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ÖZET 

 

SMILAX EXCELSA L. EKSTRAKLARININ 

 AMES/SALMONELLA MİKROZOM TEST SİSTEMİ İLE ANTİMUTAJENİK  

ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI  

AZAP, Elvan 

Giresun Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

Danışman : Emine YALÇIN 

AĞUSTOS 2016, 39 sayfa 

 

Bu çalışmada, Smilax excelsa yaprak ve meyve ekstraktlarının antimutajenik 

aktiviteleri Ames/Salmonella/mikrozom test yöntemi ile incelenmiştir.  10-100 

mg/ml  dozlarında  yaprak ve meyve ekstraktlarının  sitotoksik etkisinin olmadığı 

gözlenmiştir. Antimutajenite çalışmaları S9 (+) ve S9 (-) olmak üzere  Salmonella 

typhimurium TA 98 ve TA 100 suşları ile gerçekleştirilmiştir.  Maksimum 

antimutajenik etki yaprak ekstraktı ile 100 mg/ml dozunda TA98 suşu üzerine S9 

karışımı yokluğunda %88 olarak elde edilmiştir. Ayrıca, Smilax excelsa bitkisinin 

tüm ekstraktlarının güçlü antimutajenik aktiviteye sahip oldukları belirlenmiştir. 

 Anahtar kelimeler: Smilax excelsa, Ames/Salmonella/mikrozom test sistemi, 

Antimutajenik aktivite 



II 

 

 

 

ABSTRACT 

 

INVESTIGATION THE ANTI-MUTAGENIC EFFECTS OF  

SMILAX EXCELSA L.  EXTRACTS BY  

 AMES/SALMONELLA/MICROSOME TEST SYSTEM 

AZAP, Elvan 

Giresun University  

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Deparment of Biology, Master Thesiss 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine YALÇIN 

AUGUST 2016, 39 pages 

 

In this study, leaf and fruit extracts of Smilax excelsa, were investigated for 

antimutagenic activity by Ames/Salmonella / microsome test method. Fruit and leaf 

extracts was not observed the cytotoxic effect with 10-100 mg/ml doses. 

Antimutagenity analysis were studies with S9(+) and S9 (-) on Salmonella 

typhimurium TA 98 and TA 100 strains. Maximum antimutagenic activity was 

observed with leaf extracts at 100 mg/ml dose on TA  98 strain in the absence of S9 

as 88%. And also all the extracts of Smilax excelsa showed strong antimutagenic 

activity. 

Keywords: Smilax excelsa, Ames/Salmonella/microsome test system, antimutagenic 

activity 
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1. GİRİŞ 

Artan endüstrileşme ile birlikte çeşitli sektörlerde kimyasal maddelerin ve 

antibiyotiklerin kullanımının artması ve bu ajanların yan etkilerinin fazla olması, 

olumsuz etkileri giderebilecek doğal bileşenlere karşı ilgiyi her geçen gün 

arttırmaktadır. Kimyasalların olumsuz etkilerini ya da yan etkilerini önleyen  

bileşikler, ilaç halinde ya da diyet içerisinde tabii orijinli bileşikler halinde 

tüketilebilmektedir. Bitkiler geleneksel ve modern ilaçların hammaddesi olarak tıbbi 

amaçlı kullanılmaktadır (1-2). Klinik ve epidemiyolojik çalışmalarda, bitkilerin 

çeşitli dokularında bulunan fenolik bileşiklerin antioksidan aktiviteleri sayesinde 

akut/kronik hastalıkları ve çeşitli dejeneratif kusurlar sonucu oluşan rahatsızlıkları 

giderdiğine dair veriler saptanmıştır. Çeşitli hastalıkların ortaya çıkışı ya da seyri 

aşamasında koruyucu, inhibe edici ve azaltıcı özelliği olan bitkisel aktif bileşenler 

hakkında pek çok deneysel çalışmalar yapılmakta, antimutajenik ve antikanserojenik 

etkileri aydınlatılmaktadır.  Günlük yaşamda antimutajen ve antikarsinojen etkili 

bileşiklerin düzenli kullanımının  kanser ve genetik hastalıkları önlemede etkili 

olabileceği öne sürülmektedir. Epidemiyolojik çalışmalar, yeşil sebze ve taze meyve 

içeren bileşiklerin tüketiminin insanları pek çok hastalığa karşı koruduğunu 

göstermektedir. İnsanlar, günlük yaşamlarında çok sayıda kimyasal karsinojen ve 

mutajenlere maruz kalabilmektedirler. Bunlar arasında antineoplastik ilaçlar, 

polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, nitrozaminler, metaller, 

radyasyon bulunur. İnsan vücudu bu tip kimyasal bileşiklere karşı çok çeşitli 

savunma mekanizmaları geliştirmesine rağmen bu kimyasal bileşiklere karşı giderek 

artan maruziyet nedeniyle, mutajenik ve/veya karsinojenik özelliklerini 

baskılayabilecek nitelikte diğer bileşiklerin belirlenmesine ve kullanılmasına gerek 

vardır (3-5). Bileşiklerin mutajenik ve antimutajenik etkilerini belirlemek için en 

güvenilir yöntem deney hayvanlarında tümör indüksiyonudur. Fakat indüksiyon 

testinin uzun zaman alması, tekrarlanabilirliğinin zor olması ve maliyetinin yüksek 

olması bu testin kullanılabilirliğini azaltmaktadır. Bu nedenle mutajenite ve 

antimutajenite araştırmaları için kısa zamanda sonuç verebilen, tekrarlanabilirliği 

kolay, maliyeti düşük test sistemleri geliştirilmiştir. Kısa zamanlı ve maliyeti düşük 

test sistemlerinden en yaygın olarak kullanılanlardan bazıları 

Ames/Salmonella/Mikrozom test yöntemi, S.O.S kromotest gibi bakteriyel test 
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sistemleridir. Bakteriler; basit ortamlarda hızlı üremeleri ve maliyetlerinin düşük 

olması nedeni ile tercih edilmektedirler (6-7). Bu çalışmada Karadeniz bölgesinde 

sıkça tüketilen Smilax excelsa ekstraktlarının  ve antimutajenik aktivitesi Ames/ 

Salmonella/Mikrozom test yöntemi (Salmonella typhymurium’un TA 98 ve TA 100) 

yöntemi ile belirlenmiştir. 

1.1. Smilax excelsa L. 

Smilax excelsa (Merulcan) Karadeniz dışında bazı bölgelerde merucen; merulcan, 

merucen, marucan, melocan, melvocan, silcan, diken gözü, diken gıcırı olarak da 

geçmektedir. Dikenli bir bitki olan ve ilkbahar aylarında bitki genç sürgünlerini 

vermeye başlayan Smilax excelsa’nın sürgünleri sebze olarak tüketilmektedir (Şekil 

1.1) (8-10).  

 

 

Şekil 1.1. Smilax excelsa’nın genel görünümü (a), meyve görünümü (b) 
 

 

Smilax türlerine ait rizomların çeşitli immunomodülatör, antibakteriyal, antifungal, 

antioksidan gibi çeşitli farmakolojik özellikleri olduğu bilinmektedir (11-13). Smilax 

china kök ekstraktlarının yüksek oranda 1,1-diphenyl-2picrylhydrazil (DPPH) 

radikal süpürücü etkiye sahip olduğu, lipid peroksidasyonunu öneledi ve antioksdain 

enzim aktivitelerini arttırdığı belirtilmektedir (14). Terletme va kanı temizleme gibi 

pek çok özelliği bilinen Smilax excelsa’nın  frengide de tedavi amaçlı kullanıldığı 

rapor edilmektedir (9). 
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Tablo1.1. Smilax excelsa’nın sistematik hiyerarşisi ve morfolojik özellikleri 

Sistematik Hiyerarşi             Morfolojik Özellik 

Alem Plantae Ortalama Boy  >3m 

Bölüm Angiosperms Genel Özellik Tırmanıcı ve çok yıllık 

Sınıf Liliopsida Gövde Odunsu ve alt kısmı dikenli 

Takım Liliales Çiçek Şemsiye durumlu 

Familya Smilacaceae Dal formu 20 metreye kadar boylanabilme 

Cins Smilax Yaprak Kalp şeklinde 

Tür Smilax excelsa Çiçek Rengi Beyaz-sarımsı yeşil 

 

    

 

Smilax excelsa’nın da dahil olduğu Smilacaceae familyası üyeleri, ortalama boyu 3 

m’den büyük olan 15 m’ye kadar boylanabilen, odunsu, dikenli, çok yıllık bir 

bitkilerdir. Yapraklar alternan dizilişli, yaprak sapları kısa kalp şeklinde morfolojiye 

sahip, meyveleri ilk oluşumunda yeşil daha sonra kırmızı renk alan, denize kıyısı 

olan bölgelerimizde 800 m kadar yükseklerde görülebilen türlerdir (Tablo 1.1.). 

