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OZET

SMILAX EXCELSA L. EKSTRAKLARININ
AMES/SALMONELLA MIKROZOM TEST SISTEMI ILE ANTIMUTAJENIK
ETKISININ ARASTIRILMASI
AZAP, Elvan
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Emine YALCIN

AGUSTOS 2016, 39 sayfa

Bu calismada, Smilax excelsa yaprak ve meyve ekstraktlarimin antimutajenik
aktiviteleri Ames/Salmonella/mikrozom test yontemi ile incelenmistir. 10-100
mg/ml dozlarinda yaprak ve meyve ekstraktlarmin sitotoksik etkisinin olmadigi
gbzlenmistir. Antimutajenite ¢alismalar1 S9 (+) ve S9 (-) olmak tizere Salmonella
typhimurium TA 98 ve TA 100 suslart ile gergeklestirilmistir.  Maksimum
antimutajenik etki yaprak ekstrakti ile 100 mg/ml dozunda TA98 susu iizerine S9
karisimi yoklugunda %88 olarak elde edilmistir. Ayrica, Smilax excelsa bitkisinin

tiim ekstraktlarinin giiclii antimutajenik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir.

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

Antimutajenik aktivite



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 YALCIN

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. GIRiS

Artan endiistrilesme ile birlikte c¢esitli sektorlerde kimyasal maddelerin ve
antibiyotiklerin kullanimimin artmasi ve bu ajanlarin yan etkilerinin fazla olmasi,
olumsuz etkileri giderebilecek dogal bilesenlere karsit ilgiyi her gecen giin
arttirmaktadir. Kimyasallarin olumsuz etkilerini ya da yan etkilerini 6nleyen
bilesikler, ilag halinde ya da diyet igerisinde tabii orijinli bilesikler halinde
tiiketilebilmektedir. Bitkiler geleneksel ve modern ilaglarin hammaddesi olarak tibbi
amacl kullanilmaktadir (1-2). Klinik ve epidemiyolojik calismalarda, bitkilerin
cesitli dokularinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri sayesinde
akut/kronik hastaliklar1 ve gesitli dejeneratif kusurlar sonucu olusan rahatsizliklar
giderdigine dair veriler saptanmustir. Cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikis1 ya da seyri
asamasinda koruyucu, inhibe edici ve azaltici 6zelligi olan bitkisel aktif bilesenler
hakkinda pek ¢ok deneysel calismalar yapilmakta, antimutajenik ve antikanserojenik
etkileri aydinlatilmaktadir. Giinlik yasamda antimutajen ve antikarsinojen etkili
bilesiklerin diizenli kullanimimin kanser ve genetik hastaliklar1 onlemede etkili
olabilecegi one stiriilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, yesil sebze ve taze meyve
iceren bilesiklerin tiiketiminin insanlari pek ¢ok hastaliga karsi1 korudugunu
gostermektedir. Insanlar, giinliik yasamlarinda ¢ok sayida kimyasal karsinojen ve
mutajenlere maruz kalabilmektedirler. Bunlar arasinda antineoplastik ilaclar,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aromatik aminler, nitrozaminler, metaller,
radyasyon bulunur. Insan viicudu bu tip kimyasal bilesiklere karsi cok cesitli
savunma mekanizmalar1 gelistirmesine ragmen bu kimyasal bilesiklere kars1 giderek
artan maruziyet nedeniyle, mutajenik ve/veya karsinojenik  6zelliklerini
baskilayabilecek nitelikte diger bilesiklerin belirlenmesine ve kullanilmasina gerek
vardir (3-5). Bilesiklerin mutajenik ve antimutajenik etkilerini belirlemek i¢in en
giivenilir yontem deney hayvanlarinda timo6r indiiksiyonudur. Fakat indiiksiyon
testinin uzun zaman almasi, tekrarlanabilirliginin zor olmas1 ve maliyetinin yiiksek
olmast bu testin kullanilabilirligini azaltmaktadir. Bu nedenle mutajenite ve
antimutajenite arastirmalart i¢in kisa zamanda sonug¢ verebilen, tekrarlanabilirligi
kolay, maliyeti diisiik test sistemleri gelistirilmistir. Kisa zamanli ve maliyeti diisiik
test sistemlerinden en yaygin olarak kullanilanlardan bazilar

Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi, S.O.S kromotest gibi bakteriyel test



sistemleridir. Bakteriler; basit ortamlarda hizli tiremeleri ve maliyetlerinin dusiik
olmasi nedeni ile tercih edilmektedirler (6-7). Bu calismada Karadeniz bolgesinde
sikca tiiketilen Smilax excelsa ekstraktlarinin ve antimutajenik aktivitesi Ames/
Salmonella/Mikrozom test yontemi (Salmonella typhymurium’un TA 98 ve TA 100)

yontemi ile belirlenmistir.

1.1.  Smilax excelsa L.

Smilax excelsa (Merulcan) Karadeniz disinda bazi bolgelerde merucen; merulcan,
merucen, marucan, melocan, melvocan, silcan, diken gozii, diken gicir1 olarak da
gecmektedir. Dikenli bir bitki olan ve ilkbahar aylarinda bitki geng siirgiinlerini
vermeye baslayan Smilax excelsa’nin siirglinleri sebze olarak tliketilmektedir (Sekil

1.1) (8-10).

Sekil 1.1. Smilax excelsa’nin genel goriiniimii (a), meyve goriiniimii (b)

Smilax tiirlerine ait rizomlarin ¢esitli immunomodiilator, antibakteriyal, antifungal,
antioksidan gibi ¢esitli farmakolojik 6zellikleri oldugu bilinmektedir (11-13). Smilax
china kok ekstraktlarinin yiikksek oranda 1,1-diphenyl-2picrylhydrazil (DPPH)
radikal siipiiriicti etkiye sahip oldugu, lipid peroksidasyonunu oneledi ve antioksdain
enzim aktivitelerini arttirdigi belirtilmektedir (14). Terletme va kan1 temizleme gibi
pek cok o6zelligi bilinen Smilax excelsa’nin frengide de tedavi amaclh kullanildig

rapor edilmektedir (9).



Tablo1.1. Smilax excelsa’nin sistematik hiyerarsisi ve morfolojik 6zellikleri

Sistematik Hiyerarsi Morfolojik Ozellik
Alem Plantae Ortalama Boy >3m
Boliilm | Angiosperms Genel Ozellik Tirmanici ve ¢ok yillik
Simif Liliopsida Govde Odunsu ve alt kismi1 dikenli
Takim | Liliales Cicek Semsiye durumlu
Familya | Smilacaceae Dal formu 20 metreye kadar boylanabilme
Cins Smilax Yaprak Kalp seklinde
Tiir Smilax excelsa Cigek Rengi Beyaz-sarims1 yesil

Smilax excelsa’nin da dahil oldugu Smilacaceae familyasi iiyeleri, ortalama boyu 3
m’den biiylik olan 15 m’ye kadar boylanabilen, odunsu, dikenli, ¢ok yillik bir
bitkilerdir. Yapraklar alternan dizilisli, yaprak saplar1 kisa kalp seklinde morfolojiye
sahip, meyveleri ilk olusumunda yesil daha sonra kirmizi renk alan, denize kiyisi
olan bolgelerimizde 800 m kadar yiikseklerde goriilebilen tiirlerdir (Tablo 1.1.).

Stipulalar siiliik seklini alan Smilax tiirlerinde ¢igekler, yapraklarin koltugunda, basit
umbella veya panikula durumundadir. Bakka tipi meyveye sahip olan tiiriin uzun,
dar, silendrik kokleri mevcuttur. Orta Amerika’da daha ¢ok tibbi 6zellige sahip olan
S. utilis, S. medica, S. ornata, S. officinalis, S. syphilitica, S. papyracea tiirleri
yetisirken Anadolu’da S. aspera ve S. excelsa tiirleri yetismektedir. S. aspera Bati ve
Giliney Anadolu’da, S. excelsa ise daha ¢ok Kuzey Anadolu boyunca yaygindir (8-
10). Smilax tiirlerinde c¢esitli aktif bilesenlerin oldugu pek c¢ok c¢alisma ile ortaya
konmustur. Ozellikle rizomlarda flavonoidleri, fenil praponoidler, fenolik asitler aktif
bilesen olarak yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Bu aktif bilesenler Smilax tiirlerinin
antitimor, anti-mutajenik, antibakteriye, antifungal, antiosidan, antiinflamatuar

ozellik sergilemesinden sorumludur (9).



1.2.Mutajenik ve Antimutajenik aktivite

Mutajenik etki genomda kendiliginden meydana gelen ya da viicuda disardan alinan
kimyasal maddelerin olusturdugu kalitimsal baz degisimleridir. Kimyasal maddelerin
etkisi sonucu olusan mutasyonlarin kanser ile iligkili oldugu pek ¢ok ¢alismad ortaya
konmaktadir. Direkt ya da viicuda alindiktan sonra biyotransformasyon ile aktif hale
doniisip kansere neden olan pek ¢ok bilesigin aynt zamanda mutajenik etki
gosterdigi de kabul edilmektedir. Bu durum yaklasik 300 kimyasalin kullanildig1
Ames test sistemi ile arastirllmis ve test edilen karsinojen etkili 175 maddeden
157’inin mutajenik etkiye sahip oldugu, karsinojenik etkiye sahip olmayan test edilen
108 maddeden, 94’uniin mutajenik etkili olmadig1 saptanmistir. Kisaca kanserojen
etki gosteren kimyasal ajanlarin % 90’1 mutajenik, kanserojen etki gdstermeyen
kimyasal maddelerin % 87’sinin de mutajenik etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir.
Mutasyona neden olan her madde kanser olusturmasada mutajenite ve kanser
olusumu arasindaki paralellik antimutajenik bilesiklerin aragtirmalarini  onciil
caligmalar haline getirmektedir. Antimutajenik etki, mutajen etki gosteren toksik
ajanlarin etkisini azaltma/yok etme ya da genomda olusturdugu mutasyonu
etkisizlestirme/6nleyebilme etkisidir. Antimutajenler etki mekanizmalarina gore

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

Q

) ~ Mutajen ajaniar
Anti-mutajenler
¢ Tamir mekanizmasi
x Mutasyon

Sekil 1.2. Mutajenik ve Antimutajenik aktivite (16)



1.2.1. Des-mutajenler

Desmutajenler; hiicreye mutajen girisini ¢esitli yollarla 6nleyerek ajanlarin DNA’ya
ulagsmasini engelleyerek mutajeniteyi ortadan kaldirmaktadir (17). 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 arkadaslari, Captan pestisitinin hiicrede
sistein tarafindan bloke edilerek antimutajenik aktivitenin olustugunu rapor
etmislerdir (18). Namiki ve Osawa ise sorbik asit ve sodyum nitrit gida katki
maddelerinin vitamin C tarafindan kimyasal baglanma yolu ile inhibe edildigini
bildirmislerdir (19). Vitamin E, urik asit, vitamin C gibi bilesiklerin benzer
mekanizma ile hidrojen peroksit ve oksijen radikallerinin mutajenik aktivitesini
durdurduklar1 belirlenmistir. Bu verilerden hareketle genel olarak antioksidanlarin
desmutajen olarak siniflandirilabilecegi belirtilmistir (20).

