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Ozet: Bitkiler, iyilestirici etkilerinden dolay1, eski zamanlardan beri tedavi amagl olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Bitlis ve Van illerinden toplanan Tanacetum kotschyi (Boiss.)
Grierson (ates pireotu) ve Tanacetum tomentellum (Boiss.) Grierson (yildizli pireotu)’dan elde
edilen etanol ekstraktlarinin 14 farkl fenolik icerigi HPLC ile belirlenmistir. Fenoliklerin geneli
antioksidan olarak bilindiginden dolay: bitkilerin antioksidan 6zellikleri de bilimsel pek ¢ok
calismada 6nemli sayilmistir. Bu nedenle soxhlet ekstraksiyon metodu ile bu bitkilerden etanol
ekstraktlar1 hazirlanmig ve in vitro sartlarda biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla ilk
olarak bu ekstraktlarin total antioksidan aktiviteleri, DPPH ve ABTS radikal giderme
aktiviteleri, FRAP ve CUPRAC indirgenme metodlar: ile demir ve bakir indirgeme kuvvetleri
Olciilerek antioksidan gii¢leri, antioksidan olduklar1 kanitlanmis ¢esitli standartlar (Biitillenmis
hidroksianisol: BHA, Biitillenmis hidroksitoluen: BHT ve a-tokoferol: a-toc) ile
karsilastirilmistir. Toplumda bitkiler, mikroorganizma kaynakli pek ¢ok cilt hastaligi basta
olmak {izere, glinlimiiziin en dnemli hastaliklardan olan kanser gibi DNA hasarina baglh bazi
hastaliklarda da alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanildigi ve bu yoniiyle bitkilerin pek ¢ok
farmakolojik arastirmanin ilgi odagi oldugu yadsinamaz bir gercektir. Bu nedenle bu ¢alismada
ekstraktlar, farkli tiirlerden miitesekkil olan 10 adet mikroorganizma {iizerinde denenerek
antimikrobiyal aktiviteleri, Pbr322 plazmid DNA’s1 iizerinde denenerek DNA koruyucu
aktiviteleri arastirilmistir. Fenolik sonuglarina gore T. kotschyi ve T. tomentellum ekstraktlarinda
gallik asit, T. kotschyi ekstraktinda ise salisilik asit varligi tespit edilememistir. Buna ek olarak
bazi antioksidan aktivite sonuglarinda her iki bitkiden elde edilen etanol ekstraktlarinin
standartlara benzer aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Oyuk agar metodunun kullanildigi
antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore; T. tomentellum ekstraktinin Staphylococcus aureus
tizerinde, T. kotschyi ekstraktinin ise Candida albicans ve Klebsiella pneumonia iizerinde en iyi
aktiviteyi sergiledigi tespit edilmistir. Ayrica T. Kotschyi ekstrakti Saccharomyces cereviciae
iizerinde herhangi bir aktivite gostermezken, genel olarak ekstraktlarm Dbiitiin  test
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goézlenmistir. Son olarak
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ekstraktlarin DNA {iizerindeki koruyucu etkisi arastirilmigtir. T. kotschyi ekstraktinin, plazmid
DNA iizerinde koruyucu bir etkisinin olmadigi, T. tomentellum ekstraktinin ise
H20>+DMSO’un DNA f{izerindeki siipliriicii etkisini ortadan kaldirarak kararli hale gelmesinde
etkili oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismadan elde edilen veriler, ekstraktlarin genel olarak gii¢li
biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Tanacetum kotschyi, Tanacetum tomentellum, Fenolik, Antimikrobiyal,
Antioksidan

Phenolic contents and biological activities of Tanacetum kotschyi (Boiss.) Grierson
and Tanacetum tomentellum (Boiss.) Grierson extracts

Abstract: Plants have been used for therapeutic purposes since ancient times because of their
healing effects. In present study, T. kotschyi (Boiss.) Grierson and Tanacetum tomentellum
(Boiss.) Grierson plants were collected from Van and Bitlis province and the extracts were
prepared from them. Then, 14 different phenolic contents were determined. Since the phenolics
are known as antioxidants, the importance of antioxidants properties of the plants is emphasized
in many studies. For this purpose, the extracts were prepared from these plants and in vitro
biological activities were investigated. Firstly, total antioxidant activities, DPPH and ABTS
radical scavenging activities and iron and cupric reduction activities were measured using the
extracts and the results were compared with the standard antioxidants (Butylated
hidroxyanisole: BHA, Butylated hidroxitoluen: BHT and a-tocopherol: a-toc). Today, the plants
are used as an alternative treatment in many skin disease caused by microorganism and in the
treatment of several diseases such as cancer. In this aspect, it is an undeniable fact that plants
are at the focal point of many research. For this purpose, the antimicrobial activities of the
extracts on 10 different microorganisms and the DNA protective properties on pBR322 plasmid
DNA were determined. According to the phenolic results, In addition to the absence of gallic
acid in T. kotschyi and T. tomentellum extracts, salycilic acid could not be detected in T.
Kotschyi extract. In vitro antioxidant activities were determined by using total antioxidant
activity, DPPH and ABTS radical scavenging activities, FRAP and CUPRAC reduction
methods and the results were compared with BHA, BHT and a-tocopherol standard antioxidant
results. The ethanol extracts obtained from both plants were found to have close activity to the
standards. According to antimicrobial activity results of hollow agar method, T. tomentellum
extracts and T. kotschyi were found to have the highest activity on Staphylococcus aureus, and
Candida albicans and Klebsiella pneumonia respectively. It was observed that the extracts have
antimicrobial effect on all test microorganisms. on the contrary, only T. kotschyi extract had no
antifungal effect on Saccharomyces cereviciae. Finally, the protective effects of extracts on
DNA were investigated. T. kotschyi extract had no protective effect on plasmid DNA however;
T. tomentellum extract was able to stabilize the DNA by eliminating the scavenging effect of
H.O, + DMSO. Data from this study show that extracts generally have strong biological
activities.