Stipulalar sülük şeklini alan Smilax türlerinde çiçekler, yaprakların koltuğunda, basit 

umbella veya panikula durumundadır. Bakka tipi meyveye sahip olan türün uzun, 

dar, silendrik kökleri mevcuttur. Orta Amerika’da daha çok tıbbi özelliğe sahip olan 

S. utilis, S.  medica, S. ornata, S. officinalis, S. syphilitica, S. papyracea  türleri 

yetişirken Anadolu’da S. aspera ve S. excelsa türleri yetişmektedir. S. aspera Batı ve 

Güney Anadolu’da, S. excelsa ise daha çok Kuzey Anadolu boyunca yaygındır (8-

10). Smilax türlerinde çeşitli aktif bileşenlerin olduğu pek çok çalışma ile ortaya 

konmuştur. Özellikle rizomlarda flavonoidleri, fenil praponoidler, fenolik asitler aktif 

bileşen olarak yaygın bir şekilde bulunmaktadır. Bu aktif bileşenler Smilax türlerinin 

antitümör, anti-mutajenik, antibakteriye, antifungal, antiosidan, antiinflamatuar 

özellik sergilemesinden sorumludur (9). 
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1.2.Mutajenik ve Antimutajenik aktivite 

 
Mutajenik etki genomda kendiliğinden meydana gelen ya da vücuda dışardan alınan 

kimyasal maddelerin oluşturduğu kalıtımsal baz değişimleridir. Kimyasal maddelerin 

etkisi sonucu oluşan mutasyonların kanser ile ilişkili olduğu pek çok çalışmad  ortaya 

konmaktadır. Direkt ya da vücuda alındıktan sonra biyotransformasyon ile aktif hale 

dönüşüp kansere neden olan pek çok bileşiğin aynı zamanda mutajenik etki 

gösterdiği de kabul edilmektedir. Bu durum yaklaşık 300 kimyasalın kullanıldığı 

Ames test sistemi ile araştırılmış ve test edilen karsinojen etkili 175 maddeden 

157’inin mutajenik etkiye sahip olduğu, karsinojenik etkiye sahip olmayan test edilen  

108 maddeden, 94’ünün mutajenik etkili olmadığı saptanmıştır. Kısaca kanserojen 

etki gösteren kimyasal ajanların % 90’ı mutajenik, kanserojen etki göstermeyen 

kimyasal maddelerin % 87’sinin de mutajenik etkiye sahip olmadığı belirlenmiştir. 

Mutasyona neden olan her madde kanser oluşturmasada mutajenite ve kanser 

oluşumu arasındaki paralellik antimutajenik bileşiklerin araştırmalarını öncül 

çalışmalar haline getirmektedir. Antimutajenik etki, mutajen etki gösteren toksik 

ajanların etkisini azaltma/yok etme ya da genomda oluşturduğu mutasyonu 

etkisizleştirme/önleyebilme etkisidir. Antimutajenler etki mekanizmalarına göre 

desmutajenler ve biyoantimutajenler olarak iki grupta sınıflandırılmaktadır (15-16).   

 

 

Şekil 1.2. Mutajenik ve Antimutajenik aktivite (16) 
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1.2.1. Des-mutajenler 

 

Desmutajenler; hücreye mutajen girişini çeşitli yollarla önleyerek ajanların DNA’ya 

ulaşmasını engelleyerek mutajeniteyi ortadan kaldırmaktadır (17).  Desmutajenler, 

mutajenlere kimyasal olarak bağlanarak ya da enzimatik etki göstererek 

antimutajenik aktivite sergilemektedirler. 4-nitroquinolin-1-oksit gibi sentetik 

antimutajenlerin aktivitesinin  kimyasal olarak bağlanma yolu ile mutajen maddeleri 

inhibe ettiği bildirilmektedir. Moriya ve arkadaşları, Captan pestisitinin hücrede 

sistein tarafından bloke edilerek antimutajenik aktivitenin oluştuğunu rapor 

etmişlerdir (18). Namiki ve Osawa ise sorbik asit ve sodyum nitrit gıda katkı 

maddelerinin vitamin C tarafından kimyasal bağlanma yolu ile inhibe edildiğini 

bildirmişlerdir (19). Vitamin E, ürik asit, vitamin C gibi bileşiklerin benzer 

mekanizma ile hidrojen peroksit ve oksijen radikallerinin mutajenik aktivitesini 

durdurdukları belirlenmiştir. Bu verilerden hareketle genel olarak antioksidanların 

desmutajen olarak sınıflandırılabileceği belirtilmiştir (20).  

Pek çok protein yapıdaki moleküller mutajenler üzerine enzimatik aktivite göstererek 

desmutajen özelliği kazanmaktadır. Peroksidaz ve NADP-oksidaz aktivitesi 

sergileyen metabolitlere sahip pek çok doğal besinlerin, desmutajenik aktivite 

sergilediği bildirilmektedir. Brokoliden izole edilen bazı bileşiklerin bu tür enzimatik 

yolla antimutajenik aktivite sergilediği rapor edilmiştir. Peroksidazların, özellikle 

heterosiklik aminler üzerine desmutajenik aktivite sergilediği bilinmektedir. 

Detoksifikasyonda görev alan karaciğer enzimlerinin tamamını desmutajen olarak 

sınıflandırmak mümkündür. Bitkilerde bulunan bazı yüksek moleküler ağırlıklı 

bileşiklerin mutajenleri absorbe ederek antimutajenik aktivite gösterdiği de 

belirlenmiştir. Yeşil biber ve lahanadan izole edilen bazı lif yapıdaki bileşiklerin 

mutajenleri geri dönüşümsüz olarak absorbe ettiği rapor edilmektedir. Özellikle lifli 

gıdalarda görülen bu etki, yüksek moleküler ağırlığa ve geniş yüzey alana sahip lifsi 

yapıların, yüzeyinde geri dönüşümsüz olarak kimyasal ajanları absorbe etmesi ve 

hücreye zarar vermesini önlemesi ile açıklanabilir (20). 
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1.2.2. Biyo-antimutajenler 

 

 

Biyo-antimutajenler etkilerini daha çok hücre içerinde göstermektedirler. Özellikle 

DNA’da oluşabilecek hasarları azaltma ya da oluşan mutasyonları tamir etme yolu 

ile antimutajenik aktivite sergilemektedirler. Mutajenin DNA üzerinde oluşturduğu 

etki sonrasında, DNA replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarını düzenleyerek 

mutajen maddenin etkisini azaltan bileşikler biyoantimutajenik olarak 

sınıflandırılmktadır.  

Biyoantimutajenler genel olarak DNA polimeraz I ve DNA polimeraz III sentezini 

arttırarak, error- prone DNA tamir mekanizmasını engelleyerek, error- free DNA 

tamir mekanizmasını geliştirerek etki göstermektedirler. Biyoantimutajenik 

aktiviteye sahip Kobalt klorürün,  E. coli’de N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin 

(MNNG)’nin DNA replikasyonu sırasında oluşturduğu spontan mutasyon oranının 

azalttığı belirtilmiştir (21). Ayrıca B. subtilis’de DNA polimeraz III eksikliğine bağlı 

olarak gerçekleşen mutasyon oranını da azalttığı görülmüştür (22).   

