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OZET

Bu aragtirmada halk arasinda c¢ay olarak
tiketilen dag cay1 tirlerinden endemik Sideritis
trojana bitkisinin metanol ekstraktinin (ST) insan
periferal lenfositlerinde mitomisin  (MMC) ile
indiiklenen  klastojenik/anojenik  etkiye  karsi
antigenotoksik etkileri Mikroniikleus (MN) test
sistemiyle in vitro olarak degerlendirilmistir. Bu
amagla uygulama, sigara igmeyen 20-25 yas arasi
saglikli bir erkek ve bir bayandan alinan periferik
venoz kanda ST’nin 0,1, 1, 10, 100 ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlariin etkisi gézlemlenmistir. Ayrica,
pozitif, negatif ve ¢oziici kontrol gruplart da
calismaya dahil edilmistir. MMC ile maruziyeti
sonucu %9,15 mikroniikleus frekans: tespit edilmistir.
Uygulama konsantrasyonlarinin (ST+MMC) doza
bagli olarak mikroniikleus frekanslarinda azalmaya
neden olduklar1 ve bu azalmanin da istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
sonuglara goére ST’ nin potansiyel antigenotoksik bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antigenotoksisite,
Mikroniikleus, DNA, Sideritis trojana

The in vitro Antigenotoxic Effect of Mountain
Tea (Sideritis trojana) on Peripheral Human
Lymphocytes

ABSTRACT

In this study, the antigenotoxic effects of
methanol extract (ST) of the endemic Sideritis trojana,
which is consumed as tea among the public, against
the clastogenic / anogenic effect induced by
mitomycin (MMC) on human peripheral lymphocytes
were evaluated in vitro with the Micronucleus (MN)

Arastirma Makalesi

test system. For this purpose, the effect of 0.1, 1, 10,
100 and 500 pg / mL concentrations of ST was
observed in peripheral venous blood taken from a non-
smoking healthy male and a woman aged 20-25 years.
In addition, positive, negative, and solvent control
groups were included in the study. As a result of
exposure with MMC, a micronucleus frequency of
9.15% was determined. It was determined that
application concentrations (ST + MMC) caused a
decrease in micronucleus frequencies depending on
the concentrations and these decreases were
statistically significant. According to these results, it
was determined that ST has a potential antigenotoxic
effect.

Keywords: Antigenotoxicity, Micronucleus, DNA,
Sideritis trojana

1. GIRIS

Tibbi olarak 6nemli olan ve biyolojik aktivite
gosteren bitkiler eski zamanlardan bu yana halk
tarafindan ¢esitli hastaliklar i¢in kullanilmaktadir. 224
cins iceren zengin Labiatae familyasina ait bitkilerin
¢ogu eski ¢aglardan bu yana halk ilaci olarak ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin yani sira,
tipta, gida endustrisinde, kozmetik ve parfiimeri
sektorlerinde yer tutan bitkilerdir. Ayrica giiniimiizde
fitoterapide kullanilan pek c¢ok yontemde da bu
familya bitkilerinin yer aldig1 goriilmektedir [1].

Son 30-40 yilda bitkisel ilaglarin yerini sentetik
ilaglar almaya baslamistir. Ancak bu sentetik ilaglarin
bircok yan etkisinin ortaya ¢ikmasi ve ¢ogunun
fiyatlarinin yiiksek olmasi nedeniyle insanlar yeniden
bitkisel ilaglarla tedavi yolunu tercih etmeye
yonelmistir [2].

Tiim diinya {ilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de
de tibbi acidan Onemli goriilen bitkiler ytlizyillardir
halk arasinda c¢ay, merhem, baharat vb. sekillerde
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Giliniimiizde mikroorganizmalarm sentetik ilaglara
kars1 daha fazla diren¢ olusturmalari nedeniyle dogal
bitkisel ilaglara ilgi yeniden artmigtir [3]. Diinya
genelinde 15°den fazla tiri bulunan Sideritis,
Tiirkiye’de 46 tiir 12 alt tiir ve 2 varyete ile temsil

edilmektedir [4-6]. Sideritis bitkisi halk arasinda dag
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cayl, yayla cayi, sarikiz ¢ayi, kuyruk ¢ayi, adacay1 gibi
bircok isim tasimaktadir. Ayrica birgok insan
tarafindan sinir sistemi uyaricisi, antiinflamatuar,
antispazmodik, karminatif, analjezik, sedatif,
antitussif, stomasik ve antikonvulsan etkilerinden
dolay1 ve soguk alginliklarinda Oksiiriik kesici ve
gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Sideritis tiirleri ile ilgili olarak yapilan
calismalara bakildiginda bu cinse ait tiirlerden elde
edilen ekstraktlarin antistres [7], analjezik [8],
antioksidan [9], antibakteriyel ve antiinflamatuar [10,
11] etkileri rapor edilmistir. Bunun yaninda bu tiirlere
ait bir¢cok diterpen bilesikleri ve ugucu yaglar ile ilgili
arastirmalar da mevcuttur.

