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Althaea officinalis L. BITKISININ KALLUS KULTURLERINE UV
UYGULAMASI SONRASINDA ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTiIKANSER AKTIiVITESININ
ARASTIRILMASI

OZET

Malvaceae familyasi igerisinde yer alan Althaea officinalis L. alternatif tipta yaygin olarak
kullanilan bir bitkidir. Bu ¢alismanin amact A. officinalis bitkisini in vitro ortamda gelistirip,
bitkinin farkli kisimlarini eksplant kaynagi olarak kullanip, uygun bir kallus rejenerasyon protokolii
ousturduktan sonra, elde edilen kalluslara UV-C uygulamasinin ardindan, kalluslarin metanol ve
etil asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal ve antikanser aktivitelerinin arastirilmasidir. Tohumlarda
en etkili sterilizasyonun, %100 oraninda, 30 dakika siire ile ticari ¢amasir suyunda bekletmek
oldugu tespit edilmistir. Tohumlarda ¢imlenme gii¢liigiiniin oldugu goriilmiis, bu nedenle farkli
besin ortamlar1 ve farkli katilagtirict maddeler kullanilarak uygun bir ¢imlenme protokoliiniin
gelistirilmesi amaglanmigtir. Cimlenme ortamlari olarak MS + plant agar, MS + gelrite, Gamborg-
B5 + plant agar ve Gamborg-B35 + gelrite kullanilmstir. En etkili ¢imlenmenin %28 oraninda MS
+ gelrite kullanilarak hazirlanan besin ortami oldugu tespit edilmistir. Steril ortamda ¢imlendirilen
Althaea officinalis L. bitkilerinin yaprak, yaprak sapt ve kok kisimlari eksplant kaynagi olarak
kullanilmigtir. Eksplantlar farkli dozlarda 2,4- D (1, 2 mg/l) ve BAP (0,25, 0,50,0,75 mg/1) i¢eren
MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. En etkili kallus gelisim oran1 ve kallus agirligi, yaprak sap1
eksplantlarinda, %100 oraninda ve 516,24+0,48 mg agirliginda, 1 mg/l 2,4-D + 0,25 mg/l BAP
iceren MS besin ortaminda elde edilmistir. Kallus gelisimi agisindan en verimsiz eksplantin kok
oldugu gozlenmistir. Yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarimdan elde edilen kalluslar UV-C
uygulamasina maruz birakilmistir. Metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 1 mg/ml, 5 mg/ml ve 10
mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanarak, 7 farkli gram pozitif (Bacillus subtilis ATCC
6337, Brevibacillus brevis, Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus subtilis IM 622, Bacillus cereus
EMC 19, Staphylococcus aureus 6538 P, Listeria monocytogenes NCTC 5348), 9 farkli gram
negatif (Salmonella typhimurium NRRLE 4413, Pseudomonas fluorescens, Enterobacter
aerogenes CCM 2531, Klebsiella pneumoniae EMCS, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus
vulgaris FMC |1, Pseudomonas aeruginosa DSM 50070, Proteus vulgaris, Salmonella enterica
ATCC 13311) bakteri {lizerindeki antimikrobiyal aktivitesi, disk diifiizyon yontemi kullanilarak
aragtirilmigtir. Kullanilan her ii¢ ekstrakt konsantrasyonunun antimikrobiyal aktivitelerinin
olmadig1 belirlenmistir. Ekstraktlarinin SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicreleri {izerindeki
antikanser aktiviteleri aragtirilmistir. Yaprak ve yaprak sapi kalluslarina ait etil asetat
ekstraktlarinin 1000, 500, 250, 125, 62,5 pug/ml dozlarmin antikanser aktivitesinin oldugu, Yaprak
ve yaprak sapi kalluslarina ait metanol ekstraktlarinin ise kullanilan biitiin dozlarda (1000, 500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125 ng/ml) antikanser aktivite gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Althaea officinalis L., kallus, ekstraksiyon, antimikrobiyal aktivite, antikanser
aktivite.



INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTICANCER
ACTIVITIES OF Althaea officinalis L. EXTRACTS OBTAINED
AFTER UV APPLICATION TO CALLUS CULTURES

ABSTRACT

Althaea officinalis L., a plant of the Malvaceae family, is widely used in alternative medicine. The
aim of this study is to cultivate the A. officinalis plant in vitro, create an appropriate callus
regeneration protocol and to investigate the antimicrobial and anticancer activities of methanol and
ethyl acetate extracts of calli after UV-C application, using different parts of the plant as an explant
source. It is very important to ensure the surface sterilization of the plant material in in vitro studies.
For the surface sterilization of the seeds commercial bleach is used for 10, 15, 20, 25, 30 minutes.
We found that the most effective sterilization is obtained soaking the seeds in 100% commercial
bleach for 30 minutes. We observed that the sterilized seeds have difficulties of germination, so we
aimed to develop a suitable germination protocol by using different nutrient media and different
solidifying agents. MS + plant agar, MS + gelrite, Gamborg-B5 + plant agar and Gamborg-B5 +
gelrite were used as germination media. The most effective germination was seen in the nutrient
medium prepared using 28% MS + gelrite. Leaf, petiole and root parts of Althaea officinalis plants
germinated in sterile environment were used as explant sources. Explants were cultured in MS
medium containing different concentrations of 2,4-D (1.2 mg/l) and BAP (0,25, 0,50, 0,75 mg/l).
The most effective callus growth rate and callus weight is observed in petiole explants MS nutrient
medium containing 1 mg/l 2,4-D + 0,25 mg/lI BAP at a rate of 100% with the weight 516,24-+0,48
mg. The most inefficient explant in terms of callus development was the root. Calli obtained from
leaf and petiole explants were exposed to UV-C treatment for 15 minutes from a distance of 15 cm.
After the UV-C application, the calli were kept in the climate cabinet for 48 hours under suitable
conditions.Extractions of calli were carried out using methanol and ethyl acetate solutions. 1 mg/ml,
5 mg/ml and 10 mg/ml solutions of methanol and ethyl acetate extracts were prepared and their
antimicrobial activity on bacteria was investigated using the disc diffusion method for 7 different
gram-positive (Bacillus subtilis ATCC 6337, Brevibacillus brevis, Bacillus megaterium DSM 32,
Bacillus subtilis IM 622, Bacillus cereus EMC 19, Staphylococcus aureus 6538 P, Listeria
monocytogenes NCTC 5348) and 9 different gram-negative (Salmonella typhimurium NRRLE
4413, Pseudomonas fluorescens, Enterobacter aerogenes CCM 2531, Klebsiella pneumoniae
EMCS, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris FMC I, Pseudomonas aeruginosa DSM
50070, Proteus vulgaris, Salmonella enterica ATCC 13311 ) bacteria. None of the three extract
concentrations used had any antimicrobial activities.The anticancer activities of the extracts on SH-
SY5Y human neuroblastoma cells were studied using the WST-1 viability kit. The 1000, 500, 250,
125, 62,5 pg/ml concentrations of ethyl acetate extracts of leaf and petiole calli have anticancer
activity. The methanol extracts of leaf and petiole calli have anticancer activity at all concentrations
(1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125 ug/ml).

Keywords: Althaea officinalis L., callus, extraction, antimicrobial activity, anticancer act.



1. GIRIS

Bilimsel ad1 Althaea officinalis L. olan hatmi ¢igegi; beyaz, sari, pembe ve mor renklerde
ciceklere sahip olan gokkusagi gibi farkli renklerle kendini belli ettiren bir bitkidir. Uzun
Oomiirlii ve otsu bir bitki olan A. officinalis yogun olarak Akdeniz, Kuzey Afrika, Fransa,
Ingiltere, Balkanlar, Giineydogu, Orta Asya ve Rusya da bulunan genis bir dagilima
sahiptir. Deniz kenarlarinda, tuzlu batakliklarda, nemli ¢ayirlarda ve gelgit kiyilarinda
yetisebilmektedir (Altan 2001). Ayrica daglik bolgede A. officinalis'in dogal rejenerasyonu
ve geleneksel yayilimi sinirlandirilmistir. Tohumlar yoluyla ¢ogalma, ayn1 zamanda, zay1f
cimlenme ve fidenin dogal kosullarda oliimii nedeniyle yeterli sayida dikim stoku
iiretiminde ¢ok etkili degildir. Simdiye kadar, bu tiirlin yenilenmesi i¢in verimli bir kiiltiir
sistemi hakkinda ayrintili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, kitlesel ¢ogaltima ve
ikincil metabolit {iretimi i¢in verimli bir bitki rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesine
acil ihtiya¢ duyulmaktadir. Sifali bitkiler igerisinde yer alan hatmi (Althaea officinalis L.)
halk tibbinda 6nemli bir yere sahiptir (Bodeker, et al. 2002).

Halk arasinda giil hatmi, deve giili, silindir ¢icegi olarak da bilinmektedir. Hatmi bitkisinin
govde kismi dik ve tiiylii bir yapida olup, hava degisimlerine kars1 olduk¢a dayanaklidir.
Hatmi ¢igceginden faydalanmak igin ¢ay1 yapilabilecegi gibi lapa seklinde viicudun dis
kismina da uygulanabilir. Hatmi c¢ay1 sicak bir sekilde igilebilecegi gibi soguk olarak da
tilketilebilir. Ancak her iki durumda da cay taze olarak hazirlanmalidir. Eczanelerde
bulunabilen bu iiriiniin doktor tavsiyesi ile alinmasi onerilmektedir (Elmastas vd. 2004,

Deshpande et al. 2010).

Hatmi bitkisiden dogru bir sekilde faydalanabilmek i¢in uygun sekilde tiiketilmesi gerekir.
Kaynamis suyu bir fincana doldurduktan sonra bir tutam hatmi ilave edilir. Iyi bir
karistirmanin ardindan fincanin agzi kapatilarak 3 dakika kadar demlenmeye birakilir. Bu
stirenin sonunda cayin vakit kaybetmeden sicak bir sekilde tiiketilmesi tavsiye edilir

(Deshpande et al. 2010). Hatmi grip, okstiriik gibi rahatsizliklarda enfeksiyonlara karsi



agrilart giderici, ditretik etkili, g6glis yumusatici ve koruyucu, inatgr oOksiiriiklerin
geemesinde bagisiklik sistemini giiglendirici, kilo verdirici, cilt yaralarini yumusatici,
koruyucu ve yara iyilestirici, 6ksiiriik nedeni ile solunum yolu tahribatlarini giderici olarak
kullanilmaktadir. Diinyada bir¢ok {ilkede halk arasinda bitkinin kok, yaprak ve ¢igekleri
farkli tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Elmastas vd. 2004). Yurtdisinda ve iilkemizde A.

officinalis'in degisik preparatlari mevcuttur.

Yurtdisinda hatmi bitkisinin tek ya da karigim halindeki preparatlar1 bulunsa da, iilkemizde
sadece karisim halindeki preparatlari mevcuttur. Yurtdisinda ticari olarak satilan
preparatlar1 iist solunum yolu hastaliklar1 ve dermatolojik hastaliklarda kullanilirken,
iilkemizdeki preparatlar ise gastrointestinal sistem ve {iriner sistem hastaliklarina karsi
kullanilmaktadir (Faisal et al. 2007). Ulkemizde ki aktarlarda “hatmi” ad1 altinda bitkinin
farkli kisimlar1 paketlenmis veya agik bir sekilde satilmaktadir. Tiim diinyada ve lilkemizde
de cok biiylik bir 6neme sahip olan bitkiler her alanda ¢ok aktif bir sekilde kullanilmaya
baslanilmistir. Bu gelenek cok eski zamanlardan giinlimiize kadar gelmektedir. Eski
caglardan beri tibb1 ve aromatik bitkiler tedavi amagli olarak kullaniliyorlardi ancak
bitkilerin i¢erigi hakkinda genis bir bilgi birikimi mevcut degildi. Sadece bitkilerin faydali
oldugu belirtiliyor, bitki igerigi hakinda her hangi bir bilgiye deginilmiyordu. Bitkiler
kimya, biyoloji, eczane, tip ve biyoteknoloji alanlarinda ¢ok biiyiik bir 6neme ve kullanim
alanina sahiptir. Arastirtlan bitkiden maksimun verim alabilmek i¢in 6ncelikle onun iyi
arastirtlmasi, ardindan ona yakin tiirlerin aragtirilmasi gerekir (Al-Snavi 2013). Malvaceae
familyasinda yer alan hatmi ¢igegi (A. officinalis) genellikle iliman yerlerde yayilis
gostermektedir. Diinyada Avrupa, Asya ve Amerika da dagilim gosteren hatmi ¢igeginin
20’ye yakin tiirli mevcuttur. Bunlardan A. officinalis iilkemizde ve dogal ortamlarda en ¢ok
bulunani ve tibbi olarak da en ¢ok kullanilanidir. Bitkinin kok, gévde ve yaprag: tedavi
amaci ile kullanilmaktadir. Hatmi ¢iceginin kokleri tipta sakinlestirici ve oksiiriik dindirici
olarak geleneksel tipta kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda hatmi ¢igeginin

antibakteriyel etkisinin oldugu da tespit edilmistir (Akgiil vd 2018).

