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Bu ¢alismada, tibbi 6neme sahip bir bitki olan ve pek ¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan Althaea
officinalis L. bitkisinin antigenotoksik etkisi ¢alisildi. Bu amagla somatik mutasyon ve rekombinasyonu 6lgen ve
in vivo bir test olan Drosophila kanat benek testi (SMART) kullanildi. Mitomisin C (MMC) mutajenine kars1 A.
officinalis bitkisinin antigenotoksik etkisi aragtirildi. Caligmalar sonrasinda, A. officinalis bitkisinin kurutulmus
herbasinin 5 mg, 15 mg ve 45 mg’lik dozlarda MMC’nin olusturdugu DNA hasarini baskilayabilecegi saptandi.
S5mg, 15mg ve 45mg’lik doz uygulanmasi sonucunda, MMC ile indiiklenen toplam benek sayilarinin sirasiyla
%3.66, %1.83 ve %2.03 oraninda inhibe edildigi saptanmustir. Elde edilen verilere gore A. officinalis bitkisinin
birtakim antigenotoksik faktorler icerdigi diistiniildii.

Anahtar kelimeler: Althaea officinalis, Antigenotoksisite, Drosophila melanogaster, Mitomisin C (MMC),
SMART.

ABSTRACT

In this study, the antigenotoxic effect of Althaea officinalis L., which is a medicinal plant and is widely used in the
treatment of many diseases, was studied. For this reason, the Drosophila wing spot test (SMART), an in vivo test
that measures somatic mutation and recombination, was used. The antigenotoxic effect of A. officinalis against the
mitomycin C (MMC) mutagen was investigated. After application studies, it was determined that 5 mg, 15 mg and
45 mg doses of dried herba of A. officinalis, could suppress DNA damage caused by MMC. As a result of the
application of 5mg, 15mg and 45mg doses it was determined that the total number of spots induced by MMC was
inhibited by 3.66%, 1.83% and 2.03%, respectively. According to the data obtained, it is thought that A. officinalis
contains some antigenotoxic factors.
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GIRIS

Genetik materyal iizerinde kendiliginden ya da indiiklenme ile olusan degisiklikler
mutasyon olarak tanimlanirken, mutasyona neden olan fiziksel ya da kimyasal etmenler ise
mutajen olarak adlandirilir. Bu mutajenler, sonraki nesillere genetik hasarin aktarimi ve kanser
olusumu gibi somatik hiicre hasarmin ortaya ¢ikmasina neden olan siiregleri tetikledigi i¢in
onemlidir.

DNA iizerindeki hasar olarak tanimlanan genotoksik etki, DNA hasaryla iliskili
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve kanser baslatici bir siire¢ oldugu i¢in genetik toksikolojinin ana
konusunu olusturmaktadir (Siimer, Oner, Ogiis ve A¢ik, 2009).

Geleneksel amacl kullanilan pek ¢ok tibbi bitki, yeni ilaclarin kesfinde biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu bitkilerin farkli bolimlerinden pek c¢ok bilesik ekstrakte edilmektedir.
Bunlara; pektin, nisasta, flavonoid, kumarin, tannin, asparagin ve bircok aminoasit 6rnek olarak
verilebilir (Seker, 2019). Etkinligi kanitlanmis birgok metabolite sahip olan bu bitkilerin tedavi
edici ve antigenotoksik etkilerine yonelik ilgi giderek artmaktadir (Shabab, Gholamnezhad ve
Mahmoudabady, 2021). Dolayisiyla gesitli mutajenlerin etkisiyle ortaya ¢ikan genotoksik etki,
tibbi bitkilerin antigenotoksik etkisine bagli olarak azalabilmektedir. Bu bakimdan pek c¢ok
bitki antigenotoksik etki gdstermesi bakimindan biiyiik 6neme sahiptir (Onen, Kiligle ve
Dogan, 2017).

Yapilan ¢esitli caligmalarla pek ¢ok bitkinin kalp hastaliklari, yliksek tansiyon ve astim
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi ilaglarin 6nemli bir kisminin temelini olusturdugu
rapor edilmistir (Al-Snafi, 2013).

Bu baglamda Althaea officinalis L. bitkisinin (Hatmi ¢icegi) geleneksel tipta 2000 yili
askin siiredir kullanildig1 bilinmektedir. Misilaj igerigiyle zengin bir bitki olan A. officinalis
bitkisinin 6zellikle cicekleri ve yapraklar tarafindan hazirlanan karisimin bogaz agrisi, st
solunum yolu enfeksiyonlari, okstiriik, sindirim kaynakli karin agrilar1 ve atopik egzema gibi
rahatsizliklarda, farkli sekillerde hazirlanarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Kaya, 2013;
Khalighi vd., 2021).