Keywords: Tanacetum kotschyi, Tanacetum tomentellum, Phenolic, Antimicrobial, Antioxidant
1. Giris

Sentetik ilaglarin yan etkilerinden dolay1, tedavi edici ve sifa kaynagi olarak bitkilerin
kullanimlarina olan ilgi giin gectikce artmaktadir [1,2]. Giliniimiizde de bitkiler
farmakolojik sahada ilag hammaddesi olarak kullanilmaktadir [3].

Genis bir habitata sahip olan Asteraceae familyasinin 23000 tlire sahip oldugu
bildirilmektedir [4-6]. Tiirkiye Florasinda Asteraceae’e ait toplam 1209 tiir kaydedilmis
olup, tiir sayis1 bakimindan familyalar arasinda ilk sirada yer almaktadir. Bu tiirlerin
447’si endemiktir ve endemizm oran1 %37 dir [7-10]. Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve
Kuzey Amerika’da yayilis gosteren Tanacetum, diinyada yaklagik 160 tiirle temsil
edilir. [11,12].
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T. kotschyi (ates pireotu), 8-40 cm boyunda, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Kiregli kayalar,
kaya yariklari, tas yigmlarinda 1450-3580 metre yiiksekliklerde dogal olarak yetisir.
Dogu Karadeniz, Yukar1 Firat, Yukart Murat-Van, Hakkari ve Adana bolimlerinde
yayilis gosterirler. T. tomentellum (yildizli pireotu), siiriiniicii ana koke ve ¢alimsi otsu
govdeye sahip, 25-50 cm boyunda gri ve giimiisi beyaz renkli, tiyli bir bitkidir.
Toprakla ortiilii kayalarda, kaya yariklarinda, 1900-2300 metrede dogal olarak yetisen
bu bitki, Y. Firat ve Y. Murat-Van boliimlerinde yayilis gosterirler. [7, 8, 13, 14, 15].

Halk arasinda tedavi edici olarak kullanilan Tanacetum tiirlerinin ayrica klinik olarak
migren tedavisi basta olmak iizere antitimor, antienflamatuvar, antimikrobiyal,
antifungal, sitotoksik antiprotozoal, antiiilser gibi pek c¢ok rahatsizligin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir [16]. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi
pek ¢ok calismada vurgulanmigtir [17]. Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinin yani
sira antioksidan oOzellikleri de biiyilkk Oneme sahiptir. Hiicrenin mitokondriyal
metabolizmasimin {riinii olarak serbest oksijen radikalleri olusabilmektedir [18]. Bu
radikaller; karbonhidrat, protein, lipit ve DNA molekiilii ile reaksiyona girebilir. Bunun
sonucunda kalp hastaliklari, sinirsel hastaliklar ve kanserde dahil olmak {izere ¢esitli
hastaliklara neden olurlar [18-20].

Daha oOnceki calismalarda T. kotschyi ve T. tomentellum ile ilgili fenolik madde
iceriginin belirlenmesi ve biyolojik aktivite calismalarina rastlanmamistir. Bu amagla bu
bitkilerin toprak istii kisimlarindan etanol ekstrakti hazirlanarak, bu ekstraktlarda
sekonder metabolit olarak bilinen 14 farkli fenolik miktar1t HPLC ile belirlenmistir.
Ayrica bu ekstraktlarin biyolojik aktivitelerini belirlemek amaciyla, bes farkli yontem
kullanilarak antioksidan 6zellikleri, i Gram-pozitif, dért Gram-negatif bakteri ve ii¢
fungusun dahil oldugu 10 farkli mikroorganizma {izerindeki antimikrobiyal aktiviteleri
aragtirtlmistir. Son olarak bu ekstraktlarin, agaroz jel elektroforezi ile pPBR322 plazmid
DNA’s1 lizerindeki koruyucu etkileri incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Bitki orneklerinin toplanmast ve ekstraksiyonu

Calismada kullanilan T. kotschyi, Van (Artos Dagi) ve T. tomentellum ise Bitlis
(Kambos Dag1) ilinde 2014-2015 yillar arasinda vejatasyon donemlerinde toplanmastir.
T. kotschyi (M. KURSAT-6043) ve T. tomentellum (M.KURSAT:6044) herbaryum
materyali haline getirilerek kodlanmistir. Ornekler, Bitlis Eren Universitesi, Bilim ve
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda saklanmaktadir.

Bitki Orneklerini ekstraksiyona hazirlamak i¢in bitkilerin toprak iistii kisimlarindan
alinarak golgede kurutulmaya birakilmistir. Ekstraksiyona hazirlanmis olan bitkilerden
50’ser gr alinarak temizlenmis ve Ogiitiilerek soxhlet yontemiyle, 300 ml etanol
igerisinde ekstrakt elde edilmistir. Daha sonra evaporator kullanilarak etanol
uzaklastirilmistir. Yaklasik olarak T. kotschyi ve T. tomentellum’dan sirasiyla % 3,6 ve
% 4,15 verimle ekstrakt elde edilmistir. Ekstraktlar, HPLC ile fenolik madde miktar
tayini ve biyolojik aktivitelerinin in vitro ortamda incelenmesi igin koyu renkli cam
siselerde -18 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2 HPLC ile fenolik madde analizi

HPLC ile fenolik madde miktari tayini i¢in 14 farkli standartin (Askorbik asit, Gallik
asit, Mirisetin, Absisik asit, Kuersetin, Apigenin, Kaemferol, Kurkumin, Katekol,
Vanilin, Kafeik asit,  Sinamik asit, Rozmarinik asit ve Salisilik asit) son
konsantrasyonlart 10 mg/ml olacak sekilde tartilip 50 ml’lik balon jojeler igine
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konulmustur. Daha sonra % 1’lik asetik asit ile asetonitril sirasiyla (1/9) oraninda
karistirilarak standartlar iizerine eklenmis ve ardindan ayni oranda metanol ilave
edilerek standartlar1 ¢ozmek i¢in gerekli olan stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler
seyreltilerek 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM konsantrasyonlarina sahip
numuneler olusturulmustur [21].

