 2.2. Antimutajenite degerlendirme

Antimutajenite (%) Degerlendirme

% 0-25 Zayif antimutajenite veya aktivite yok;
%26-40 Orta dereceli antimutajenite

%40 ve uzeri Gii¢lii antimutajenite

Ekstraktlarin antimutajenik analizlerine paralel olarak standart mutajenik etkisi
oldugu bilinen ajanlar pozitif kontrol olarak ayni prosediire tabii tutulmustur. Pozitif
kontrol olarak sodyum azid kullanilmistir. Su ve dimetil siilfoksit ¢ozeltileri ise

negatif kontrol amaciyla test edilmistir.
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2.5. Sonug¢larin Degerlendirilmesi
[statistiksel farkliliklarn degerlendirilmesinde One-way ANOVA ve Duncan testleri
kullanilmistir. Veriler ortalama + Standart sapma (SD) degerleri olarak verilmis ve p

degerleri 0.05’den kiigiik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada Smilax excelsa meyve ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve
antimutajenik aktiviteleri arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivite disk difiizyon
yontemi ile, antimutajenik aktivite Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile, antioksidan
aktivite ise toplam fenolik igerik tayini, flavonoid igerik tayini, DPPH giderme

aktivite testleri ile belirlenmistir.

3.1. Antimikrobiyal Etkinlik

Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon test yontemi ile farkli mikroorganizmalara
karst arastirilmistir. S. excelsa meyve ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi Sekil
3.1°de verilmistir. Ekstraktlarda en fazla antimikrobiyal etki E. coli’ye karst 16 mm
inhibisyon zonu ile elde edilmistir. En diisiikk antimikrobiyal etki ise S. aureus’a karsi
11 mm inhibisyon zonu ile elde edilmistir. S. excelsa meyve ekstraktinin E.coli’ye
kars1 antimikrobiyal etkisi amfisiline kiyasla 1.18 kat daha diisiiktiir. Amfisilinin P.
aureginosa, K. pneomoniae ve C. albicans’a karsi; oflaxacin antibiyotiginin ise K.
pneomoniae ve C. albicans’a karsi etkinlik gostermedigi belirlenmistir. S. excelsa
meyve ekstraktinin ise tiim mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinlik

sergiledigi belirlenmistir.

35 1  mS. excelsa ekstrakti ® Amfisilin  Oflaxacin
30 A
25 A
20 A
15 1
10 1

inhibisyon zonu (mm)

Sekil 3.1. S. excelsa meyve ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi
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3.2. Antioksidan Aktivite

S. excelsa meyve ekstraktlarinin fenolik igerik tayini Folin-Ciocaltaeu metodu ile
aragtirllmistir. S.excelsa meyve ekstraktlarinda toplam flavonoid ve fenolik madde
miktar1 Tablo 3.1°de verilmistir. Ekstraktlar 50-200 mg/mL konsantrasyonlarinda
arastirilmis ve konsantrasyon artisi ile birlikte flavonoid ve fenolik madde miktarinin
arttigt gozlenmistir. En yiiksek flavonoid igerigi 200 mg/mL konsantrasyonunda
ekstraktta 0.7985+0.0124 mg QE/100 mL olarak belirlenmistir. En yiiksek fenolik
igerik ise 200 mg/mL konsantrasyonunda ekstraktta 11.9847+0.0041 mg GAE/100
mL olarak belirlenmistir. 200 mg/mL konsantrasyonundaki ekstraktta flavonoid ve
fenolik madde igeriginin 50 mg/mL konsantrasyonuna kiyasla sirast ile 1.15 ve 1.67

kat fazla oldugu gozlenmistir.

Tablo 3.1. S.excelsa meyve ekstraktlarinda toplam flavonoid ve fenolik madde

miktari
Ornek Toplam flavonoid miktari Toplam fenolik miktari
mg QE/100 mL mg GAE/100 mL
50 mg/mL 0.6915+0.0110 7.1126 0.0021
100 mg/mL 0.7117+0.0019 8.2009+0.0017
150 mg/mL 0.7519+0.0024 10.2675+0.0120
200 mg/mL 0.7985+0.0124 11.9847+0.0041

QE: Keuersetine esdeger; GAE: Gallik aside esdeger

Antioksidan etkinligin degerlendirilmesinde kullanilan ydntemlerden biri DPPH
(1,1-difenil-2—pikrilhidrazil) radikal giderme aktivite tayinidir. DPPH azot yapida
kararli bir radikaldir ve antioksidanlarla etkilesimi sonrasinda yapist ve rengi
degismekte, bu degisim absorbansta azalmaya neden olmaktadir. DPPH ile
antioksidan molekiillerin etkilesimi sonucunda, radikale hidrojen baglanmakta ve
radikalik etki giderilmektedir. Bu etki % radikal giderme aktivitesi olarak
degerlendirilmektedir (92).