Miisilaj icerigi sayesinde agiz ve bogaz mukozasinin tahrisinde, bunlarla iligkili olan kuru
Oksiiriik, hafif gastrit, deri yaniklar1 ve bocek 1sirig1 tedavilerinde ve ayni zamanda
iltihaplama, iilser, apseler, yaniklar, kabizlik gibi rahatsizliklarda kullanilarak geleneksel

tipta genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu tibbi amaglarinin yani sira gida sektoriinde de



kullanilmaya baslanmistir (Khan et al.2019). A. officinalis bitkisinin kok kismindan
yararlanarak iceriginde yer alan bilesenlerden faydalanilip, Tiirk lokumuna yeni bir
deneyim ve daha farkli bir lezzet kazandirilmaya calisilmistir. 4. officinalis'in kok
kisimlarindan faydalanilmis lokuma uygunlugu ve lokumun kalite 6zelligi tizerine etkileri
incelenmistir. Bitkiler 6nemli bir ilag kaynagidir ve insan saglig1 agisindan 6nemli bir rol
oynamaktadir. Son birkac¢ yilda, tibbi bitkilerin saglik sistemine yonelik ¢alisma ve
kullanimina olan ilgi yeniden artmistir (Ali Sah vd. 2011). Ila¢ endiistrileri tarafindan
giderek artan talebi karsilamak icin sinirli 6lgekli tarim arazilerinde ve yetersiz ikmal
girisimleriyle birlikte, biiyiik 6l¢ekli ve sinirsiz somiirii nedeniyle, tibbi agidan 6nemli bitki

tiirlerinin stoklar1 tehlikededir (Babaoglu, vd. 2001).

1.1. Althaea officinalis’in Genel Faydalari

Halk arasinda sifal1 bitkiler olarak adlandirilan ve gelisen teknolojiye ragmen, geleneksel
tipta kullanilan bitkiler hayatimizin vazgegilmezlerinden olmaya devam etmektedir. Her
gegen giin yeni 6zelliklerinden yararlandigimiz bitkilerden sadece biri olan A. officinalis’
in diger ismiyle hatmi ciceginin sadece yararlarindan bazilart sunlardir; Barsak
mikrobiyomunun olusumunu ve giiclenmesini saglar, sa¢ uzamasina yardim eder, saca
dogal ve glizel bir gorliniim saglar. Goriisii kuvvetlendirir. Yaglar1 eriterek viicut
agirhiginin  diizenlenmesine yardimci olur, egzersiz esnasinda performansi arttirir,
susuzluk hissini giderir (Baytop, 1984; Diplock, 1998). Antibiyotik ve antivirtitik
Ozelliklerinden dolay1 viicutta olusmus olan iltihab1 kurutur. Cinsel performansi arttirir.
Menapoz esnasinda goriilen septomlarin diizene girmesinde etkilidir. Deride olusmus
yaralart iyilestirir. Ciltte meydana gelen kirisikliklari, ¢illeri ve kahverengi lekeleri ortadan
kaldirir. Cildi nemlendirir. Hemoroid tedavisinde kullanilir. Sakinlestirici etkiye sahip
olmakla birlikte, yorgunluk ve bitkinlik hissini ortadan kaldirir. Kan degerlerinin
normallesmesinde etkilidir. Oksiiriigii ve bronsiti tedavi eder, balgam soktiiriiciidiir. Adele
Ve bas agrilarini giderir. Sininr sistemini diizenleyerek uykusuzlugu 6nler (Diplock, 1998).
Sertlesmis karacigerin yumusamasint ve kendini yenilemesini saglar, kan sekerini
diizenleyerek, kan sekeri diizeyinin sabitlenmesine yardimei olur. Sindirim sistemi ve
mide rahatsizliklarinin tedavisine yardimer1 olur. Yiiksek tansiyonun diisiiriilmesinde etkili
oldugu gibi huzursuzlugu da giderir. Bobrek faaliyetlerini gelistirir. Kanserin 6nlenmesi

ve tedavi edilmesinde kullanilir. Hiicre duvarimin yeniden olusumunu saglar. Urik asit ve



kolesteroliin suda ¢ozlinmesini saglayarak viicuttan atilmasina yardimci olur. Salgi

bezlerini uyararak hormon salimini tegvik eder.

Viicutta ki atiklarin ve zehirli maddelerin suda ¢oziinlir hale gelerek viicut disina
atilmasina yardimect olur, kan dolagimini hizlandirir. Metabolizmay1 uyarici etkisi vardir.
Kalp atisim1 diizenler. Kanin temizlenmesini saglar. Deriye disardan uygulandiginda

antimikrobiyal aktivite 6zelligi sayesinde koruyucu etki saglar (Baytop, 1984).

1.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiri hiicrelerin belirli bir kontrol dahilin de uygun kosullar altinda
yetistirilmesidir. Hiicre kiiltiirii yontemi dikkat gerektirdigi kadar ortamin steril olmasini
gerektiren bir yontemdir. Bu nedenle kabine alinan biitiin malzemelerin alkol ile iyice steril
edildikten sonra kabin i¢ine alinmal1 ve kullanilan aletlerin tek kullanimlik olmasina dikkat
edilmelidir. Hiicre kiiltiirii 6karyotik hiicrelerin ve hayvan hiicrelerinin culture alinmasi
icin kullanilir. Hiicre kiiltiirti ile ilgili yapilan ¢caligmalar giiniimiizde ¢ok popiiler arastirma
konularinda biri olup, arastirmalarin ¢ok Onemli bir kismin1 kapsamaktadir. Hiicre
kiiltiirtinde belirli bir hiicreden ¢ogaltilan hiicreler kullanilarak farkli islemler yapilabilir,
canli ortamda yapilmasi zor olan denemeler olusturabilir ve buradan yola ¢ikilarak sonuglar
elde edilebilir. Hayvan hiicre kiiltiirii yontemleri 19. yy ortalarindan itibaren laboratuvarda

uygulanmaya baslanmistir (Han et al. 1991).

1.3. Doku Kiiltiirii

Steril ortam saglandiktan sonra kii¢lik doku ve organ parcalarinin uygun besin ortamlarinda
yetistirilmesine doku kiiltiirii denir. Son zamanlarda, doku kiiltiiri teknolojisi, basarili
mikro ¢ogaltma ve bitki tiirlerinin iyilestirilmesi i¢in bitki bilimlerinde rakipsiz bir taninma
elde etmistir. Bu taninma da ticari uygulamalara yol agmistir. T1bbi bitkilerin mikro liretimi
birtakim bitkilerde bildirilmistir. Doku kiiltlirlintin gelisimi 1838 yillarina dayanir,
iilkemizde ise bu gelisim ise 1970 yillarinda baglamistir. Daha sonra 1973 yilinda ilk olarak
bitki doku kiiltiirii laboratuvar1 Ankara iiniversitesinde acilmis ve doku kiiltiirii ile ilgili
caligmalar baglamistir (Rahavan, 1980). Bitki doku kiiltiiriiniin amac1 genetik ¢esitlilik

saglamak ve yeni gesit olusturmaktir. Bitki doku kiiltiirii ile bitki ¢ogaltimi1 kolay ve



hizlidir. Bu 6zelliginden yararlanarak farkli bitki ¢esitlerini daha hizli ve cabuk elde etmek,
ayrica kaybolan tiirlerin korunmasini saglamak i¢inde bu yontemden yararlanir.

Doku Kkiiltiirti isleminde 6zellikle kullanilan besi yerinin bakteriler ile icli digli olmasi ve
kimyasal maddelerin zarar1 biiyiik tehlike olarak goriilmektedir. Bundan dolay1 bu
malzemelerin hazirlanmasi ve se¢iminde titiz olunmasi1 gerekmekte ayrica kullanilacak
esyalarin besi yeri ile temasi olacagindan steril ve temiz olmalarina dikkat edilmelidir
Gelismis tlkelerde doku Kkiiltiirinden iiretim, ticari fayda olarak kullanilmaktadir.
Bunlardan 6ncelikle generatif ve vegatatif liretim yontemleri zor ve bulunmayan bitkilerin
iiretilmesi ve temiz parazitlerden arinmig bitkileri elde edilmesidir. Doku kiiltiiriiniin
uygulanmadan &nce belirli asamalar yapilmasi gerekir. On hazirlik burada besin
ortamlarinin ve sterilizasyon islemlerinin gergeklestigi yontemdir. Burada otoklov, etiiv,
hasas terazi, cam malzemeler, buzdolab1 ve kimyasal malzemeler yer almaktadir. Diger
asamasi olan kesim odasinda steril kabinlerin yer aldig1 ve bitkilerin steril yapay besin

ortamlarin alindig1 bolgedir (Bigot 1987).

Iklim odasinda ise bitkilerin yapay besin ortamlarina alindiktan sonra gelisiminin
saglanmasi icin, bitkiden bitkiye farklilik gostermekle beraber farkli ¢evre kosullarina
ithtiyag¢ duyarlar. Glinlimiizde hizla ¢ogalan niifusla birlikte tarimsal {irlinlere olan ihtiyagta
dogal olarak ¢ok fazlalagmistir. Bundan dolay1 tarimsal iiretimde de yenilikler ortaya
cikmistir. Son yillarda tarimsal biyoteknoloji deki hizli gelismeler sayesinde bir viraja
girilmis yiiksek ve kaliteli {irlinler ortaya ¢ikarilmistir. Burada amag az maliyet ¢ok iirlin

ile maksimun seviyede ve hizli bir sekilde tiriin elde etmektir (Rahavan, 1980)

4. Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiiriiniin Temelleri

Bitki doku kiiltiiri, bitkinin mikroorganizmalardan arindirilmis doku ve organlarini
kullanarak, kontrollii sartlar altinda kiiltiire alinmasidir. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilan besin ortamlarinin o bitkinin beslenip, gelisip ve bilylimesi i¢in gerekli tim
maddeleri saglanmasi gerekir. Temel olarak biiyiik ve kii¢iik elementleri, vitaminler, diger
organik bilesikler, bitkinin biiyiime diizenleyicileri, karbon kaynagi ve bazi jellestirici
maddelerden olusur (Faisal, et al. 2003). Laboratuvar ortaminda kullandigimiz
eksplantlarin yiizeyinin sterilizasyonu yani mikroplardan temizleme ve arindirma iglemi

kiiltiir caligmalarinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Clinkii mikroorganizmalar doku kiiltiirii



ortamlarinda eksplantlardan ¢ok daha hizli bir sekilde biiyiir ve kiiltiiriin baslatilmasini ¢ok
ciddi bir sekilde etkileyebilirler (Gudej, 1991).

Bunu 6nlemek i¢in giimiis nitrat, civa kloriir, etanol, bromlu su, hidrojen peroksit
antibiyotikler ve fungisitler gibi bircok sterilant, steril eksplantlar elde etmek igin
kullanilmaktadir. Bu kullanilan maddelerin canlilik iizerinde yan etkisinin olmamasina
dikkat edilmesi gerekir. Kiiltiir besin ortamina ilave edilen birlesenler sadece besin
maddesi olmadig1 bunun yaninda biiylime ve farklilagsma siirecinde ¢ok 6nemli bir yere
sahip olabilecegi dikkate alinmalidir (Giugliano,2000). Yapilan ¢alismalarda kullanilan
bitki tiirline ve c¢ogaltimin amacma bagli olarak bitkinin kok, gdvde ve yaprak
kisimlarindan yani hemen hemen biitlin kisimlarin1 baslangic meteryali olarak
kullanilabilir. Cok fazla bir sekilde kullanilan eksplant tipleri arasinda siirgiin uglari, izole
yaprak pargalari, bogum, hipokotil veya kok sekmentleri bulunmaktadir (Han, et al. 1991).
In vitro kiiltiir i¢in eksplant se¢imi, uygun bir kiiltiir besin ortam1 ve ¢evre kosullarinin
se¢imi, kallus izolasyonu ve bakimi agisindan bu ii¢ madde 6nemli bir yere sahiptir. Doku
kiiltiirii caligmalarinda kallus gelisimini saglamak i¢in kok, gévde, yaprak veya tohum gibi
bitki kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilabilir ancak doku kiiltiirii ¢alismalarinda ilk
adim kullanilan eksplantin yiizey sterilizasyonunu gergeklestirmektir (Hoareau, et al.

1999).

1.4. Kallus Kiiltiirii

Kok, govde ve yaprak gibi organlardan alinan kii¢iik parcalarin kallus olusturmak icin
besin ortamlarina konulmasiyla yapilan bir yontemdir. Diger bir degisle organize olmamis
parankima hiicrelerinin olusturdugu kitlesel bir yapidir. Bitkilerin agilan yaralarinin
onarilmasi i¢in o kisimdaki hiicrelerin farklilasarak, yara dokusu olusturmasi ile olusur.
Ayrica kisin agaclarin veya bagka bitkilerin fazla su alip ¢iiriimesini 6nleyen karbonhidrath
maddedir. Kallus olusan yara dokusunu kapatarak, mikroorganizma ve parazitlerin bitkiye
girisini engelledigi gibi bitkinin su kaybedip kurumasimi da onler /n vitro kosullarda ise
kalluslarin olusturulmasi eksplantlar {izerinde olusan yaralardan besin ortamina katilan
bitki biiylime diizenleyicilerinin eksplant igerisine girmesi sonucu olusurlar. Kallus

olusumu i¢in bitkinin tohum, gévde, yaprak veya depo organlari yada meyveleri dezenfekte



edildikten sonra kullanilabilir. Laboratuvar ortaminda kallus gelisimi saglandaktiktan

sonra gelisen kalluslar kullanilarak yeni bitkiler elde edilebilir (Yagc1 vd. 2008).