T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlarinin konsantrasyonu 20 mg/ml olacak
sekilde standartta kullanilan stok ¢ozelti kullanilarak seyreltilmistir. Ekstraktlar, 0,45
um’lik membran filtreden gegirilerek HPLC cihazina yiiklenmistir. HPLC analizinde
uygulanan kosullar Tablo 1’ de verilmistir.

Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde bilesiklere ait HPLC kromatogramlarindan
elde edilmis entegre alanlar ve standart maddelerin ara stok ¢ozeltileri ile hazirlanmig
kalibrasyon egrilerinden yararlanilmistir.

Tablo 1. HPLC Calisma Kosullar1 ve Gradient Eliisyon Programi

HPLC ¢alisma kosullar1 program Gradient eliisyon
Model Agilent Technologies 1260 Infinity 11 Siire (dak) A (%) B (%)
Kolon ACE 5 C18 (250x4.6 mm id) 0 90 10
Kolon Firim G7130A 25 60 40
Dedektor 1260 DAD WR 39 40 60
Pompa 1260 Quat Pump VL 50 10 90
Mobil Faz A: %1 Asetik Asit 55 90 10

B: Asetonitril

Dedeksiyon 272, 280 ve 310 nm
Otosampler 1260 Vialsampler
Akis Hiz1 1 mi/dk
Kolon Sicaklig: 28°C
Enjeksiyon 20 ul

2.3. Biyolojik aktivite calismalart
2.3.1. Antioksidan Ozellikler
2.3.1.1. Total antioksidan aktivite tayini

Bitki ekstraktlarinin lipit peroksidasyonlarini inhibe etme yiizdelerini belirlemek igin
tiyosiyanat metodu kullanilmistir [22]. Farkli konsantrasyonlarda stok ¢ozelti, deney
tiiplerine pipetlenerek hacim tampon ¢ozeltiyle (pH: 7,4) 2,5 ml’ye tamamlanmistir.
Ardindan tiiplere 2,5 ml linoleik asit emiilsiyonu ilave edilmistir. Ardindan 37 °C’de
inkiibasyon yapilmistir. Her on saatte bir tiiplerden 100’er pl alinmis, 4,7 ml etanol
bulunan deney tiiplerine konulmustur. Uzerine 100 ul Fe?* ve 100 pl SCN- ¢ozeltisi
ilave edilmistir. 4,8 ml etanol bulunan deney tiipiine 100 pl Fe?* ve 100 ul SCN-
cozeltileri ilave edilerek kor hazirlanmistir. Kontrol olarak 2,5 ml tampon ¢ozelti ve 2,5
ml linoleik asit emiilsiyonu kullanilmistir. Spektrofotometrede 500 nm’de absorbanslar
kore kars1 okunmustur. inkiibasyona, kontroliin maksimum absorbansa ulasmasiyla son
verilmistir.

2.3.1.2. Toplam indirgeme kuvveti tayini (FRAP metodu)

Total indirgeme kuvveti tayini Oyaizu yOntemine gore yapilmistir [23]. Stok
cozeltilerden 25, 50 ve 100 pg/ml olacak sekilde alinarak deney tiiplerine aktarilmis ve
ardindan hacim saf suyla 1 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra her bir tiipe 2,5 ml 0,2 M
tampon ¢ozelti (pH: 6,6) ve 2,5 ml % 1’°lik potasyumferrisiyaniir [KsFe(CN)s] ilave
edilerek karisim 50 °C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Bu islemlerden sonra
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reaksiyon karistmina 2,5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra ¢6zeltinin iist fazindan 2,5 ml alinarak tizerine 2,5 ml destile su ve 0,5
ml FeCls ilave edildikten sonra absorbanslar 700 nm’de kore kars: okunmustur. Kontrol
i¢cin numune yerine saf su eklenmis, kor olarak da sadece saf su kullanilmstir.

2.3.1.3. CUPRAC metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

Numunelerin, kuprik iyonu (Cu?") indirgeme kapasiteleri Apak ve arkadaslar1 tarafindan
Onerilen kuprak metoduna gore yapilmistir [24]. Deney tiiplerine 0,25 ml CuCly
cozeltisi ilave edildikten sonra iizerine 0,25 ml 7,510 M’lik etanolik neokuprin
cozeltisi ve 1 mL asetat tamponu aktarilmistir. Ardindan farkli konsantrasyonlarda (25—
50-75 pg/ml) etanol ckstraktlar1 ve standartlar ilave edilmistir. Yarim saatlik bir
inkiibasyondan sonra 450 nm’de artan absorbanslart kaydedilmistir. Reaksiyon
karistminin  artan absorbansi artan kuprik iyon (Cu?") indirgeme Kapasitesini
gostermektedir.