Pek ¢ok protein yapidaki molekiiller mutajenler {izerine enzimatik aktivite gostererek
desmutajen Ozelligi kazanmaktadir. Peroksidaz ve NADP-oksidaz aktivitesi
sergileyen metabolitlere sahip pek c¢ok dogal besinlerin, desmutajenik aktivite
sergiledigi bildirilmektedir. Brokoliden izole edilen bazi bilesiklerin bu tiir enzimatik
yolla antimutajenik aktivite sergiledigi rapor edilmistir. Peroksidazlarin, 6zellikle
heterosiklik aminler {izerine desmutajenik aktivite sergiledigi bilinmektedir.
Detoksifikasyonda gorev alan karaciger enzimlerinin tamamini desmutajen olarak
siiflandirmak miimkiindiir. Bitkilerde bulunan bazi yiiksek molekiiler agirlikli
bilesiklerin mutajenleri absorbe ederek antimutajenik aktivite gosterdigi de
belirlenmistir. Yesil biber ve lahanadan izole edilen bazi lif yapidaki bilesiklerin
mutajenleri geri doniisiimsiiz olarak absorbe ettigi rapor edilmektedir. Ozellikle lifli
gidalarda goriilen bu etki, yiiksek molekiiler agirliga ve genis ylizey alana sahip lifsi
yapilarin, ylizeyinde geri dontistimsiiz olarak kimyasal ajanlari absorbe etmesi ve

hiicreye zarar vermesini 6nlemesi ile agiklanabilir (20).



1.2.2. Biyo-antimutajenler

Biyo-antimutajenler etkilerini daha ¢ok hiicre icerinde gostermektedirler. Ozellikle
DNA’da olusabilecek hasarlar1 azaltma ya da olusan mutasyonlar1 tamir etme yolu
ile antimutajenik aktivite sergilemektedirler. Mutajenin DNA iizerinde olusturdugu
etki sonrasinda, DNA replikasyonu ve DNA tamir mekanizmalarini diizenleyerek
mutajen maddenin etkisini azaltan bilesikler biyoantimutajenik  olarak

siniflandirilmktadir.

Biyoantimutajenler genel olarak DNA polimeraz I ve DNA polimeraz III sentezini
arttirarak, error- prone DNA tamir mekanizmasini engelleyerek, error- free DNA
tamir mekanizmasimni gelistirerek etki gostermektedirler. Biyoantimutajenik
aktiviteye sahip Kobalt kloriiriin, E. coli’de N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidin
(MNNG)’nin DNA replikasyonu sirasinda olusturdugu spontan mutasyon oraninin
azalttig1 belirtilmistir (21). Ayrica B. subtilis’de DNA polimeraz III eksikligine bagl

olarak ger¢eklesen mutasyon oranini da azalttig1 gorilmiistiir (22).

Shimoi ve arkadaslar1 tibbi tedavide kullanilan 150 bitki tiirtinde bazi bilesenlerin
UV, gamma i1smlar1 ve pek c¢ok mutajene karsi biyo-antimutajenik aktivite
sergiledigini rapor etmistir (23). UVC (254nm) isinlan tarafindan olusturulan
mutasyona kars1 fenolik bilesenlerin antimutajenik aktivitesinin arastirildigr bir
calismada kafeik asit, klorojenik asit ve kuarsetinin mutasyon orani {izerine etkisinin
olmadig1 gozlenirken, gallo-katesin, epigallokatesin ve epigallokatesin-3-gallatin,

biyoantimutajenik aktivite sergiledigini rapor etmislerdir (24).
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Sekil 1.3. Des-mutajen ve biyo-antimutajenlerin etki mekanizmasi (25)

Tablo 1.2. Antimutajen maddeler ve etki mekanizmalari (16)

Antimutajen madde

Etki mekanizmasi

Sistein Mutajenle direkt etkilesim
Gallik asit Dis membrana baglanarak mutajenin sitozole ge¢isini 6nleme
Fenolikler Sitokrom p450 aracilig1 ile mutajeni inhibe etme

B-aminoketon

Mutajenlerin DNA’ya baglanmasini 6nleme

Bikalophen

DNA'’ya baglanarak elektrofilik mutajenlere kars1 koruma

Liiteolin tiirevleri

DNA’y1 ¢ift zincir kiriklarina kars1 korumak

Bugday kepegi

DNA tamir enzimlerini optimize etmek

Acacia salicina

Detoksifikasyon enzimlerinin optimizasyonu

Lisosan G

Antioksian aktivite aracilig1 ile antimutajenik etki

T. arjuna ekstrakti

Promutajen aktivasyonunu dnleme

P. rimosus ekstrakti

Promutajen aktivasyonunu 6nleme




1.3.Dogal Antimutajenik Bilesikler

Antimutajenite ¢alismalar1 sonucunda farkli yapilara sahip dogal bilesenlerin
antimutajenik aktiviteleri tespit edilmistir. Bu bilesiklerden bazilar1 vitaminler,
flavonoidler, fenolikler, karetonoidler, ikumarin, antrakinon, tanin, terpenoid,
saponin ve bitkiler tarafindan {iretilen diger sekonder bilesiklerdir (26). Bazi
caligmalarda, C ve E vitaminlerinin doksorubisin tarafindan olusturulan mutajeniteye
karsit koruyucu rolii oldugu belirtilmistir (27). Vitamin A’nin ise Metil azoksi
metahanol tarafindan Salmonella typhimurium TA100 ‘de olusturulan mutasyonu

azalttig1 rapor edilmektedir (28).

Smilax tiirlerinin rizom, yaprak ve meyve gibi ¢esitli dokularinda da bulunan fenolik
hidroksil grubu igceren flavanoidlerin de yiiksek antimutajenik aktivite sergiledigi
belirtilmektedir (29). Heo ve arkadaslar1 (1992) flavon ve flavanol tiirevlerini de
iceren 14 flavanoid tiirtiniin benzopiren mutajentitesine karst koruyucu rolii oldugunu
belirtmislerdir (30). Psorothamnus fremontii koklerinden izole edile fremontin ve
fremonton flavanoidlerinin etil metan siilfanata karsi antimutajenik 6zellik
sergiledigi rapor edilmektedir (31). Millingtonia hortensis tiriinden izole edilen
hispidulin ve hortensin flavonoidlerinin ise aflatoksin B1 mutajenitesine karsi
antimutajenik aktivite sergiledigi gozlenmistir (32). Ellagic asit, epikatesin,
epigallokatesin, epigallokatesin gallat gibi fenolik bilesiklerinde mutajen maddelerin
etkisini azalttig1 bildirilmistir (33, 34). Geetha ve arkadaslari (2004) hidrojen
peroksit ve biitil hidroksit ajanlarina karsi yesil ¢ayda bulunan katesinlerin
antimutajenik aktivite sergiledigini rapor etmislerdir (35). Benzer bir ¢alismada N-
metil-N-nitro-nitrosoguanidin mutajenitesine kars1 kurkumin ve eugenol fenolik
bilesiklerinin yiiksek antimutajenik aktivite sergiledigi gézlenmistir (36). Antrokinon
grubu bilesiklerden antron, akridon, ksanthonun antimutajenik oldugu, tim
naftakinon tlirevlerinin ise mutajeniteye kars1 yiiksek koruyucu rolii oldugu
bildirilmektedir (29). Diterpenoidler de antimutajenik aktivite gosteren diger 6nemli
bilesik grubudur. Aquillaria agallocha tiriinden izole edilen erithroksidiol yiiksek
anti-timor ve antimutajenik aktiviteye sahiptir (37). Caesalpinia pulcherrima
koklerinden izole edilen dibenzoat diterpen, pulcherrimins A ve B bilesiklerinin
mayalarda DNA tamir mekanizmasinda etkili oldugu goézlenmistir (38). Smilax

tirlerinin ¢esitli dokularinda bulunan tanen ve saponin bilesiklerinin mutajenik
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aktiviteyi azalttigi bilinmektedir (Sekil 1.4). Tanenlerin bu 6zelligi hiicreyi oksidatif
hasara kars1 koruyan antioksidan aktiviteleri ile agiklanabilmektedir (39). Farelerde
Mitomisin C ve 4-nitrokinolin-1-oksit tarafindan olusturulan mutajeniteye kars1 oral
yolla uygulanan tanenlerin antimutajenik aktivite sergiledigi belirtilmistir (40). C.
arvensis ve H. helix tiirlerinden izole edilen saponin bilesiklerinin benzopiren
mutajenitesine karst antimutajenik aktivite sergiledigi belirtilmistir (41). Ginseng
saponin metabolitlerinin ise benzopiren tarafindan olusturulan klastojenik etkiye

kars1 anti-genotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (42).

Sekil 1.4. Smilax tiirlerinde bulunan aktif bilesenler A) Temel tanen yapisi B) Temel

flavonoid karbon yapis1 C) Temel saponin yapisi (43-44)



1.4. Ames/Salmonella/Mikrozom test yontemi

1975 yilinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilen ve daha sonra
yaygin olarak kullanilan bir mutajenite testidir (45). Ames/Salmonella/mikrozom
mutajenite testi, mutajenik etkileri belirgin sekilde ortaya koyan yaygin bir sekilde
kullanimi olan giivenilir bir testtir. Bununla birlikte diisiik maliyetli olmasi, hizl
sonu¢ vermesi, uygulanabilirliginin basit olmasi nedeniyle mutajenite testlerinden
en sik kullanilan testlerdendir. Ames/Salmonella/mikrozom mutajenite testi
organizmalarda tomor olusumu, genlerde meydana gelen nokta mutasyonlarin
tayini, mutajenik kimyasallarin ve antimutajenik ajanlarin tespitinde de

kullanilmaktadir (46,47)

Ames/Salmonella/mikrozom test sistemi 6zellikle kimyasal maddeler tarafindan
olusturulan mutasyonlar1 saptamak i¢in gelistirilmistir. Yillardir birgok bilimsel
topluluk, devlet kurumlar1 ve sirket tarafindan kabul edilmis olup, kemirgen
karsinojenitesinde yiiksek ongorii potansiyeli tasidigindan, yeni kimyasallarin ve
ilaglarin mutajenik potansiyellerini belirlemek i¢in 6n tarama testi olarak diinya

capinda kullanilmaktadir (48).