In vitro sartlarda kallus olusumu icin kallus gelistirme ortaminin hazirlanmasi gerekir,
hazirlanan bu besi ortaminda inorganik amonyum, nitrat, makroelementlerden, fosfor,
sodyum, magnezyum, kiikiirt, kalsiyum, mikroelementlerden ise: demir, ¢inko, mangenez,
bor, bakir, kobalt ve iyot bulunmalidir. Organik bilesiklerden ise: sekerler, vitaminler,
hormonlar, amino asitler, organik asitler ve uygun dozlarda bitki biiylime
diizenleyicilerinin ilave edilmesi gerekmektedir Cevre sartlarindan sicakligin, 151k
yogunlugunun, 1siklanma siiresinin, 1s1k kalitesinin, nem ve karbondioksitin uygun bir
sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Son yillarda kallus kiiltiirleri sekonder metobolitlerin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bunun nedeni kallus gelisimi i¢in gerekli sartlarin sekonder
metabolitlerin {liretimi i¢in yeterli olmasi ve kallusun farkli bir igerige sahip olmasidir

(Pierik, 1987).

1.5. Fenolik Bilesikler

Dogal antioksidanlarin en 6nemli grubunu fenolik bilesikler olusturur. Genellikle bitkilerin
kendilerini koruma amaciyla tehdidin siddetine gore degismekle birlikte, bitkide varligini
devamli olarak gordiigiimiiz, primer metabolitlerden sentezledikleri ikincil metabolitler
bulunmaktadir. Bitkiler yapilarindaki fenolik bilesikler ve bunlarin tiirevleri sayesinde
kendilerine 6zgii koku, renk ve tat barindirirlar. Boylece tarih boyunca organizmalarin
tiikettikleri bitkisel kaynaklarin renk olusumunda ve bu rengin cezbediciliginde, koku
olarak kokunun ¢ekiciliginde ve tat olarak kendine has bir lezzetin olusumu ile organizma
acisindan tiim bilesenleri ile ¢ekici olmustur. Tipki arilarda oldugu gibi nektar 6ziitleri
renk, koku gibi 6zellikler agisindan insanlarda da ayni 6zellikler cezbedici olurken bu
tirtinlerin tiikketimi viicuda faydalar1 nedeni ile etnobotanik olarak kullanilmaya baslanmis
ve gilinlimiizde de halk arasinda belli hastaliklara belli bitkilerin kullanilmas: duyusal
ozellikler vasitastyla olmustur (Eren 2011). Ancak son yillarda bu cezbediciligi saglayan
fenolik bilesiklerin ¢ok etkin birer bilesik grubu oldugu ve hem 6nleyici hem de tedavi
edici ozellikleri giin yiiziine ¢ikartilmistir. Bu sebepten 6tiirii bunlar daha kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Son zamanlarda gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin arastiriimasi

kanser lizerindeki etkisi anlagilip bu yonden olumlu avantajlar sagladigi anlasilsa da bunun



tersi olan caligmalarda goriilmektedir. Ama c¢aligmalarin pozitif yonde olmasi bu

dezavantajlarin goz ardi edilmesini saglamistir (Pehlivan ve Giileryiiz 2004).

Son yillarda yapilan caligmalar ile bitkisel kokenli gidalarda bulunan fenolik bilesikler
yogun bir sekilde aragtirilmis ve bunlarin insan sagligi lizerinde olumlu etkilerinin oldugu
saptanmustir. Ozellikle kanserin goriilme sikligin1 azalttig1 yoniinde epidemiyoloik veriler
elde edilmistir. Baz1 ¢calismalar her ne kadar flavonoidlerin kanserojen oldugunu savunsa
da bir¢ok ¢aligma bunlarin antimutajenik ve antikarsinojenik olduklarini ortaya ¢ikarmistir.
Flavonoidler antikarsinojenik, antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 gida

katki maddesi olarak kullanilmaktadir (URL-3 2013).

1.6. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 6ldiiren veya tiremesini engelleyen ve
ayrica mikroorganizmalardan elde edilen ve memeli organizmasina zarar1 olmayan dogal
veya sentezlenmis maddelerdir. Kimyasal yapilar1 belli olan ve sentetik olarak elde edilen
maddelere  kemoterapotik  denilmekte dogal olanlart ise antibiyotik olarak
adlandirilmaktadir. Giiniimiizde antimikrobiyal maddelerin sentetik veya yari sentetik
yontemlerle elde edilmesi miimkiin oldugundan, tedavide kullanilan kemoterapdtik ve
antimikrobiyal maddeler i¢in genel olarak antibiyotik adi verilmistir. Konaga zarar
vermeden mikroorganizmalarin ¢ogalmasinin engellenmesi ve segici toksik etki
antimikrobiyal bir maddede bulunmasi gerekli en 6nemli 6zelliktir. Mikroorganizmalar,
organizmalarda hastalik yapmalarinin yaninda gida zehirlenmelerine, gidalarda
bozulmalara ve toksin olusumuna neden olabilirler. Bu sebepten 6tiirii gidalarin korunmasi
ve gidalardan kaynaklanan hastaliklarin engellenmesinde antimikrobiyal maddeler
kullanilir (Kirbag vd. 2006). Antimikrobiyal olarak kullanilan ¢esitli antibiyotiklere karsi
bakteriler kendilerini koruyacak mekanizma olusturmaktadirlar. Antibiyotiklerin
kontrolsiiz ve fazla tiiketildigi gelismekte olan iilkelerde direngli suslarin olusmasina neden
olmaktadir. Antibakteriyal ilaglarin etki ettigi belirli bolgeler vardir. Antimikrobiyal
maddelerin etki mekanizmas1 da temel olarak bu bolgelere yoneliktir. Insanlik tarihi
boyunca bir¢ok enfeksiyon hastalig1 bitkilerle tedavi edilmistir, Bitkilerdeki antimikrobiyal

bilesenler, kullanilan mevcut antimikrobiyallerden farklt mekanizmalarla bakteriyel



gelisimi inhibe etmekte bu sayede de direngli mikrobiyal suslarin tedavi edilmesinde

onemli klinik belirtiler elde edilmektedir (Benli vd. 2005).

1.7. Disk Difiizyon Testi

Laboratuvarlarda antibiyotik duyarliginin saptamasinda en fazla kullanilan yontemlerden
biridir. Maliyet olarak ucuz ve uygulanmasi basit olan bu yontem zamanla daha ¢ok
gelistirilmistir. Bu test yonteminde kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarlig
aragtirtlan organizmanin ona odaklayip difiize olmasi mantifina dayanmaktadir. Bu
nedenle; belli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test edilecek olan
mikroorganizmanin yogun bir sekilde entegre edildigi kat1 besiyerlerine yerlestirilir. Bu
inkiibasyon saglanildiktan sonra ilacin inhibitdr yogunluklarmin saglanildigi diskin
cevresinde lireme goriilmez (Sezgin vd. 2019). Burada mikroorganizma, uygulanan ilaca
ne kadar duyarli ise diskin etrafinda olugsmasini bekledigimiz zon ¢aplari da o kadar genis
olur. Sonrada bu olusan zonlarinin ¢apt mm seklinde 6l¢iiliip, standart olan tablolarina gore
degerlendirmeler yapilir ve kullanilan ajanlara kars1 duyarlilik durumu tespit edilir

(Hortag vd. 2016).

1.8. Bitki Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Diinya {iizerinde tibbi amagli olarak yaklagik 20.000 bitki tiirliniin kullanildigi Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan bildirilmistir. Ulkemiz floras1 gerek icerdigi tiir sayisi, gerekse
endemik bitkiler acisindan 6nemli bir gen merkezidir. Avrupa kitas1t 12 bin bitki tiirii
icermesine karsin, tilkemiz 11700 civarinda bitki tiirii bulunmakta olup bunun 3600 kadar1
endemiktir. Ulkemiz de tibbi amagli olarak kullanilan bitkilerin sayis1 tahmini olarak 500
ile 1000 civarindadir (Baytop, 1984).

Ulkemizde yetisen tibbi ve aromatik bitkilerden 200 kadarinin ihrag potansiyelinin oldugu
da Dbilinmektedir. Giiniimiizde mikroorganizmalar tedavi amagli olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirmekte ve artik tedaviye yanmit vermemektedir. Bu
nedenle yeni kusak antibiyotiklerin iiretilesi ve liretilen bu yeni kusak antibiyotiklerin
maliyetinin diisiilk olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle yeni antimikrobiyal maddelerin

kesfedilmesi ve yapilarinin arastirilmas: gerekmektedir. Tibbi ve aromatik amagl
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kullanilan bitkiler, iiretilmesi planlanan yeni nesil antibiyotikler i¢in ¢ok degerli birer
kaynaktir. Bu nedenle iilkemizde yetigen tibbi ve aromatik bitkiler, yeni nesil antibiyotikler

icin essiz bir kaynak olarak goziikmektedir (Twaij, et al. 2018).

1.9. Bitkilerin Antikanser Aktivitesi

Bitkisel riin, bir bitkinin tamamimin veya kok, yaprak, cicek, tohum gibi bitki
kisimlarindan olusan formu olarak tanimlanir. Bitkisel tiriinler ¢ok eski zamanlardan beri
hastaliklarin dnlenmesi ve tedavi edilmesinde kullamlmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
raporlarina gore diinya niifusunun %70-80’1 bitkisel iirtinleri, kanser, hipertansiyon,
diyabet ve immun sistem hastaliklar1 gibi bir¢ok kronik hastaligin tedavisinde, fiziksel ve

biligsel performans artirmak amactyla kullanmaktadir (Kalkan 2017).

Bitkisel triinlerin sik kullanilmasina ragmen, bitkisel iirtin kullanim1 hekimler tarafindan
sorgulanmakta ve hastalarin biiyiik bir kism1 doktoruna kullanildigi, bitkisel {irtin hakkinda
yeterince bilgi vermemektedir. Bitkiler eskiden oldugu gibi giiniimiizde de sifa kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Birden fazla faydasi olan bitkilerin basta tip olmak {izere
biyolojide, kimyada, ilag¢ endiistriisiinde, eczacilikta ve gida sektoriinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Eski donemlerde bu bitkilerden faydalanan insanlar sadece ilkel
yontemler ile bu bitkilerden yararlanmaktaydi. (Merrily et al.2002) Ciinkii o zamanlarda
bitkilerdeki etken maddeleri saptaya bilecek, bunlarin izolasyonlarini gergeklestirecek ya
da gelistirip daha 1iyi bir noktaya tasiyacak bir teknoloji yoktu. Ancak giiniimiizde gelisen
teknoloji ile birlikte, bitkilerde ki biyolojik aktif bilesikler ¢ok rahat bir sekilde
saptanabilmekte, saflagtirilabilmekte ve gelistirilip sentetik formlar1 olusturulup yaygin bir
sekilde kullanilabilmektedir. Bazi bitkilerden kanser tedavisinde yayrarlaniimaktadir.
Zerdecal bu bitkilerden sadece biridir. Anti kanserojen etkisi yiiziinden ve kuvvetli bir
antioksidan 06zellige sahip olmasi nedeni ile zerdecal tiiketilmesi Onerilmektedir.
Zerdecalin icermis oldugu kurkumin maddesi anti kanserojen aktivite ilizerinde oldukga
onemli bir yere sahiptir (Tulunay vd 2015). Ancak kanseri ve kanserli hiicrelerin geligimini
onleme bakimindan son derece etkili olan bu madde zerdagalin iginde ¢ok az miktarda
bulunmakta ve bagirsaklarda emilimi son derece diisiik bir oranda olmaktadir. C vitamini
acisindan zengin olan limon kanser tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Giiglii

bir antioksidan olan limon gripten kansere kadar birgok hastaliga karsi koruyucu ve
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viicudun enfeksiyonlara karst olan direnci artiran bir bitkidir. Ayrica ¢orekotu, meyan
kokii, yesil cay ve brokoli bitkileride basta kanser olmak iizere birden fazla hastaliga karsi
tedavi edici ve iyilestirici Ozelliklere sahip, kuvvetli antioksidan 6zellikleri olan birkag

bitkidir (Kiigiikoner vd 2013).



2. KAYNAK OZETLERI

Doku kiiltiiri bitkilerden alinan kiigiik doku parcalarinin ve organlarin mikroplardan
arindirilip, biiyliylip gelismesi icin gerekli sartlarda yetistirilmesine denir. Yani kisacasi
bitkiden alinan bir parcanin besi ortaminda kallus gelistirmesi veya yeni bir bitkiyi
olusturmasidir. Doku kiiltiiriinii tercih etmenin birden fazla nedeni vardir; bunlar1 sdyle
siralayabiliriz. Hizl bir sekilde ¢ogalma, mikroplardan arindirma, uzun siire muhafaza vb.
Doku kiiltiirii ile tiretme ¢esitleri; Kallus kiiltiirti, hiicre siispansiyon kiiltiirii, embriyo
kiiltiirti, zarsiz hiicre kiiltiiri ve tomurcuk, yaprak, kok ucu, anter vb. seklindedir. Doku
kiiltiirli yonteminin avantajlar1 yaninda dezavantajlar1 da vardir. Az materyal kullanildigt
zaman gen fakirligine yol acar bunu engellemek icin birden fazla bitkiden yararlanilir,
diger bir dezavantaj1 ise cok pahali bir yontem olmasidir. Ge¢misten giiniimiize kadar gelen
ve giin gectikce kullanimi artarak devam eden bitkilerden her alanda artik yararlanilmaya

baslanilmustir.

Munir et al. (2012) Althaea rosea'nin kallogenezisi ve organogenezisi lizerine yaptiklari
bir calismada, oksin ve sitokinin grubu bitki biiylime diizenleyicilerinin degisik
kombinasyonlarin1 ve konsantrasyonlarini kullanmislardir. En fazla kallus olusumunu
oksinlerin yalniz bagina kullanildig1 ortamlarda gozlemislerdir. Sitokininler igerisinde en

etkili sonucu BAP iceren ortamlarda elde etmislerdir.