2.3.1.4. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini

Wu ve arkadaslarinin metoduna gore [25] ABTS radikallerinin giderilme aktivitelerinin
belirlendigi bu caligmada oncelikle 2,45 mM K2S:0g ve 7 mM ABTS ¢ozeltileri esit
oranda karistirilarak oda sicakliginda yaklasik 15 saat inkiibe edilmistir. Kontrol
absorbansini elde etmek i¢in, hazirlanan bu ABTS radikal ¢6zeltisinin 734 nm’deki
absorbansi, 1,660+0,02 degerine ulasana kadar etil alkolle seyreltilmistir. Hazirlanan
radikal ¢ozeltisinden deney tiiplerine 4 ml konulmustur. Bu tiiplerin {izerine 50 pl ve
100 pl konsantrasyonlara sahip etanol ekstraktlar1 ve standartlar eklenerek oda
sicakliginda inkiibe edilmistir (2 saat). Bu surenin sonunda ekstraktlarin absorbansi 734
nm’de kaydedilmistir.

2.3.1.5. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH-) radikali giderme aktivitesi tayini

Serbest radikal giderme amacli DPPH’1in 1 mM’lik ¢ozeltisinin kullanildigi bu ¢aligma
Blois metodununa [26] gore yapilmistir. Deney tiiplerine sirasiyla 25, 50 ve 100 pg/ul
konsantrasyonlarinda standartlar ve etanol ekstraktlari aktarilmis ve toplam hacimleri 3
ml olacak sekilde etanol ile tamamlanmistir. Daha sonra her bir tiipe DPPHe
cozeltisinden 1 ml ilave edilerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
etanolden olusan kore karst 517 nm’de absorbanslar1 kaydedilmistir. Kontrol olarak, 3
ml etanol ve 1 ml DPPH-' ¢ozeltisi kullanilmustir.

2.4. Antimikrobiyal aktivite

T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlarinin aktivite tayini Oyuk agar yontemine
gore yapilmigtir [27]. Bu ¢alismada test organizmasi olarak 3 Gr (+) (Bacillus subtilis
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus megaterium DSM 32), 4
Gr (-) (Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Eshericha coli ATCC 11229,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 ve Klebsiella pneumonia ATCC 13883) patojen
bakterileri ve 3 fungusun (Yarrowia lipolytica, Candida albicans ATCC 10231 ve
Saccharomyces cereviciae) dahil oldugu 10 farkli mikroorganizma kullanilmistir. Test
mikroorganizmalart Mus Alparslan Universitesi Merkezi Laboratuvari’ndan temin
edilmistir.

Test bakteriler Nutrient Broth besiyerine, mayalar ise Sabourand %?2 Glukoz Broth’a
asillanmis ve mayalar 27 °C’de, bakteriler ise 35 °C’de inkiibasyona birakilarak
tiretilmistir. Sivi ortamda gelisen her mikroorganizma kiiltlirlinden, tekrar yukaridaki
stvi ortamlari iceren tiiplere %1 oraninda bakteri kiiltiirii asilanarak 18 saat inkiibe
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edilmistir. Nutrient Broth ve Sabourand %2 Glukoz Broth besiyerleri 15 ml olacak
sekilde 9 cm’lik petri kaplarina dokiilmiis ve katilastiktan sonra 4 °C’de 1 saat
bekletilmistir. Hazirlanmis besi ortamina mikroorganizma kiltiirii drigalski spatiilii
yardimiyla yayilarak asilanarak 10 mm ¢apinda oyuklar agilmistir. Ekstraktlardan 0,1 gr
tartilarak iizerine 1 ml DMSO ilave edilmistir. Hazirlanmis olan ¢6zeltiden oyuklara 75,
100 ve 150 ul ilave edilmis ve bu kiiltiirler 1 saat siire ile 4 °C’de bekletilmistir. Maya
kiltiirleri ile asilanmis olan besiyerler 27 °C’de, bakteri kiiltiirleri ile agilanmis olan
besiyerler ise 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Test bakteri ve mayalarin
(10° CFUs/ml) bulaniklignt Mc Farland 0,5 standartina gore ayarlanmistir [28]. Bu
calismada Oxoid’ten temin edilen 6 mm ¢apinda 5 adet antibiyotik disk (Eritromisin (E-
15), Ampisillin/sulbaktam (SAM-20), Rifampisin (RD-5), Amikasin (AK-30) ve
Fluconazol (FCA-25) standart olarak kullanilmistir. Bitki ekstraktlar1 ve antibiyotiklerin
farkli konsantrasyonlart 10 farkli mikroorganizma iizerinde test edilmis ve olusan
inhibisyon zonlariin ¢aplart mm olarak Sl¢iilmiistiir.

2.5. Bitki ekstraktlarinin DNA iizerindeki etkileri

pBR322 plazmid DNA kullanilarak ekstraktlarin DNA {izerindeki etkisi agaroz jel
elektroforez yontemi ile belirlenmistir [29]. Bu amagla 200 mg ekstrakt 1 ml DMSO’da
¢oziilerek stok ekstraktlar hazirlanmistir. Bu stok ekstraktlar seyreltilerek 25, 50 ve 100
mg/ml konsantrasyonlarina sahip ekstraktlar kullanilmistir. Her ekstraktin DNA
tizerindeki etkisi agaroz jel elektroforezi yardimiyla belirlenmistir. Jel 6rnekleri Tablo
2’de verilen prosediire gore hazirlanmistir.