Ames/Salmonella/mikrozom testinde, mutant Sa/monella typhimurium’un suslari
kullanilmaktadir. Bu testin temeli, histidin sentezleme geninde mutasyon igeren ve
histidin sentezleme o6zelligini kaybeden S. typhimurium suslarinin, memeli
karaciger siipernatanti (S9) varliginda veya yoklugunda, hedef kimyasal ajan ile
etkilestirildikten sonra ikinci bir mutasyona ugrayarak histidini sentezleme
ozelligini yeniden kazanmasi (revertant koloni) ve histidin icermeyen ortamlarda
cogalmasi prensibine dayanmaktadir. Revertant kolonilerin sayilari ile elde edilen
istatiksel veriler mutajenite degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (46-47). Normal
kosullarda da mutajen maddelere maruz kalmadan spontan olarak geri doniisebilen
koloniler olmaktadir. Bir maddenin mutajenik etkisinden bahsedebilmek icin
spontan revertant sayisindan daha fazla sayida revertant koloni olusturmasi
gerekmektedir (47-49). Bu test ile bircok mutajenik madde teshis edilebilmektedir
(47). Testte kullanilan Salmonella mutant suslari, histidin operonunun c¢esitli
genlerinde farkli mutasyonlar icermektedir. Bu mutasyonlar, her biri ¢esitli

mekanizmalar tizerinden etki eden mutajenlere duyarli olacak sekilde tasarlanmigtir.
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Bu suslar S. typhimurium TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TA100,
TA102, TA104 suslaridir (45).

Mutant S. typhimurium suslari elde etmek i¢in ¢esitli mutasyonlar uygulanmaktadir.
Histidin mutasyonu (¢erceve kaymasi mutasyonlari), HisG46 mutasyonu (histidin
biyosentezinde ilk enzimi kodlayan gen bolgesindeki mutasyon), HisD3052
mutasyonu (histidin biyosentezindeki son enzimi kodlayan his D geninde mutasyon),
HisC3076 mutasyonu (¢ergeve kaymasi mutasyonu), HisG428 mutasyonu (hisG428
gen bolgesinde meydana gelen mutasyon) mutant S. typhimurium elde etmek igin
kullanilan mutasyon tiirlerinden bazilaridir (47). Bu mutasyon tipleri direkt genler
tizerinde meydana getirilirken bazi mutasyon tipleri DNA tamir mekanizmasi ve
hiicre gecirgenligi tizerine etki etmektedir Rfa mutasyonu, bakterilerde hiicre
zarinin  lipopolisakkarit tabakas1 ile ilgili genlerde meydana gelmektedir.
Lipopolisakkarit tabakasinda meydana gelen bu hasar, hiicre duvarinin
gecirgenliginin artmasina neden olarak biiyilk molekiillerin ge¢mesine izin

vermektedir (50).

uvrB mutasyonu ise DNA onarim sisteminde, niikkleotid kesme ¢ikarma onariminda
gorev alan ekzoniikleaz enziminin uvrB geninde meydana gelen delesyon
sonucunda olmaktadir. uvrB geninin kesilerek uzaklastirilmasi esnasinda “bio” geni
de c¢ikarilmistir. Bio geni H vitamini olarak adlandirilan biyotinin sentezinden
sorumludur. Dolayistyla mutant bakteriler tireyebilmek i¢in histidin amino asidine
ek olarak biyotine de gereksinim duyarlar (45). uvrB delesyonu nedeniyle niikleotid
kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi inaktive olacagindan hata orani yiiksek SOS
onarim sistemi tarafindan daha fazla DNA lezyonunun onarilmasi miimkiin

olacaktir (47).

R faktorti, ampisilin direnglilik geni olup bu geni tasiyan bakterilerde normalde
hiicrelerde bulunan ve hata frekans: yiiksek olan “error-prone” DNA onarim
yolunun aktivasyonuna ve pozitif sonuglarin artmasina neden olur. R faktoriine
sahip olmayan suslar zayif mutajenik sonuglar verirken R faktorii genini tagiyan
pKM 101 plazmidine sahip yeni suslar oldukc¢a kuvvetli sonuglar vermistir. Bu test
sisteminde genellikle kullanilan bakteri suslar1 TA 97, TA 98, TA 100, TA 102, TA
1535, TA 1538 suslandir (51-52).
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1.4.1. Metabolik Aktivasyon (Biyotransformasyon)

1973 yilinda Ames ve arkadaslar tarafindan gelistirilen standart plak inkorporasyon
test sistemi, zaman ile testin duyarliligini artirmak amaciyla farkli arastirmacilar
tarafindan modifiye edilerek gelistirilmistir. Boylece bir¢ok kimyasal maddenin
mutajenik potansiyelini belirlemek miimkiin hale gelmistir (47). Memelilerde
biyotransformasyon olayr pek cok ksenobiyotigin  mutajenitesini  de
degistirmektedir. Memelilerde detoksifikasyonda gorev alan enzim sistemlerinin
bakterilerde olmamasi, Ames test sistemi i¢in sorun yaratan bir unsur olarak ortaya
cikmaktadir. Fakat memeli hayvanlardan izole edilen detoksifikasyon enzimlerinin
bakteriyal sisteme ilave edilmesiyle bu sorun ortadan kalkmis olmaktadir (53).
Yaygin olarak kullanilan enzim sistemi, si¢canlarin enzim aktivasyonu olan
karaciger dokularindan elde edilen mikrozomal enzim fraksiyonlaridir. Sit. P450-
monooksijenazlar, sit. P450 bagimsiz oksidazlar, esterazlar ve transferazlar, azo ve
nitrorediiktazlar bulunan enzim o6ziiti ile kofaktorler igeren tampon sistemi S9
karistmi  adimi  almaktadir. Bir ksenobiyotigin toksisitesinin ayrintili olarak
aydinlatilabilmesi i¢in biyotransformasyon oOncesi ve sonrasindaki mutajenitesi
belirlenmelidir. Bu amagla giiniimiizde Ames testi S9(+) ve S9(-) olmak iizere iki
sekilde yiirttilmektedir. S9(+) Ames testi ile bir molekiiliin viicuda alinip
biyotransformasyona ugradiktan sonraki mutajenitesi de test edilmis olmaktadir.
Farmakolojik yonden etkin olan bir molekiil organizmada biyotransformasyon
tepkimeleri sonucu daha etkin metabolitlere dontistiiriilebilir. Molekiiliin daha etkin
ya da toksik olan metabolitlerinin sekillenmesiyle sonuglanan biyotransformasyon
tepkimeleri metabolik aktivasyon adimi almaktadir. Bazi durumlarda inert bir
molekiil biyotransformasyon tepkimeleri sonucu etkin olan metabolitlere, daha sonra
da inaktif ya da viicuttan atilabilir formlara doniistiiriilir. Normalde farmakolojik
yonden etkisiz olan fakat biyotransformasyon sonucu etkin metabolitlere doniisen
molekiillere prekiirsér adi verilir. Inhalasyon anestezikleri gibi az sayida da olsa
organizmada hi¢bir degisiklige ugramadan viicuttan atilan molekiillerde mevcuttur

(54).

Biyotransformasyon sistemi varliginda, biyolojik olarak aktif bir madde inaktif

bir metabolitine doniisebilecegi gibi, inaktif bir madde aktif bir metabolite de
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dontisebilmektedir (55-57). Cogu biyotransformasyon tepkimesi sonucunda
ilacin farmakodinamik etkinligin azalmasi ve eliminasyonun kolaylasmasi
detoksifikasyon  (inaktivasyon) tepkimeleri olarak adlandirilmaktadir.
Organizmada ilaglarin biyotransformasyonda goérevli enzimler basta karaciger
olmak {izere plazma, sindirim kanali, akciger bobrek, plasenta ve sinir
sisteminde lokalize olmuslardir. Biyotransformasyon tepkimeleri degradasyon (I.
Faz) ve konjugasyon (II. Faz) fazlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Molekiiller
genel olarak once degradasyon, bu tepkimeler sonucu olusan metabolitler de
konjugasyon tepkimelerine ugrarlar. Konjugasyon (birlestirme) tepkimeleri
sistematik olarak biyolojik yonden inaktif, hidrosoliibl ve bobrekle kolay elimine

edilebilir bilesiklerin olusumuyla sonuglanmaktadir (54,58-60).

Tablo1.3. Faz [ ve Faz Il enzimleri

Faz I Enzimleri Faz II Enzimleri
Sitokrom p450 monooksijenaz Glukuroniltransferazlal
Sitokrom p450 2b10 Stlfotransferaz

Aldehit dehidrogenaz lal Glutatyon-S-transferaz
Aldehit dehidrogenaz 1a7 N-asetiltransferaz
Sitokrom p450 all Kinonrediiktaz

Alkol dehidrogenaz Metil transferaz
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2. MATERYAL VE METOT

2.1.0rnek hazirlama ve ekstraksiyon calismalari

Smilax excelsa (Merulcan) yaprak ve meyve ornekleri laboratuvar ortaminda steril
kosullar altinda kurutulmus, 6rnekler laboratuvar tipi diskli degirmende 6giittildiikten
sonra analizlerde kullanilincaya kadar + 4 °C’de muhafaza edilmistir. Ekstraksiyon
icin, 0.2 gr ogiitilmiis 6rnek, 10 ml ekstraksiyon solventi (metanol, kloroform ve
aseton) ile calkalamali inkiibatorde 24 saat siire ile oda sicakliginda ekstrakte
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kat1 partikllerin uzaklastirilmasi amaciyla
ekstrakt Whatman No:1 filtre kagidindan filtre edilmis ve filtrat 10.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijleme sonrasinda supernatant sivi faz evaporatér yardimi ile ucurulmus ve

elde edilen ekstraktlar —18 °C’de analiz edilinceye kadar muhafaza edilmistir.