Bu calismada arastirilan S. excelsa meyve ekstraktinin DPPH giderme aktivitesi

Sekil 3.2°de verilmistir. S. excelsa meyve ekstraktinin radikal giderme etkisinin
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degerlendirilmesinde BHA ve BHT standart madde olarak kullanilmistir. Standart ve
eksraktlar 50-200 mg/L konsantrasyonlarinda test edilmis ve her 6rnek igin derisimin
artmasiyla birlikte radikal giderme etkinliginin de arttig1 belirlenmistir. Her bir 6rnek
icin en yliksek radikal giderme aktivitesi 200 mg/L derisiminde, en diisiik radikal
giderme aktivitesi ise 50 mg/L derisiminde elde edilmistir. BHA, BHT ve meyve
ekstrakti i¢in en yiiksek radikal giderme aktivitesi sirasiyla %85, %80 ve %55 olarak
belirlenmistir. Meyve ekstraktinin 200 mg/L dozunda elde edilen radikal giderme
aktivitesi 50 mg/L derisimindeki radikal giderme etkisine kiyasla 1.7 kat daha
yiikksek bulunmugstur. Ekstraktlarinin DPPH giderme etkisi yapilarindaki aktif
bilesenlerle Ozellikle antioksidan Ozellikteki fenolik bilesiklerle iliskilendirilebilir.
Ayrica ekstrakt dozunun artmasi ile radikal giderme aktivitesinin arttig1 goz oniinde
bulunduruldugunda, daha yiiksek dozlarda ekstrakt kullanimi ile BHA ve BHT

standartlarina yakin degerde radikal giderme oranlarinin elde edilebilecegi agiktir.

® BHA

X
o
S
—
9]

o

()

©

=

S
©

o

@ BHT
@ Ekstrakt

50 mg/L 100 mg/L  150mg/L 200 mg/L

Sekil 3.2. S.excelsa meyve ekstraktinin DPPH giderme aktivitesi
3.3. Antimutajenik aktivite

S. excelsa meyve ekstraktlarinin TA 1535 susu ile gergeklestirilen antimutajenite test

sonuglart Sekil 3.3’te verilmistir. Meyve ekstraktinin 200 mg/plak dozunda S9
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karigimi yoklugunda %81 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Doz artist
ile birlikte inhibisyon yiizdesinin de arttigi, 200 mg/plak ekstrakt ile elde edilen
inhibisyon oraninin 50 mg/plak dozunda elde edilen orana kiyasla 1.37 kat fazla
oldugu belirlenmistir. Inhibisyon yiizdeleri degerlendirildiginde 50-200 mg/plak
araliginda ekstraktlarin giiclii antimutajenik aktivite sergiledigi belirlenmistir. Meyve
ekstraktinin 200 mg/plak dozunda TA 1535 susu iizerinde S9 karisimi varliginda
%67 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Doz artis1 ile birlikte inhibisyon
yiizdesinin de arttigi, 200 mg/plak ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oraninin 50
mg/plak dozunda elde edilen orana kiyasla 1.48 kat fazla oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde S9 karisimi varliginda da inhibisyon yiizdeleri oranlar1t baz
alindiginda 50-200 mg/plak araliginda ekstraktlarin giiclii antimutajenik aktivite
sergiledigi belirlenmistir. Ayrica S9 karisimi varliginda ya da yoklugunda elde edilen
veriler kiyaslandiginda S9 karisimi  kullanildiginda elde edilen inhibisyon

sonuclarinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

100 4S9 (-)
80
inhibisyon 0
(%)

40

20

50 mg/plak
&/p 100mg/plak

150mg/plak

200mg/plak

Sekil 3.3. Smilax excelsa meyve ekstraklarinin TA 1535 iizerine antimutajenik

aktiviteleri
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4. TARTISMA VE SONUC