Tablo 2. Elektroforez Orneklerinin Bilesenleri ve Miktarlari

Tiip DNA  H20:2 DMSO Ekstraktlar (10 pL) ve Saf Su (ul) Toplam
No (nl) (ul) (nl) konsantrasyonlari " Hacim (ul)
1 10 - - - 15 25
2 10 5 - 10 25
3 10 5 10 - 25
4 10 - 10 - 5 25
5 10 5 - Etanol ekstrakti (100 mg/ml) - 25
6 10 5 Etanol ekstrakti (50 mg/ml) - 25
7 10 5 Etanol ekstrakti (25 mg/ml) - 25
8 10 - - Etanol ekstrakti (100 mg/ml) 5 25
9 10 - - Etanol ekstrakti (50 mg/ml) 5 25
10 10 - - Etanol ekstrakti (25 mg/ml) 5 25

PCR tiipleri 37 °C’ de 4 farkli zaman araliginda (3, 6, 12 ve 24 saat) karanlik ortamda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra DNA ekstrakt karisimmim 5 pl’ si yiikleme
tamponu ile kanistirtlip %1’ lik agaroz jele yliklenerek TBE tamponu igerisinde 40 V’
ta, serbest akimda, 2 saat siire ile elektroforez yapilmistir. Elektroforezden sonra jeller
etidyum bromid ile boyanarak CemiDoc XRS BIORAD goriintiileme sisteminde jel
fotograflar1 goriintiilenmistir [30].

3. Bulgular
3.1. Fenolik birlesiklerin HPLC ile analiz miktarlar
T. kotschyi ve T. tomentellum’dan elde edilen etanol ekstraktlarinin fenolik madde

igeriklerini belirlemek igin 14 farkli fenolik standart kullanilarak miktar analizi HPLC
cihazi ile yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3.

T. kotschyi (Boiss.) Grierson ve T. tomentellum (Boiss) Grierson ekstraktlarindaki fenolik

bilesik miktarlar1 (ug/ml)

Fenolikler T. kotschyi  T. tomentellum
Askorbik asit 30.017,0 43.514,4
Gallik asit - -
Mirisetin 2.834,3 5.169,3
Absisik Asit 4.379,4 56.844,8
Kuersetin 5.687,2 159.731,5
Apigenin 126.573,8 154.698,5
Kaemferol 5.470,6 3.608,5
Kurkumin 77.477.,8 4.176,2
Katekol 29.779,4 11.758,3
Vanilin 2.550,8 1.082,2
Kafeik asit 12.438,6 1.504,8
Sinamik asit 3.565,6 2.771,2
Rozmarinik asit 3.875,8 3.143,0
Salisilik asit - 3.724,6
-: Sonug Yok

Ekstraktlarin fenolik madde miktarlarina bakildiginda T. kotschyi ekstraktinda en fazla
miktarda apigenin (126.573,8 pug/ml), en az miktarda vanillin (2,550,8 pg/ml) varlig
tespit edilmistir. T. tomentellum ekstraktinda ise en az miktarda vanillin (1.082,2
ug/ml), en fazla miktarda ise kuersetin (159.731,5 ug/ml) oldugu belirlenmistir. Gallik
asit her iki ekstraktta tespit edilemezken, salisilik asit ise T. kotschyi ekstraktinda tespit
edilememistir. Bitki ekstraktlarindaki fenolik madde miktarlarinin birbirlerinden ¢ok
farkli oldugu belirlenmistir (Sekil 1 ve Sekil 2).
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Sekil 1. Tanacetum kotschyi ekstrakt icerigini gosteren HPLC kromatogrami
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Sekil 2. Tanacetum tomentellum ekstrakt igerigini gésteren HPLC kromatogrami
3.2. Biyolojik aktivite sonuclar:
3.2.1. Antioksidan ozellikler
3.2.1.1. Total antioksidan aktivite

T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlart DMSO’da ¢6ziilerek total antioksidan
aktiviteleri “Ferrik Tiyosiyanat Metoduna” gore belirlenmistir. Bu metot linoleik asit
emiilsiyonunda oksidasyon sonucu olusan peroksidin, spektrofotometrik olarak 500
nm’de Olglilmesi esasina dayanir. T. kotschyi ve T. tomentellum total antioksidan
aktivite tayini i¢in sirasiyla 25, 50 ve 100 pL kullanmilmistir (Sekil 3a). Sekilde de
gorildiigi gibi bitkilerin total antioksidan aktivitesi, numune konsantrasyonu ile
genellikle dogru orantili olarak artmaktadir. Bitki ekstraktlarinin ve kullanilan standart
antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunu inhibe etme yiizdeleri, kontrol degerinin
maksimuma ulasti@1 inkiibasyon ani olan yirminci saat baz alinarak hesaplanmistir.
Hesaplamalar Denklem1’e gore yapilmistir.

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu (%) = 100 — (gxloO) 1)

Burada; Ae: kontrol degerinin maksimum inkiibasyon anindaki ekstraktlarin verdigi
absorbans degeri, Ak ise kontroliin absorbans degerini ifade eder.

100 pL’lik T. kotschyi ve T. tomentellum linoleik asit emiilsiyonunun olusturdugu
peroksidasyonu sirastyla %68,93 ve %73,62 oraninda inhibe ederken ayn1 miktarda
BHA, BHT ve a-tokoferol sirasiyla % 72,34, % 72,76 ve % 57,87 oraninda inhibe ettigi
gozlenmistir.
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3.2.2. Indirgeme kuvveti tayini (FRAP)

Ekstraktlarm indirgeme kapasiteleri konsantrasyona bagl olarak artmaktadir. Indirgeme
kuvveti her bir ekstrakt i¢in 25 pl, 50 ul ve 100 pl’lik miktarlarinin bulundugu test
¢ozeltilerinin 700 nm’de absorbanslarinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir.

BHA, BHT ve o-tokoferol ile karsilagtirildiginda T. kotschyi ve T. tomentellum igin
indirgeme kuvveti kapasiteleri su sekilde siralanmaktadir (Sekil 3b): BHA > T.
tomentellum > T. kotschyi > BHT > a-tokoferol.