2.2.Ekstraksiyon verimliligi

Verimliklik tayininde seliilozik kartuslar kullanilmis ve seliilozik kartusun darasi
alinarak 20 g bitki ornegi kartusa eklenmistir. Ekstraksyon islemi sonrasinda
seliilozik kartus kurutularak tartilmistir. Ekstraksiyon oncesi ve sonrasinda alinan

tartimlar arasindaki fark kullanilarak verimlilik orani (%) hesaplanmistir.

2.3. Sitotoksik dozlarin belirlenmesi

Ekstraksiyon islemi sonrasinda liyofilize halde elde edilen bitki ekstraktlarindan
DMSO igerisinde 10mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 100 mg/ml olacak sekilde dort
farkl1 konsantrasyonda cozeltiler hazirlanmistir. Meyve ve yaprak ekstraktlart i¢in

her dozdan ti¢lii tekrarlar hazirlanmastir.

Smilax o6ziitlerinin toksik dozlarmin belirlenmesi amaci ile Dean ve ark. (61)
tarafindan belirlenen yontem kullamlmustir. 100 pl bakteri kiiltiirii (10°/ml), 500 pl
S9 karigimindan ve 100 pl farkli dozlarda bitki 6ziitlerinden, 2.5 ml top agara ilave
edilmistir. 5 dk hafif calkalama islemi sonrasinda karisim minimal glukoz agar igeren
plaklara aktarilmis ve 37°C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir (62). Inkiibasyon

sonrasinda revertant koloniler sayilarak sitotoksik doz tayini gergeklestirilmistir.
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2.4. Antimutajenite testi (AMES/ Salmonella mikrozom testi)

Antimutajenite tayini i¢in mutant Sal/monella typhimurium TA98 ve TA 100 test
suslar1 kullanilmistir. TA98 cergeve kaymast mutasyonlarini tespitinde, TA100 susu
ise baz cifti degisimi mutasyonlarini belirlemede kullanilmistir. Ekstraktlarin
mutajenik etkisini degerlendirmek i¢in, her bir doz kontrol plaklardaki maksimum
koloni sayisinin iki katindan fazla veya iki katina yakin degerlerde olmasi
gerekmektedir (63). Antimutajenite deneyinde ise iki test susu iizerinde mutajen
oldugu bilinen maddelerin, mutajenik etkilerinin bitki ekstraktlar1 tarafindan inhibe
edilme oranlar1 arastirilmistir. Bu amagla Maron ve Ames (63) tarafindan 6nerilen ve
Zengin ve ark. (64) tarafindan modifiye edilmis yontem kullanilmistir. Kisaca; 100
ul bakteri kiiltiirii (1-2x10° bakteri/ml), 100 pl farkli dozda bitki ekstraktlar, 100 pl
pozitif mutajen ¢ozeltisi ve 500 pl S9 karisimi ya da fosfat tamponu (S9’suz deney
icin), 2.5 ml ust agar igerisine ilave edilmistir Karisim vorteks ile calkalanarak
minimal glukoz agar plakalarinin yiizeyine dokiilerek hizli bir sekilde yayilmistir.
Plaklar 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin ardindan revertant
koloniler sayilmstir. Icerisinde bitki 6ziitii olmayan ve sadece bakteri ve mutajenik
madde ilave edilen plaklarda mutajenite oran1 %100 (yani %0 antimutajenite) olarak
kabul edimistir. Oziitlerin antimutajenite oranlar1 Tablo 2.1°deki esitlik kullanilarak

hesaplanmistir (65).

Tablo 2.1. Antimutajenite hesaplama esitligi

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

Bakteri+mutajen plagindaki revertant koloni sayisini,
Bakteri+mutajen+oziit plagindaki revertant koloni sayisini
Kendiliginden geri donen revertant koloni sayisin1 (sadece
bakteri plagi) ifade etmektedir

aw»

Elde edilen yiizdelerden antimutajenite degerlendirilmesinde antimutajenite yiizde

araliklar1 esas alinmistir. Antimutajenite degerlendirilmesinde %0-25, %26-40, %40
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ve lizeri olmak iizere {i¢ gruplandirilma yapilmis ve her bir ylizde araliginin anlami

Tablo 2.2.’de verilmistir (66).

Tablo 2.2. Antimutajenite degerlendirme kriterleri

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

Antimutajenite (%) Sonug

% 0-25 Zay1f antimutajenite veya aktivite yok;
%26-40 Orta dereceli antimutajenite

%40 ve iizeri Gii¢li antimutajenite

2.5.Pozitif kontrol

Ekstraktlarin antimutajenik analizlerine paralel olarak standart mutajenik etkisi
oldugu bilinen ajanlar pozitif kontrol olarak ayni prosediire tabii tutulmustur. 2-
aminoflouren (2-AF) S9 karisim1 varliginda pozitif kontrol olarak S. yphimurium TA
98 susu denemelerinde; 4-nitro-o-fenilendiamin (4-NFD) S9 karisim1 yoklugunda S.
yphimurium TA 98 susu denemelerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Farkli
bakteri suslar1 i¢cin her bir kimyasalin etkiside farklidir. Bu kapsamda Salmonella
typhimurium TA 100 susu ile yapilan ¢alismalarda S9 karisimi varligi ya da yoklugu
farketmeksizin pozitif kontrol olarak sodyum azid kullanilmistir (67-68).

Bakteri  kiiltiiri,  pozitif  kontrol = maddesi  (2-aminoflouren/4-nitro-o-
fenilendiamin/sodyum azid, 0.1 ml), top agar (2 ml) bir tiip igerisinde karistirilarak
minimal glukoz agarli plaklara aktarilmistir. 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda revertant koloni sayilar1 tespit edilmistir. S9(+) calismalari i¢in; karisim

ortamina S9(+) karisimi ilave edilerek deneysel prosediir tekrarlanmistir (67-68).
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2.6.Negatif kontrol

Calismada bitki ekstraktar1 ve pozitif kontrol amaciyla kullanilan 4-nitro-o-
fenilendiamin, 2-aminoflouren Dimetil siilfoksit icerisinde ¢oziilmiistiir. Calismada
kullanilan diger pozitif mutajen olan sodium azidi ¢6zmek icin ise dH20
kullanilmisgtir. Bu kapsamda su ve dimetil siilfoksit ¢ozeltileri negatif kontol

amaciyla test edilmistir.

Bakteri kiiltiirti, dimetil stilfoksit ya da dH20O (0.1 ml), top agar (2 ml) bir tiip
icerisinde karigtirilarak minimal glukoz agarli plaklara aktarilmistir. 37 °C’de 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda revertant koloni sayilar1 tespit edilmistir. S9(+)
calismalar1 i¢in karisim ortamima S9(+) karisimi ilave edilerek deneysel prosediir

tekrarlanmistir (67-68).

2.7.Sonuclarin Degerlendirilmesi
[statistiksel farkliliklarin degerlendirilmesinde One-way ANOVA ve Duncan testleri
kullanilmigtir. Veriler ortalama + Standart sapma (SD) degerleri olarak verilmis ve p

degerleri 0.05°den kii¢lik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada Smilax excelsa yaprak ve meyve ektraktinin anti- mutajenik aktivitesi
Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suslar1 ile arastirilmastir.
Calismada oncelikli olarak doku ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmis, ekstraksiyon
verimliklikleri ve sitotoksik doz hesaplamalar1 yapilmistir. Uygulama dozlarinin
belirlenmesi sonrasinda Salmonella typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suslar
kullanilarak Ames/Salmonella/Mikrozom testi ile Smilax excelsa yaprak ve meyve

dokularmin antimutajenik aktiviteleri belirlenmistir.
3.1.  Ekstraksiyon verimlilikleri

Smilax excelsa yaprak ve meyve kisimlarimin kloroform, aseton ve metanol
coziiciilerinde ekstraksiyon verimliklikleri Sekil 3.1°de verilmistir. Smilax excelsa
meyve dokularinin ekstraksiyonunda en verimli ¢6zgen kloroform iken yaprak
dokulart i¢in en uygun ¢6zgen maddenin metanol oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte Smilax excelsa meyve dokularinin ekstraksiyonunda yaprak dokularina
kiyasla daha fazla ekstrakt elde edilmistir. Meyve dokularinda gergeklestirilen
eksraksiyonda yaprak dokularma kiyasla 1.39 kat fazla verim elde edildigi
belirlenmistir. Dokular arasindaki bu farklilik, yaprak dokularindaki hiicre zari

yapisinin ekstraksiyona kars1 dayanikli olmasi ile iliskilendirilmistir.

Yaprak dokularinin metanol ile ekstraksiyonunda kloroform ekstraksiyonuna kiyasla
1.05 kat, aseton ekstraksiyonuna kiyasla 1.45 kat daha fazla verimlilik oraninin elde
edildigi belirlenmistir. Meyve dokularinda ise kloroform ile ekstraksiyonda aseton
ekstraksiyonuna kiyasla 1.60 kat, metanol ekstraksiyonuna kiyasla 1.41 kat daha
fazla verimlilik oraninin elde edildigi belirlenmistir. Bu sonuglar dokularin
cozgenlere verdigi farkli cevap/gecirgenlik iliskisi ile aciklanabilir. Calismalarin
devaminda meyve dokularindan kloroform ile elde edilen ekstraktlar, yaprak

dokularinda ise metanol ile elde edilen ekstraktlar kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Smilax excelsa yaprak ve meyve drneklerinde ekstraksiyon verikidti
3.2. Sitotoksik Dozun Belirlenmesi

Antimutajenite denemelerinde kullanilan bitki ek&ttarinin sitotoksik dozlari S.
typhimurium TA 98 ve TA 100 siar Uzerinde ardiriimistir (Tablo 3.1) Mutajenite
tesinde normal kallarda kendilginden olgan revertant koloni drlerinin iki kati
duzeyde ya da iki katindan fazla bir sayida reweraloni elde edilmesi mutajenik
etkiye saret etmektedir.