Malvaceae familyasina ait bir bitki olan hatmi ¢i¢eginin genellikle 1liman bolgelerde
yayilis gosterdigi ve bu bitkinin 20 kadar tiiriiniin bulundugu rapor edilmistir. Bu tiirlerden biri
olan A. officinalis iilkemizde de dogal olarak bulunmaktadir (Ozdemir, 2018). Ayrica
iilkemizde, aktarlarda “hatmi” adiyla bitkinin kok, yaprak ya da cicek gibi farkli kisimlar

satilmaktadir.
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Bu ¢alismada kullanilan ve dkaryotik bir organizma olan Drosophila melanogaster (sirke
sinegi), Uiretiminin kolay ve ekonomik olmasi ve genetik olarak farkli soylara sahip olmasi gibi
Ozellikleri nedeniyle pek¢ok maddenin mutajenik, genotoksik, kanserojenik ve antigenotoksik
etkilerinin saptanmasinda kullamilmaktadir. Ozellikle insan ve Drosophila’nin genetik
ozelliklerinin benzerlik gostermesi, Drosophila’yr bu tip ¢aligmalar i¢in oldukca avantajli
kilmaktadir (Rincon ve Graf, 1995).

Bu calismayla, Mitomisin-C (MMC) ile olusan genotoksik etkiye karsi, A. officinalis

bitkisinin antigenotoksik etkisinin Drosophila kanat benek testi ile aragtirilmast amaglanmustir.
GEREC VE YONTEM

Calismada D. melanogaster’in mwh/mwh ve flare-3 soylar1 kullanilmigtir (Rincon ve
Graf, 1995). Mutajen olarak Mitomisin C (CAS No. 50-07- 7) kullanildi. Antigenotoksik etkisi
incelenecek olan Malvaceae familyasina dahil A. officinalis bitkisi, Malatya Turgut Ozal
Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitkiler bahcesinde yetistirilmistir. Herbaryum tekniklerine
gore kurutulmus olan bitkinin, herba adi verilen toprak {istii kisimlar1 toz haline getirilerek

kullanilmistir.

Antigenotoksik Uygulama

Calismada, A. officinalis bitkisinin cam bir havan igerisinde ezilerek toz haline getirilmis
kuru herba kisimlarinin genotoksik ve antigenotoksik etkilerini belirlemek amaciyla, 5 mg, 15
mg ve 45 mg’lik dozlar kullanilmistir. Bu dozlarin MMC’ye kars1 antigenotoksik etkilerini
belirlemek i¢cin, MMC’nin 0.05 mM’lik dozu kullanilmistir. Bunun i¢in steril deney tiiplerine,
0.5gr hazir besiyeri (Formula 4-24; Carolina Biological Supply) igerisinde 5 mg, 15 mg ve 45
mg olacak sekilde toz haldeki A. officinalis eklenmistir.

Uygulama Prosediirii

Uygulama prosediirii birtakim degisiklikler yapilarak, belli bir protokole gore
gerceklestirildi (Graf vd., 1984). Mwh erkekleri ve flr® virgin disilerinin 8 saatlik caprazi sonucu
elde edilen yumurtalardan gelisen 72+4 saatlik larvalar, %17’lik sodyum klorilir ¢ozeltisi
kullanilarak toplandi. Bu larvalar gruplara 6zgii hazirlanmis besiyeri igeren tiiplere sayilarak
konuldu. Bu sekilde negatif kontrol olarak distile su, pozitif kontrol olarak MMC gruplarinin

yani sira, A. officinalis ve MMC + A. officinalis gruplar1 da olusturuldu.
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Kanat Preparatlarimin Hazirlanmasi ve Mikroskobik Analizi

Calismada mikroskobik analiz i¢in, deney tiiplerindeki larvalardan ergine gelisen
bireylerden sadece trans-heterozigot (mwh flr+/mwh+flr3) bireyler kullanildi. Ergin sineklerin
kanatlar1 kesildi ve Faure soliisyonunun (30 gr arap zamki, 20 ml gliserol, 50 gr kloralhidrat ve
50 mL distile su) damlatildig:1 lamlarin iizerine yerlestirildi. Yerlestirilen kanatlarin her iki
yiizeyi 151k mikroskobunda 400X biiyiitme ile incelendi. Inceleme sonucunda gdzlenen benek

tipleri, tekli benekler ve ikili benekler olmak iizere kaydedildi (Rincon ve Graf, 1995).

Istatistiksel Analiz

Mikroskobik tarama ile goézlenen benekler; kiigiik tekli benek, biiyiik tekli benek ve ikili
benek seklinde kaydedildi. Istatistiksel olarak analiz yapabilmek igin, her bir kanattaki benek
sayisi, kontrol gruplarinin benek sayilari ile karsilastirildi. Sonuglart degerlendirmek igin,
MICROSTA paket programi kullanild: ve tek yonlii Kastenbaum-Bowman testi yapildi. A.
officinalis bitkisinin MMC ile olusan kanat benek sikligi inhibisyon yiizdesi ise asagidaki
formiile gore hesaplandi (Idaomar vd., 2002).