Shimoi ve arkadaşları tıbbi tedavide kullanılan 150 bitki türünde bazı bileşenlerin 

UV, gamma ışınları ve pek çok mutajene karşı biyo-antimutajenik aktivite 

sergilediğini rapor etmiştir (23).  UVC (254nm) ışınları tarafından oluşturulan 

mutasyona karşı fenolik bileşenlerin antimutajenik aktivitesinin araştırıldığı bir 

çalışmada kafeik asit, klorojenik asit ve kuarsetinin mutasyon oranı üzerine etkisinin 

olmadığı gözlenirken, gallo-kateşin, epigallokateşin ve epigallokateşin-3-gallatın, 

biyoantimutajenik aktivite sergilediğini rapor etmişlerdir (24). 
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Şekil 1.3. Des-mutajen ve biyo-antimutajenlerin etki mekanizması (25) 

 

Tablo 1.2. Antimutajen maddeler ve etki mekanizmaları (16) 

Antimutajen madde Etki mekanizması 

Sistein Mutajenle direkt etkileşim 

Gallik asit Dış membrana bağlanarak mutajenin sitozole geçişini önleme  

Fenolikler Sitokrom p450 aracılığı ile mutajeni inhibe etme 

β-aminoketon Mutajenlerin DNA’ya bağlanmasını önleme 

Bikalophen DNA’ya bağlanarak elektrofilik mutajenlere karşı koruma 

Lüteolin türevleri DNA’yı çift zincir kırıklarına karşı korumak 

Buğday kepeği  DNA tamir enzimlerini optimize etmek 

Acacia salicina Detoksifikasyon enzimlerinin optimizasyonu 

Lisosan G Antioksian aktivite aracılığı ile antimutajenik etki 

T. arjuna ekstraktı Promutajen aktivasyonunu önleme 

P. rimosus ekstraktı  Promutajen aktivasyonunu önleme 
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1.3.Doğal Antimutajenik Bileşikler 

Antimutajenite çalışmaları sonucunda farklı yapılara sahip doğal bileşenlerin 

antimutajenik aktiviteleri tespit edilmiştir. Bu bileşiklerden bazıları vitaminler, 

flavonoidler, fenolikler, karetonoidler, ikumarin, antrakinon, tanin, terpenoid, 

saponin ve bitkiler tarafından üretilen diğer sekonder bileşiklerdir (26).  Bazı 

çalışmalarda, C ve E vitaminlerinin doksorubisin tarafından oluşturulan mutajeniteye 

karşı koruyucu rolü olduğu belirtilmiştir (27). Vitamin A’nın ise Metil azoksi 

metahanol tarafından Salmonella typhimurium  TA100 ‘de oluşturulan mutasyonu 

azalttığı rapor edilmektedir (28).  

Smilax türlerinin rizom, yaprak ve meyve gibi çeşitli dokularında da bulunan fenolik 

hidroksil grubu içeren flavanoidlerin de yüksek antimutajenik aktivite sergilediği 

belirtilmektedir (29). Heo ve arkadaşları (1992) flavon ve flavanol türevlerini de 

içeren 14 flavanoid türünün benzopiren mutajentitesine karşı koruyucu rolü olduğunu 

belirtmişlerdir (30). Psorothamnus fremontii köklerinden izole edile fremontin ve 

fremonton flavanoidlerinin etil metan sülfanata karşı antimutajenik özellik 

sergilediği rapor edilmektedir (31). Millingtonia hortensis türünden izole edilen 

hispidulin ve hortensin flavonoidlerinin ise aflatoksin B1 mutajenitesine karşı 

antimutajenik aktivite sergilediği gözlenmiştir  (32).  Ellagic asit, epikateşin, 

epigallokateşin, epigallokateşin gallat gibi fenolik bileşiklerinde mutajen maddelerin 

etkisini azalttığı bildirilmiştir (33, 34).  Geetha ve arkadaşları (2004)  hidrojen 

peroksit ve bütil hidroksit ajanlarına karşı yeşil çayda bulunan kateşinlerin 

antimutajenik aktivite sergilediğini rapor etmişlerdir (35). Benzer bir çalışmada N-

metil-N-nitro-nitrosoguanidin mutajenitesine karşı kurkumin ve eugenol fenolik 

bileşiklerinin yüksek antimutajenik aktivite sergilediği gözlenmiştir (36). Antrokinon 

grubu bileşiklerden antron, akridon, ksanthonun antimutajenik olduğu, tüm 

naftakinon türevlerinin ise mutajeniteye karşı yüksek koruyucu rolü olduğu 

bildirilmektedir (29). Diterpenoidler de antimutajenik aktivite gösteren diğer önemli 

bileşik grubudur. Aquillaria agallocha türünden izole edilen erithroksidiol yüksek 

anti-tümör ve antimutajenik aktiviteye sahiptir (37).  Caesalpinia pulcherrima 

köklerinden izole edilen dibenzoat diterpen, pulcherrimins A ve B bileşiklerinin 

mayalarda DNA tamir mekanizmasında etkili olduğu gözlenmiştir (38). Smilax 

türlerinin çeşitli dokularında bulunan tanen ve saponin bileşiklerinin mutajenik 
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aktiviteyi azalttığı bilinmektedir (Şekil 1.4). Tanenlerin bu özelliği hücreyi oksidatif 

hasara karşı koruyan antioksidan aktiviteleri ile açıklanabilmektedir (39). Farelerde 

Mitomisin C ve 4-nitrokinolin-1-oksit tarafından oluşturulan mutajeniteye karşı oral 

yolla uygulanan tanenlerin antimutajenik aktivite sergilediği belirtilmiştir  (40). C. 

arvensis ve  H. helix türlerinden izole edilen saponin bileşiklerinin benzopiren 

mutajenitesine karşı antimutajenik aktivite sergilediği belirtilmiştir (41). Ginseng 

saponin metabolitlerinin ise benzopiren tarafından oluşturulan klastojenik etkiye 

karşı anti-genotoksik etki gösterdiği belirlenmiştir (42). 

 

 

Şekil 1.4. Smilax türlerinde bulunan aktif bileşenler A) Temel tanen yapısı B) Temel 

flavonoid karbon yapısı  C) Temel saponin yapısı (43-44) 
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1.4. Ames/Salmonella/Mikrozom test yöntemi  

1975 yılında Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafından geliştirilen ve daha sonra 

yaygın olarak kullanılan bir mutajenite testidir (45). Ames/Salmonella/mikrozom 

mutajenite testi, mutajenik etkileri belirgin şekilde ortaya koyan yaygın bir şekilde 

kullanımı olan güvenilir bir testtir.  Bununla birlikte düşük maliyetli olması, hızlı 

sonuç vermesi, uygulanabilirliğinin basit olması nedeniyle mutajenite testlerinden 

en sık kullanılan testlerdendir. Ames/Salmonella/mikrozom mutajenite testi 

organizmalarda tömör oluşumu, genlerde meydana gelen nokta mutasyonların 

tayini, mutajenik kimyasalların ve antimutajenik ajanların tespitinde de 

kullanılmaktadır (46,47) 

Ames/Salmonella/mikrozom test sistemi özellikle kimyasal maddeler tarafından 

oluşturulan mutasyonları saptamak için geliştirilmiştir. Yıllardır birçok bilimsel 

topluluk, devlet kurumları ve şirket tarafından kabul edilmiş olup, kemirgen 

karsinojenitesinde yüksek öngörü potansiyeli taşıdığından, yeni kimyasalların ve 

ilaçların mutajenik potansiyellerini belirlemek için ön tarama testi olarak dünya 

çapında kullanılmaktadır (48). 