Sekil 3.2. Kendiliginden geriye dénen koloni sayilarinin kontroli.Safyphimurium
TA 98 sunda, b) S. typhimurium TA 100 ginda
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S. excelsa meyve ve yaprak ekstraktlari ile elde edilen revertant koloni sayilari
normal kosullarda kendiliginden olusan revertant koloni sayilar1 ile parallik
gostermis olup 2 kat1 diizeyine ¢cikmamistir (Sekil 3.2). Bu nedenle calismada test
edilen dozlarn sitotoksik etki gostermedigi belirlenmistir. Revertant koloni sayisi ile
test edilen ekstrat dozu arasinda istatiksel olarak anlami bir degisim olmadigi, yani
revertant koloni olusumunun doza bagimli bir olmadig: belirlenmistir (Tablo 3.1).
Calismada gozlenen maksimum revertant koloni sayist S. excelsa meyve ekstraktinin
100 mg/plak dozunda TA 100 susu ile S9 (+) ‘da 127 revertant koloni/plak olarak
belirlenmistir. Minimum revertant koloni sayisi ise S. excelsa yaprak ekstraktinin 10
mg/plak dozunda TA 98 susu ile S9 (-) ‘da 21 revertant koloni/plak olarak
belirlenmistir. Calisma sonuglarindan genel olarak S9 (+) varliginda elde edilen
revertant koloni sayisinin S9(-)’e kiyasla daha yiiksek oldugu fakat bu farkin

istatiksel olarak anlamli olmadig: belirlenmistir.

Tablo 3.1. Yaprak ve meyve ekstraktlarinda sitotoksik doz tayini

Revertant koloni/plak
Konsantrasyon TA 98 TA 100
(mg/plak) S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)
S.excelsa 10 21+2 25+2 91+5 90+6
yaprak
dokusu 25 2943 2743 98+4 103+5
50 312 3543 90+4 105+5
100 3542 41+4 101+6 111+8
10 2542 39+2 115+5 124+£10
25 27+3 26+3 109+7 119+7
S.excelsa
meyve 50 36+3 313 99+4 12111
dokusu
100 29+2 30+2 115+11 12749
Pozitif k. 100 495421 3916+£50  4126+38  4218+49
Negatif k. 100 31+3 3542 109+8 111+7
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3.3. Antimutajenik aktivite tayini

S. excelsa yaprak ekstraktlarinin TA 98 susu ile gerceklestirilen antimutajenite test
sonuclart Sekil 3.3’de verilmistir. Yaprak ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA98
susu lizerinde S9 karisgtmi yoklugunda %88 oraninda inhibisyon olusturdugu
belirlenmistir. Doz artis1 ile birlikte inhibisyon ylizdesinin de arttigi, 100 mg/ml
ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda elde edilen orana
kiyasla 1.60 kat fazla oldugu belirlenmistir.  Inhibisyon yiizdeleri
degerlendirildiginde 10-100 mg/ml araliinda ekstraktlarin gii¢lii antimutajenik
aktivite sergiledigi belirlenmistir. Yaprak ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA98
susu tizerinde S9 karisimi varliginda %81 oraninda inhibisyon olusturdugu
belirlenmistir. Doz artis1 ile birlikte inhibisyon ylizdesinin de arttigr, 100 mg/ml
ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda elde edilen orana
kiyasla 1.68 kat fazla oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde S9 karisimi varliginda da
inhibisyon yiizdeleri oranlar1 baz alindiginda 10-100 mg/ml araliginda ekstraktlarin
giiclii antimutajenik aktivite sergiledigi belirlenmistir. Ayrica S9 karigimi varliginda
ya da yoklugunda elde edilen veriler kiyaslandiginda S9 karisimi kullanildiginda elde

edilen inhibisyon sonuglariin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

inhibisyon
(%)

|

0 2

10mg/plak
e/p 25mg/plak
50mg/plak
100mg/plak

Sekil 3.3. Smilax excelsa yaprak ekstraklarinin TA 98 tizerine antimutajenik

aktiviteleri
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S. excelsa yaprak ekstraktlarinin TA 100 susu ile gerceklestirilen antimutajenite test
sonuclart Sekil 3.4’de verilmistir. Yaprak ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA100
susu Uzerinde S9 karisimi yoklugunda %79 oraninda inhibisyon olusturdugu
belirlenmistir. Doz artis1 ile birlikte inhibisyon yiizdesinin de arttigr, 100 mg/ml
ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda elde edilen orana
kiyasla 1.97 kat fazla oldugu belirlenmistir.  Inhibisyon  yiizdeleri
degerlendirildiginde 10mg/ml araliginda ekstraktlarin orta diizeyde antimutajenik
aktivite, 25-100 mg/ml araliginda ekstraktlarin giiclii antimutajenik aktivite
sergiledigi belirlenmistir. Yaprak ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA100 susu
tizerinde S9 karisimi varliginda %69 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir.
Doz artist ile birlikte inhibisyon yiizdesinin de arttigi, 100 mg/ml ekstrakt ile elde
edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda elde edilen orana kiyasla 1.76 kat fazla
oldugu belirlenmistir. Antimutajenik aktivite artisinda doz artisinin etkisinin, TA 100
susu denemelerinde TA98 susuna kiyasla daha etkili oldugu gozlenmistir. S9
karisim1 varliginda da inhibisyon yiizdeleri oranlar1 baz alindiginda 10 mg/ml ve 25
mg/ml derisimlerinde ekstraklar orta diizeyde antimutajenik aktivite sergilerken 50
mg/ml ve 100 mg/ml derisimlerinde giiclii etkiye sahiptir. Ayrica S9 karigimi
varliginda ya da yoklugunda elde edilen veriler kiyaslandiginda S9 karisimi

kullanildiginda elde edilen inhibisyon sonug¢larinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

inhibisyon

(%)

10mg/plak  25mg/plak  50mg/plak  100mg/plak

Sekil 3.4. Smilax excelsa yaprak ekstraklarinin TA 100 {izerine antimutajenik

aktiviteleri
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S excelsa meyve ekstraktlariniTA 98 swu ile gerceklgtirilen antimutajenite test
sonugclariSekil 3.5’te verilmgtir. Meyve ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA98su
Uzerinde S9 kagimi yoklugunda %91 oraninda inhibisyon elurdusu
belirlenmitir. Doz artsi ile birlikte inhibisyon yuzdesinin de agtj 100 mg/mi
ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oraninin 10 migozunda elde edilen orana
kiyasla 1.54 kat fazla olgu belirlenmitir.  Inhibisyon vyiizdeleri
degerlendirildiginde 10-100 mg/ml aralinda ekstraktlarin gucli antimutajenik
aktivite sergiledii belirlenmitir. Meyve ekstraktinin 200 mg/ml dozunda TA98wsu
Uzerinde S9 kagimi varlginda %79 oraninda inhibisyon eturdugu belirlenmitir.
Doz artsi ile birlikte inhibisyon ylizdesinin de agtt) 100 mg/ml ekstrakt ile elde
edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda eldéeedbrana kiyasla 1.43 kat fazla
oldugu belirlenmgtir. Benzersekilde S9 kagimi varliginda da inhibisyon yuzdeleri
oranlari baz alinginda 10-100 mg/ml argiinda ekstraktlarin gic¢li antimutajenik
aktivite sergiledii belirlenmitir. Ayrica S9 kagimi varliginda ya da yoklgunda
elde edilen veriler kiyaslanginda S9 kagimi kullanildginda elde edilen inhibisyon

sonugclarinin daha diik oldusu belirlenmitir.

100 -
| ©S9(-)

80 - WS9(+)
|

inhibisyon 60 -
(%)

10mg/plak
/p 25mg/plak
50mg/plak

Sekil 3.5. Smilax excelsa meyve ekstraklarinin TA 98 Uzerine antimutajenik

aktiviteleri
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S. excelsa meyve ekstraktlarinin TA 100 susu ile gerceklestirilen antimutajenite test
sonuglar1 Sekil 3.6’da verilmistir. Meyve ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA100
susu lzerinde S9 karisimi yoklugunda %61 oraninda inhibisyon olusturdugu
belirlenmistir. Doz artis1 ile birlikte inhibisyon yiizdesinin de arttigi, 100 mg/ml
ekstrakt ile elde edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda elde edilen orana
kiyasla 1.32  kat fazla oldugu belitlenmistir.  Inhibisyon yiizdeleri
degerlendirildiginde 10mg/ml araliginda ekstraktlarin orta diizeyde antimutajenik
aktivite, 25-100 mg/ml arahiginda ekstraktlarin giiglii antimutajenik aktivite
sergiledigi belirlenmistir. Meyve ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA100 susu
tizerinde S9 karisimi varliginda %355 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir.
Doz artisi ile birlikte inhibisyon yiizdesinin de arttigr, 100 mg/ml ekstrakt ile elde
edilen inhibisyon oraninin 10 mg/ml dozunda elde edilen orana kiyasla 1.61 kat fazla
oldugu belirlenmistir. S9 karistmi varliginda inhibisyon yiizdeleri oranlari baz
alindiginda 10 mg/ml ve 25 mg/ml derisimlerinde ekstraklar orta diizeyde
antimutajenik aktivite sergilerken 50 mg/ml ve 100 mg/ml derisimlerinde giiclii

etkiye sahiptir.

inhibisyon
(%)

10mg/plak  25mg/plak  50mg/plak 100mg/plak

Sekil 3.6. Smilax excelsa meyve ekstraklarinin TA 100 tizerine antimutajenik

aktiviteleri
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4. TARTISMA VE SONUC

Artan sanayilesme ve buna bagl olarak ortaya c¢ikan cevre kirliligi goz oniinde
bulunduruldugunda dogal antimutajenik ve antikanserojenik bilesiklerin énemi giin
gectikee artmaktadir. Dogal olan bu bilesiklerin en giiglii etkiyi sergileyen tiirleri
tespit edilmeli ve bu konudaki c¢alismalar hizla arttirllmalidir. Bu konuda pek ¢ok
calisma bulunmasima ragmen dogal kaynaklarin ¢esitliligi bu calismalar1 yetersiz
kilmaktadir. Bu c¢alismada Smilax excelsa yaprak ve meyve ektraktinin anti-
mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella/Mikrozom testi kullanilarak Salmonella
typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suslar1 ile arastirilmistir. Smilax tiirleri ile
ilgili baz1 antioksidan c¢alismalar gerceklestirilmis olmakla birlikte antimutajenik
caligmalar bu tiirler i¢cin olduke¢a yenidir (69-72). Bu ¢alismada ise heniiz detayli bir
sekilde arastirilmamis olan Smilax excelsa (Merulcan) yaprak ve meyve ekstraktlarin

antimutajenik aktivite acisindan incelenmistir.