100(a-b
a

Yukaridaki formiile gére a MMC ile olusan benek sikligini, b ise A. officinalis uygulamasi

sonucu MMC ile olusan benek sikligin1 gostermektedir.
BULGULAR VE TARTISMA

Giinliik yagsantimizda siklikla kullandigimiz pek ¢ok bitkinin, sahip oldugu bilesenler
sayesinde bir¢ok kanser tiirliniin ve diger somatik mutasyonla iligkili hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 ve antigenotoksik aktivite gosterdigi bilinmektedir. Yani tipteki mutajenlerin
etkisine bagli olarak olusan mutajenik etki, bu bitkilerin sahip oldugu bilesenlerin
antigenotoksik etkisine bagli olarak azalmaktadir (Boldbaatar vd., 2014; Zor ve Aslan, 2020).

Bu ¢aligmada, toz haline getirilmis A. officinalis bitkisinin toprak iistii kisimlarinin, sahip
oldugu pek cok avantaji sayesinde, bircok bilesenin genotoksik ve antigenotoksik etkisinin
degerlendirildigi D. melanogaster iizerindeki antigenotoksik etkisi Drosophila kanat benek
testi ile arastirilmistir. Cesitli bitki 6ziitlerinin antimutajenik etkilerinin ¢alisildigi ve model
organizma olarak Drosophila’nin kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma olmasina ragmen, bu ¢aligma A.
officinalis bitkisinin Drosophila iizerindeki antigenotoksik etkisinin kanat benek test ile

arastirildigi ilk calisma 6zelligi tasimaktadir (Radak ve Andjelkovic, 2016).
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Calismada, A. officinalis bitkisinin toz edilmis kuru herbasi 5 mg, 15 mg ve 45 mg’lik
dozlarda kullanildi. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan, antibakteriyel, antitimor ve
antifungal etkiye sahip olan ve alkilleyici ajan smifina giren MMC’nin ise 0.025mM, 0.05mM
ve 0.1mM’lik dozlart kullanilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucu MMC’nin
Drosophila’da genotoksik etkisi saptanirken, A. officinalis bitkisinin test edilen biitiin
dozlarinda, tiim benekler i¢in kontrol grubuna (distile su) kiyasla anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Literatiirde, Streptomyces caespitosus’tan elde edilen bir antibiyotik olan
MMC’nin Drosophila’da genotoksik etkiye neden oldugunu gosteren birgok ¢aligma mevcuttur
(El-Hefny vd., 2020; Karabulut ve Yesilada, 2014; Niikawa ve Nagase, 2007). Calismada
ayrica her bir uygulama grubuna bagl olarak gbzlenen, yasama yiizdeleri de hesaplandi. Elde

edilen tiim bulgular ve istatistiksel degerlendirmeler Tablo 1 ve Tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 1. MMC Test Gruplarinda Drosophila Kanat Benek Testi Verileri ve Istatistiksel Analizler

Kanat basina diisen benek sayilarimin istatistiksel analizi*

Test Gruplars  Y2$ama I“&Z‘ﬁgten Kiiciik tekli Biiyiik tekli il Toplam
yiizdesi Sayisi benekler benekler benekler benek
(%) (1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) sayisl
(m=2) (m=5) (m=2)
Distile Su 93 90 0.11(10) 0.01(1) 0.01(1) 0.13(12)
MMC (mM)
0.025 66 65 1.32(86) + 0.45(29) + 0.12(8) + 1.89(123) +
0.05 56 52 3.05(177) + 1.07(62) + 0.29(17) + 4.41(256) +
0.1 33 50 4.96(248) + 1.62(81) + 0.6(30) +  7.18(359) +

*Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢ok degiskenli faktor, a=p=0.05

Tablo 2. A. Officinalis Test Gruplarinda Drosophila Kanat Benek Testi Verileri ve Istatistiksel Analizler

Kanat basina diisen benek sayilarinin istatistiksel analizi*

incelenen

Yasama Kiigiik tekli Biiyiik tekli oL Toplam
Test Gruplan yiiidesi Kanat bgnekler bgnekler Tkili beFr)1ek
(%) Sayst (1-2 hiicre) (>2 hiicre) b((err:_lg)e r sayisi
(m=2) (m=5) (m=2)
Distile Su 93 90 0.11(10) 0.01(1) 0.01(1) 0.13(12)
A. officinalis(mg)
5 80 80 0.12(10) i 0.025(2) i 0.01(1) i 0.16(13) i
15 78 81 0.11(9) i 0.01(1) i 0.02(2) i 0.15(12) i
45 74 76 0.12(9) i 0.01(1) i 0.03(2) i 0.16(12) i

*Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢ok degiskenli faktor, o=$=0.05

Genotoksik etkisi belirlenen MMC’ye karsi A. officinalis bitkisinin antigenotoksik
etkisini belirlemek amaciyla, 5 mg, 15 mg ve 45 mg’lik dozlarda kurutulmus herba, 0.05mM
MMC igeren hazir besi yerine eklendi. Tiim gruplarda 40-50 kanat benek varliklarini arastirmak
amactyla tarandi. Benek sayilari incelendiginde, MMC gruplarina oranla, tim MMC+ A.
officinalis gruplarinda tiim benek sayilarmin azaldigi gozlenerek, bu azalmanin istatistiksel

olarak negatif etkiye sahip oldugu belirlendi. Ayrica A. officinalis bitkisinin test edilen tiim
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dozlari ile 0.05 mM MMC’nin es zamanli uygulanmasi sonucu, A. officinalis bitkisinin MMC
tarafindan olusan benek sayilarini inhibisyon yiizdeleri de hesaplandi. Buna gére 5 mg A.
officinalis dozunun test edilen diger dozlardan (15 mg ve 45 mg) daha yiiksek oranda inhibisyon
yiizdesine sahip oldugu belirlendi. A. officinalis bitkisinin S5Smg, 15mg ve 45mg’lik dozlarinin
uygulanmasi sonucunda, MMC ile indiiklenen toplam benek sayilarinin sirasiyla %3.66, %1.83
ve %2.03 oraninda inhibe edildigi saptanmistir. Kanat benek testinden elde edilen bulgular

Tablo 3’te goriilmektedir.

Tablo 3. MMC+ A. Officinalis Test Gruplarinda Drosophila Kanat Benek Testi Verileri ve Istatistiksel Analizler

Kanat basina diisen benek sayilarimin istatistiksel analizi*

Yasama Kanat Kiiciik tekli  Biiyiik tekli - Toplam
Test Gruplari yiizdesi  Sayis1 bgnekler bgnekler Tkili be?wek inh.
(%) (1-2 hiicre) (>2 hiicre) b((ar?,'e_k;? r sayisi %
(m=2) (m=5) (m=2)
MMC (0,05mM) 56 52 3.40(177) 1.19(62) 0.33(17) 4.92(256)
MMC+A. officinalis (mg)
5 59 50 3.30(165) - 1.16(58) - 0.28(14) - 4.74(237)- 3.66
15 55 47 3.40(160) - 1.11(52) - 0.32(15) -  4.83(227)- 1.83
45 60 45 3.35(151) - 1.15(52) - 0.31(14) -  4.82(217)- 2.03

*Tek yonlii Kastenbaum-Bowman Testi, +: pozitif, -: negatif, i: yetersiz, m: ¢ok degiskenli faktor, a=p=0.05

SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismayla oncelikle herbaryum tekniklerine gore kurutulmus olan ve toprak {istii
kisimlar1 (yaprak ve ¢igek) alinarak toz haline getirilmis A. officinalis bitkisinin D.
melanogaster’de herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadig1 belirlenmistir. Buna ilaveten,
yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda A. officinalis bitkisinin test edilen tiim
dozlarimin, Drosophila’da  MMC tarafindan indiikklenen DNA hasarin1 baskilayarak
antigenotoksik etki gdosterdigi belirlenmistir. Buna bagli olarak bitkinin bir takim
antigenotoksik etki gosteren faktorler icerdigi sdylenebilir. Yapilan pek cok calismada, A.
officinalis bitkisinin 6zellikle yaprak ve ¢igeklerinin ¢ok sayida fenolik bilesik igerdigi
saptanmigtir. Bu baglamda literatiirde A. officinalis bitkisi ile hazirlanan farkli ekstrelerin in
vivo ve in vitro antioksidan, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve sitotoksik etkilerinin
arastirlldigt pek cok calisma mevcuttur (Kaya, 2013). Sahip oldugu genetik 6zellikler
nedeniyle, deneysel ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan model organizmalardan olan Drosophila ile
yapilan bu in vivo ¢alisma ile birlikte, A. officinalis bitkisinin antigenotoksik aktivitesi D.
melanogaster tizerinde ilk kez arastirilmistir. Bu baglamda ¢alismanin halk sagligi agisindan
degerlendirilmesi  gerekmektedir. Calismanin  konusunun daha 1iyi aydinlatilmasi,

bulgularimizin desteklenmesi ve antigenotoksisite mekanizmasiin netlestirilmesi adina,
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bitkinin farkl sekildeki ekstraksiyonlar1 ve farkli kisimlarinin degerlendirilmesi gibi daha ileri

ve farkli caligmalarin yapilmasi 6nerilebilir.
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