3.2.3. Indirgeme kuvveti tayini (CUPRAC)

T. kotschyi ve T. tomentellum ekstraktlarimin kuprik iyonlarmi (Cu?") indirgeme
kapasitesinin ekstraktlarin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttigi goriilmiistiir.
Her iki bitkinin 25, 50 ve 75 ul miktarlarinin kuprik iyonlarimi (Cu?*) indirgeme
kapasitesi 450 nm’deki absorbanslar 6lgiilerek belirlenmistir (Sekil 3c).

3.2.4. ABTS* radikal giderme aktivitesi

T. kotschyi ve T. tomentellum ile standartlarm 50 ve 100 pl’deki ABTS™ radikal
giderme aktivitesi sonuglarina bakildiginda hepsinin birbirine yakin ve ¢ok iyi aktivite
gosterdigi soylenebilir. ABTS radikali yok etme yiizdeleri su sekilde siralanmaktadir
(Sekil 3d): BHT (%96,16) > a-tocopherol (%96,15) > BHA (%96,04) > T. tomentellum
(%95,98) > T. kotschyi (%95,80).

3.2.5. DPPH- serbest radikal giderme aktivitesi

DPPH radikali uzun Omiirlii bir azot radikalidir. Antioksidan maddelerin radikal
giderme aktivitelerini belirlemek i¢in en sik kullanilan metotlardan biridir. Bu metotta
antioksidan maddeler DPPH radikallerini, sar1 renkli difenilpikrilhidrazine indirger.
Ekstraktlarin DPPH radikallerini konsantrasyona bagli olarak dogru orantili sekilde
giderdigi gorilmistiir (Sekil 3e). Ekstraktlarin 100 pl’sinin DPPH radikali giderme
aktiviteleri standartlar ile kiyaslandiginda standartlara ¢ok yakin degerlere sahip oldugu
gozlenmistir. 100 ul’lik T. kotschyi ve T. tomentellum ile standartlar sirasiyla su sekilde
DPPH radikali giderme aktivitesi sergilemiglerdir, BHA (%91,74) > a-tocopherol
(%91,23) > BHT (%90,50) > T. tomentellum (%90,17)> T. kotschyi (%90,0).
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Sekil 3. T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin in vitro antioksidan
aktivite sonuglari. Standart antioksidanlar: BHA: Biitillenmis hidroksianisol, BHT: Biitillenmis
hidroksitoluen ve a-toc: a-tokoferol. a) Total antioksidan aktivitelerin zamana bagh degisimi, b) FRAP
yontemiyle demir indirgenmesinin konsantrasyona bagli degisimi ¢) CUPRAC yoOntemiyle bakir
indirgenmesinin konsantrasyona bagli degisimi d) ABTS radikal giderme aktivitesinin konsantrasyona
bagli degisimi €) DPPH radikal giderme aktivitesinin konsantrasyona bagh degisimi

3.3. Antimikrobiyal aktivite ¢calismalart

T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlarinin mikrooganizmalar tizerindeki
antimikrobiyal o6zelliklerini aydinlatmak i¢in B. subtilis, S. aureus, B. megaterium, E.
aerogenes, E. coli, P. aeroginosa, K. pneumonia, Y. lipolytica, C. albicans ve S.
cereviciae test mikroorganizmalar1 iizerindeki antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri
mm olarak belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. T. kotschyi (Boiss.) Grierson ve T. tomentellum (Boiss.) Grierson ekstraktlarmin test
mikroorganizmalar1 iizerindeki antimikrobiyal etkisi (Inhibisyon zonlari mm olarak
gosterilmektedir.)

. . T. kotschyi T. tomentellum
Mikroorganizmalar 75 100pl 150 75w 100l 150 ul
Gram B. subtilis 14+1,00 15+0,00 17+1,52 15+0,00 17+1,00 20+0,57
pozitif S. aureus - - 18+1,00 21+1,15 22+0,57 27+1,73
B. megaterium  12+0,00 13+1,00 1440,00 13+1,00 16+0,00 17+1,00
E. aerogenes 12+1,00 12+0,00 14+0,57 15+0,00 17+0,00 19+1,15
Gram E. coli 15+1,52  16+1,15 18+1,52 17+1,73 19+1,15 21+0,57
negatif ~ P.aeroginosa  12+0,00 15+1,00 16+0,00 16+0,57 18+1,00 20+1,52
K. pneumonia  18+1,15 20+1,73 27+1,15 14+1,00 16+0,00 20+1,73
Y. lipolytica 13+0,00 18+1,52 20+1,00 15+0,00 18+0,57 22+1,00
Fungus C. albicans 18+£1,00 20+0,57 28+1,73 15+1,52 19£1,15 22+0,57
S. cereviciae - - - 13+0,00 16+1,00 18+0,00

-: inhibisyon zonu olugmadi.
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T. kotschyi ve T. tomentellum ekstraktlar1 12 mm ile 28 mm arasinda antimikrobiyal
aktivite gostermistir. T. kotschyi ekstraktinin en fazla antimikrobiyal aktiviteyi C.
albicans tizerinde (28+1,73 mm), en az antimikrobiyal aktiviteyi ise E. aerogenes, B.
megaterium ve P. aeroginosa iizerinde gosterdigi belirlenmistir. T. tomentellum
ekstrakti en az aktiviteyi B. megaterium ve S. cereviciae iizerinde gosterirken, en fazla
aktiviteyi ise S. aureus iizerinde (27+1,73 mm) gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica T.
kotschyi ekstraktinin S. cereviciae tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi tespit
edilmistir. Ekstraktlarin konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak antimikrobiyal
etkinin de arttig1 goézlemlenmistir. Ayrica ¢oziicii olarak kullanillan DMSO’nun test
mikroorganizmalar1 iizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi
belirlenmistir.