Naz ve Anis (2012)’in 4. officinalis 'de eksojen hormon konsantrasyonu ve adenin siilfatin
karsilikli etkilesimi {iizerine yaptiklart bir calismada, {i¢ farkli kallus olusum fazi
arastiritlmis ve farkli yaprak segmentlerinden elde edilen sonuglar gosterilmistir. Calisma
sonucunda s1vi Murashige Skoog’s (MS) besin ortaminda, ortama 15 uM konsantrasyonda
2,4 diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)’in eklenmesi ile etkili bir kallus gelisim protokolii

gelistirilmistir.
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Naz vd. (2015)’1n A. officinalis 'de etkili bir siirgiin rejenerasyon protokolii gelistirme ile
ilgili yaptiklar1 bir diger ¢alismada, bitkinin nod kisimlarini eksplant kaynagi olarak
kullanmiglardir. 6-benzil adenin (BA), Kinetin (Kn) ve 2-izopenteniladenin (2-iP) ile
birlikte indol-3-biitirik asit (IBA), indol-3- asetik asit (IAA) ve a- naftalen asetik asit
(NAA) kombinasyonlarmin MS besi ortamina ilave edilmesi ile etkili bir siirgiin
rejenerasyonu elde etmislerdir. Sifali bir bitki olan Althaea rosea halk arasinda giilhatmi
olarak da bilinmektedir. A. rosea’nin siirgiin u¢larinin eksplant kaynagi olarak kullanildigi
bir ¢alismada (Tyup et al. 2016) BAP, NAA, IBA ve TAA gibi farkli bitki biiylime
diizenleyicileri ile zenginlestirilmis MS besin ortaminda, dolayli ¢ogaltma yolu ile etkili
bir siirglin rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. En etkili siirgiin gelistirme ortaminin

BAP ve NAA kombinasyonlarinin kullanildigi MS besin ortaminin oldugu kaydedilmistir.

Mujib et al. (2017)’m A. officinalis’m in vitro iretimi iizerine bitki biiylime
diizenleyicilerinin etkisi ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada, kok, nod ve yaprak eksplantlarini
kullanmiglardir. Ortama 2,4-D’nin ilave edilmesi ile kullanilan eksplantlardan kallus elde
edilmistir. En etkili kallus gelisimi %62’lik bir oran ile nod eksplantlarindan, %39’luk bir
oran ile yaprak eksplantlarindan ve %27’lik bir oran ile kok eksplantlarindan elde
edilmistir. Ancak ortama sadece 2,4-D degil ayn1 zamanda 0,5, 1 ve 2 mg/l oraninda benzil

amino piirin (BAP) ilave etmislerdir.

Lin et al. (1999) yaptiklar bir ¢alismada A. officinalis ve A. hirsute bitki ekstraktlarini
kullanarak bu bitki ekstraktlarinin anti bakteriyel aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Calisma sonucunda her iki bitki ekstraktinin antibakteriyel etki gostermedigini tespit
etmisglerdir. A. officinalis ve Althaea cannabina’nin metanol 6ziitlerinin antibakteriyal
etkisinin arastirildig1 bir calismada her iki bitki ekstraktinin inhibisyon meydana getirdigi
gozlenmistir. 52 farkl bakteri tiirli ile yapilan bu ¢alismada kullanilan 17 bakteride ¢ok i1yi
sonuclar elde edilmistir. Bu c¢alismada ¢oOziicli olarak kullanilan metanoliin su ile
karistirilmasinin sonuglar iizerinde olumlu etkiler olusturdugu saptanmistir (Ahmad et al

1998).

Aboaba et al., (2006) halk arasinda besin olarak tiiketilen bitki ekstraktlari ile ilgili
yaptiklar1 calismada; Bitkilerin metanol ekstraktlarini kullanmis ve bakterilerdeki

minimum inhibisyon degerlerini saptamaya ¢alismislardir.
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Bitki ekstraktlarinin 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 ve 1,56 mg/ml konsantrasyonlar1 kullanilarak
1 ml bakteriyel siispansiyonlarina (1,5x106) uygulanmistir. Kontrol tiiplerine de ayni
miktarda steril damitilmis su ilave ederek negatif kontrol olarak kullanmiglardir. Tiim
tiipler 37 °C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteriler {izerine etkili en diisiik konsantrasyon
belirlenmistir. Calisma sonucunda kullanilan mikroorganizmalar iizerine bitki

ekstraktlarinin etkili oldugu belirtilmistir.

Kimetal. (1995) suslarin hassasiyetini belirleme ile ilgili yaptiklar1 bir diger ¢alismada 6
mm capl filtre kagit diskleri lizerine 300 mg steril test materyali koymuslardir. Calisma
sonucunda kullanilan suslarin inhibe edildigi gozlenmistir. Djipa et al. (2000) yaptiklari
calismada antibakteriyel aktivite olglimleri gergeklestirilmis ve 24 saat sonunda diskin

etrafindaki zon ¢aplar1 belirlenmistir.

Twaij and Alwan (2018) doku kiiltiirii ortaminda {irettikleri bitkilerin alkol ve su
ekstraktlarim1 kullanarak Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporam iizerine patojenik
etkilerini aragtirdiklar1 bir ¢calismada; alkolik ekstraktlarin anlamli bir sekilde inhibisyon
meydana getirdigi, kontrol grubunda yer alan normal bitkiler ile karsilastirildiklarinda bu
inhibisyonun oldukc¢a anlamli oldugunu tespit etmislerdir. 60 mg / 100 ml ve 80 mg / 100
ml ¢06ziicti kullaniminda %100 oraninda inhibisyonun meydana geldigini belirtmislerdir.
Sicak su ekstraktinin 60 mg / 100 ml ¢oziiciisii kullanildiginda %84,5 oraninda, 80 mg /
100 ml ¢6ziicii kullanildiginda %90 oraninda Rhizoctonia solani de inhibisyonun meydana
geldigi gozlenirken, 60-80 mg/100 ml ve 80 mg / 100 ml ¢bziicli kullaniminda Fusarium
oxysporam’ da siras1 ile %86,1 ve %89,7 oranlarinda inhibisyonun meydana geldigini

saptamislardir.

Bonjar (2004) tibbi amagh olarak kullanilan bazi bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerini
arastirdig1 bir galismada, A. officinalis ¢gigeklerinden elde ettikleri ekstraktlarin ¢aligmada
kullandiklar1 patojen mikroorganizmalardan bazilarinin lizerinde etkili bir antimikrobiyal
aktivite gosterirken, bazilar1 iizerinde antimikrobiyal aktivitesinin olmadigini

vurgulamaistir.



15

Guatem et al. (2015) Althaea officinalis’in tohum ekstraktlart ve ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili yaptiklar1 bir ¢calismada, bes farkli bakteri ve bir fungus
kullanmiglardir. Ugucu yaglarinin Streptococcus pyogenes ve Haemophilus influenzae
lizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Metanol ekstraktlar1 i¢in
MIC degerini 3,12 mg/ml olarak belirlemislerdir. Ugucu yaglarin ayni sekilde anti fungal

aktivite gosterdigini saptamislardir.

Qaralleh et al (2020) Althaea officinalis’in etanol, heksan, etil asetat ve su ekstraktlarinin,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae bakterileri {izerine antimikrobiyal aktivitelerini disk
difiizyon ve mikrodiliisyon yontemlerini kullanarak saptamiglardir. Calismanin sonucunda
kullandiklar1 ekstraktlarin  zayif bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini
belirtmislerdir. Ozellikle mikrodiliisyon ydnteminin antimikrobiyal aktivite tayininde daha

etkili bir yontem oldugunu vurgulamislardir.

Rezai et al (2015) A. officinalis L.’nin hidroalkolik ekstraktlarinin siprofloksasin,
gentamisin ve penisilin antibiyotikleri ile karsilastirmali olarak Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes gibi patojenik
bakterilerin yami1 sira klinik suslar iizerinde ki antimikrobiyal aktivitelerini ve yara
iyilestirme potansiyellerini aragtirmiglardir. Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda disk
difiizyon ve MIC yontemlerini kullanmiglardir. Calisma sonucunda ekstraktin gram negatif
bakteriler ilizerinde etkili olmamasina ragmen, gram pozitif bakteriler iizerinde etkili
oldugunu vurgulamislardir. Ekstraktla tedavi edilen yaralarda, kontrollere kiyasla yara
lyilesme yiizdesi onemli Olgiide artmistir. Arastirma sonuglarina dayanarak Althaea
officinalis L. bitki 6ziiniin gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in harika bir
aday olabilecegini ileri siirmiislerdir Arab et al. (2017) H20: ile oksidatif stres indiiklenmis
PC12 hiicrelerinde Althaea officinalis yapraklarinin metanol ve su ekstraktlarinin
noroprotektif etkilerini ve antioksidan aktivitelerini aragtirmiglardir. Metanol ve su
ekstraktlariin giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip olmadigini belirlemislerdir. Ancak
H202 ile oksidatif stresin indiiklendigi PC12 hiicrelerinde her iki ekstraktin hiicreyi
oksidatif strese karsi korudugunu tespit etmislerdir Zhang et al. (2016) Althaea
officinalis’in kok ekstraktlarini kullanarak A549 hiicreleri tizerinde ki anti kanser

aktivitelerini aragtirmislardir.
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Arastirma sonucunda 25 mg/ml dozda ki kok ekstraktinin oldukea etkili bir anti kanser
aktivite gosterdigini saptamislardir Changizi Ashtiyani et al. (2015) A. officinalis
koklerinin hidroalkolik ekstraktlarinin 200, 400, 800 mg/ml dozlarinin streptozotocin
kullanilarak diyabet olusturulmus ratlarda kan glukoz diizeyini disilirdiglini
belirtmislerdir. May and Willuhn (1985)’ nun bitkinin ¢igek, yaprak ve kok kisimlarinin su
ektraktlarint ~ kullanarak  yaptiklar1  bir ~ c¢aligmada,  ekstraktlarin ~ %10’luk
konsantrasyonlarinin HeLa hiicreleri iizerinde inaktivasyon etkisi gdsterdigini
belirtmislerdir. A.officinalis'in kokleri miisilaj, flavonoidler ve glikozitleri icermektedir.
Ayrica yapraklar kumarin ve skopoletin igerir. Degerli ikincil metabolitlere sahip olmast
nedeniyle potansiyel terapdtik etkisi bulunmaktadir. A. officinalis ile ilgili yapilan in vitro
ve in vivo ¢aligsmalar, 6ksiiriik, bogaz tahrisi, mide iltihabi, anti-tiimor, antiviral gibi onemli

farmakolojik aktiviteler gosterdigini ortaya koymustur (Ali Shah et al., 2011).

Park et al. (2010) Abelomoschus esculentus ve Althaea officinalis, bitkilerinin tamamuini,
cigeklerini ve koklerini kullanarak her iki bitkinin antioksidan, anti imflamatuvar ve
antikanser aktiviteleri izerine yaptiklar1 bir calismada Althaea officinalis’in Abelomoschus
esculentus’a kiyasla anti inflamatuvar ve antioksidan aktivitesinin daha fazla oldugunu
tespit etmislerdir. Her iki bitki tamaminin, ¢iceklerinin ve koklerinin ektraktlarinin HelLa
ve SK-Hepl hiicreleri iizerindeki anti kanser aktivitelerine bakilmis ve antikanser
aktivitelerinin oldugu goézlenmistir. Althaea officinalis’in Abelomoschus esculentus’ a
kiyasla daha giiclii bir antikanser aktivite gosterdigi saptanmistir. Bitkinin tamamini
kullanarak elde ettikleri ektraktlarin antikanser aktivitesinin ¢igek ve kok kisimlaria gore

daha giiclii oldugunu belirtmisleridir.

Alshaya et al. (2019) Irak’ta yaygin olarak yetisen bir bitki olan Althaea ludwigii L.’nin
toprak istii kistmlarini kullanarak metanol ektraktlarini elde etmisler ve elde ettikleri
metanol ektraktinin Michigan Cancer Foundation-7'ye (MCF-7) kars1 antikanser
aktivitesini aragtirmiglardir. Ayrica yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi
(HPTLC) ile ektraktlarinin biyoaktif bilesenlerini tespit etmislerdir. Bitki ekstraktinin
MCF-7'ye karsi oldukca etkili bir anti kanser aktivite gdosterdigini kaydetmisleridir.
Biyoaktif bilesen bakimindan bitki ekstraktinin rutin bakimindan oldukc¢a zengin
oldugunu, gii¢lii bir antikanser aktivitesi bulunan rutinin boylesi bir etkinin olusmasinda

rol oynamis olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.
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Ding et al. (2008) yaptiklar1 ¢alismada Althaea officinalis’de bol miktarda bulunan
skopoletinin  (7-hidroksi-6-metoksi kumarin) tiimoral lenfosit etkisini yok ederek
antikanser aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir. 7 glin boyunca giinliikk olarak
uygulanan skopoletinin (1.00 mg/kg) serum tiroid hormonlari ve kan glukoz diizeylerinin
yani sira hepatik glukoz-6-fosfat aktivitesini diisiirdiigii, bu nedenle hipertiroidizm, lipid

peroksidasyonu ve hiperglisemide kullanilabilecegi (Al-Snafi, 2013) belirtilmistir.