Mutajenik, kanserojenik ve kontaminant kimyasal bilesiklerin artmasi ile dogal
yapida antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenik bilesiklerin 6nemi de giin
gectikce artmaktadir. Dogal aktif bilesiklerin 6zellikle antimikrobiyal, antiviral ve
antioksidan etkileri iizerine pek ¢ok caligma mevcuttur. Fakat kanser vakkalarinin
giin gectikce artmasit bu tiir bilesiklerin antikanserojenik ya da antimutajenik
Ozelliklerinin de arastirilmasini giindeme getirmektedir. Antimutajenik etki lizerine
pek cok calisma bulunmasina ragmen dogal kaynaklarin gesitliligi bu calismalar
yetersiz kilmaktadir. Bu ¢aligmada Smilax excelsa meyve ektraktinin antimikrobiyal,
antioksidan ve antimutajenik etkinlikleri arastirilmistir. Antimikrobiyal etki disk
diftizyon yontemi ile antimutajenik etki ise Ames/Salmonella/mikrozom testi
kullanilarak aragtirilmistir. Smilax excelsa meyve orneklerinin antioksidan 6zelligi
ise toplam fenolik ve flavonoid iceriginin tespiti ve DPPH giderme etkisi arastirilarak

belirlenmistir.

S. excelsa meyve ekstraktinin farkli mikroorganizmalar tizerine farkli antimikrobiyal
etki gosterdigi belirlenmistir. S. excelsa meyve eksraktinin test edilen
mikroorganizmalara karst 11-16 cm araliginda inhibisyon zonu olusturdugu
belirlenmistir. Bu antimikrobiyal etki calismada test edilen amfisilin ve oflaxacin
antibiyotiklerinin etkisi ile kiyaslanabilir diizeydedir. Amfisilin antibiyotiginin P.
aureginosa, K. pneomoniae ve C. albicans’a karsi; oflaxacin antibiyotiginin ise K.
pneomoniae ve C. albicans’a karsi etkinlik gostermedigi belirlenmistir. S. excelsa
meyve ekstraktlarinin ise bu mikroorganizmalara karsi da etkili oldugu belirlenmis
ve genis spektrumlu bir antimikrobiyal etkinligi oldugu tespit edilmistir. Smilax
tirlerinde  antimikrobiyal  etkinligin =~ fenolik  asitlerden  kaynaklandigi
disiiniilmektedir. ~ Bitkisel — dokularda  bulunan  katekol ve  pirogallol,
mikroorganizmalar i¢in yiiksek toksik 6zellik sergileyen hidroksillenmis fenollerdir.
Fenol grubununun yapisi antimikrobiyal etkide olduk¢ca oOnemlidir. Fenoldeki
hidroksil gruplarinin sayisi toksisitede 6nemlidir ve yiliksek hidroksil gruplarinin
bulunmasi daha yiiksek antimikrobiyal etki ile sonu¢lanmaktadir (46). C3 yan
zincirine sahip olan ve oksijen icermeyen fenolik bilesikler ugucu yaglar olarak

siniflandirilmakta ve yiiksek antimikrobiyal etki sergilemektedir (49).
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Literatiirde farkli Smilax tiirlerinin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi pek ¢ok
calisma mevcuttur. Ozsoy ve arkadaslar1 Smilax excelsa dokularinda katesin varligini
rapor etmisler (50). Bu c¢alismada gozlenen antimikrobiyal etki flavonoid
bilesiklerden C3 iinitesinin en indirgenmis sekli olan katesin ile iligkilendirilebilir.
Katesinin Streptococcus mutans (51) ve Shigella (52) iizerine yiiksek inhibisyonu
rapor edilmistir ve bu inhibisyon glikoziltransferaz enziminin katesin tarafindan
inhibisyonu ile agiklanmistir. Jagessar ve arkadaslari Smilax schomburgkiana
ekstraktlarinin 0.18 mg/10 mL dozunda E. coli, S. aureus ve C. albicans iizerine
antimikrobiyal etki gosterdigini rapor etmislerdir (93). Borkataky S.perfoliata
yapraklarinin farkli yapida fenolik bilesikler, streoidler ve tanenler igerdigini; 3
Gram positif, 3 Gram-negatif bakteri ile Candida albicans iizerine yiiksek
antimikrobiyal etki sergiledigini belirtmistir (94). Xu ve arkadaslar1 Smilax glabra
rizom ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini ti¢ Gram negatif, li¢ Gram pozitif
bakteri ve bir mantar tiiri lizerinde c¢alismis ve ekstraktlarin 0.0794-3.09 mM
araliginda MIK degerini ve ekstraktlarin antimikrobiyal etkisini rapor etmislerdir
(95).