 Ames/Salmonella/mikrozom testinde, mutant Salmonella typhimurium’un suşları 

kullanılmaktadır. Bu testin temeli, histidin sentezleme geninde mutasyon içeren ve 

histidin sentezleme özelliğini kaybeden  S. typhimurium    suşlarının, memeli 

karaciğer süpernatantı (S9) varlığında veya yokluğunda, hedef kimyasal ajan ile 

etkileştirildikten sonra ikinci bir mutasyona uğrayarak histidini sentezleme 

özelliğini yeniden kazanması (revertant koloni) ve histidin içermeyen ortamlarda 

çoğalması prensibine dayanmaktadır. Revertant kolonilerin sayıları ile elde edilen 

istatiksel veriler mutajenite değerlendirilmesinde kullanılmaktadır (46-47). Normal 

koşullarda da mutajen maddelere maruz kalmadan spontan olarak geri dönüşebilen 

koloniler olmaktadır. Bir maddenin mutajenik etkisinden bahsedebilmek için 

spontan revertant sayısından daha fazla sayıda revertant koloni oluşturması 

gerekmektedir (47-49). Bu test ile birçok mutajenik madde teşhis edilebilmektedir 

(47). Testte kullanılan Salmonella mutant suşları, histidin operonunun çeşitli 

genlerinde farklı mutasyonlar içermektedir. Bu mutasyonlar, her biri çeşitli 

mekanizmalar üzerinden etki eden mutajenlere duyarlı olacak şekilde tasarlanmıştır. 
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Bu suşlar S. typhimurium TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TA100, 

TA102, TA104  suşlarıdır (45). 

Mutant S. typhimurium suşları elde etmek için çeşitli mutasyonlar uygulanmaktadır. 

Histidin mutasyonu (çerçeve kayması mutasyonları), HisG46 mutasyonu (histidin 

biyosentezinde ilk enzimi kodlayan gen bölgesindeki mutasyon), HisD3052 

mutasyonu (histidin biyosentezindeki son enzimi kodlayan his D geninde mutasyon), 

HisC3076 mutasyonu (çerçeve kayması mutasyonu), HisG428 mutasyonu (hisG428 

gen bölgesinde meydana gelen mutasyon)  mutant S. typhimurium elde etmek için 

kullanılan mutasyon türlerinden bazılarıdır (47). Bu mutasyon tipleri direkt genler 

üzerinde meydana getirilirken bazı mutasyon tipleri DNA tamir mekanizması ve 

hücre geçirgenliği üzerine etki etmektedir Rfa mutasyonu, bakterilerde hücre 

zarının lipopolisakkarit tabakası ile ilgili genlerde meydana gelmektedir. 

Lipopolisakkarit tabakasında meydana gelen bu hasar, hücre duvarının 

geçirgenliğinin artmasına neden olarak büyük moleküllerin geçmesine izin 

vermektedir (50).  

uvrB mutasyonu ise DNA onarım sisteminde, nükleotid kesme çıkarma onarımında 

görev alan ekzonükleaz enziminin uvrB geninde meydana gelen delesyon 

sonucunda olmaktadır. uvrB geninin kesilerek uzaklaştırılması esnasında “bio” geni 

de çıkarılmıştır. Bio geni H vitamini olarak adlandırılan biyotinin sentezinden 

sorumludur. Dolayısıyla mutant bakteriler üreyebilmek için histidin amino asidine 

ek olarak biyotine de gereksinim duyarlar (45). uvrB delesyonu nedeniyle nükleotid 

kesip çıkarma onarım mekanizması inaktive olacağından hata oranı yüksek SOS 

onarım sistemi tarafından daha fazla DNA lezyonunun onarılması mümkün 

olacaktır (47). 

 R faktörü, ampisilin dirençlilik geni olup bu geni taşıyan bakterilerde normalde 

hücrelerde bulunan ve hata frekansı yüksek olan “error-prone” DNA onarım 

yolunun aktivasyonuna ve pozitif sonuçların artmasına neden olur. R faktörüne 

sahip olmayan suşlar zayıf mutajenik sonuçlar verirken R faktörü genini taşıyan 

pKM 101 plazmidine sahip yeni suşlar oldukça kuvvetli sonuçlar vermiştir. Bu test 

sisteminde genellikle kullanılan bakteri suşları TA 97, TA 98, TA 100, TA 102, TA 

1535, TA 1538 suşlarıdır (51-52). 
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1.4.1. Metabolik Aktivasyon (Biyotransformasyon) 

 

1973 yılında Ames ve arkadaşları tarafından geliştirilen standart plak inkorporasyon 

test sistemi, zaman ile testin duyarlılığını artırmak amacıyla farklı araştırmacılar 

tarafından modifiye edilerek geliştirilmiştir. Böylece birçok kimyasal maddenin 

mutajenik potansiyelini belirlemek mümkün hale gelmiştir (47). Memelilerde 

biyotransformasyon olayı pek çok ksenobiyotiğin mutajenitesini de 

değiştirmektedir. Memelilerde detoksifikasyonda görev alan enzim sistemlerinin 

bakterilerde olmaması, Ames test sistemi için sorun yaratan bir unsur olarak ortaya 

çıkmaktadır. Fakat memeli hayvanlardan izole edilen detoksifikasyon enzimlerinin 

bakteriyal sisteme ilave edilmesiyle bu sorun ortadan kalkmış olmaktadır (53). 

Yaygın olarak kullanılan enzim sistemi, sıçanların enzim aktivasyonu olan 

karaciğer dokularından elde edilen mikrozomal enzim fraksiyonlarıdır. Sit. P450-

monooksijenazlar, sit. P450 bağımsız oksidazlar, esterazlar ve transferazlar, azo  ve  

nitroredüktazlar  bulunan enzim  özütü ile  kofaktörler  içeren tampon sistemi S9 

karışımı adını almaktadır. Bir ksenobiyotiğin toksisitesinin ayrıntılı olarak 

aydınlatılabilmesi için biyotransformasyon öncesi ve sonrasındaki mutajenitesi 

belirlenmelidir. Bu amaçla günümüzde Ames testi S9(+) ve S9(-) olmak üzere iki 

şekilde yürütülmektedir. S9(+) Ames testi ile bir molekülün vücuda alınıp 

biyotransformasyona uğradıktan sonraki mutajenitesi de test edilmiş olmaktadır. 

Farmakolojik yönden etkin olan bir molekül organizmada biyotransformasyon 

tepkimeleri sonucu daha etkin metabolitlere dönüştürülebilir. Molekülün daha etkin 

ya da toksik olan metabolitlerinin şekillenmesiyle sonuçlanan biyotransformasyon 

tepkimeleri metabolik aktivasyon adını almaktadır. Bazı durumlarda inert bir 

molekül biyotransformasyon tepkimeleri sonucu etkin olan metabolitlere, daha sonra 

da inaktif ya da vücuttan atılabilir formlara dönüştürülür. Normalde farmakolojik 

yönden etkisiz olan fakat biyotransformasyon sonucu etkin metabolitlere dönüşen 

moleküllere prekürsör adı verilir. İnhalasyon anestezikleri gibi az sayıda da olsa 

organizmada hiçbir değişikliğe uğramadan vücuttan atılan moleküllerde mevcuttur 

(54). 

Biyotransformasyon sistemi varlığında, biyolojik olarak aktif bir madde inaktif 

bir metabolitine dönüşebileceği gibi, inaktif bir madde aktif bir metabolite de 
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dönüşebilmektedir (55-57). Çoğu biyotransformasyon tepkimesi sonucunda 

ilacın farmakodinamik etkinliğin azalması ve eliminasyonun kolaylaşması  

detoksifikasyon (inaktivasyon) tepkimeleri olarak adlandırılmaktadır. 

Organizmada ilaçların biyotransformasyonda görevli enzimler başta karaciğer 

olmak üzere plazma, sindirim kanalı, akciğer böbrek, plasenta ve sinir 

sisteminde lokalize olmuşlardır. Biyotransformasyon tepkimeleri degradasyon (I. 

Faz) ve konjugasyon (II. Faz) fazları olarak ikiye ayrılmaktadır. Moleküller 

genel olarak önce degradasyon, bu tepkimeler sonucu oluşan metabolitler de 

konjugasyon tepkimelerine uğrarlar. Konjugasyon (birleştirme) tepkimeleri 

sistematik olarak biyolojik yönden inaktif, hidrosolübl ve böbrekle kolay elimine 

edilebilir bileşiklerin oluşumuyla sonuçlanmaktadır (54,58-60). 