Calismada oncelikli olarak doku ekstraksiyonu sonrasinda ekstraksiyon verimlilikleri
ve sitotoksik doz tespiti yapilmistir. Smilax excelsa yaprak dokulari
ekstraksiyonunda en uygun ¢Ozilicliniin  metanol, meyve dokularinin
ekstraksiyonunda en verimli ¢6ziiciiniin ise kloroform oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte Smilax excelsa meyve dokularinin ekstraksiyonunda yaprak dokularina
kiyasla daha fazla ekstrakt elde edilmistir. Dokular arasindaki bu farklilik, yaprak
dokularindaki hiicre zari/duvarit yapisinin ekstraksiyona karsi dayanikli olmasi ile
iligkilendirilmistir. Yaprak dokularinin metanol ile ekstraksiyonunda elde edilen
yiiksek verim ile meyve dokularmin kloroform ile ekstraksiyonunda elde edilen
yiikksek verim dokularin ¢ozgenlere verdigi farkli cevap/gecirgenlik iliskisi ile
aciklanabilir. Ekstraksiyonda etken maddelerin dokulardan ¢ikarilmasinda
coziiclinlin rolii olduk¢a oOnemlidir. Etken maddelerin farkli kimyasal yapida
olmalar1, farkli polariteye sahip olmalar1 ve bu nedenle farkli ¢oziiciilerle farkli
reaksiyon vermeleri ekstraksiyon verimliligini etkileyen 6nemli bir faktordiir (73).
Polar ¢oziiciiler bitkisel dokulardan polifenollerin uzaklastirilmasinda oldukca
etkilidirr Bu c¢alismada kullanilan aseton, kloroform ve metanol polar
coziiclilerdendir. Bu nedenle elde edilen ekstraklarda polifenollerin yiiksek oranda
bulundugu soOylenebilir. Metanol kiigiik  molekiiler agirlik  bilesiklerin

ekstraksiyonunda olduk¢a etkili iken aseton biiyiik molekiiler agirlik bilesliklerin
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ekstraksiyonunda olduk¢a kuvvetlidir (74). Calismalarin devaminda meyve
dokularindan kloroform ile elde edilen ekstraktlar, yaprak dokularinda ise metanol ile

elde edilen ekstraktlar kullanilmistir.

S. excelsa meyve ve yaprak ekstraktlarinin farkli dozlarinda sitotoksik etkileri
arastirilmis ve her bir dozda olusan revertant koloni sayilarinin kendiliginden olusan
revertant koloni sayilari ile parallik gosterdigi ve test edilen dozlarin sitotoksik etkiye
sahip olmadig1 belirlenmistir. Bu kapsamda calisma devaminda antimutajenik etki
her bir doz i¢in test edilmistir. Yaprak ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA98 ve TA
100 susu tlizerinde S9 karisimi yoklugunda sirasiyla %88 ve %79 oraninda inhibisyon
olusturdugu belirlenmistir. S9 karisimi varliginda ise TA98 ve TA 100 suslari i¢in
sirastyla %81 ve %069 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. Yaprak
ekstraktlarinda maksimum antimutajenik etki S9 yoklugunda TA 98 susuna karsi
100 mg/ml dozunda elde edilmistir. Meyve ekstraktinin 100 mg/ml dozunda TA98
ve TA 100 susu iizerinde S9 karisimi1 yoklugunda sirasiyla %91 ve %61 oraninda
inhibisyon olusturdugu belirlenmistir. S9 karigimi varliginda ise TA98 ve TA 100
suslar1 icin sirasiyla %79 ve %55 oraninda inhibisyon olusturdugu belirlenmistir.
Meyve ekstraktlarinda maksimum antimutajenik etki S9 yoklugunda TA 98 susuna
kars1 100 mg/ml dozunda elde edilmistir. Ayrica meyve ve yaprak ekstraktlarinin her
bir dozu i¢in genel olarak S9 yoklugunda, TA 98 susu ile elde edilen antimutajenik
etkinin TA 100 susuna kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu da baz
degisikligi mutasyonuna sahip mutant TA 100 susunun antimutajenik etkiye karsi

daha dayanikli olduguna isaret etmektedir.

Literatiirde dogal tiriinlerin antimutajenitesi tizerine ¢alismalar olduk¢a fazladir. Pek
cok arastirmada orta ya da giiclii diizeyde antimutajenik akviteye rastlanirken, bazi
dogal maddelerin antimutajenik aktivite sergilemedigi de rapor edilmektedir.
Martino ve ark., Origanum vulgare L.’den ekstrakte edilen ucucu yaglarin S.
typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 tizerinde mutajenik aktivite gostermedigini
tespit etmislerdir (75). Matricaria chamomilla L. (papatya) ve Salvia stenophylla
Burch.ex Benth ugucu yaglarinin aflatoksin B1’e kars1 antimutajenik aktivite
sergiledigi Ames testi ile belirlenmistir (76,77). Samant ( 1997), Celtis australis’in
Ames testi sonug¢larinda antimutajenik etkiye sahip oldugunu rapor etmis, bu etkinin

ekstraktta bulunan azotsuz organik bilesikler ve ham lif maddelerine bagli oldugunu
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rapor etmistir (78). Jayaprakasha ve ark., C. zeylanicum meyve ekstraktlarinin S.
typhimurium TA 100 susu tizerindeki sodyum azid mutajenitesine karsi, giiclii

antimutajenik aktivite sergiledigini belirlemislerdir (79).

Smilax tiirlerine ait yaprak ve meyve oziitlerinin pek ¢ok koruyucu etkisi daha dnceki
caligmalarda arastirilmistir. Bu arastirmalar daha ¢ok antimikrobiyal etki ve
antioksidan etkiler tizerine olup (80-82), nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi (83),
immiin sistemi giiclendirici (84) etkileri tizerine de c¢alismalar mevcuttur. Smilax
tiirlerine ait dokularin igerdigi aktif fenilpropanoid glikozid (85), antosiyanin (86),
flavanoid glikozid (87), steroidal saponin (88,89) ve fitokimyasal bilesikler (90)
nedeniyle antioksidan etki gosterdigi rapor edilmektedir. Ayrica Smilax excelsa
tiirtine ait meyvelerde renk olusumundan sorumlu likopen de yiiksek koruyucu role
sahip bir bilesiktir ve bu calismada meyve ekstraktlarinin sergiledigi antimutajenik
etki  ile iliskilendirilebilir.  Likopen, giiclii =~ bir  antioksidandir  ve
antikarsinojenik/antimutajenik 6zellikleri bilinmektedir. Likopen ayrica, antioksidan
ozelligi nedeniyle hiicreleri serbest radikallerin olumsuz etkisine kars1 korumakta,
hiicre-hiicre arasindaki iletisimi, baglar1 giiclendirmekte ve hiicre metabolizmasini

diizenlemektedir (91-93).

Smilax tiirlerine ait ¢esitli dokularda saponin varligi da rapor edilmektedir (88,89).
Saponinler yiiksek antioksidan aktivitesi sayesinde antimutajenik, antikarsinojenik
etki sergilemektedirler. Bitki dokularinda bulunan saponinlerin, 6zelliklere boceklere
karsi ve c¢evreden gelebilecek =zararli etkenlere karsi savunmada kullanildigi
bilinmektedir (94). Fareler {iizerine gerceklestirilen bir c¢alismada saponin
uygulamasinin preneoplastik kolon lezyonlarinda gerilemeye neden oldugu rapor
edilmektedir. Benzer bagka bir ¢alismada ise ginsenoside-Rb2 ve ginsenoside-Rg3
saponinlerinin tiimdr metastazini inhibe edici bir 6zellik sergiledigi belirtilmistir (94-

96).

Bitkilerin yaprak, kok, ¢icek ve meyve gibi dokularinda glikozitler seklinde bulunan
flavonoid c¢esitlerinin 2000°den fazla bir sayida oldugu bilinmektedir (97). Smilax
yaprak ve meyve dokulari da c¢esitli flavanoid i¢ermektedir (87). Flavanoidler,
antioksidatif etkileri ile serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonu onleyerek

kalp damar hastaliklari, kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin
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onlenmesinde aktif rol almaktadir. Radikal olusumunda gorev alan enzimatik sistemi
engelledgi, metal iyonlarim1 baglayarak lipid oksidasyonunu azalttigi da
bilinmektedir (98). Pek ¢ok c¢alismada flavonoidlerin antimutajenik ve
antikanserojenik etkilerinin oldugu gosterilmektedir. Bu ¢alismada 6zellikle yaprak
ekstraktlarinin gosterdigi yiiksek antimutajenik etki yaprak oziitlerinde bulunan

flavanoidlerin aktif etkileri ile agiklanabilir (99-101).

Dogal bitkisel bilesenler, tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de uzun yillardir ¢esitli
hastaliklarin  tedavisinde kullanilmaktadir. Gelisen teknolojiye paralel olarak
kullanim1 gittik¢e artmis bulunan sentetik ilag maddelerinin pek cok yan etkilerinin
olmas1 ve mikroorganizmalarin ¢esitli diren¢ mekanizmalar1 olusturmasi, dogal aktif
bilesenlerin tedavi amac¢l kullanimini tekrar 6n plana ¢ikarmistir. Bitkisel dogal
triinlerin  antifungal, antioksidatif, antibakteriyel, antimutajenik, antiviral ve
antikanserojenik gibi pek ¢ok etkileri ¢esitli ¢calismalarla ortaya konmaktadir. Fakat
dogal kaynaklarin cesitliligi bu c¢alismalar1 yetersiz kilmaktadir. Bu ¢alismada
Karadeniz bolgesinde yayilis gosteren, Smilax excelsa yaprak ve meyve ektraktinin
anti-mutajenik aktivitesi Ames/Salmonella/Mikrozom testi kullanilarak Salmonella
typhimurium’un TA98 ve TA100 mutant suslari ile arastirilmis ve ozellikle sikga
gida maddesi olarak tiiketilen yaprak ve meyve ekstraklarinin TA 98 susu iizerine
yiiksek antimutajenik aktivite sergiledigi belirlenmistir. Bununla birlikte sitotoksik
doz tespiti sonununda test edilen dozlarda mutajenik etkinin goriilmemesi, Smilax
excelsa yaprak ve meyve dokularmin potansiyel bir dogal antimutajenik kaynak

oldugunu gostermektedir.

28



10.

11.

KAYNAKLAR

Siizer, Q. 2005. Siizer Farmakoloji, 3. Baski, Klinisyen T1p Kitabevleri,
[stanbul, s. 533.