Fatemeh et al. (2013) Althaea kurdica’ nin ¢igek ekstraktlarinin insan 16semi hiicre hatlar
(k562) ve insan lenfositleri {izerindeki sitotoksik etkilerini aragtirma amaci ile
gergeklestirdikleri calismada, 24 saatlik muameleden sonra Oziitiin, sirastyla 7,5 mg ve 5
mg dozlarinin k562 hiicre hatlarina ve insan lenfositlerine kars1 gii¢lii bir sitotoksik aktivite
sergiledigini géstermisler ve kullanilan bu dozlarin kanser tedavisi i¢in kullanilabilecegini
belirtmislerdir. A. officinalis ¢igeginin sulu ekstraktinin lipemi, mide ve bagirsak
hastaliklarindaki potansiyel roliiniin arastirildigi bir ¢alismada (Hage-Sleimanve ark.
2011), ¢icegin sulu ekstraktinin lipemide énemli faydalar1 goriilmiistiir. inflamasyon, mide

tilseri ve trombosit agregasyonu iizerine goriiniir bir yan etkisinin olmamustir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada kullanilan A. officinalis L. bitkisine ait tohumlar, daha 6nceden tespit edilmis
olan lokasyonlardan toplanmistir. Bitkinin tiir tanim1 “The Flora of Turkey and East
Aegean Islands” (Davis 1984)’e gore, yapilmistir. Tohum baglama doneminde, daha
onceden tespit edilen lokasyonlar ziyaret edilmis ve kabuklu bir sekilde tohumlar
laboratuvara getirilmistir. Laboratuvar ortaminda tohumlar kabuklarindan ayrilmistir.
Ardindan saglikli goriiniimdeki tohumlar ile saglikli bir goriiniime sahip olmayan tohumlar

birbirinden ayirt edilerek saglikli tohumlar ¢alismada kullanilmastir.

3.2. Sterilizasyon

Calismada kullanilan A. officinalis L. tohumlarinin yiizey sterilizasyonu ticari gamasir suyu
kullanilarak gerceklestirilmistir (ACE — Tiirkiye, %5 NaOCI). Tohumlar camasir suyunda
10, 15, 20, 25, 30 dakika bekletilerek en uygun sterilizasyon protokolii gelistirilmistir.
Sterilizasyonun ardindan tohumlar steril distile saf sudan 3 defa gecirilerek ytizeylerindeki
sodyum hipoklorit uzaklastirilmistir. Sterilizasyondan sonra her magentaya 10 tane tohum
gelecek sekilde ekim yapilmistir. Calismada kullanilan cam malzeme, ekipmanlar, MS
(Murashige and Skoog, 1962) ve Gamborg — B5 besi yerleri, 121 °C de 20 dakika tutularak
sterilizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Calismada kallus gelisimini saglamak amaci ile
kullanilan hormonlarin (2,4-D ve BAP) yapist sicakligin etkisi ile bozulmadigindan,
hormonlar sterilizasyon Oncesinde besi yeri igerisine ilave edilerek sterilizayonlar

saglanmustir.
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3.3. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Bu ¢alismada tohumlarin ¢imlenmesini saglamak amaci ile %3 oraninda sukroz i¢eren ve
%0,65 oraninda plant agar ve %0,35 oraninda gelrite ile katilastirilmig, MS ve Gamborg —
B5, besi yerleri kullanilmigtir. Besi yerlerinin pH’s1 1N’ Iik NaOH ve HCl kullanilarak 5,8
+ 0,2 ayarlanmistir. Boylece ¢imlenmenin en yiiksek oranda gerceklestigi ortam ve
katilagtirict madde tespit edilerek, calismanin ilerleyen déonemlerinde en uygun ortam

kullanilarak ¢alismaya devam edilmistir.

3.4. Kallus Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Steril tohumlarin ¢imlenmesiyle gelisen, steril Althaea officinalis L. bitkiciklerinin yaprak,
yaprak sapt ve kok kisimlart eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Eksplantlar %3
oraninda sukroz igeren, %0,35 oraninda gelrite ile katilastirilmig, pH’ s1 1N’lik NaOH ve
HCI kullanilarak 5,8 £ 0,2 ayarlanmis, Tablo 2.4.1 de belirtilen kombinasyonlarda ve
konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmis, MS besin ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. Biitiin kiiltiir kaplart 25+1°C sicaklikta 16 saat 1s1k/ 8 saat karanlik
fotoperiyodunda, 500 pmol m? s? 151k yogunlugunda, iklim dolabinda kiiltiire alarak
kalluslarin gelisimi saglanmistir. Calismalarin tamamu steril hava akish kabin igerisinde
gerceklestirilmistir.

Tablo 3.4.1. Kallus gelisimini saglamak igin MS besin ortamina ilave edilen bitki biiyiime
diizenleyicilerinin kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlari

2,4-D (mgl/l) BAP (mg/l)
1 -

0,25

0,50

0,75

0,25
0,50
0,75

N N DN N | P -
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3.5. Kallus Kiiltiirlerine UV-C Uygulanmasi

Calismada kisa dalga boylu UV-C 15181 kullanilmistir. UV-C 15181 kalluslarin gelismis
oldugu magentalarin kapaklarini agmak sureti ile 15 cm’lik bir mesafeden 15 dakika stire
ile uygulanmigtir. UV-C uygulamasinin ardindan kiiltiir kaplarinin kapaklar1 kapatilarak

48 saat iklim dolabinda bekletilmistir.

3.6. Kalluslardan Metanol ve Etil Asetat Ekstraktlarin Elde Edilmesi

Kallus gelistirme ortaminda gelistirilen kalluslar kurutulup toz haline getirildikten sonra,
100 gr kallus alinarak tizerine 2000 ml metanol veya etil asetat ilave edilip 24 saat boyunca
normal sartlar altinda calkalayici inkiibatorde bekletilmistir. 24 saatlik siirenin sonunda
masere edilmis ¢ozelti siizge¢ kagidindan gegirilerek biiyiik partikiillerin uzaklasmasi
saglanmistir. Ardindan rotary evaporator yardimi ile ¢ozeltiler uzaklastirildiktan sonra elde
edilen ekstrakt cam petriler igerisine konularak 37 °C de etiivde bekletilerek ¢ozeltinin iyice

uzaklagmasi saglanmstir.

3.7. Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ekstraktlar uygun sekilde ¢oziildiikten sonra son konsantrasyonlari 1 mg/ml, 5 mg/ml ve
10 mg/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan
mikroorganizmalar Tablo 3.7.1 de belirtilmistir. Ekstraklarin antimikrobiyal aktiviteleri
disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in ¢alismada kullanilacak
mikroorganizmalarin son konsantrasyonlar1 10° olacak sekilde s1vi besin ortaminda (LB
Broth, Germany) ¢ogaltilmistir. Mueller Hinton Agar (Merck, Germany) kullanilarak cam
petriler icerisinde kati besin ortami  hazirlanarak, calismada  kullanilan
mikroorganizmalarin kati besin ortamina ekimleri gergeklestirilmistir. Besi yeri iizerine
yerlestirilen disklere 6nceden hazirlanmis olan ektraksiyon ¢ozeltilerinden 20 pl ilave
edildikten sonra besi yerleri 2 saat + 4 °C de buzdolabinda bekletilmistir. Buzdolabindan
alinan besi yerleri 37 °C de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmigtir. 24 saatlik
inkiibasyonun sonunda disklerin etrafinda olusan zon ¢aplar1 Slgiilerek mm cinsinden

ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir.



Tablo 3 7.1 Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan mikroorganizmalar

Bakteri Gram (Pozitif/Negatif)
Bacillus subtilis ATCC 6337 Pozitif
Brevibacillus brevis Pozitif
Bacillus megaterium DSM 32 Pozitif
Bacillus subtilis IM 622 Pozitif
Bacillus cereus EMC 19 Pozitif
Staphylococcus aureus 6538 P Pozitif
Listeria monocytogenes NCTC 5348 Pozitif
Salmonella typhimurium NRRLE 4413 Negatif
Pseudomonas fluorescens Negatif
Enterobacter aerogenes CCM 2531 Negatif
Klebsiella pneumoniae EMCS Negatif
Escherichia coli ATCC 25922 Negatif
Proteus vulgaris FMC 11 Negatif
Pseudomonas aeruginosa DSM 50070 Negatif
Proteus vulgaris Negatif
Salmonella enterica ATCC 13311 Negatif

3.8. Ekstraktlarin Antikanser Aktivitelerinin Belirlenmesi

Insan noroblastoma kanser hiicreleri (SH-SY5Y), %12 Fetal bovin serum ve %0,5
antibiyotik igceren (penicillin-streptomycin) DMEM F12 besin ortaminda, %5 CO2’li,
nemlendirilmis ortamda, 37 °C’de inkiibatorde kiiltiire alinmistir. 24 saatlik inkiibasyondan
sonra 96’lik well platelerde UV-C 1g1inlar1 ile muamele edilmis yaprak ve yaprak sapina ait
kalluslarin metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 7,8125, 15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500,
1000 pg/mL dozlarmna ait antikanser aktivite sonuglarina bakilmistir. 96’lik well platelerde
ki her bir kuyucuga 4 ul WST-1 canlilik kiti eklenerek 2 saat beklendikten sonra, Elisa

Reader cihazinda, 450 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmak sureti ile bitki ekstraktlarinin anti

kanser aktiviteleri tespit edilmistir.
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3.9. istatistiksel Analiz

Calismada ele alinan 6zellikler i¢in kallus gelisimini saglamak tizere, MS besin ortami ve
(ilave edilen) bitki biiytime diizenleyicisi kombinasyonlarinda, tanimlayici istatistikler,
“ortalama =+ standart sapma” olarak verilmis ve bu kombinasyonlarda herhangi bir
karsilastirma yapilmamistir. Kiiltiir kaplarinin her birine 10 tane yaprak, yaprak sap1 ve
kok eksplantt konulmus ve her bir deneme 3 tekerriirlii olacak sekilde planlanmustir.
(Calismada ele alinan konsantrasonlarda; her bir konsantrasyon i¢in Hiicre canliligini (%)
kontrol grubu ile karsilastirmada Students’t testi kullamilmistir. Istatistik onemlilik
(anlamlilik) diizeyi %5 olarak alinmis ve analizler igin GraphPad paket istatistik

programindan yararlanilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sterilizasyon ve Tohum Cimlenmesi ile Tlgili Sonuclar

Bitki doku kiiltiirii calismalarinda bitkisel materyalin yiizey sterilizasyonunun saglanmasi
cok Onemlidir. Bu nedenle Oncelikle Althaea officinalis L. tohumlarinin yiizey
sterilizasyonunun saglanmasi i¢in uygun bir ylizey sterilizasyon protokoliiniin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bitki tohumlar1 10, 15, 20, 25, 30 dakika siire ile ticari gamasir

suyu igerisinde bekletilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1.1 de verilmistir.

Tablo 4.1.1. Althaea officinalis L. tohumlarinin yiizey sterilizasyonu igin en uygun sterilizasyon siiresinin
tespit edilmesi

Siire (dakika) Kontaminasyon Orani (%)
10 %100
15 %88
20 %57
25 %18
30 %0

Tohumlar ¢amasir suyu icerisinde 10 dakika bekletildikten sonra besin ortamlarina
ekimlerinin yapilmasinin ardindan tohumlarin tamaminda %100 oraninda kontaminasyon
gbzlenmistir. Tohumlarin 15, 20, 25, 30 dakika siire ile camasir suyunda bekletilmesinin
ardindan, sirasi ile %88, %57, %18 ve %0 oranlarinda kontaminasyonun oldugu tespit
edilmistir (Tablo 4.1.1). Althaea officinalis tohumlar1 i¢in en uygun tohum
sterilizasyonunun, 30 dakika siire ile ticari olarak satilan ¢camasir suyunda bekletmenin
oldugu sonucuna ulagilmistir (Tablo 4.1.1). Sterilizasyondan sonra tohumlar %3 oraninda

sukroz igeren ve %0,35 oraninda gelrite ile katilastirilmis ve pH’s1
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IN NaOH ve HCI kullanilarak 5,8+0,2’¢ ayarlanmis MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir.
Ancak tohumlarda ¢imlenme giicliigiiniin oldugu gozlenmistir. Bu nedenle farkli besin
ortamlar1 ve farkli katilagtirict maddeler kullanilarak uygun bir ¢imlenme protokoliiniin
gelistirilmesi amaglanmistir (Tablo 4.1.2). MS ve Gamborg-B5 besin ortamlarina plant
agar ve gelrite katilastirict maddeleri eklenerek en uygun ¢imlenme ortam tespit edilmeye

calisilmistir. Elde edilen bulgular Tablo 4.1.2°de verilmistir.