 

             Tablo1.3. Faz I ve Faz II enzimleri 

 

 

Faz I Enzimleri Faz II Enzimleri 

Sitokrom p450 monooksijenaz Glukuroniltransferaz1a1 

Sitokrom p450 2b10 Sülfotransferaz 

Aldehit dehidrogenaz 1a1 Glutatyon-S-transferaz 

Aldehit dehidrogenaz 1a7 N-asetiltransferaz 

Sitokrom p450 a11 Kinonredüktaz 

Alkol dehidrogenaz Metil transferaz 
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2. MATERYAL VE METOT 

2.1.Örnek hazırlama ve ekstraksiyon çalışmaları 
 
 

Smilax excelsa (Merulcan) yaprak ve meyve örnekleri laboratuvar ortamında steril 

koşullar altında kurutulmuş, örnekler laboratuvar tipi diskli değirmende öğütüldükten 

sonra analizlerde kullanılıncaya kadar + 4 °C’de muhafaza edilmiştir.  Ekstraksiyon 

için, 0.2 gr öğütülmüş örnek, 10 ml ekstraksiyon solventi (metanol, kloroform ve 

aseton) ile çalkalamalı inkübatörde 24 saat süre ile oda sıcaklığında ekstrakte 

edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda katı partikllerin uzaklaştırılması amacıyla 

ekstrakt Whatman No:1 filtre kağıdından filtre edilmiş ve filtrat 10.000 rpm’de 10 

dakika santrifüj edilmiştir.  

Santrifüjleme sonrasında supernatant sıvı faz evaporatör yardımı ile uçurulmuş ve 

elde edilen ekstraktlar  –18 °C’de analiz edilinceye kadar muhafaza edilmiştir.  

 

2.2.Ekstraksiyon verimliliği 
 
Verimliklik tayininde selülozik kartuşlar kullanılmış ve selülozik kartuşun darası 

alınarak 20 g bitki örneği kartuşa eklenmiştir. Ekstraksyon işlemi sonrasında 

selülozik kartuş kurutularak tartılmıştır. Ekstraksiyon öncesi ve sonrasında alınan 

tartımlar arasındaki fark kullanılarak verimlilik oranı (%) hesaplanmıştır. 

 

2.3. Sitotoksik dozların belirlenmesi 
 
Ekstraksiyon işlemi sonrasında liyofilize halde elde edilen bitki ekstraktlarından 

DMSO içerisinde 10mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 100 mg/ml olacak şekilde dört 

farklı konsantrasyonda çözeltiler hazırlanmıştır. Meyve ve yaprak ekstraktları için 

her dozdan üçlü tekrarlar hazırlanmıştır.  

Smilax özütlerinin toksik dozlarının belirlenmesi amacı ile Dean ve ark. (61) 

tarafından belirlenen yöntem kullanılmıştır. 100 µl bakteri kültürü (109/ml), 500 µl 

S9 karışımından ve 100 µl farklı dozlarda bitki özütlerinden, 2.5 ml top agara ilave 

edilmiştir. 5 dk hafif çalkalama işlemi sonrasında karışım minimal glukoz agar içeren 

plaklara aktarılmış ve 37°C’de 48-72 saat inkübe edilmiştir (62). İnkübasyon 

sonrasında revertant koloniler sayılarak sitotoksik doz tayini gerçekleştirilmiştir.  
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2.4.Antimutajenite testi (AMES/ Salmonella mikrozom testi) 

Antimutajenite tayini için mutant Salmonella typhimurium TA98 ve TA 100 test 

suşları kullanılmıştır. TA98 çerçeve kayması mutasyonlarını tespitinde, TA100 suşu 

ise baz çifti değişimi mutasyonlarını belirlemede kullanılmıştır. Ekstraktların 

mutajenik etkisini değerlendirmek için, her bir doz kontrol plaklardaki maksimum 

koloni sayısının iki katından fazla veya iki katına yakın değerlerde olması 

gerekmektedir (63). Antimutajenite deneyinde ise iki test suşu üzerinde mutajen 

olduğu bilinen maddelerin, mutajenik etkilerinin bitki ekstraktları tarafından inhibe 

edilme oranları araştırılmıştır. Bu amaçla Maron ve Ames (63) tarafından önerilen ve 

Zengin ve ark. (64) tarafından modifiye edilmiş yöntem kullanılmıştır. Kısaca; 100 

µl bakteri kültürü (1-2x10
9 

bakteri/ml), 100 µl farklı dozda bitki ekstraktları, 100 µl 

pozitif mutajen çözeltisi ve 500 µl S9 karışımı ya da fosfat tamponu (S9’suz deney 

için), 2.5 ml üst agar içerisine ilave edilmiştir Karışım vorteks ile çalkalanarak 

minimal glukoz agar plakalarının yüzeyine dökülerek hızlı bir şekilde yayılmıştır. 

Plaklar 37°C’de 48-72 saat inkübasyona bırakılmış ve bu sürenin ardından revertant 

koloniler sayılmıştır. İçerisinde bitki özütü olmayan ve sadece bakteri ve mutajenik 

madde ilave edilen plaklarda mutajenite oranı %100 (yani %0 antimutajenite) olarak 

kabul edimiştir. Özütlerin antimutajenite oranları Tablo 2.1’deki eşitlik kullanılarak 

hesaplanmıştır (65). 

Tablo 2.1. Antimutajenite hesaplama eşitliği 

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

A Bakteri+mutajen plağındaki revertant koloni sayısını, 
B Bakteri+mutajen+özüt plağındaki revertant koloni sayısını 
C Kendiliğinden geri dönen revertant koloni sayısını (sadece 

bakteri plağı) ifade etmektedir 

 

Elde edilen yüzdelerden antimutajenite değerlendirilmesinde antimutajenite yüzde 

aralıkları esas alınmıştır. Antimutajenite değerlendirilmesinde %0-25, %26-40, %40 
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ve üzeri olmak üzere üç gruplandırılma yapılmış ve her bir yüzde aralığının anlamı 

Tablo 2.2.’de verilmiştir (66).   

 

Tablo 2.2. Antimutajenite değerlendirme kriterleri 

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

Antimutajenite (%) Sonuç 

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

%40 ve üzeri Güçlü antimutajenite 

 

2.5.Pozitif kontrol  

Ekstraktların antimutajenik analizlerine paralel olarak standart mutajenik etkisi 

olduğu bilinen ajanlar pozitif kontrol olarak aynı prosedüre tabii tutulmuştur. 2-

aminoflouren (2-AF)  S9 karışımı varlığında pozitif kontrol olarak S. yphimurium TA 

98 suşu denemelerinde;  4-nitro-o-fenilendiamin (4-NFD) S9 karışımı yokluğunda S. 

yphimurium TA 98 suşu denemelerinde pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Farklı 

bakteri şuşları için her bir kimyasalın etkiside farklıdır. Bu kapsamda Salmonella 

typhimurium TA 100 suşu ile yapılan çalışmalarda S9 karışımı varlığı ya da yokluğu 

farketmeksizin pozitif kontrol olarak sodyum azid kullanılmıştır (67-68). 

Bakteri kültürü, pozitif kontrol maddesi (2-aminoflouren/4-nitro-o-

fenilendiamin/sodyum azid, 0.1 ml), top agar (2 ml) bir tüp içerisinde karıştırılarak 

minimal glukoz agarlı plaklara aktarılmıştır. 37 °C’de 48 saatlik inkübasyon 

sonrasında revertant koloni sayıları tespit edilmiştir. S9(+) çalışmaları için; karışım 

ortamına S9(+) karışımı ilave edilerek deneysel prosedür tekrarlanmıştır (67-68).  
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2.6.Negatif kontrol  

Çalışmada bitki ekstraktarı ve pozitif kontrol amacıyla kullanılan 4-nitro-o-

fenilendiamin, 2-aminoflouren Dimetil sülfoksit içerisinde çözülmüştür. Çalışmada 

kullanılan diğer pozitif mutajen olan sodium azidi çözmek için ise dH2O 

kullanılmıştır. Bu kapsamda su ve dimetil sülfoksit çözeltileri negatif kontol 

amacıyla test edilmiştir.  