Stein,C.M. 2002. Areherbalproductsdietarysupplementsordrugs? An
important question for public safety, Cli. Pharmacol. Therapeutics, 71:

411-423.

. Anonim.2010e. Antioksidan, http://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan

[Ziyaret Tarihi: 16 Agustos 2010]
AOAC., 2005. Total monomeric anthocyanin pigment content of fruit

juices, beverages, natural colorants and wines.

. AOAC.2000. Official methods of analysis no 985. 26 (17th edn),

Washington, DC, Association of Official Analytical Chemists.

Iarc, L.1980. Monographs on the carcinogenic risks of chemicals to
humans. supp. z. Long Term Screening Assays For Carcinogens. A
Critical Appraisal, IARC Monographs Supplement 2. [ARC Lyon,
International Agency For Research on Cancer.

Hofnung, M., Quillardet, P. 1986. Recent developments in bacterial
short-term for the detection of genotoxic agents. Mutagenesis. 1(5):319-
330.

http://www.haberordu.com/sifa-deposu-merucen-seyyar-pazarda-
18519h.htm
aves.istanbul.edu.tr/ImageOfByte.aspx?Resim=8&SSNO=11&USER=16
51

Shuo X., Ming-Ying S., Guang-Xue L. , Feng X., Xuan W., Cheng-Chao
S., Shao-Qing C. 2013. Chemical Constituents from the Rhizomes of
Smilax glabra and Their Antimicrobial Activity Molecule, 18: 5265-
5287. doi:10.3390/molecules18055265.

Navarro M.C., Montilla M.P., Cabo M.M., Galisteo M., Caceres A.,
Morales C., Berger 1. 2003. Antibacterial, antiprotozoal and antioxidant
activity of five plants used in Izabal for infectious diseases. Phytotherapy

Research 17:325-329.

29



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

Jiang J., Xu Q. 2003. Immunomodulatory activity of the aqueous extract
from rhizome of Smilax glabra in the later phase of adjuvant-induced
arthritis in rats Journal of Ethnopharmacology, 85: 53-59.

Chen T., Li J., Cao J., Xu Q., Komatsu K., Namba T. 1999. A new
flavanone isolated from rhizoma Smilacis glabrae and the structural
requirements of its derivatives for preventing immunological hepatocyte
damage. Planta Medica, 65: 56-59.

Lee S.E., Ju EM., Kim J. H. 2001.Free radical scavenging and
antioxidant enzyme fortifying activities of extracts from Smilax

china root. Experimental and Molecular Medicine, 33:263-268.

Mec Cann J., Ames, B. N. 1976. Detection of Carcinogens as Mutagens in
The Salmonella/microsome Test: Assay of 300 chemicals: Discussion,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 73: 950-954

Karolina S., Beata P., Elzbieta P., Anna M. 2014. Waszkielewicz
Antimutagenic compounds and their possible mechanisms of action. J
Appl Genetics. 55:273-285.

Ozbek T. 2006. Dogu Anadolu tibbi bitkilerine ait bazi tiirlerin
Ames/Salmonella ~ Mikrozom  testi  kullanilarak  antimutajenik
ozelliklerinin saptanmasi. Atatiirk Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi.

Moriya M., Ou C., Bodepudi V., Johnson F., Takeshita M., Grollman A.
P. 1991. Mutat. Res. 254: 281-288.

Osawa T., Namiki M. 1981. Agric Biol Chem 45(3): 735-739.

Delbert M. S., Philip E. H., Tsuneo K., Alexander H., Claire M. W.,
Gregory K. 2013. Springer Science & Business Media, 13 Mar 2013 —
618.

Jones M., Wagner R. 1981. N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine
sensitivity of E. coli mutants deficient in DNA methylation and mismatch

repair. Mol Gen Genet.184(3):562-3.

. Tadashi L., Yoshiko O.,Yoshito S., Tsuneo K. 1981. Effect of cobaltous

chloride on spontaneous mutation induction m a Bacillus subtilis.

Mutation Research. 91: 41-45

30



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Shimoi K., Nakamura Y., Tomita I, Kada T. 1985. Bio-antimutagen
effects of tannic acid on UV and chemically induced mutagenesis in
Escherichia coli Brr, Mutation Res. 149: 17-23.

Shimoi K., Nakamura Y., Tomita I., Hara Y., Kada T. 1986. The
pyrogallol related compounds reduce UV-induced mutations in
Escherichia coli Brr WP2, Mutation Res. 173: 239-244.

Nakamura Y., Sasaki A., Park E.Y., Kubo N., Nakamura T., Kubo Y.,
Okamoto S. 2015. Expectations of health benefits in plant materials in
Southeast Asia based on Washoku (Japanese cuisine) study focusing on
Kyoyasai (heirloom vegetables in Kyoto) MU J Pharm Sci. 42 (2): 47-
54.

Boone C.W., Kelloff G.J., Malone W.E. 1990. Identification of cancer
chemotherapy agents and their evaluation in animal models and human
clinical trials: A review. Cancer Res., 50: 2-9.

Antunes L.M., Takahashi C.S. 1998. Effects of high doses of vitamin C
and E against doxorubicin-induced chromosomal damage in winter rat
bone marrow cells. Mutat. Res., 419: 137-143.

Tavan E., Maziere S., Narbonne J.F. and Cassend P. 1997. Effects of
vitamins A and E on methylazoxymethonol induced mutagenesis in S.
typhimunum strains TA100. Mutat. Res., 377: 231-237.

Edenharder R., Tang X.. 1997. Inhibition of the mutagenicity of 2-
nitrofluorene, 3-nitrofluoranthene and 1-nitrtopyrene by flavonoids,
coumarin, quinones and other phenolic compounds. Food Chem. Toxicol.,
35:357-372.

Heo M.Y., Yu K.S., Kim K.H., Kim H.P. and Au W.W. 1992.
Anticlastogenic effect of flavonoids against mutagen-induced micronuclei
in mice. Mutat. Res., 284: 243-249.

Manikumar G., Gaetano K., Wani M.C., Taylor H.and Huges T.J. 1989.
Plant antimutagenic agents, 5. isolation and structure of two new
isoflavones, fremontin and fremontone from Psorothamnus fremontii. J.

Nat. Prod., 52: 769-773.

31



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Chulasiri M., Bunyapraphatsara N., Moongkandi P. 1992. Mutagenicity
and antimutagenicity of hispidulin and hortensin, the flavonoids from
Millingtonia hortensis L. Environ. Mol. Mutagen., 20: 307-312.

Hour T.C., Y.C. Liang, I.S. Chu and J.K. Lin, 1999. Inhibition of eleven
mutagens by various tea extracts, (-) epigallocatechin-3-gallate, gallic
acid and caffiene. Food Chem. Toxicol., 37: 569-579.

Weisburger J.H., Hara Y., Solan L., Luo F.Q., Pittman B., Zang E. 1996.
Tea polyphenols as inhibitors of mutagenicity of major classes of
carcinogens. Mutat. Res., 371: 57-63.

Geetha T., Garg A., Chopra K., Kaur LP. 2004. Delineation of
antimutagenic activity of catechin, epicatechin and green tea extract.
Mutat. Res., 556: 65-74.

Soudamini K.K., Unnikrishnan M.C., Sukumaran K., Kuttan R. 1995.
Mutagenicaity and antimutagenicity of some selected spices. Indian J.
Physiol. Pharmacol., 39: 347-353.

Connolly J.D., Kitahara Y., Overton K.H. and Yoshikoshi A. 1965. A
direct correlation of dolabradiene and erythroxydiol Y. Chem. Pharm.
Bull., 13: 603-605.

Patil A.D., Freyer A.J., Webb R.L., Zuber G.and Reichwein R. 1997.
Pulcherrimins A-D, novel diterpene dibenzoates from Caesalpinia
pulcherrima with selective activity against DNA repair-deficient yeast
mutants. Tetrahedron, 53: 1583-1592.

Chung K.T., Wong T.Y., Wei C.I.,, Huang Y.W., Lin Y. 1998. Tannins
and human health: A review. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 38: 421-464.
Sasaki Y.F., Matsumoto K., Imanishi H., Watanabe M., Tutikawa K.
1990. In vivo anticlastogenic and antimutagenic effects of tannic acid in
mice. Mutat. Res., 244: 43-47.

Elias R., Meo M.D., Vidal-Ollivier E., Laget M., Balansard G. and
Dumenil G. 1990. Antimutagenic activity of some saponins isolated from
Calendula officinalis L., C. arvensis L. and Hedera helix L. Mutagenesis,

5:327-331.

32



42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Lee LP., Kim Y.H., Kang M.H., Roberts C., Roh JK. 1997.
Chemopreventive effect of green tea (Camellia sinensis) against cigarette
smoke-induced mutations (SCE) in humans. J. Cell. Biochem., 27: 68-75.
Rostettmann K., Marston A. 1995. Saponins. Cambridge: Cambridge
University Press. p. 3ff. ISBN 0-521-32970-1. OCLC 29670810.
http://gida.gumushane.edu.tr/user_files/files/FonksiyonelGidalar-
DersSlaytlari-1(2).pdf.

Maron D. M., Ames B. N. 1983. Revised methods for the mutagenicity
test. Mutat. Res. 113: 173-215.

McCann J., Choi, E., Yamasaki, E., Ames, B.N. 1975. Detection of
carcinogens as mutagens in the Salmonella/microsome test: Assay of 300
chemicals. Proc Nat Acad Sci 72: 5135-39

Mortelmans K., Zeiger E. 2000. The Ames Salmonella/microsome
mutagenicity assay. Mutat Res 455: 29-60
http://www.openaccess.hacettepe.edu.tr/

Gollapudi B. B., Krishna G. 2000. Practical aspects of mutagenicity
testing strategy:an industrial perspective. Mutation Research 455: 21-28.
Claxton L.D., AlleN J., Auletta A., Mortelmans K., Nestmann E., Zeiger
E. 1987. Guide for Salmonella typhimurium / mammalian microsome test
for bacterial mutagenicity. Mutation Research 189: 83-91.

Levin D. E., Yamasaki E., Ames B. N. 1982. Salmonella tester strain, TA
97 forthe detection of frameshift mutagens. A run of cytosines as a
mutational hotspot. Mutat. Res 94: 315-330.

Ames B.N., Lee F.D., Durston W.E. 1973. An improved bacterial test
system for the detection and classification of mutagens and carcinogens
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 70:782- 786.