Antibiyotiklerin test mikroorganizmalar iizerindeki etkileri belirlenmistir. Sonuglar
Tablo 5’te gosterilmektedir. T. kotschyi ve T. tomentellum ekstraktlar1 kontrol amagh
olarak kullanilan antibiyotikler ile karsilastirildiginda genel itibariyle esit ol¢iide
inhibisyon zonu olusturarak, benzer antimikrobiyal aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir.

Tablo 5. Antibiyotik disklerinin test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkisi (Inhibisyon zonlar1
mm olarak gosterilmektedir.)

Antibiyotikler

Mikroorganizmalar Eritromisin Ampisillin/ Amikasin  Rifampisin  Flukonazol
sulbactam

e B.subtilis 20+0,00 14+1,15 111,00 2140,00 -
o 'g S. aureus 21+1,00 10+0,00 9+0,00 18+1,15 -
O & B.megaterium  25+0,00 -2 10+1,00 16+0,00 -
+ E.aerogenes 27+1,00 10+1,00 9+0,00 16+1,00 -
£ E. coli 19£1,52 130,00 13+0,00 18+0,00 -
® & P.aeroginosa 1940,00 - 14+1,15 8+0,00 -
K. pneumonia 19+1,73 16+0,57 10+0,00 19+1,73 -

a Y. lipolytica - - - - 21+0,00

g’ C. albicans - - - - 23+1,52
o S. cereviciae - - - - -

-: inhibisyon zonu olugmadi.
3.4. DNA koruyucu aktivite

DNA, canlilarda farkli formlarda bulunabilir ve bu formlar canlinin genetik karakterine
gore sekillenirler. Herhangi bir molekiil bu DNA ile etkilestiginde bu formlarin
bozulmasina veya birbirlerine doniismesine neden olabilir. DNA’nin ¢ift zincirli siiper
sarmal yapist form I olarak bilinir. Form I yapisini teskil eden iplik¢iklerden birinin
kirilmasi sonrasinda agaroz jelde daha yavas hareket eden ve form I’e gore daha gevsek
yapiya sahip form II meydana gelir. Buna ek olarak diger zincirin kirilmas1 sonrasinda
DNA lineer hale gelir ve bu yapt form III olarak bilinir [31]. Ilgili DNA molekiilii
agaroz jel iizerinde yliriitiilerek bu formlar goriintiilenebilir.

Estraktlarin plazmid DNA ile etkilesimi sonucunda olusan degisiklikler, Form I, Form
IT ve Form III doniisiimii gozlemlenerek belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Ekstraktlarin pBR322 plazmid DNA’s1 iizerindeki koruyucu etkilerini gosteren agaroz jel
goriintiisii. a) T.kotschyi ekstraktinin etkisi b) T.tomentellum ekstraktinin etkisi

Jel gorintisiine gore H2O2’nin tek basina Form I’i pargaladigi, DMSO ile birlikte
DNA’y1 tamamen yok ettigi gozlenmistir. DMSO’nun tek basma DNA’y1 kismen
etkiledigi belirlenmistir. T. kotschyi ekstraktinin, H2O>+DMSO’un birlikte verdigi
stiptiriicli etkiyi azaltmamakla birlikte tek basina uygulandiginda DNA’y1 parcalayarak
kararsiz hale gelmesine neden oldugu goézlenmistir (Sekil 4a). Bunun aksine T.
tomentellum’dan elde edilen ekstraktin artan konsantrasyonuna bagli olarak,
H202+DMSO’un siipiiriicii etkisini ortadan kaldirarak DNA’y1 kararli hale getirdigi
gozlenmistir (Sekil 4b).

4. Sonug¢ ve Yorum

Yapilan literatiir aragtirmasinda T. kotschyi ve T. tomentellum ile ilgili fenolik igerik ve
biyolojik aktivite arastirmalarina ait calismalarin ¢ok kisith oldugu goriilmiistiir.
Bundan dolay1 bu ¢alismada T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlarinin HPLC
ile fenolik madde miktarlart ve in vitro biyolojik aktiviteleri aragtirilmustir.
Tanacetum’un farkli bir tiiriinde yapilan bir ¢alismada ekstraktin HPLC-MS analizi
sonucunda az oranda gentisik asit, luteolin, kafeik asit ve klorojenik asit tespit
edilmesine karsin en fazla miktarda kuersetin (27,61 = 0,39 ug / g) ve apigenin (9,71 +
0,18 pg / g) varlig: tespit edilmistir [32]. LC-MS cihazi ile yapilan bagka bir ¢calismada
ise {i¢ farkl1 Tanacetum tiiriiniin fenolik i¢eriklerine bakildiginda T. vulgare ekstraktinda
kuersetin belirlenebilmesine karsin her {i¢ tiirde de kaemferol ve apigenin varlig1 tespit
edilememistir [33]. T. vulgare iizerine olan benzer bir ¢alismanin iki farkli ekstraktinda
kuersetin belirlenirken, T. vulgare (Sibiu) ekstraktinda ise apigenin varligi tespit
edilebilmistir. Ayrica her iki ekstraktada kafeik asit ve kaemferoliin 6nemsenmeyecek
derecede az oldugu bildirilmistir [34].