Bakteri kültürü, dimetil sülfoksit ya da dH2O (0.1 ml), top agar (2 ml) bir tüp 

içerisinde karıştırılarak minimal glukoz agarlı plaklara aktarılmıştır. 37 °C’de 48 

saatlik inkübasyon sonrasında revertant koloni sayıları tespit edilmiştir. S9(+) 

çalışmaları için karışım ortamına S9(+) karışımı ilave edilerek deneysel prosedür 

tekrarlanmıştır (67-68).  

 

2.7.Sonuçların Değerlendirilmesi 

İstatistiksel farklılıkların değerlendirilmesinde One-way ANOVA ve Duncan testleri 

kullanılmıştır. Veriler ortalama ± Standart sapma (SD) değerleri olarak verilmiş ve p 

değerleri 0.05’den küçük olduğunda istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

Bu çalışmada Smilax excelsa yaprak ve meyve ektraktının anti- mutajenik aktivitesi 

Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suşları ile araştırılmıştır. 

Çalışmada öncelikli olarak doku ekstraksiyonları gerçekleştirilmiş, ekstraksiyon 

verimliklikleri ve sitotoksik doz hesaplamaları yapılmıştır. Uygulama dozlarının 

belirlenmesi sonrasında Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suşları 

kullanılarak Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile Smilax excelsa yaprak ve meyve 

dokularının antimutajenik aktiviteleri belirlenmiştir. 

3.1. Ekstraksiyon verimlilikleri 

Smilax excelsa yaprak ve meyve kısımlarının kloroform, aseton ve metanol 

çözücülerinde ekstraksiyon verimliklikleri Şekil 3.1’de verilmiştir. Smilax excelsa 

meyve dokularının ekstraksiyonunda en verimli çözgen kloroform iken yaprak 

dokuları için en uygun çözgen maddenin metanol olduğu belirlenmiştir. Bununla 

birlikte Smilax excelsa meyve dokularının ekstraksiyonunda yaprak dokularına 

kıyasla daha fazla ekstrakt elde edilmiştir. Meyve dokularında gerçekleştirilen 

eksraksiyonda yaprak dokularına kıyasla 1.39 kat fazla verim elde edildiği 

belirlenmiştir. Dokular arasındaki bu farklılık, yaprak dokularındaki hücre zarı 

yapısının ekstraksiyona karşı dayanıklı olması ile ilişkilendirilmiştir. 

Yaprak dokularının metanol ile ekstraksiyonunda kloroform ekstraksiyonuna kıyasla 

1.05 kat, aseton ekstraksiyonuna kıyasla 1.45 kat daha fazla verimlilik oranının elde 

edildiği belirlenmiştir. Meyve dokularında ise kloroform ile ekstraksiyonda aseton 

ekstraksiyonuna kıyasla 1.60 kat, metanol ekstraksiyonuna kıyasla 1.41 kat daha 

fazla verimlilik oranının elde edildiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar dokuların 

çözgenlere verdiği farklı cevap/geçirgenlik ilişkisi ile açıklanabilir. Çalışmaların 

devamında meyve dokularından kloroform ile elde edilen ekstraktlar, yaprak 

dokularında ise metanol ile elde edilen ekstraktlar kullanılmıştır. 
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Şekil 3.1. Smilax excelsa yaprak ve meyve örneklerinde ekstraksiyon verimlilikleri 

3.2. Sitotoksik Dozun Belirlenmesi  

Antimutajenite denemelerinde kullanılan bitki ekstraktlarının sitotoksik dozları S. 

typhimurium TA 98 ve TA 100 suşları üzerinde araştırılmıştır (Tablo 3.1) Mutajenite 

tesinde normal koşullarda kendiliğinden oluşan revertant koloni değerlerinin iki katı 

düzeyde ya da iki katından fazla bir sayıda revertant koloni elde edilmesi mutajenik 

etkiye işaret etmektedir. 

         

Şekil 3.2. Kendiliğinden geriye dönen koloni sayılarının kontrolü.  a) S. typhimurium 

TA 98 suşunda, b) S. typhimurium TA 100 suşunda 
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S. excelsa meyve ve yaprak ekstraktları ile elde edilen revertant koloni sayıları 

normal koşullarda kendiliğinden oluşan revertant koloni sayıları ile parallik 

göstermiş olup 2 katı düzeyine çıkmamıştır (Şekil 3.2). Bu nedenle çalışmada test 

edilen dozların sitotoksik etki göstermediği belirlenmiştir. Revertant koloni sayısı ile 

test edilen ekstrat dozu arasında istatiksel olarak anlamı bir değişim olmadığı, yani 

revertant koloni oluşumunun doza bağımlı bir olmadığı belirlenmiştir (Tablo 3.1). 

Çalışmada gözlenen maksimum revertant koloni sayısı S. excelsa meyve ekstraktının 

100 mg/plak dozunda TA 100 suşu ile S9 (+) ‘da 127 revertant koloni/plak olarak 

belirlenmiştir. Minimum revertant koloni sayısı ise S. excelsa yaprak ekstraktının 10 

mg/plak dozunda TA 98 suşu ile S9 (-) ‘da 21 revertant koloni/plak olarak 

belirlenmiştir. Çalışma sonuçlarından genel olarak S9 (+) varlığında elde edilen 

revertant koloni sayısının S9(-)’e kıyasla daha yüksek olduğu fakat bu farkın 

istatiksel olarak anlamlı olmadığı belirlenmiştir. 

Tablo 3.1. Yaprak ve meyve ekstraktlarında sitotoksik doz tayini 

  

Konsantrasyon 

(mg/plak) 

Revertant koloni/plak 

 TA 98 TA 100 

 S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+) 

S.excelsa 

yaprak 

dokusu  

 

 

 

 

 

 

S.excelsa 

meyve  

dokusu 

10 21±2 25±2 91±5 90±6 

25 29±3 27±3 98±4 103±5 

50 31±2 35±3 90±4 105±5 

100 35±2 41±4 101±6 111±8 

10 25±2 39±2 115±5 124±10 

25 27±3 26±3 109±7 119±7 

50 36±3 31±3 99±4 121±11 

100 29±2 30±2 115±11 127±9 

Pozitif k. 100 495±21 3916±50 4126±38 4218±49 

Negatif k. 100 31±3 35±2 109±8 111±7 
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3.3. Antimutajenik aktivite tayini 

S. excelsa yaprak ekstraktlarının TA 98 suşu ile gerçekleştirilen antimutajenite test 

sonuçları Şekil 3.3’de verilmiştir. Yaprak ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA98 

suşu üzerinde S9 karışımı yokluğunda %88 oranında inhibisyon oluşturduğu 

belirlenmiştir. Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml 

ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana 

kıyasla 1.60 kat fazla olduğu belirlenmiştir. İnhibisyon yüzdeleri 

değerlendirildiğinde 10-100 mg/ml aralığında ekstraktların güçlü antimutajenik 

aktivite sergilediği belirlenmiştir. Yaprak ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA98 

suşu üzerinde S9 karışımı varlığında %81 oranında inhibisyon oluşturduğu 

belirlenmiştir. Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml 

ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana 

kıyasla 1.68 kat fazla olduğu belirlenmiştir. Benzer şekilde S9 karışımı varlığında da 

inhibisyon yüzdeleri oranları baz alındığında 10-100 mg/ml aralığında ekstraktların 

güçlü antimutajenik aktivite sergilediği belirlenmiştir. Ayrıca S9 karışımı varlığında 

ya da yokluğunda elde edilen veriler kıyaslandığında S9 karışımı kullanıldığında elde 

edilen inhibisyon sonuçlarının daha düşük olduğu belirlenmiştir.   
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Şekil 3.3. Smilax excelsa yaprak ekstraklarının TA 98 üzerine antimutajenik 

aktiviteleri  
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S. excelsa yaprak ekstraktlarının TA 100 suşu ile gerçekleştirilen antimutajenite test 

sonuçları Şekil 3.4’de verilmiştir. Yaprak ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA100 

suşu üzerinde S9 karışımı yokluğunda %79 oranında inhibisyon oluşturduğu 

belirlenmiştir. Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml 

ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana 

kıyasla 1.97 kat fazla olduğu belirlenmiştir. İnhibisyon yüzdeleri 

değerlendirildiğinde 10mg/ml aralığında ekstraktların orta düzeyde antimutajenik 

aktivite,  25-100 mg/ml aralığında ekstraktların güçlü antimutajenik aktivite 

sergilediği belirlenmiştir. Yaprak ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA100 suşu 

üzerinde S9 karışımı varlığında %69 oranında inhibisyon oluşturduğu belirlenmiştir. 

Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml ekstrakt ile elde 

edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana kıyasla 1.76 kat fazla 

olduğu belirlenmiştir. Antimutajenik aktivite artışında doz artışının etkisinin, TA 100 

şusu denemelerinde TA98 suşuna kıyasla daha etkili olduğu gözlenmiştir.  S9 

karışımı varlığında da inhibisyon yüzdeleri oranları baz alındığında 10 mg/ml ve 25 

mg/ml derişimlerinde ekstraklar orta düzeyde antimutajenik aktivite sergilerken 50 

mg/ml ve 100 mg/ml derişimlerinde güçlü etkiye sahiptir. Ayrıca S9 karışımı 

varlığında ya da yokluğunda elde edilen veriler kıyaslandığında S9 karışımı 

kullanıldığında elde edilen inhibisyon sonuçlarının daha düşük olduğu belirlenmiştir.   

 

Şekil 3.4. Smilax excelsa yaprak ekstraklarının TA 100 üzerine antimutajenik 

aktiviteleri  
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S. excelsa meyve ekstraktlarının TA 98 suşu ile gerçekleştirilen antimutajenite test 

sonuçları Şekil 3.5’te verilmiştir. Meyve ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA98 suşu 

üzerinde S9 karışımı yokluğunda %91 oranında inhibisyon oluşturduğu 

belirlenmiştir. Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml 

ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana 

kıyasla 1.54 kat fazla olduğu belirlenmiştir. İnhibisyon yüzdeleri 

değerlendirildiğinde 10-100 mg/ml aralığında ekstraktların güçlü antimutajenik 

aktivite sergilediği belirlenmiştir. Meyve ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA98 suşu 

üzerinde S9 karışımı varlığında %79 oranında inhibisyon oluşturduğu belirlenmiştir. 

Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml ekstrakt ile elde 

edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana kıyasla 1.43 kat fazla 

olduğu belirlenmiştir. Benzer şekilde S9 karışımı varlığında da inhibisyon yüzdeleri 

oranları baz alındığında 10-100 mg/ml aralığında ekstraktların güçlü antimutajenik 

aktivite sergilediği belirlenmiştir. Ayrıca S9 karışımı varlığında ya da yokluğunda 

elde edilen veriler kıyaslandığında S9 karışımı kullanıldığında elde edilen inhibisyon 

sonuçlarının daha düşük olduğu belirlenmiştir.   

 

 

Şekil 3.5. Smilax excelsa meyve ekstraklarının TA 98 üzerine antimutajenik 

aktiviteleri 

0

20

40

60

80

100

10mg/plak
25mg/plak

50mg/plak
100mg/plak

İnhibisyon
(%)

S9 (-)

S9 (+)



24 

 

S. excelsa meyve ekstraktlarının TA 100 suşu ile gerçekleştirilen antimutajenite test 

sonuçları Şekil 3.6’da verilmiştir. Meyve ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA100 

suşu üzerinde S9 karışımı yokluğunda %61 oranında inhibisyon oluşturduğu 

belirlenmiştir. Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml 

ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana 

kıyasla 1.32 kat fazla olduğu belirlenmiştir. İnhibisyon yüzdeleri 

değerlendirildiğinde 10mg/ml aralığında ekstraktların orta düzeyde antimutajenik 

aktivite,  25-100 mg/ml aralığında ekstraktların güçlü antimutajenik aktivite 

sergilediği belirlenmiştir. Meyve ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA100 suşu 

üzerinde S9 karışımı varlığında %55 oranında inhibisyon oluşturduğu belirlenmiştir. 

Doz artışı ile birlikte inhibisyon yüzdesinin de arttığı, 100 mg/ml ekstrakt ile elde 

edilen inhibisyon oranının 10 mg/ml dozunda elde edilen orana kıyasla 1.61 kat fazla 

olduğu belirlenmiştir. S9 karışımı varlığında inhibisyon yüzdeleri oranları baz 

alındığında 10 mg/ml ve 25 mg/ml derişimlerinde ekstraklar orta düzeyde 

antimutajenik aktivite sergilerken 50 mg/ml ve 100 mg/ml derişimlerinde güçlü 

etkiye sahiptir.  

 

 

Şekil 3.6. Smilax excelsa meyve ekstraklarının TA 100 üzerine antimutajenik 

aktiviteleri 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Artan sanayileşme ve buna bağlı olarak ortaya çıkan çevre kirliliği göz önünde 

bulundurulduğunda doğal antimutajenik ve antikanserojenik bileşiklerin önemi gün 

geçtikçe artmaktadır. Doğal olan bu bileşiklerin en güçlü etkiyi sergileyen türleri 

tespit edilmeli ve bu konudaki çalışmalar hızla arttırılmalıdır.  Bu konuda pek çok 

çalışma bulunmasına rağmen doğal kaynakların çeşitliliği bu çalışmaları yetersiz 

kılmaktadır. Bu çalışmada Smilax excelsa yaprak ve meyve ektraktının anti- 

mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella/Mikrozom testi kullanılarak Salmonella 

typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suşları ile araştırılmıştır. Smilax türleri ile 

ilgili bazı antioksidan çalışmalar gerçekleştirilmiş olmakla birlikte antimutajenik 

çalışmalar bu türler için oldukça yenidir (69-72). Bu çalışmada ise henüz detaylı bir 

şekilde araştırılmamış olan Smilax excelsa (Merulcan) yaprak ve meyve ekstraktların 

antimutajenik aktivite açısından incelenmiştir.  

Çalışmada öncelikli olarak doku ekstraksiyonu sonrasında ekstraksiyon verimlilikleri 

ve sitotoksik doz tespiti yapılmıştır. Smilax excelsa yaprak dokuları 

ekstraksiyonunda en uygun çözücünün metanol,  meyve dokularının 

ekstraksiyonunda en verimli çözücünün ise kloroform olduğu belirlenmiştir. Bununla 

birlikte Smilax excelsa meyve dokularının ekstraksiyonunda yaprak dokularına 

kıyasla daha fazla ekstrakt elde edilmiştir. Dokular arasındaki bu farklılık, yaprak 

dokularındaki hücre zarı/duvarı yapısının ekstraksiyona karşı dayanıklı olması ile 

ilişkilendirilmiştir. Yaprak dokularının metanol ile ekstraksiyonunda elde edilen 

yüksek verim ile meyve dokularının kloroform ile ekstraksiyonunda elde edilen 

yüksek verim dokuların çözgenlere verdiği farklı cevap/geçirgenlik ilişkisi ile 

açıklanabilir.  Ekstraksiyonda etken maddelerin dokulardan çıkarılmasında 

çözücünün rolü oldukça önemlidir. Etken maddelerin farklı kimyasal yapıda 

olmaları, farklı polariteye sahip olmaları ve bu nedenle farklı çözücülerle farklı 

reaksiyon vermeleri ekstraksiyon verimliliğini etkileyen önemli bir faktördür (73). 

Polar çözücüler bitkisel dokulardan polifenollerin uzaklaştırılmasında oldukça 

etkilidir. Bu çalışmada kullanılan aseton, kloroform ve metanol polar 

çözücülerdendir. Bu nedenle elde edilen ekstraklarda polifenollerin yüksek oranda 

bulunduğu söylenebilir. Metanol küçük moleküler ağırlık bileşiklerin 

ekstraksiyonunda oldukça etkili iken aseton büyük moleküler ağırlık bileşliklerin 
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ekstraksiyonunda oldukça kuvvetlidir (74). Çalışmaların devamında meyve 

dokularından kloroform ile elde edilen ekstraktlar, yaprak dokularında ise metanol ile 

elde edilen ekstraktlar kullanılmıştır. 