S. excelsa meyve ekstraktlarinin antioksidan 6zelligi fenolik igerik, flavonoid igerik
tayini ve DPPH giderme etkisi test edilerek degerlendirilmistir. S. excelsa meyve
ekstraktlarinin 200 mg/mL konsantrasyonunda ekstraktta flavonoid igerigi
0.7985+0.0124 mg QE/100 mL olarak, ayn1 konsantrasyonda fenolik igerik ise
11.9847+0.0041 mg GAE/100 mL olarak tespit edilmistir. 200 mg/L dozunda
standart antioksidanlardan BHA, BHT nin DPPH giderme orant %85 ve %80 olarak
bulunmus, S. excelsa meyve ekstrakti i¢in bu oran %55 olarak belirlenmistir.
Borkataky, Smilax perfoliata yapraklarinda antioksidan etkinin igerdigi alkaloid,
flavonoid, fenolik bilesikler ve tanenler, steroidler, saponin bilesiklerinden
kaynaklandig1 rapor edilmistir (94). Literatiirde farkli Smilax tiirlerinde ve S.
excelsa nin farkli dokularinda antioksidan aktivite ¢aligmalari rapor edilmistir. Sun
ve arkadaslari. Smilax riparia dokularinda ti¢ tiir fenilpropanoid glikozid ve 2',6'-
diasetil-3,6-diferuloylsiikroz igerigini rapor etmislerdir (68). Zhang ve arkadaslari ise
S. glabra’da 152.28+10.57 mgGAE/g total fenol igerigini tespit etmisler ve
245.65+8.21 mg/g oraninda astilbin varligini rapor etmislerdir (79). Lu ve arkdaslar
S.glabra rizomlarinda 17 fenolik icerik saptamislar ve bu bilesikleri engeletin,

isoengeletin, astilbin, isoastilbin, neoastilbin, neoisoastilbin, 5-O-kaffeoylsikimik asit
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olarak  tanimlamiglardir. Xu ve arkadaslann S. glabra rizomlarinda
dihydrokaempferol, engeletin, astilbin, isoastilbin, neoastilbin, neoisoastilbin(-)-
epikatesin ve cinchonain, luteolin, kuersetin, myrisetin, chalcone, kukulkanin B,
resveratrol, 5-O-caffeoylsikimik asit, kaffeik asit, 3-O-p-coumaroylsikimik asit,
smigliserol, juncusyl ester B, 1-O-p-coumarylgliserol bilesiklerini izole etmisler ve
rizomlarin etkinligini bu bilesiklerle iliskilendirmistir (81). Ozsoy ve arkadaslar1 S.
excelsa yaprak ekstraktlarinda 8.8-35.7 GAE mg/g total fenol igerigi, 0.61-28.7
katesin ekuvalent mg/g total flavonoid igerigi rapor etmislerdir (50). Khaligh ve
arkadasglart S. excelsa dokularindan trans-resveratrol, 5-O-caffeoylsikimik asit, 6-O-
caffeoyl-p-D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D glucopyranozid yapilarini izole etmislerdir
(84).

Smilax dokularinda bulunan flavonoidler, antioksidatif etkileri ile serbest oksijen
radikalleri ve lipid peroksidasyonu oOnleyerek kalp damar hastaliklari, kanser ve
kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin 6nlenmesinde aktif rol almaktadir (80).
Flavonoidlerin radikal olusumunda gérev alan enzimatik sistemi engelledigi, metal
iyonlarin1 baglayarak lipid oksidasyonunu azalttig1 da bilinmektedir (98). Pek ¢ok
calismada flavonoidlerin antimutajenik ve antikanserojenik etkilerinin oldugu
gosterilmektedir (65,95-99). Smilax dokularmin igerdigi saponinler yliksek
antioksidan  aktivitesi  sayesinde  antimutajenik,  antikarsinojenik  etki
sergilemektedirler (94). Fareler iizerine gergeklestirilen bir calismada saponin
uygulamasinin preneoplastik kolon lezyonlarinda gerilemeye neden oldugu rapor
edilmektedir. Benzer baska bir ¢alismada ise ginsenoside-Rb2 ve ginsenoside-Rg3
saponinlerinin tiimdr metastazini inhibe edici bir 6zellik sergiledigi belirtilmistir (94-

96).