Tablo 4.1.2. Althaea officinalis L. tohumlarinin ¢gimlenmesi i¢in en uygun besi yeri ve katilastirict
maddenin belirlenmesi

Besi yeri Katilastirict madde Cimlenme orani (%)
MS Plant agar %11
MS Gelrite %25
Gamborg-B5 Plant agar %5
Gamborg-B5 Gelrite %38

Cimlenme ortamlar1 olarak MS + plant agar, MS + gelrite, Gamborg-B5 + plant agar ve
Gamborg-B5 + gelrite kullanilmistir. Bu ortamlardaki ¢imlenme oranlarinin sirasi ile %
11, %28, %5 ve %8 oranlarinda oldugu gozlenmistir (Tablo 4.1.2). MS besin ortaminda
tohum ¢imlenmesinin, Gamborg-BS5 besin ortamina kiyasla daha yiiksek oldugu, kullanilan
katilastirict maddelerin birbirleri ile kiyaslandiginda en etkili ¢imlenmenin gelrite igeren
besin ortamlar1 oldugu sonucuna ulasilmistir. En etkili ¢cimlenmenin %28 oraninda MS +
gelrite kullanilarak hazirlanan ortamda oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1.2). Bundan sonra

yapilan ¢aligmalarda MS + gelrite kullanilarak hazirlanan ortamlar kullanilmistir.
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Sekil 4.1.1. Cimlenme ortaminda gelisen Althaea officinalis L. bitkileri

4.2. Kallus Gelisim Oram ve Kallus Agirhg ile Tlgili Sonuglar

Steril ortamda ¢imlendirilen Althaea officinalis L. bitkilerinin yaprak, yaprak sap1 ve kok
kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Uygun bir sekilde bitkiden ayrilan
eksplantlar farkli dozlarda 2, 4- D (1, 2 mg/l) ve BAP (0,25, 0,50.0,75 mg/l) iceren MS
besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Kiltiirler 35 giin boyunca iklim dolabinda uygun
kosullarda bekletilmistir. 35 giinliik bir siirenin ardindan kiiltiir ortamlarinda ki kallus

gelisim orani ve kallus agirliklart belirlenmistir.
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Caligmalar ii¢ tekerriirlii olacak sekilde planlanmis ve ¢alisma sonunda bu tekerriirlerden
elde edilen verilerin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Elde edilen
veriler Tablo 4.2.1, Tablo 4.2.2 ve Tablo 4.2.3,’de gosterilmistir.

Tablo 4.2.1. Yaprak sap1 eksplantlarinda kallus gelisim orani ve kallus agirliklart

Kullanilan hormonlar Kallus gelisim Kallus agirlig1 (mg)
orani
2,4-D (mg/l) | BAP (mg/l)
1 - %64 324.65+1.43
1 0,25 %100 516.24+0.48
1 0,50 %51 294.31+0.87
1 0,75 %43 254.86+1.73
2 - %78 347.82+0.58
2 0,25 %62 320.15+0.47
2 0,50 %58 298.37+0.13
2 0,75 %47 263.58+1.02

+: En az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapma degerini ifade etmektedir.

Yaprak sap1 eksplantlarinda, en etkili kallus gelisimi %100 oraninda, 1 mg/12,4-D + 0,25
mg/l BAP igeren MS besin ortaminda gozlenmistir. Bunu sirasi1 ile %78 oraninda 2 mg/1
2,4-D igeren besi ortami, %64 oraninda 1 mg/l 2,4-D igeren besi ortami, %62 oraninda 2
mg/l 2,4-D + 0.25 mg/l BAP igeren besi ortami, %58 oraninda 2 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/I
BAP igeren besi ortami, %51 oraninda 1 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP igeren besi ortami,
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%47 oraninda 2 mg/l 2,4-D + 0,75 mg/l BAP iceren besi ortami ve son olarakta %43
oraninda 1 mg/12,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besin ortami izlemektedir (Tablo 4.2.1).

Sekil 4.2.1. Yaprak sap1 eksplantlarindan gelisen kalluslar

Ortamda sadece bir oksin olan 2,4-D nin bulunmasi kallus gelisimi tizerinde etkili olsa da
bir sitokinin olan BAP ile birlikte kullanilmasi daha etkili kallus gelisimini saglamistir.
Ancak kullanilan BAP miktarinin artmasi kallus gelisimi {lizerinde olumsuz bir etki

olusturmustur. 2,4-D miktarinin 1 mg/l den 2 mg/1 ye ¢ikarilmasi kallus gelisim yiizdesini
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arttirmigtir. Kallus agirliklarina bakildiginda sonucun kallus gelisim orani ile bir benzerlik
gosterdigi gozlenmistir. 1 mg/l 2,4-D + 0,25 mg/l BAP igeren besi ortaminda 516,24+0.48
mg agirhiginda kalluslar gelisirken, bunu sirasi ile 347,82+0.58 mg agirliginda 2 mg/1 2,4-
D igeren besi ortami, 324.65+1.43 mg agirhiginda 1 mg/l 2,4-D igeren besi ortamu,
320,15+0.47 mg agirliginda 2 mg/1 2,4-D + 0.25 mg/l BAP igeren besi ortami, 298,37+0,13
mg agirhiginda 2 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP iceren besi ortami, 294,31+0,87 mg
agirhiginda 1 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP igeren besi ortami, 263,58+1,02 mg agirliginda
2 mg/l 2,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besi ortami ve 254,86+1,73 mg agirliginda 1 mg/I
2,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besin ortami izlemektedir (Sekil 4.2.1).

Tablo 4.2.2. Yaprak eksplantlarinda kallus gelisim oran1 ve kallus agirliklar

Kullanilan hormonlar Kallus gelisim | Kallus agirligi (mg)
orani (%)
2,4-D (mg/l) | BAP (mg/l)
1 - %59 257.71£1.39
1 0,25 %71 332.54 £0.78
1 0,50 %39 224.62+0.98
1 0,75 %29 196.38+1.73
2 - %63 260.48 £0.46
2 0,25 %54 245.93+0.21
2 0.50 %41 238.06 £0.81
2 0,75 %34 211.37+0.21

+: En az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapma degerini ifade etmektedir.

Yaprak eksplantlarinda, en etkili kallus gelisimi %71 oraninda, 1 mg/1 2,4-D + 0,25 mg/I
BAP igeren MS besin ortaminda tespit edilmistir. Bunu sirast1 ile %63 oraninda 2 mg/l 2,4-
D igeren besi ortami, %59 oraninda 1 mg/l 2,4-D igeren besi ortami, %54 oraninda 2 mg/l
2,4-D + 0,25 mg/l BAP igeren besi ortami, %41 oraninda 2 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP
iceren besi ortami, %39 oraninda 1 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP igeren besi ortami, %34
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oraninda 2 mg/1 2,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besi ortami ve son olarakta %29 oraninda 1
mg/l 2,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besin ortami takip etmektedir (Tablo 4.2.2).

Sekil 4.2.2. Yaprak eksplantlarindan gelisen kalluslar

Ortamda sadece bir oksin olan 2,4-D nin bulunmasi yaprak eksplantlarindan kalluslarin
gelisimi iizerinde etkili olsa da, bir sitokinin olan BAP ile birlikte kullanilmas: kallus
gelisim orani iizerinde daha etkili olmustur. Ancak kullanilan BAP miktarinin artmasi
yaprak eksplantlarindan kallus gelisim orani iizerine olumsuz bir etkide bulunmustur. 2,4-
D miktarinin 1 mg/l den 2 mg/l ye ¢ikarilmasi yaprak eksplantlarinda da kallus gelisim
yiizdesini arttirmistir (Sekil 4.2.2.) 1 mg/l 2,4-D + 0,25 mg/l BAP igeren besi ortaminda
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332,54 +£0,78 mg agirliginda kalluslar gelisirken, bunu sirast ile 260,48 +0,46 mg
agirhginda 2 mg/l 2,4-D igeren besi ortami, 257,71£1,39 mg agirhiginda 1 mg/l 2,4-D
iceren besi ortami, 245,93+0,21 mg agirliginda 2 mg/1 2,4-D + 0,25 mg/l BAP igeren besi
ortami, 238,06 +0,81 mg agirliginda 2 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP iceren besi ortami,
224,62+0,98 mg agirliginda 1 mg/12,4-D + 0,50 mg/l BAP igeren besi ortami, 211,37+0,21
mg agirliginda 2 mg/l 2,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besi ortami ve 196,38+1,73 mg
agirhginda 1 mg/1 2,4-D + 0,75 mg/l BAP igeren besin ortami takip etmistir (Tablo 4.2.2).

Tablo 4.2.3 Kok eksplantlarinda kallus gelisim orani ve kallus agirliklari

Kullanilan hormonlar Kallus gelisim Kallus agirligi (mg)
orant (%)

2,4-D (mg/l) | BAP (mg/l)
1 - %3 25.74+1,68
1 0,25 %18 78.26 £2,34
1 0,50 - -
1 0,75 - -
2 - %8 48.06+0,97
2 0,25 - -
2 0,50 - -
2 0,75 - -

+: En az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapma degerini ifade etmektedir.

Kok eksplantlarinin kallus gelisimi agisindan en verimsiz eksplantlar oldugu gozlenmistir.
Kullanilan hormon kombinasyonlarinin sadece tiigiinde kallus gelisimi gdzlenmis olup,
diger ortamlarda kallus gelisimi saptanamamistir. 1 mg/l 2,4-D + 0,25 mg/l BAP igeren
besi ortaminda %18 oraninda, 2 mg/l 2,4-D iceren besi ortaminda %8 oraninda, 1 mg/1 2,4-
D igeren besi ortaminda %3 oraninda kallus gelisim orani belirlenmistir (Tablo 4.2.3).
Kallus agirliklarinin ise 78,26 £2,34 ile 25,74+1,68 mg arasinda oldugu, kallus agirliginin
en fazla oldugu ortamin 1 mg/1 2,4-D + 0,25 mg/l BAP igeren besi ortami oldugu, en hafif
kalluslarin ise 1 mg/l 2,4-D igeren besi ortaminda gelistigi saptanmustir (Tablo 4.2.3).
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Yaprak sapi, yaprak ve kok eksplantlarinin kallus gelistirme oranlar1 ve kallus agirliklar
birbirleri ile kiyaslandiginda, yaprak sapi eksplantinin kallus gelisim oram1 ve kallus
agirhgr acisindan diger iki eksplanta kiyasla daha verimli oldugu gdzlenmistir. Gerek
kallus gelisim oran1 gerekse kallus agirligi ile ilgili en iyi sonuglar yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilmistir. Kalluslarin gelisimleri gozlendikten sonra kalluslarin
gelistigi kiiltlir kaplarinin kapaklarinin agilmasi siireti ile hava akisli kabin igerisinde 15

cm’lik bir mesafeden 15 dakika siire ile UV-C uygulamasi yapilmistir (Sekil 4.2.1).

Sekil 4.2.3. UV-C uygulamasindan 48 saat sonra kalluslardan goériiniim

UV- C uygulanmasindaki ama¢ UV-C’ yi bir elisitor olarak kullanip bitki icerisindeki
sekonder metabolit ¢esidini ve miktarini arttirmaktir. UV-C uygulamasinin ardindan kiiltiir
kaplarinin kapaklar1 kapatilarak kiiltiirler 48 saat boyunca iklim dolabinda uygun sartlarda
bekletilmigtir. UV-C uygulanmis yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarindan gelisen kalluslar
kurutulduktan sonra, metanol ve etil asetat ¢ozeltileri kullanilarak ekstraksiyonlari
gergeklestirilmistir. Kok esplantlarindan yeterli miktarda kallus gelisimi olmadigi i¢in, kok
eksplantlarindan ekstraksiyon gergeklestirilmemistir. Ekstraksiyonlar yapilirken 100 gr

agirhigindaki kalluslar havanlar igerisinde iyice ezilerek toz haline getirilmistir. Toz haline
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getirilmis kalluslar tizerine 2000 ml metanol veya etil asetat ¢ozeltileri ilave edilerek 24 °C
sicaklikta calkalayici inkiibatdrde 24 saat bekletildikten sonra, stizge¢ kagitlar1 yardima ile
stizme islemi gergeklestirilmistir. Siizme isleminin ardindan rotary evaporator yardimi ile
cozeltiler uzaklastirilmistir. Cozeltilerin tamamen uzaklasmasi i¢in cam petriler igerisine
konulan ekstraktlar 37 °C de etiivde bekletilmistir. Cozeltilerin tamamen uzaklasmasinin

ardindan ekstraktlar cam petrilerden kazinarak alinmis ve + 4 °C de muhafaza edilmistir.

4.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

Yaprak ve yaprak sapina ait kalluslarin metanol ekstraktlar: steril distile su ile, etil asetat
ekstraksiyonlar1 ise DMSO kullanilarak, son konsantrasyonlar1 1 mg/ml, 5 mg/ml ve 10
mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Her {i¢ konsantrasyona ait ¢ozeltilerin antimikrobiyal
aktiviteleri disk difiizyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

4.3.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.3.1. Yaprak ve yaprak sap1 kalluslarinin metanol ve etil asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite
sonuglari

Bakteri Gram Metanol Etil Asetat
(Pozitif/Negatif) | Ekstraksiyonu Ekstraksiyonu
Yaprak | Yaprak Yaprak | Yaprak
sap1 Kalluslar1 | sap1 Kalluslar1
kalluslar1 kalluslar1
Bacillus subtilis Pozitif - - - -
ATCC 6337
Brevibacillus Pozitif - - - -
brevis
Bacillus Pozitif - - - -

megaterium DSM
32

Bacillus subtilis IM Pozitif - - - -
622
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Bacillus cereus Pozitif
EMC 19
Staphylococcus Pozitif
aureus 6538 P
Listeria Pozitif
monocytogenes
NCTC 5348
Salmonella Negatif
typhimurium
NRRLE 4413
Pseudomonas Negatif
fluorescens
Enterobacter Negatif
aerogenes CCM
2531
Klebsiella Negatif
pneumoniae EMCS
Escherichia coli Negatif
ATCC 25922
Proteus vulgaris Negatif
FMC II
Pseudomonas Negatif
aeruginosa DSM
50070
Proteus vulgaris Negatif
Salmonella Negatif
enterica ATCC
13311

Yaprak ve yaprak sapina ait kalluslarin metanol ve etil asetat ekstraktlarinin, hazirlanan

her ii¢ konsantrasyondaki (1, 5, 10 mg/ml) ¢ozeltilerinin disk diflizyon yontemi ile

antmikrobiyal aktivitelerinin olmadigi tespit edilmistir (Tablo 4.3.1).
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4.4. Antikanser Aktivite Sonuclari

Yaprak ve yaprak sapina ait UV- C uygulamasina maruz birakilmis kalluslarin metanol ve
etil asetat ekstraktlarinin SH-SY5Y insan noroblastoma hiicreleri iizerindeki antikanser
aktiviteleri, WST-1 canlilik kiti kullanilarak tespit edilmistir. Ekstraktlarin 1000, 500, 250,
125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,8125 pg/mL dozlarina ait anti kanser aktivite sonuglar1 Sekil
4.4.1, Sekil 4.4.2, Sekil 4.4.3 ve Sekil 4.4.4°te gosterilmistir.