Yaptigimiz ¢aligmada iilkemizde endemik
olarak bulunan Sideritis trojana tiiriinden elde edilen
ekstraktlarin insan lenfositlerinde Mikroniikleus
analiz yontemiyle DNA iizerindeki antigenotoksik
profilinin belirlenmesi amaglanmistir.

2. MATERYAL ve METOD
2.1. Calismalarda kullanilan Kimyasal maddeler

Metanol (CH30H), Cat No: 67-56-1. Giemsa
boyast; HS Kodu: 3204 19 00. KH2PO4; Cat No:
7778-77-0. Na2HPO4; Cat No: 7558-79-4. Fosfat
tamponu (PBS); Cat No: L1825. Sodyum kloriir
(NaCl); Cat no: 7647-14-5. DMSO (Dimetil
stilfoksit); Cat No: 67-68-5. Chromosome Medium B;
Cat No: F 5023, Mitomisin C; Cat No: 50-07-7,
Cytochalasin-B; Cas No: 14930-96-2, KCI; Cat No:
7447-40-7, Asetik asit; Cas No: 64-19-7, Entellan; HS
kodu: 3208 20 10.

2.2. Ekstraksiyon

Sideritis trojana bitkileri Canakkale ili,
Bayramic ilgesi’nden toplanmistir. Yapraklar ve dal
kisimlar1 ayr ayn temizlenerek bitki kurutulmustur.
Kuruyan dal ve yapraklar birbirinden ayrilarak
bitkinin yaprak ve cicek kisimlar1 havanda doviilerek
toz haline getirilmistir. Toz haline gelen bitkinin
ucucu yaglarimi uzaklastirmak i¢in 115 °C’de 6-7 saat
bekletilmistir. Ugucu yaglar uzaklastirildiktan sonra

metanol ekstraksiyonu yapilmistir. Etken madde elde
edilene kadar (3-5 saat) ekstraksiyona devam
edilmistir. Elde edilen ekstraklar 15 saat +4°C’de
bekletilmistir.

Metanoliin uzaklastirilmasinda

evaporator kullanilmistir,

2.3. Konsantrasyon Belirlenmesi

Calismamizda uygulama konsantrasyonlari
literatiire =~ gore  belirlenmistir.  Buna  gore
antimikrobiyal, antiinsektidal, antibakteriyal ve
antioksidan oOzelliklerin rapor edildigi ¢aligmalar
degerlendirilerek konsantrasyonlar genis Olgiide ele
almarak 0,1, 1,10, 100 wve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlar seg¢ilmistir.

2.4. Kan Alinmasi

Calismada sigara i¢gmeyen, alkol kullanmayan,
kronik hastalig1 olmayan, son 1 hafta iginde herhangi
bir ilag almayan, son 6 ay igerisinde teshis ya da tedavi
amaci ile herhangi bir 151na maruz kalmamis, 20-25
yagslar1 arasinda saglikli iki erkek iki bayan dondrden
alman periferal kanlar kullanilmstir.

2.5. Mikroniikleus Test Metodu

Besi yerleri (Chromosome Medium B) steril
tiiplere 2,5 mL olacak sekilde dagitilmistir. testte 5
uygulama dozu (0,1; 1; 10; 100; 500 pg/mL)
mutajenik etkisi bilinen MMC ile kombine edilerek
uygulanmistir. Ayrica; ¢oziicli, pozitif ve negatif
kontroller de kullanilmistir.