Literatiirde dogal iiriinlerin antimutajenitesi lizerine caligmalar oldukca fazladir.
Smilax tiirlerine ait dokularin koruyucu etkisi daha Onceki ¢alismalarda
arastirilmistir. Bu arastirmalar daha ¢ok antimikrobiyal etki ve antioksidan etkiler
tizerine olup (96,97), nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi (98), immiin sistemi
giiclendirici (65) etkileri tizerine de ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismada S. excelsa
meyve ekstraktlarinin antimutajenik etkisi Ames/Salmonella/Mikrozom test sistemi
ile arastirilmigtir. Meyve ekstraktinin 200 mg/plak dozunda S. typhimirium TA1535

susu ile S9 karisimi yoklugunda %81 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir.
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Meyve ekstraktinin 200 mg/plak dozunda TA 1535 susu iizerinde S9 karisimi
varliginda ise %67 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Inhibisyon
yiizdeleri baz alindiginda 50-200 mg/plak araliginda S. excelsa meyve ekstraktlarinin
gliclii antimutajenik aktivite sergiledigi belirlenmistir. Literatirde Smilax excelsa
dokularinda katesin (50), trans-resveratrol, 5-O-caffeoylsikimik asit, 6-O-caffeoyl-p-
D-fructofuranosyl-(2—1)-a-D glucopyranozid (84) ve fitokimyasal bilesikler (99)
igerdigi rapor edilmektedir. Bu bilesikler antioksidan etki gdstererek hiicreleri ve
dokular1 oksidatif strese ve pek ¢ok hasara karsi korumaktadir ve bu yolla anti-
mutajenik 6zellik sergilemektedir.

Bitkisel dokular, uzun yillardir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Endiistriyel Kkirliligin artmasi, kontaminantlarin besin zinciri yoluyla insanlara
ulagmas1 pek cok hastaligin 6zellikle de kanserin goriilme riskini arttirmistir. Bu
artisa paralel olarak sentetik ila¢ maddelerinin kullanimi1 da artmis, ilaglarin yan
etkileri ve mikroorganizmalarin ¢esitli direng mekanizmalar1 olusturmasi, dogal aktif
bilesenlerin tedavi amagli kullanimini giindeme getirmistir. Bitkisel dokular pek ¢ok
hastaligin tedavisinde alternatif tip olarak kullanilmaktadir. Bitkisel dokularin
antifungal, antioksidatif, antibakteriyel, antimutajenik, antiviral ve antikanserojenik
gibi pek cok etkileri test edilmis, dogal kaynaklarin ¢ok ¢esitli olmasi bu ¢aligmalarin
artarak devam etmesini saglamistir. Bu calismada Karadeniz bolgesinde yayilis
gosteren, Smilax excelsa meyve ektraktinin antimikrobiyal, antioksidan ve
antimutajenik aktivitesi arastirllmistir. Meyve eksraktlarimin E.coli, P. aureginosa,
S.aureus, K. pneomoniae, C. albicans ve C. krusei’ye kars1 antimikrobiyal aktivite
sergiledigi en yiiksek antimikrobiyal etkiyi ise E. coli’ye kars1 sergiledigi
belirlenmistir. Antioksidan etkinligi arastirilan meyve ekstraktlarinin fenolik ve
flavonoid igerigi saptanmis, %85 oraninda DPPH giderme etkisi tespit edilmistir. S.
typhimirium TA 1535 susu ile test edilen antimutajenik aktivite ¢aligmalarinda
meyve ekstraktinin  %67-81 oraninda mutajenite inhibisyonu olusturdugu
belirlenmistir. Sonug olarak Smilax excelsa meyve dokularin potansiyel dogal bir
antimikrobiyal ve antimutajenik kaynak oldugu, antioksidan etkinlik sergiledigi

belirlenmistir.
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