Yaprak kalluslarindan elde edilen etil asetat ekstraktlarinin 1000, 500, 250, 125 ug/mL
dozlarinin, SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri lizerinde, kontrole kiyasla istatistiksel
olarak (P <0,001) oldukga anlamli bir diizeyde anti kanser aktivite gosterdigi, 62,5 pug/ml
dozunun ise kontrole kiyasla istatistiksel olarak (P<0,01) anlaml bir diizeyde anti kanser
aktivitesinin oldugu ancak, 31,25, 15,625, 7,8125 pg/ml dozlarinin kontrole kiyasla
istatistiksel olarak her hangi bir anti kanser aktivitesinin olmadigi belirlenmistir (Sekil
4.4.1). Yaprak kalluslarindan elde edilen ekstraktlarin dozlarindaki azalisa bagli olarak anti
kanser aktivitenin de azaldig1 gozlenmistir. Yani kullanilan dozlar igerisinde dozlar arttik¢a
aktivete artis1 soz konusu iken dozun azalmasina bagli olarak aktivitenin azalisi s6z

konusudur.

1507 Yaprak - EA

100 L

504

Hiicre Canhli (%Kontrol)

7.8125

Konsantrasyonlar ( pg/mlL)

Sekil 4.4.1.Yaprak kalluslarina ait etil asetat ekstraktinin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicreleri {izerindeki
anti kanser aktivitesi. Sonuglar ii¢ farkli tekerriiriin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanarak
verilmistir. Konsantrasyonlarin kontrol grubu ile karsilastirma sonuglari: Ns: 6nemli degil, **: p <0,01, ***:
p <0,001

Yaprak sap1 kalluslarina ait etil asetat ekstraktinin 1000, 500, 250, 125 pg/ml dozlarinin,
SH-SYSY insan ndroblastoma hiicreleri iizerinde, kontrole kiyasla istatistiksel olarak (P

<0,001) oldukg¢a anlaml1 bir diizeyde anti kanser aktivite gosterdigi, 62.5 pg/ml dozunun
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ise kontrole kiyasla istatistiksel olarak (P<0,01) anlamli bir diizeyde anti kanser
aktivitesinin oldugu ancak, 31,25, 15,625, 7,8125 pug/mL dozlarimin istatistiksel olarak her
hangi bir anti kanser aktivitesinin olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.4.2). Yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlarindan gelisen kalluslardan elde edilen etil asetat ekstraktlarinin benzer bir
anti kanser aktivite gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Boyle bir sonucun ortaya ¢ikmasinin

nedeni, kullanilan ¢6ziiciiniin benzer sekonder metabolitleri ekstrakta gegirmesi olabilir.

1507 Yaprak sapi - EA
ns
g
100 -
§= e
% :
< 2
2 501 i
= S = =
= e :
o
" Kontrol 7.8125 15625  31.25 62.5 125 250 500 1000
Konsantrasyonlar ( pg/mL)

Sekil 4.4.2. Yaprak sap1 kalluslarina ait etil asetat ekstraktinin SH-SYSY insan noroblastoma hiicreleri
iizerindeki anti kanser aktivitesi. Sonuglar li¢ farkli tekerriiriin ortalama ve standart sapma degerleri
hesaplanarak verilmistir. Konsantrasyonlari kontrol grubu ile karsilagtirma sonuglari: Ns: 6nemli degil, **:
p <0,01, ***: p <0,001

Yaprak kalluslarina ait metanol ekstraktinin kullanilan biitiin dozlar1 (1000, 500, 250, 125,
62,5, 31,25, 15,625, 7,8125 pg/mL), SH-SY5Y insan noroblastoma hiicreleri lizerinde, anti
kanser aktivite gostermistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu aktivitenin istatistiksel
olarak (P <0,001) olduk¢a anlamli oldugu goriilmiistiir. En etkili anti kanser aktivite 125
ug/ml dozunda elde edilmistir (Sekil 4.4.3).
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Sekil 4.4.3. Yaprak kalluslarina ait metanol ekstraktinin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicreleri {izerindeki
antikanser aktivitesi. Sonuglar ii¢ farkli tekerriiriin ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanarak
verilmigtir. Konsantrasyonlarin kontrol grubu ile karsilagtirma sonuglari: Ns: onemli degil, **: p <0,01, ***:
p <0,001

Yaprak sap1 kalluslarina ait metanol ekstraktinin, 15,625 png/ml dozu harig, kullanilan diger
biitlin dozlarda (1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 7,8125 pg/mL) SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicreleri iizerinde, anti kanser aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bu aktivitenin istatistiksel olarak (P <0,01) anlamli oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.4.4). Yaprak ve yaprak sap1 kalluslarinin metanol ekstraktlarinin anti
kanser aktivite bakimimndan hemen hemen benzer bir sonug¢ gosterdigi tespit edilmistir.
Metanol ve etil asetat ekstraktlarinin anti kanser aktiviteleri karsilagtirildiginda, metanol
ekstraktlarinin etil asetat ekstraktlarina kiyasla daha etkili bir anti kanser aktivite gosterdigi
gbzlenmigtir. Bu durumun nedeni metanoliin etkili bir organik ¢dziicii olmasi ile

agiklanabilir.
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Sekil 4.4.4. Yaprak sapi kalluslarina ait metanol ekstraktinin SH-SYSY insan ndroblastoma hiicreleri
iizerindeki antikanser aktivitesi. Sonuglar ii¢ farkli tekerriiriin ortalama ve standart sapma degerleri
hesaplanarak verilmistir. Konsantrasyonlarin kontrol grubu ile karsilagtirma sonuglart: Ns: onemli degil, **:
p <0,01, ***: p <0,001

Malvaceae familyasina ait bitkilerin fitoterapide kullanimi ¢ok yaygindir. Bu familya
icerisinde yer alan A. officinalis L. ve A. rosea alternatif tip da, oral tahriglerde, kuru
oksiirtikte, hafif gastritte, deri yaralanmalarinda ve bocek 1sirmalarinda kullanilmaktadir.
Bitkilerin alternetif tipta kullanilmalarinin nedeni igerdikleri degerli sekonder
metabolitleridir. A. officinalis’ in degisik kisimlar1 bir¢ok bilesen igermektedir. Pektinler,
mono ve disakkaritler, miisilaj, flavonoidler, isoquersetin, kamferol, kafeik, p-kumarik asit,
kumarinler, scopoletin, fitosterol, taninler, asparajinler bu bilesenlerin belli baslilaridir (
Al-Snafi, 2013).

Onceki yapilmis ¢alismalar A. officinalis L. ve A. rosea’min antimikrobiyal,
antiinflamatuar,  kardiyovaskiiler, antidstrojenik, sitotoksik, immiinolojik ve
immiinomodiilator etkileri dahil olmak iizere birgok farmakolojik etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Ahmad ve ark., 1998; Lin ve ark., 1999; Bonjar ve ark., 2004; Park ve ark.,
2010; Guatem ve ark., 2015; Rezai ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2016; Twalij ve ark., 2018,
Qaralleh ve ark., 2020).



38

Bu caligmada da A. officinalis L. nin yaprak ve yaprak sapi kullanilarak gelistirilen
kalluslara UV-C uygulamas1 sonrasinda elde edilen metanol ve etil asetat ekstraktlarinin
anti kanser aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bulgularimiz literatiir bulgulari ile desteklenir
niteliktedir.

Naz ve Anis (2012)’in A. officinalis’de eksojen hormon konsantrasyonu ve adenin siilfatin
karsilikli etkilesimi tiizerine yaptiklar1 bir ¢alismada, Ui¢ farkli kallus olusum fazi
arastirilmis ve farkli yaprak segmentlerinden elde edilen sonuglar gosterilmistir. Calisma
sonucunda s1vi MS besin ortaminda, ortama 15 pM konsantrasyonda 2,4-D’nin eklenmesi
ile etkili bir kallus gelisim protokolii olugturulmustur. Calismamizda da kallus gelisimini
saglamak amaci ile 2,4-D’nin 1 ve 2 mg/I’lik dozlar1 kullanilmistir. Ayn1 bitki biiylime
diizenleyicisi kullanilarak benzer bir sonug elde edilmistir. Ancak ¢alismamizda 2,4-D, bir
sitokinin olan BAP ile birlikte kombine edilerek kullanildigr gibi 2,4-D’nin kullanim
miktar1 da bahsedilen ¢calismadan farklilik gostermektedir. Her iki ¢calismanin benzer bir
diger yonii ise yapragin eksplant kaynagi olarak kullanilmasidir. Fakat biz ¢alismamizda
yaprag1 ortadan ikiye ayirmak sureti ile eksplant kaynagi olarak kullanmisken, bahsedilen
calismada yapragin farkli segmentlerinin kullanimi s6z konusudur. Bu durum da her iki
caligmay1 birbirinden farkli kilmaktadir. A. officinalis’de etkili bir siirgiin rejenerasyon
protokolil gelistirme ile ilgili yapilan bir diger ¢aligmada (Naz ve ark. (2015), bitkinin nod
kisimlarimi eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. BA, Kn ve 2-iP ile birlikte IBA, 1AA ve
NAA kombinasyonlarnin MS besi ortamina ilave edilmesi ile etkili bir siirgiin
rejenerasyonu elde edilmistir. Yapilan ¢alismada siirgiin olusumunu saglamak amaci ile
fakli sitokinin ve oksin ¢esitleri kullanilmis ve etkili bir siirgiin rejenerasyon protokolii elde
edilmistir. Calismamizda da bir sitokinin olan BAP bir oksin olan 2.4-D ile farkli
konsantrasyonlarda birlikte kullanilarak etkili bir kallus gelisim protokolii elde edilmistir.
Ancak yapilan ¢alismanin bir siirgiin rejenerasyonu olmasi bizim calismamizin ise bir

kallus gelistirme ¢alismast olmasi iki ¢alismayi bir birinden ayirmaktadir.

Ayrica her iki ¢alismada kullanilan eksplantlarda bir birinden farklidir. Yapilan ¢alismada
bitkinin nod kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmigken bu g¢alismada bitkinin
yaprak, yaprak sapt ve kok kisimlarimin eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. A.
officinalis’in in vitro iretimi {izerine, bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisi ile ilgili

yapilan bir bagka ¢alismada (Mujib ve ark., 2017) bitkinin kok, nod ve yaprak kisimlari
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eksplant kaynagi olarak kullanilmis, ortama 2,4-D’nin ilave edilmesi ile kullanilan
eksplantlardan kallus elde edilmistir. En etkili kallus gelisimi %62’lik bir oran ile nod
eksplantlarindan, %39 luk bir oran ile yaprak eksplantlarindan ve %27’lik bir oran ile kok
eksplantlarindan elde edilmistir. Ancak ortama sadece 2,4-D degil ayn1 zamanda 0,5, 1 ve
2 mg/l oraninda BAP ilave edilmistir. Calismamizda da yapilan ¢alismaya benzer sekilde
2,4-D ve BAP’ m birlikte kullanilmasi sonucunda etkili bir kallus gelisim protokolii elde
edilmistir. Bahsedilen ¢alisma ile ¢calismamizda kullanilan bitki hormonlar1 ayni olsa da,
kullanilan konsantrasyonlar bir birinden farklilik géstermektedir. Ayrica yapilan ¢alismada
en etkili kallus gelisim orani nod eksplantindan elde edilmisken, bizim calismamizda
yaprak sap1 kallus gelisimi agisindan en verimli eksplant olarak belirlenmistir. Her iki
caligmada da kok eksplanti kallus gelisimi agisindan verimsiz bir eksplant kaynagi olarak
tespit edilmistir. Calismamizda kullandigimiz kok eksplantlarinda en fazla %18 oraninda
kallus gelisimi gozlenirken, bahsedilen ¢caligsmada ise bu oranin %27 oldugu goriilmektedir.
A. rosea nin slirgiin uglarinin eksplant kaynagi olarak kullanildigi bir ¢alismada (Tyup ve
ark., 2016) BAP, NAA, IBA ve IAA gibi farkli bitki biiylime diizenleyicileri ile
zenginlestirilmis MS besin ortaminda, dolayli ¢ogaltma yolu ile etkili bir siirgiin
rejenerasyon protokolil gelistirilmistir. En etkili stirglin gelistirme ortaminin BAP ve NAA
kombinasyonlarimin kullanildigi MS besin ortaminin oldugu kaydedilmistir. Calismamizda
da 1 mg/l 2,4-D ile birlikte 0.25 mg/1 oraninda BAP’ 1n birlikte kullanilmas1 sonucunda en
etkili kallus gelisimi saglanmistir. Fakat bahsi gecen ¢alisma da kullanilan bitki her ne
kadar bu ¢aligmada kullanilan bitki ile ayni cins igerisinde bulunsa da farkl1 tiirler olmalari
iki calismay1 birbirinden farkli kilmaktadir. Ayrica bahsi gegen calisma bir siirgiin
rejenerasyon c¢alismasi olup calismamizin bir kallus gelistirme calismasi olmasi da iki

calisma arasindaki farkliliklardan bir digeridir.