Test igin dondrlerden alinan kan Onceden
hazirlanmig olan 2,5 mL’lik besi yeri iizerine 0,2 mL
olacak sekilde aktarilmigtir. Tiipler 37 °C’de 72 saat
stireyle kiltlire alinmistir. Kiiltiiriin baslangicindan
itibaren 24. saatte madde uygulamalar yapilmistir.
Kiiltiiriin  44. saatinde sitokinez inhibitorii olan
Cytochalasin-B 5,2 ug/mL olacak sekilde eklenmistir.
Kiiltiir siiresi bitiminde 1000 rpm’de 10 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant atilarak tiiplere 5 mL 0,075 M KCI
ilave edilmistir. Ardindan tiipler +4 °C’de 5 dakika
bekletilmistir.  Siire sonunda tiipler tekrar 1000
rpm’de santrifiij edilmis ve santrifiijden sonra
siipernatant atilmistir ve fiksatif ¢ozeltisinden (3
metanol : 1 asetik asit) 5’er mL eklenmistir. Bu
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islemden sonra tlipler 15 dakika buzdolabinda
bekletilmis ve bu islem 2 kere daha tekrarlanmustir.
Sadece son fiksatif %1°lik formaldehit icermektedir.

Elde edilen lamlar iizerine damlatilmistir.
Kuruyan preparatlar %5°lik giemsa boyasi ile 13-15
dakika boyanmistir ve entellan ile kapatilmistir.

2.6. Mikroniikleus ve rediiksiyon frekansi

Daimi hale getirilmis preparatlarda her bir doz
icin her bir bireyde 1500 biniikleat hiicre incelenerek
(her bir doz i¢in toplamda 6000 biniikleat hiicre)
mikroniikleus frekanslar1 belirlenmistir. Rediiksiyon
ylizdesi ise Waters ve ark. [12]’den yararlanilarak su
formiil ile tespit edilmistir;

“A—cC

Bu formiilde A, MMC (pozitif kontrol)
uygulamasi ile elde edilen hasar frekanslarini, B; ST +
MMC maruziyeti ile elde edilen hasar frekanslarini, C
isenegatif kontrolde elde edilen sonuglari ifade
etmektedir.

R x100

2.7. Istatistiksel degerlendirme

Deney gruplarindaki mikrontiikleus
frekanslarinin kontrol gruplari ile farklilik gdsterip
gostermediginin belirlenmesinde z dagilim testi
kullamilmistir.  Mikroniikleus  frekansi  doz-etki
iliskilerini ortaya koymak icin SPSS yazilim

kullanilmustir.

3. SONUCLAR ve TARTISMA

Sideritis trojana ekstraktindan 0,1, 1, 10, 100 ve
500 ug/ml olarak  hazirlanan bes  farkli
konsantrasyonun, MMC’nin meydana getirdigi
genetik hasara karsi insan lenfositlerinde koruyucu
etkisi MN yontemiyle degerlendirilmistir. Elde edilen
veriler Tablo 1°de sunulmustur. Yapilan bu testte her
konsantrasyon i¢in her bir bireyden 1500 toplamda ise
bir doz i¢in 6000 (4 birey) biniikleat hiicre
incelenmistir.

Sideritis trojana’dan ekstrakte edilen toplam
antosiyaninin olas1 anti-klastojenik ve/veya anojenik

etkilerini degerlendirmek i¢in ST+MMC ile
muameleden sonra, biniikleat (BN) hiicreler
sayllmistir. Mikroniikleus frekansi, BN hiicrelerindeki
mikroniikleus sayisi, standart sapma ve rediiksiyon
yiizdesi sonuglart Tablo 1'de sunulmustur. Sonuglara
gore ST, tiim konsantrasyonlarda mikroniikleuslu
lenfositlerin frekansin1 6nemli 6l¢iide azaltmustir.
Ayrica rediiksiyon indeksi incelendiginde pozitif
kontrol olan MMC’ye kiyasla % 36,12 ile %60
oraninda azalma oldugu belirlenmistir. Doz ve hasar
frekans1 iliskisi degerlendirildiginde Sekil 1’de
gosterildigi gibi ST’nin doza bagli olarak giiclii bir
korelasyona sahip oldugu tespit edilmistir (r= -0,86).

Sideritis tiirleri kullanilarak yapilan bilimsel
caligmalarda, bu cinse ait pek cok tiiriin kanser
hiicreleri iizerine sitotoksik etkilerinin oldugu bir¢ok
calismada rapor edilmistir. Gelinci [13], Sideritis
ozturkii tiiriiniin yaprak ve ¢igeklerinden elde edilen
metanol ekstraktlarinin DLD-1 (insan kolon kanseri)
hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etlilerini MTT yontemi
ile arastirmis ve c¢alisma sonucunda Sideritis
ozturkii’den elde edilen yaprak ve cicek
ekstraktlarinin, doza ve zamana bagl olarak DLD-1
hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigini rapor
etmistir.