S. excelsa meyve ve yaprak ekstraktlarının farklı dozlarında sitotoksik etkileri 

araştırılmış ve her bir dozda oluşan revertant koloni sayılarının kendiliğinden oluşan 

revertant koloni sayıları ile parallik gösterdiği ve test edilen dozların sitotoksik etkiye 

sahip olmadığı belirlenmiştir. Bu kapsamda çalışma devamında antimutajenik etki 

her bir doz için test edilmiştir. Yaprak ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA98 ve TA 

100 suşu üzerinde S9 karışımı yokluğunda sırasıyla %88 ve %79 oranında inhibisyon 

oluşturduğu belirlenmiştir. S9 karışımı varlığında ise TA98 ve TA 100 suşları için 

sırasıyla %81 ve %69 oranında inhibisyon oluşturduğu belirlenmiştir. Yaprak 

ekstraktlarında maksimum antimutajenik etki S9 yokluğunda TA 98 suşuna karşı  

100 mg/ml dozunda elde edilmiştir. Meyve ekstraktının 100 mg/ml dozunda TA98 

ve TA 100 suşu üzerinde S9 karışımı yokluğunda sırasıyla %91 ve %61 oranında 

inhibisyon oluşturduğu belirlenmiştir. S9 karışımı varlığında ise TA98 ve TA 100 

suşları için sırasıyla %79 ve %55 oranında inhibisyon oluşturduğu belirlenmiştir. 

Meyve ekstraktlarında maksimum antimutajenik etki S9 yokluğunda TA 98 suşuna 

karşı 100 mg/ml dozunda elde edilmiştir. Ayrıca meyve ve yaprak ekstraktlarının her 

bir dozu için genel olarak S9 yokluğunda, TA 98 suşu ile elde edilen antimutajenik 

etkinin TA 100 suşuna kıyasla daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Bu da baz 

değişikliği mutasyonuna sahip mutant TA 100 suşunun antimutajenik etkiye karşı 

daha dayanıklı olduğuna işaret etmektedir. 

Literatürde doğal ürünlerin antimutajenitesi üzerine çalışmalar oldukça fazladır. Pek 

çok araştırmada orta ya da güçlü düzeyde antimutajenik akviteye rastlanırken, bazı 

doğal maddelerin antimutajenik aktivite sergilemediği de rapor edilmektedir.  

Martino ve ark., Origanum vulgare L.’den ekstrakte edilen uçucu yağların S. 

typhimurium TA98 ve TA100 suşları üzerinde mutajenik aktivite göstermediğini 

tespit etmişlerdir (75). Matricaria chamomilla L. (papatya) ve Salvia stenophylla 

Burch.ex Benth uçucu yağlarının aflatoksin B1’e karşı antimutajenik aktivite 

sergilediği Ames testi ile belirlenmiştir (76,77). Samant ( 1997), Celtis australis’in 

Ames testi sonuçlarında antimutajenik etkiye sahip olduğunu rapor etmiş, bu etkinin 

ekstraktta bulunan azotsuz organik bileşikler ve ham lif maddelerine bağlı olduğunu 
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rapor etmiştir (78). Jayaprakasha ve ark., C. zeylanicum meyve ekstraktlarının S. 

typhimurium TA 100 suşu üzerindeki sodyum azid mutajenitesine karşı, güçlü 

antimutajenik aktivite sergilediğini belirlemişlerdir (79). 

Smilax türlerine ait yaprak ve meyve özütlerinin pek çok koruyucu etkisi daha önceki 

çalışmalarda araştırılmıştır. Bu araştırmalar daha çok antimikrobiyal etki ve 

antioksidan etkiler üzerine olup (80-82), nefrotoksisiteye karşı koruyucu etkisi (83), 

immün sistemi güçlendirici (84) etkileri üzerine de çalışmalar mevcuttur. Smilax 

türlerine ait dokuların içerdiği aktif fenilpropanoid glikozid (85), antosiyanin (86), 

flavanoid glikozid (87), steroidal saponin (88,89) ve fitokimyasal bileşikler (90) 

nedeniyle antioksidan etki gösterdiği rapor edilmektedir. Ayrıca Smilax excelsa 

türüne ait meyvelerde renk oluşumundan sorumlu likopen de yüksek koruyucu role 

sahip bir bileşiktir ve bu çalışmada meyve ekstraktlarının sergilediği antimutajenik 

etki ile ilişkilendirilebilir. Likopen, güçlü bir antioksidandır ve 

antikarsinojenik/antimutajenik özellikleri bilinmektedir. Likopen ayrıca, antioksidan 

özelliği nedeniyle hücreleri serbest radikallerin olumsuz etkisine karşı korumakta, 

hücre-hücre arasındaki iletişimi, bağları güçlendirmekte ve hücre metabolizmasını 

düzenlemektedir (91-93).  

Smilax türlerine ait çeşitli dokularda saponin varlığı da rapor edilmektedir (88,89). 

Saponinler yüksek antioksidan aktivitesi sayesinde antimutajenik, antikarsinojenik 

etki sergilemektedirler. Bitki dokularında bulunan saponinlerin, özelliklere böceklere 

karşı ve çevreden gelebilecek zararlı etkenlere karşı savunmada kullanıldığı 

bilinmektedir (94). Fareler üzerine gerçekleştirilen bir çalışmada saponin 

uygulamasının preneoplastik kolon lezyonlarında gerilemeye neden olduğu rapor 

edilmektedir. Benzer başka bir çalışmada ise ginsenoside-Rb2 ve ginsenoside-Rg3 

saponinlerinin tümör metastazını inhibe edici bir özellik sergilediği belirtilmiştir (94-

96).  

Bitkilerin yaprak, kök, çiçek ve meyve gibi dokularında glikozitler şeklinde bulunan 

flavonoid çeşitlerinin 2000’den fazla bir sayıda olduğu bilinmektedir (97). Smilax 

yaprak ve meyve dokuları da çeşitli flavanoid içermektedir (87). Flavanoidler, 

antioksidatif etkileri ile serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonu önleyerek 

kalp damar hastalıkları, kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastalıkların 
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önlenmesinde aktif rol almaktadır. Radikal oluşumunda görev alan enzimatik sistemi 

engelledği, metal iyonlarını bağlayarak lipid oksidasyonunu azalttığı da 

bilinmektedir (98). Pek çok çalışmada flavonoidlerin antimutajenik ve 

antikanserojenik etkilerinin olduğu gösterilmektedir. Bu çalışmada özellikle yaprak 

ekstraktlarının gösterdiği yüksek antimutajenik etki yaprak özütlerinde bulunan 

flavanoidlerin aktif etkileri ile açıklanabilir (99-101). 

Doğal bitkisel bileşenler, tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de uzun yıllardır çeşitli 

hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Gelişen teknolojiye paralel olarak 

kullanımı gittikçe artmış bulunan sentetik ilaç maddelerinin pek çok yan etkilerinin 

olması ve mikroorganizmaların çeşitli direnç mekanizmaları oluşturması, doğal aktif 

bileşenlerin tedavi amaçlı kullanımını tekrar ön plana çıkarmıştır. Bitkisel doğal 

ürünlerin antifungal, antioksidatif, antibakteriyel, antimutajenik, antiviral ve 

antikanserojenik gibi pek çok etkileri çeşitli çalışmalarla ortaya konmaktadır. Fakat 

doğal kaynakların çeşitliliği bu çalışmaları yetersiz kılmaktadır. Bu çalışmada 

Karadeniz bölgesinde yayılış gösteren, Smilax excelsa yaprak ve meyve ektraktının 

anti-mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella/Mikrozom testi kullanılarak Salmonella 

typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suşları ile araştırılmış ve özellikle sıkça 

gıda maddesi olarak tüketilen yaprak ve meyve ekstraklarının TA 98 suşu üzerine  

yüksek antimutajenik aktivite sergilediği belirlenmiştir.  Bununla birlikte sitotoksik 

doz tespiti sonununda test edilen dozlarda mutajenik etkinin görülmemesi, Smilax 

excelsa yaprak ve meyve dokularının potansiyel bir doğal antimutajenik kaynak 

olduğunu göstermektedir. 
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