A. rosea'nin kallogenezisi ve organogenezisi lizerine yapilan bir ¢aligmada (Munir ve ark.,
2012) oksin ve sitokinin grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinin degisik kombinasyonlari
ve konsantrasyonlari kullanilmis, en fazla kallus olusumunun oksinlerin tek basina

kullanildig1 ortamlarda gelistigi tespit edilmistir.

Sitokinin i¢eren besi ortamlarinda ise en etkili sonu¢ BAP i¢eren ortamlarda elde edilmistir.
Calismamizda ise en etkili kallus gelisiminin 2,4-D ve BAP’ 1n birlikte kullanildigi MS
besi ortaminda elde edilmesi, iki ¢alismay1 birbirinden fakli kildig1 gibi, ¢alisilan bitki
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tiirlerinin farklt olmasi da, iki ¢alismanin birbirinden farkli olmasini saglamaktadir. A.
officinalis ve A. hirsute ekstraktlarinin anti bakteriyel aktivitelerini belirlemek amaci ile
yapilmis bir ¢alismada (Lin ve ark., 1999), her iki bitki ekstraktinin antibakteriyel etki
gostermedigi tespit edilmistir. Calismamizda da yaprak ve yaprak sapindan elde edilen
kalluslara UV-C uygulanmasinin ardindan, kalluslarin metanol ve etil asetat ekstraktlar
yapilmis ve bu ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin olmadig: tespit edilmistir. Bu
anlamda calismamizdan elde ettigimiz bulgular ile literatiir bulgular1 birbirini destekler
niteliktedir. A. officinalis ve A. cannabina’nin metanol dziitlerinin antibakteriyal etkisinin
arastirildigi bir diger calismada ise (Ahmad ve digerleri, 1998), her iki bitki ekstraktinin
inhibisyon meydana getirdigi gézlenmistir. 52 farkli bakteri tiirii ile yapilan bu ¢alismada
kullanilan 17 bakteride ¢ok i1yi sonuglar elde edilmistir. Ancak ¢alismamizda gelistirilen
kalluslarin metanol ve etil asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin olmamast her
iki ¢alismanin birbirinden farkli olmasina neden olmustur. Bu durumun nedeni bahsedilen
caligmada direk bitkinin kullanilmasi bizim ¢alismamiz da ise bitkinin yaprak ve yaprak
sapindan gelistirdigimiz kalluslarin kullanilmis olmasi olabilir. Bitkinin kendisi ile
kalluslarin biyolojik aktif bilesiklerinin farkli olmasi bdyle bir sonucun elde edilmis
olmasinda etkili olabilir. Bu nedenle daha ayrintili ¢aligmalar yapilmali ve dogal yetisme
ortamindan toplanmis olan bitki ile kalluslarin biyolojik aktif bilesiklerinin kiyaslanmasi
gerekmektedir. A. officinalis c¢iceklerinden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitelerinin aragtirildigr bir diger c¢aligmada (Bonjar, 2004), kullanilan patojen
mikroorganizmalarin bazilari iizerinde etkili bir antimikrobiyal aktivite gozlenmisken,
bazilar1 iizerinde antimikrobiyal aktivitenin olmadigr vurgulanmistir. Yaptigimiz
calismada da kalluslarin metanol ve etil asetat ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesinin
olmadiginin saptanmast literatiir bulgulari ile desteklenmektedir. Ancak yapilan ¢alismada
bitkinin ¢igeklerinden elde edilen ekstraktlar kullanilmigken, bizim ¢alismamizda yaprak
ve yaprak sapindan gelistirilmis ve UV-C uygulanmis, kallus ektraktlarmin kullanilmig

olmasi iki ¢aligmanin birbirinden farkli olmasina neden olmustur.

A. officinalis’in etanol, heksan, etil asetat ve su ekstraktlarinin, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae bakterileri tiizerinde ki antimikrobiyal aktivitelerinin disk difiizyon ve
mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak arastirildigi calismada (Qaralleh ve ark., 2020),
ekstraktlarm zayif bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. Ozellikle
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mikrodiliisyon yonteminin antimikrobiyal aktivite tayininde daha etkili bir yontem oldugu
vurgulanmistir. Calismamizda da antimikrobiyal aktivite tayininde disk difiizyon yontemi
kullanilmis ve yapilmis c¢alismaya benzer bir sonug¢ elde edilmistir. Calismamizda
mikrodiliisyon gibi farkli bir antimikrobiyal aktivite 6l¢lim tekniginin kullanilmas: belki
de ¢alisma sonucunda daha olumlu sonuglar almamiza neden olabilirdi. A. officinalis L. nin
hidroalkolik ekstraktlarinin siprofloksasin, gentamisin ve penisilin antibiyotikleri ile
karsilastirmali olarak Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ve Listeria monocytogenes gibi patojenik bakterilerin yan sira klinik suslar tizerinde ki
antimikrobiyal aktivitelerinin ve yara iyilestirme potansiyellerinin arastirildigr bir
caligmada (Rezai ve ark., 2015). Antimikrobiyal aktivite ¢calismalarinda disk diflizyon ve
MIC yontemleri kullanilmis, calisma sonucunda ekstraktin gram negatif bakteriler
lizerinde etkili olmamasma ragmen, gram pozitif bakteriler {lizerinde etkili oldugu
vurgulanmistir. Calismamizda kullandigimiz hem gram negatif hem de gram pozitif
bakteriler lizerinde yaprak ve yaprak sap1 kalluslarindan elde edilen metanol ve etil asetat
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin olmamasi her iki ¢alismanin birbirini kismen
desteklemesini saglamistir. Her iki calismada da gram negatif bakteriler iizerinde
antimikrobiyal aktivite saptanamamuistir. Bir diger fark ise, bizim ¢alismamizda metanol ve
etil asetat ekstraktlar1 kullanilirken mevcut c¢alismada hidroalkolik ektraktin
kullanilmasidir. A. officinalis 'in kok ekstraktlarinin kullanilarak A549 hiicreleri tizerindeKi
antikanser aktivitesinin arastirildig1 bir calismada (Zhang ve ark., 2016) 25 mg/ml dozda
ki kok ekstraktinin oldukg¢a etkili bir anti kanser aktivite gosterdigi belirtilmigtir.
Calismamizda da hem metanol hem de atil asetat ekstraktlarinin oldukca etkili bir
antikanser aktivite gosterdigi tespit edilmis olup, bu durum ayni biyolojik aktif maddenin
veya maddelerin kullanilan ekstraktlarda mevcut olabilecegini akla getirmektedir. Bu
durum ayrintili kromatografik teknikler kullanilarak ortaya konulmalidir. Ancak bahsi
gegen ¢alismada A549 hiicreleri kullanilmisken biz ¢alismamizda SH-SY5Y noroblastoma

kanser hiicrelerini kullandik.

A. officinalis bitkisinin ¢igek, yaprak ve kok kisimlarmin su ekstraktlari kullanilarak
yapilan bir ¢calismada (May ve Willuhn, 1985) ekstraktlarin %10’luk konsantrasyonlarinin
HeLa hiicreleri {izerinde inaktivasyon etkisi gosterdigini belirlenmistir. Calisma
bulgularimiz da kullandigimiz metanol ve etil asetat ekstraktlarinin SH-SYS5Y

noroblastoma kanser hiicreleri lizerinde oldukga etkili bir inaktivasyona sahip oldugunu
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gostermistir. Her iki calisma farkli kanser hiicrelerinin kullanilmasi, farkli ¢oziictiler
kullanilarak ekstraksiyonun yaplmast ve ekstre edilen bitki kisimlarinin farkli olmasi
konularindan bir birinden farkliliklar gostermektedir. A. officinalis ve A. esculentus gigek
ve kok ekstraktlarinin HeLa ve SK-Hep! hiicreleri lizerindeki anti kanser aktivitelerinin
arastirildig1 ¢alismada (Park ve ark., 2010) her iki bitkinin antikanser aktivitelerinin oldugu
gozlenmistir. A. officinalis’in Abelomoschus esculentus’ a kiyasla daha gii¢lii bir antikanser
aktivite gosterdigi saptanmistir. Bitkinin tamamini kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin
anti kanser aktivitesinin, ¢icek ve kok kisimlarina kiyasla daha etkili oldugu belirtilmistir.
Calismamizda da A. officinalis’ in yaprak ve yaprak sapi kullanilarak gelistirilen, UV-C
uygulamas1 yapilmis kalluslarin oldukca etkili bir anti kanser aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bahsi gecen ¢alismada A. officinalis’ in ¢i¢ek ve kok ekstraktlarinin, HeLa
ve SK-Hepl kanser hiicreleri iizerindeki etkisi arastirilmisken, bizim calismamizda A.
officinalis 'in yaprak ve yaprak sap1 kullanilarak gelistirilen, UV-C uygulamas1 yapilmis
kalluslarin metanol ve etil asetat ekstraktlarinin, SH-SY5Y noroblastoma kanser hiicreleri
iizerinde ki anti kanser aktivitesini arastirmamiz ¢alismalarin bir birinde farkli olmasina
neden olmustur. A.ludwigii L.’nin toprak istii kisimlar1 kullanilarak, metanol ekstraktinin
elde edilip, MCF-7 hiicrelerine karsi anti kanser aktivitesinin arastirildigi ¢alismada,
kullanilan bitki ekstraktinin, MCF-7 kanser hiicrelerine kars1 oldukga etkili bir anti kanser
aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Biyoaktif bilesen bakimindan bitki ekstraktinin rutin
bakimindan olduk¢a zengin oldugu, gii¢lii bir anti kanser aktivitesi bulunan rutinin boylesi
bir etkinin olusmasinda rol oynamis olabilecegine dikkat c¢ekilmistir (Alshaya ve ark.,
2019). Bu durum ¢alismamizda kullandigimiz ekstraktlarin giiglii bir anti kanser aktiviteye
sahip olmalarinin nedeni rutin igerigi bakimindan zengin olabilirler mi? Ayrica kalluslarda
UV-C uygulanmadan énce ve UV-C uygulamasi sonrasinda rutin miktarindaki degisim
nasil olmaktadir? Sorularini akla getirmektedir. Bu sorularin aydinlatilabilmesi i¢in UV-C
uygulamas1 Oncesinde ve sonrasinda kalluslarin rutin igerik analizlerinin yapilmasi

gerekmektedir.

Bahsedilen ¢aligsmadaki bitki, calismamizda kullandigimiz bitki ile ayni cins icerisinde yer
alsa da farkl tiirler olmalar1 ve her iki ¢alismada farkli kanser hiicrelerinin kullanilmasi
caligmalarin birbirinden farkli olmalarina neden olmustur. A. officinalis ‘de bol miktarda
bulunan skopoletinin (7-hidroksi-6-metoksi kumarin) tiimoral lenfosit etkisini yok ederek

anti kanser aktivite gosterdigi ortaya konulmustur (Ding ve ark., 2008). Calismamizda da
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kullandigimiz ekstraktlarin etkili bir anti kanser aktivite gdstermelerinin nedeni skopoletin
iceriginin yiiksek olmasi midir? Bu durum calismada kullanilan ekstraktlarin biyolojik
aktif bilesen igerikleri kapsamli bir sekilde caligilarak ortaya konabilir. Sonug olarak bu
calisma ile Althaea officinalis L. bitkisine ait tohumlari, in vitro ortamda kiiltiire alabilmek
icin etkili bir sterilizasyon protokolii gelistirilmis, ardindan ¢imlenme giicliigii ile
karsilasildig1 igin etkili bir ¢cimlenme ortami olusturulmaya ¢alisilmistir. /n vitro ortamda
gelisen bitkilerin yaprak, yaprak sap1 ve kok kisimlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmis
ve etkili bir kallus rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. Kallus gelisimi i¢in en etkili
ortamin 1 mg/l 2,4-D ve 0,25 mg/l BAP iceren MS besin ortami oldugu, kallus gelisimi
icin en verimli eksplantin ise yaprak sap1 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen kalluslara
UV-C uygulamasmin ardindan bu kalluslardan metanol ve etil asetat ekstraktlar1 elde
edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal ve anti kanser aktiviteleri arastirilmis,
kullanilan ekstraktlarin etkili bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklar1 ancak gii¢lii
bir antikanser aktivite gosterdikleri gozlenmistir. Calismada kullanilan mikroorganizmalar
prokaryot bir hiicre yapisina sahip iken, calismada kullandigimiz kanser hiicrelerinin
okaryotik bir hiicre yapisina sahip olmas1 bdyle bir sonucun ortaya ¢ikmasina neden olmus
olabilir. Caligmada kullandigimiz ekstraktlarin biyolojik aktif bilesen igerigini bilmememiz
bir eksiklik olusturmakla birlikte ileride bu konu ile ilgili yapilacak ¢alismalara yeni kapilar
agmaktadir. Ciinkii rutin ve skopoletin icerik analizlerinin yapilmasinin ardindan normal
bitki ile kullanilan kalluslar bu iki bilesen, hatta farkli bilesen igeriklerinin, UV-C
uygulamasi oncesinde ve UV-C uygulamasi sonrasinda bir birleri ile kiyaslama firsati
olusturulmustur. Bu bilesenlerin prokaryotik ve dkaryotik hiicreler iizerinde nasil bir etki

gosterebilecegi sorusu bu ¢alisma ile ortaya konmustur.
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