Erdinger L., Haack T., Boche, G. 2001. Mutagenicty in Salmonella
typhimurium TA 98 and TA 100 of nitrose and respective hydroxylamine
compounds. Mutation Research 491: 183-193.
www.uzmanveteriner.com.tr/../BIYOTRANSFORMASYON-
%20ILACY%.

33



55

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

. Paolini M., Forti G.C. 1997. On the metabolizing systems for short-term

genotoxicity assays: a review, Mutation Research, 387: 17-34.

Inami K., Okazawa M., Mochizuki M. 2009. Mutagenicity of aromatic
amines and amides with chemical models for cytochrome P450 in Ames
assay. Toxicology in Vitro 23: 986-991.

Omurtag G. Z., Aricioglu F. Sardas S., Oguz S. 2013. Mutajenik
Karsinojenik Etkinin Ames Testi Ile Arastirilmasi. MUSBED 3(2):75-82
Bager H. 1985. Ortadogu Teknik Universitesi, Yaz Okulu Molekiiler
Biyoloji Ders Notlar1.

Vargus V.ML.F., Motho V.E.P., Henriques J.A.P. 1993. Mutagenic
Activity Detected by the Ames Test in River Water Under the Influence
of Petro Chemical Industries. Mut. Res 319: 31-45.

Perry P.E., Thompson E.J.1984. The methodology of sister chromatid
exchanges. In: Kilbey B.J., Legator M.,Nichols W., Ramel C., eds.
Handbook of mutagenicity test procedures, Elsevier Science, 495-529,
Amsterdam.

Dean BJ, Brooks TM, Hodsonwalker G, Hutson DH.1985.
GeneticToxicology Testing of 41 Industrial-Chemicals. Mutat Res. 153:
57-77.

Uysal A, Lazarova I, Zengin G, Gunes E, Aktumsek A, Gevrenova R.
2016. New Perspectives on Asphodeline lutea from Bulgaria and Turkey:
Anti-mutagenic,  Anti-microbial and  Anti-methicillin ~ Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) Activity. Brit J Pharm Res10.

Maron DM, Ames BN.1983. Revised Methods for the Salmonella
Mutagenicity Test. Mutat Res 113: 173-215.

Zengin G, Uysal A, Gunes E, Aktumsek A. 2014. Survey of
Phytochemical Composition and Biological Effects of Three Extracts
from a Wild Plant (Cotoneaster nummularia Fisch et Mey.): A Potential
Source for Functional Food Ingredients and Drug Formulations. Plos One
9:1-13.

Schutz K, Carle R, Schieber A.2006. Taraxacum - A review on its
phytochemical and pharmacological profile. J Ethnopharmacol 107: 313-
23.

34



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Popovic M, Kaurinovic B, Mimica-Dukic N, Vojinovic Miloradov M,
Dordevic A. 2001. Combined effects of plant extracts and xenobiotics on
liposomal lipid peroxidation. Part 3. Dandelion extract-CCl4/fullerenol.
Oxid Commun 24: 335-43.

Yamada J. ve Tomita, Y. 1994. Antimutagenic activity of water Extracts
of black tea and oolong tea, Bioscience, Biotechnology and Biochemistry,
58 (12), 2197-2200.

Wu S., Yen G., Wang B.,Chiu C., Yen W., Chang L., Duh P. 2007.
Antimutagenic and  antimicrobial activities of pu-erh tea,
www.sciiencedirect.com.

Ivanova A., Marinova E, Toneva A., Kostova 1., Yanishlieva N. 2006.
Antioxidant properties of Smilax excelsa. La Revista Italiana Della
Sostanze Grasse, 83: 124—128.

Jiang J., Xu Q. 2003. Immunomodulatory activity of the aqueous extract
from rhizome of Smilax glabrain the later phase of adjuvant-induced
arthritis in rats. Journal of Ethnopharmacology, 85: 53—59.

Lee S.E., Ju EM., Kim J.H. 2001. Free radical scavenging and
antioxidant enzyme fortifying activities of extracts from Smilax
china root. Experimental and Molecular Medicine, 33 : 263-268.

Rugna A., J. Polo, P. Evelson, A.A. Gurni, S. Llesuy, M.L. 2003. Wagner
Antioxidant activity in rhizomes from Smilax campestris Griseb
Smilacaceae. Molecular Medicinal Chemistry, 1 : 21-25

Turkmen N., Sari F., Velioglu Y.S. 2006. Effects of extraction solvents
on concentration and antioxidant activity of black and black mate tea
polyphenols determined by ferrous tartrate and Folin—Ciocalteu methods.
Food Chem, 99 : 835-841.

Dai J., Mumper R.J. 2010. Plant phenolics: extraction, analysis and their
antioxidant and anticancer properties. Molecules, 15 : 7313—7352.
Martino L.D., Feo V.D., Nazzaro F. 2009. Chemical composition and in
Vitro antimicrobial mutagenic activities of seven Lamiaceae essential oils.
Molecules 14(10): 4213-4230.

Gomes-Carneiro M.R., Dias D.M.M., De-Oliveira A.C.A.X.,

Paumgartten. F.J.R., 2005. Evaluation of mutagenic and antimutagenic

35



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

activities of a- Bisabolol in the Salmonella/Microsome Assay. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis 585(1-2):
105-112.

Bakkali F, Averbeck S., Averbeck D., Zhiri A., Baudoux D., Idaomar M.
2006. Antigenotoxic effects of three essential oils in diploid yeast
(Saccharomyces cerevisiae) after treatments with UVC radiation, 8-MOP
plus UVA and MMS). Mutation Research/Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis 606(1-2): 27-38.

Jayaprakasha G. K., Negi P.S., Jena B.S. 2006. Antioxidative and
antimutagenic activities of the Extracts from the rinds of Garcinia
pedunculata, Innovative Food Science and Emerging Technologies 7,
246-250.

Samant S. S., 1997 . Diversity, Distribution and Conservation of Fodder
Resources of West Himalaya, India’, G. B. Plant Institute of Himalayan
Environment & Development, Kosi-Katarmal, Almora (U. P.), India 263-
643.

Seo HK, Lee JH, Kim HS, Lee CK, Lee SC. 2012. Antioxidant and
antimicrobial activities of Smilax china L. leaf extracts. Food Sci
Biotechnol, 21: 1723-17217.

Chen L, Yin H, Lan Z, Ma S, Zhang C, Yang Z, Li P, Lin B. 2011.
Antihyperuricemic and nephroprotective effects of Smilax china L. J
Ethnopharmacol, 135: 399-405

Ozsoy N, Can A, Yanardag R, Akev N. 2008. Antioxidant activity of
Smilax excelsa L. leaf extracts. Food Chem, 110: 571-583.

Ozsoy N., Okyar A., Arda-Piringci P., Can A., Bolkent S., Akev N. 2013.
Evaluation of Smilax excelsa L. Use in Experimentally Induced
Nephrotoxicity. Kafkas Univ Vet Fak Derg 19 (5): 807-814.

Chen T, Li J, Cao J, Xu Q, Komatsu K, Namba T. 1999. A new
flavanone isolated from rhizoma Smilacis glabrae and the structural
requirements of its derivatives for preventing immunological hepatocyte
damage. Planta Med, 65, 56-59, 1999.

Kuo Y. H., Hsu Y. W., Liaw C.C., Lee J.K., Huang H.C., Kuo LKJ.,
2005. J. Nat. Prod., 68, 1475.

36



86.
87.
8.
89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Longo L., Vasapollo G. 2006. Food Chem., 94: 226.

Ng T.B., YuY. L. 2001. Int. J. Biochem. Biol., 33: 269.

Bernardo R.R., Pinto A.V., Parente J.P. 1996. Phytochemistry, 43: 465.
Ivanova A, Mikhova B., Klaiber 1., Dinchev D., Kostova 1. 2009. Nat.
Prod. Res., 23: 916.

Ivanova A, Mikhova B, Kostova I, Evstatieva L. 2010. Bioactive
chemical constituents from Smilax excelsa. Chem Nat Compd, 46: 295-
297.

Gupta Sk, Trivedi D, Srivastava S, Joshi S, Halder N, Verma, Sd. 2003.
Lycopene Attenuates Oxidative Stress Induced Experimental Cataract
Development: An in Vitro And In Vivo Study. Nutr, 19: 794-799.

Rao L.G, Guns, E., Rao A.V. 2003. Lycopene: its role in human health
and disease. Agro Food 7— 8 : 25-30.

Tapiero H., Townsend D.M, Tew K.D. 2004. The Role Of Carotenoids
In The Prevention Of Human Pathologies. Biomed Pharma, 58 : 100-110.
Lacaille-Dubois MA, Wagner H. 1997. A review of the biological and
pharmacological activities of saponin. Phytomedicine, 2 : 363-386.
Koratkar R, Rao AV. 1997. Effect of soya bean saponins on
azoxymethane-induced preneoplastic lesions in the colon of mice. Nutr
Cancer.27(2) : 206-209.

Fidan AF, Diindar Y. 2007. Yucca schidigera ve I¢erdigi Saponinler ile
Fenolik Bilesiklerinin, Hipokolesterolemik ve Antioksidan Etkileri.
Lalahan Hay Arast Ens Derg, 47 (2) : 31-39.

Shahidi F., Naczk M. 1995. Food Phenolics, Chemistry, Effects,
Applications. Technomic, USA.

Karakaya S., E1 S.N. 1997. Flavonoidler ve saglik. Beslenme ve Diyet
Dergisi 26(2) : 54-60.

Hertog M.G.L. 1993. Content of potentially anticarcinogenic flavonoids
of 28 vegetables and 9 fruits commonly consumed in the Netherlands. J.

Agric. Food Chem. 40, 2379-2383.

100. Cemeroglu A.P., Cemeroglu B.S. 1998. Saglik acisindan gida

fenolikleri. Gida Teknolojisi 3(9) : 52-55.

37



101. Wanasundara U.N., Shahidi F. 1998. Antioxidant and prooxidant
activity of green tea extracts in marine oils. Food Chemistry 63(3) : 335-

342.

38



OZGECMIS

1991 yilinda Giresun’da dogdu. Lise 6grenimini Giresun’da Espiye-75. Yil Cok
programli Lise’de tamamladi. 2010 yilinda girdigi Giresun Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden 2014 yilinda mezun oldu. Ayni y1l basladigi Giresun
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’ndaki Yiiksek Lisans

ogrenimini 2016 yilinda tamamladi. Yabanci dili Ingilizcedir.

39