Karadeniz ve Sen [14], Sideritis scardia
bitkisinde baskin etken madde olarak bulunan
flavonoidlerin 16semik kanser hiicrelerinde yiizde 57
oraninda sitotoksik etkisi oldugunu belirlemislerdir.
Erkan [15], Tirkiye’de dag cayr olarak bilinen ve
yabani bitki tlirlerinden olan Sideritis arguta ve
Dorystoechas hastata’nin kanser hiicreleri tizerindeki
sitotoksik  etkileri ve lipid peroksidasyonunu
engelleme kapasiteleri arastirilmigtir. Bu bitkilerin
ekstraktlarinda yer alan karnosik asit ve karnozol’un
giiclii antioksidan ve kanser onleyici etkileri oldugu
tespit edilmistir.

Her iki bitkinin ekstraktlar1 da 56- 69 mg/ml
dozda indiikleyici potansiyel aktiviteyi iki katina
¢ikarmistir ancak bu oranlar degerlendirildiginde
sitotoksik etkilerinin diigiikk oldugu tespit edilmistir.
Fakat her iki bitkinin ekstraktlarinda tespit edilen
asetonun ise yiiksek oranda lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi tespit edilmistir. Yukarida bahsi gecen
¢alismalardan da anlasilacagi lizere Sideritis tiirlerinin
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asikardir. Bizim ¢alismamizda ise saglikli bireylerden
saglikli hiicreler ile calisildigi icin ve bu hiicrelerde
hiicrelere koruyucu bir etki yaptigi i¢in burada iki
farkl1 degerlendirme yapilabilir. Bunlardan ilki ST
MMC’nin etkisini 6nlemis olabilir, bir digeri de DNA
onarim aktivitesini artirmig olabilir. Bu mekanizmanin
acgiklanmasi baska bir ¢alisma konusudur.

sahip oldugunu bildirmistir. Ancak ugucu yaglarin,
ayn tiir bitkilerden elde edilmemis olmasina ragmen,
bitkilerin genotipik 6zelliklerinin, yetistikleri cografi
bolgelerin, bu bolgelere ait iklimsel 6zelliklerin ve
toplanma tarihlerinin farkli olmasi nedeniyle farkl
antimikrobiyal etki gdstermesinin dogal oldugu
bildirilmistir [18]. Calismamizda toplanan Sideritis
trojana Kazdaglari’ndan toplanan endemik bir tiir olup

Canakkale Ili’nden toplanmustir. Farkli cografik

Tablo 1. Farkli ST + MMC konsantrasyonlarmin insan periferik lenfositlerinde mikroniikleus frekansi ve azalma yiizdesi

BN hiicreler
. Period Konsantrasyonlar iIncelenen BN  igerisinde MN  MN/Hiicre .
Ve85 Y EelEEE (saat) (ng/mL) hiicre sayisi frekansi (%)+ SH Rediiksiyon (%)
1 2 3+
Kontrol 48 0 6000 8 1 2 0,27+0,07 -
Coziict kontrol 48 %10 (viv) 6000 19 2 - 0,35+0,08 -
MMC 48 0,2 6000 315 96 14 9,15+0,37 -
ST+MMC 48 0,1+0,2 6000 301 20 5 5,93+0,30 36,21
1+0,2 6000 257 24 4 6,15+0,31 33,77
10+0,2 6000 203 19 6 4,32+0,26 54,41
100+0,2 6000 300 5 4 5,37+0,29 42,59
500+0,2 6000 196 8 5 3,78+0,25 60,41

* Kontrole gore anlamli fark vardir p<0,05

Sekil 1. Uygulama dozlarina bagli olarak hasar frekansinin

10,00

9,00

8,00

5,00

5,00

4,00

3,00 T T T T T
1,00 2,00

regresyon grafigi (r = -0,86)

Sideritis tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri
genellikle sahip olduklari flavonoidler, diterpenoidler

gibi  fenolik  bilesimlerine  gore  karekterize
edilebilmektedir [16]. Ayrica, Rodriguez- Linde ve
ark. [17], Sideritis wugucu yaglarmin degisik

derecelerde antibakteriyel ve antifungal aktivitelere

bolgelerden su an igin toplanma ihtimali olmayan bu
bitkinin antigenotoksik etkisinin cografik farklilik
gosterip gostermeyecegi su an i¢in miimkiin degildir.