Bu calismada 14 farkli fenolik madde igerigine bakildi ve gallik asit her iki ekstraktta,
salisilik asit ise T. tomentellum ekstraktinda tespit edilememistir. Sonuglarin daha
onceki calismalarin sonuglarindan farkli olmasmin nedeni kullanilan bitki tiirleri ve
coziictilerin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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Tanacetum cinsine ait ¢esitli in vitro antioksidan ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir
caligmada T. abrotanifolium tiiriiniin farkli ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri
incelenmis ve metanol-diklorometan ekstraktinin total antioksidan kapasitesinin en
yiikksek oldugu bildirilmistir [35]. Baska bir ¢aligmada T. gracile tiiriine ait farkli
ekstraktlar hazirlanmis ve biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Calismanin sonuglarina
gore bitki ekstraktlarinin indirgeme kapasitesinin standartlara ¢ok yakin oldugu rapor
edilmistir [36]. Benzer bir ¢alismada T.macrophyllum etanol ekstraktinin gok giiclii
indirgeme kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir [37]. Aym1 ¢alismada T.
macrophyllum ugucu yaglarinin ABTS radikallerini stipiirme aktivitelerinin arastirildigi
bir ¢alismada bitkinin troloks antioksidanina gore ¢cok daha yiiksek aktivite sergiledigi
rapor edilmistir [37]. Ayrica T. parthenium ugucu yaglarimin DPPH radikallerini
stipiirme aktivitelerinin ¢ok yliksek oldugu ve dogal antioksidan olarak kullanilabicegi
rapor edilmistir [38]. DPPH radikal giderme aktivitesi ile ilgili T. kotschyi (Boiss.)
metanol ve etilasetat ekstraktlari ile yapilan bir ¢alismada, metanol ekstraktinin BHT ve
a-tokoferol standartlarinin aktivitelerine yakin etki gosterdigi bildirilmistir. CUPRAC
metodu kullanilarak yapilan bu bitkiye ait herhangi bir antioksidan c¢alismaya
rastlanilmamustir.

T. kotschyi ve T. tomentellum etanol ekstraktlari ile yapilan bu ¢aligmanin sonuglarinda
ekstraktlarin BHA, BHT ve a-tokoferol standartlarina yakin veya daha yiiksek
antioksidan aktivite sergilemislerdir. Fenolik icerikleri ile kiyaslandiginda antioksidan
ozelliklerinin fenolik icerikleriyle paralel oldugu ve yukaridaki ¢alismalar1 destekledigi
belirlenmistir.

Insan sagligi iizerindeki olumlu etkileri ve zararli mikroorganizmalar iizerindeki
oldirticii 6zellikleri bakimindan bitkiler, son yiizyilda bir ¢ok arastirmaci i¢in ilgi odagi
olmustur [39]. Onceki caligmalarda T. corymbosum ekstraktinin S. aureus iizerinde en
iyi antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu, ancak E. coli ve P. aeruginosa iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadig1 gériilmiistiir. Ayn1 zamanda ekstraktlarin C. albicans ve
C. parapsilosis iizerinde 6nemli seviyede antifungal etkiye sahip oldugu rapor edilmistir
[33]. Baska bir ¢alismada T. kotschyi bitkisinin gévdesinden elde edilen ekstraktin C.
parapsilosis’ e kars1 yliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir [40]. Farkli
bir tiir izerinde yapilan ¢alismada T. vulgare ekstraktlarinin C. albicans, E. coli ve P.
aeruginosa iizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi B. subtilis ve S.
aureus iizerinde kismen antibakteriyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir [34]. T.
zahlbruckneri (Nab.) Grierson hekzan ekstraktinin, Gr (-) bakteriler (E. coli ve P.
vulgaris) ve mantar (A. niger) iizerinde herhangi bir aktivite gostermedigi ancak Gr (+)
bakteriler lizerinde orta derecede etkili oldugu bildirilmistir [41].

Bu calismada ekstraktlarin sadece S. cereviciae iizerinde etki gostermedigi ancak diger
tim test mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
gbzlenmistir. Ayrica esktraktlarin eritromisin ve rifampisine benzer oranda,
ampisillin/sulbactam ve amikasinden daha iyi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
gorilmiistiir. Ayn1 zamanda ekstraktlarin flukonazol’e benzer oranda antifungal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Antioksidanlarin ortamda bulunan H>O> gibi ¢esitli molekiilleri elimine ederek DNA
tizerinde koruyucu etkilerinin bulundugunu belirten cesitli ¢alismalar yapilmistir.
Ekstraktin biyolojik aktivite ¢alismalarinin son asamasinda DNA koruyucu aktiviteleri
arastirtlmistir. Yapilan bir ¢alismada Asteraceae familyasina ait Cyanthillium cinereum
su ekstraktinin DNA’y1 H202’in olusturdugu hasara karsi korudugu tespit edilmistir
[42]. Tirkiye’de sivas ¢evresinden toplanmis olan 1. oculus-christi toprak distii
kisimlarindan elde edilen su ekstraktinin H,O, ve UV iginlar1 uygulanarak hasara

ugratilan pBR322 DNA plazmiti iizerinde, koruyucu etki gosterdigi gézlenmistir [43].
Bu caligmada T. kotschyi etanol ekstraktinin DNA iizerinde bir etki gostermedigi, T.
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tomentellum ekstraktinin ise H2O2’nin siipiiriicii etkisini ortadan kaldirarak DNA’y1
kararli hale getirdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak daha Once yapilan ¢alismalarda bu bitki tiirline ait sinirli sayida ¢alisma
oldugundan, bu caligmanin literatiire 6nemli bir katki saglayacagi, ileri diizeyde
yapilacak farmakolojik calismalar i¢in bir kaynak olabilecegi, fenolik igerikleri ve
biyolojik aktivite sonuglar1 goz oOniinde bulunduruldugunda bu bitkilerin dogal
antioksidanlar olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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