Koker, [19], Sideritis libanotica ekstraktinin
0,16; 0,32; 0,65 ve 1,30 ug/ml konsantrasyonlari ile
insan periferal lenfositlerinde yapilan kardes kromatid
degisimi (KKD) testinde 24 saatlik muamele suresinde
kontrole istatistiksel olarak anlamli bir artisin
olmadigini rapor etmistir. Ayni konsantrasyonlarla 48
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
tim dozlarda KKD degerinin kontrol grubuna
istatistiksel olarak anlaml sekilde arttig1 saptanmustir.
Benzer sekilde insan periferal lenfositlerinin, S.
libanotica ekstrakti ile 24 ve 48 saat muamelesi
sonucunda kromozomal anormallik oran1 ve anormal
hiicre yiizdesi yoniinden kontrol grubuna gére énemli
bir  farklilk  gbzlenmemistir.  Arastirmacilar
mikronukleus frekansinda ve mikronukleuslu hiicre
oraninda gozlenen farkliliklarin istatistiksel olarak
onemli diizeyde olmadigimi belirtmislerdir. Buradan
sonugla Sideritis tiirlerinin diigiik konsantrasyonlarda
sitotoksik ve genotoksik etkisinin olmadigi tespit

edilmistir.  Bizim c¢alismamizda ise elde edilen
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sonuglara gore Sideritis trojana ekstraktlarinin
MMC’ye kars1 koruyucu etkisi agik¢a goriilmektedir.

Sagir [20], Tiirkiye’de yetigen tiirler arasinda
en yiksek endemizm oranmna sahip olan Sideritis
tirlerinden, Sideritis phrygia, S. pisidica, S.
brevibracteata tiirlerinin hekzan, aseton ve metanol
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini incelemis ve bu
tirlere ait genel olarak antioksidan o6zelliginin
oldugunu rapor etmistir. Benzer sekilde Sideritis
akmanii bitkisinin metanol ve aseton ekstrelerinin
icerdigi fenolik maddeler dolayisiyla antioksidatif
etkili olabilecegi Giizey [21] tarafindan rapor
edilmistir. Ayrica Erdogan ve ark. [22] ve Ozkan [23]
tarafindan yayinlanan c¢alismalarda da Sideritis
tirlerinin  antioksidan 6zelliklerinin rapor edildigi
belirlenmistir. Bu g¢alismalara ilave olarak Sideritis
cinsine ait bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin rapor
edildigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

Gidalarin antioksidan icerikleri ve yararliligi,
gida maddesinin cinsine, hasat zamani, hasat
yontemlerine, iklime, depolama ve muhafaza
ortaminin  1sisina, nemine, 1§1gma,  gidanin
hazirlanmasi, ayrica kisi ve toplumlarin tiiketim
aliskanliklarina gore bile degisebilmektedir. Dogal
antioksidanlarin kullanimi, kanseri 6nleme ve pek ¢ok
hastalifa yakalanma riskini azaltmasi bakimindan
onem teskil etse de fazla kullanimi toksik etki
yapabilir [24]. Iyi bir antioksidan, serbest oksijen
radikallerini belirli bir sekilde ortadan kaldirir, redoks
metallerini tutar, antioksidan ag1 icerisinde diger
antioksidanlart tetikler, gen ekspresyonunda pozitif bir
etkiye sahiptir. Calismamizda %9,15’lik
mikroniikleus  frekansmma sebep olan MMC
uygulamasmin, ST ile kombine edildikten sonra
istatistiksel olarak azalmasinin nedeni yukarida da
bahsi gecen  Sideritis tlirlerinin  antioksidan
ozelliginden kaynaklanabilir. Ayrica calismamizda
gosterilen MMC’nin anojenik ve/veya klastojenik
etkisine karsi elde edilen anlamli genoprotektif etki,
ST’nin DNA onarim aktivitesini indiikleyebilecegini
de akla getirmektedir.

Bununla birlikte, memeli hiicrelerinde ve
hayvan deneylerinde Sideritis trojana’nin in vitro ve
in vivo farkli test sistemleri ile de antigenotoksik
aktivitelerini tam olarak arastirilmasi gerekmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar tarafindan herhangi bir potansiyel
¢ikar catigmasi bildirilmemistir.

ARASTIRMA VE YAYIN ETiGi BEYANI

Bu c¢aligmanin yazim siirecinde uluslararasi
bilimsel, etik ve atif kurallarina uyulmus ve toplanan
veriler iizerinde herhangi bir tahrifat yapilmamstir.
Environmental Toxicology and Ecology Dergisi ve
derginin editorleri etik ihlallerden sorumlu degillerdir.
Tiim sorumluluk sorumlu yazara aittir ve bu ¢alisma
ETOXEC disinda herhangi bir akademik yayin

ortaminda degerlendirilmemistir.
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