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Oz

Mevcut galismada, Tire/Izmir’den toplanan ve halk arasinda, boyaci papatyasi veya sar1 papatya olarak adlandirilan
Anthemis tinctoria var. tinctoria bitkisi fenolik profili ve biyolojik aktiviteleri bakimindan incelenmistir. Toplam
fenolik ve flavonoit icerigi spektrofotometrik olarak belirlenmis olup, 30 adet fenolik bilesigin dedeksiyonu ve miktar
tayini LC-ESI-MS/MS cihazi ile yapilmistir. Bitkinin metanol ekstresine ait asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve
tirozinaz enzim inhibisyonlar1 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucu ile saptanmistir. Ayrica bitkinin antioksidan kapasite
tayini DPPH ve CUPRAC yontemleriyle belirlenmistir. Metanol ekstresinin toplam fenolik ve flavonoit miktarlart
strastyla 21.4+4.2 (mg GAE/g ekstre) ve 9.7£2.56 (mg QE/g ekstre) olarak bulunmustur. Miktar tayininde, fenolik asit
olarak 3-hidroksibenzoik asit (1167.3+0.72 ug/g ekstre) ve ferulik asit (845.8+1.98 ug/g ekstre), flavonoit olarak morin
(1598.4+2.15 pg/g ekstre) ve kersetin (1416.0+1.83 pg/g ekstre) bilesikleri en yiiksek konsantrasyonda bulunmustur.
Asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibisyonlarinin ICso degerleri ise sirasiyla 254.7 +4.86
pg/mL, 166.2+£3.74 ng/mL ve 415.7+1.85 pg/mL olarak hesaplandi. Ayrica bitkinin antioksidan kapasitesi sirasiyla
302.18+2.74 ve 514.62+3.82 mg TE/g ekstre olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Anthemis tinctoria, Fenolikler, Kolinesterazlar, Tirozinaz

Abstract

In the present study, Anthemis tinctoria var tinctoria plant, collected from Tire / Izmir and named as the painter's daisy
or yellow daisy among the people, was examined in terms of its phenolic profile and biological activities. Total phenolic
and flavonoids content were determined spectrophotometrically. Detection and quantification of 30 phenolic
compounds were performed by LC-ESI-MS/MS. Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and tyrosinase enzyme
inhibition of methanol extract of the plant were determined by 96-well microplate reader. In addition, antioxidant
capacity of the plant was determined by DPPH and CUPRAC methods. Total phenolic and flavonoid contents of
methanol extract were 21.4+4.2 (mg GAE/g extract) and 9.7+2.56 (mg QE/g extract), respectively. In the quantification
assay, 3-hydroxybenzoic acid (1167.3+£0.72 ug/g extract) and ferulic acid (845.8+1.98 ug / g extract) as phenolic acid,
morin (1598.4+2.15 ug/g extract) and quercetin (1416.0+£1.83 ug/g extract) as flavonoids were found at the highest
concentration. 1Cso values of acetyicholinesterase, butyrylcholinesterase and tyrosinase inhibition were 254.7+4.86
ug/mL, 166.2+3.74 ug/mL and 415.7+1.85 ug/mL, respectively. In addition, the antioxidant capacity of the plant was
found as 302.18+2.74 and 514.62+3.82 mg TE/g extract, respectively.
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1. Giris

Sekonder  metabolitler, kimyasal  yapilan
birbirinden olduk¢a farkli olan ve bitkilerdeki
farkli yollardan sentezlenen maddelerdir. Bu
metabolitler bitkilerin  temel islevleri igin
dogrudan gerekli degildir, ancak fizyolojik
faaliyetler i¢in oldugu kadar insektisitlerden,
oksidan ajanlardan ve ultraviyole radyasyon gibi
dis etkenlerden korunmak amaciyla sentezlendigi
diistiniilmektedir. Bitki fenolikleri de biyogenetik
olarak sikimik asit ya da malonat/asetat yolaklari

aracihgiyla  olusturulan,  temel kimyasal
iskeletlerine gore 16 gruba ayrilan en biiyik
sekonder = metabolit  gruplarindan  biridir

(Lattanzio, 2013). Gliniimiizde birgok arastirmact,
cok cesitli biyolojik ve farmakolojik etkileri
nedeniyle fenolik bilesiklere odaklanmistir.
Kimyasal yapilarindaki fenil halkalar1 ve hidroksil
gruplar;, bu molekiillerin gli¢lii antioksidan
aktivite gostermesine neden olur. Redoks
ozellikleri, reaktif oksijen tiirlerini
etkisizlestirmeyi, oksidanlar1 indirgemeyi ve
metal selatlamay1 saglar (Afanasev vd., 1989).
Ayrica, fenolik bilesiklerin a-amilaz ve a-
glukosidaz, lipaz, kolinesterazlar ve tirozinaz gibi
enzimlere karsi Onleyici potansiyelleri ile ilgili
caligmalar giin gectikge artmaktadir (Gongalves
ve Romano, 2017). Enzimler, ¢esitli biyolojik
yasam siirecleri ve hastaliklarin
patofizyolojisindeki katalitik rolleri nedeniyle
birgok  kronik hastalikta temel molekiiler
hedeftirler. Bunu, pazarlanan tim kiigiik
molekillii  ilaglarim %  47'sinin  enzimlerin
inhibisyonunu etkilemesi agik¢a desteklemektedir
(Hopkins ve Groom, 2002). Yaygin olarak
kullanilan bu ilaglara 6rnek olarak kolinesteraz
inhibitorleri verilebilir. Kolinesteraz inhibitorleri,
belirgin  ve kesin bir tedavisi olmayan
ndrodejeneratif Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisinde en fazla kullanilan
ilaglardir. Bu ila¢ etken maddelerinden takrin,
rivasitigmin ve memantin hem asetilkolinesteraz
(AChE) hem de butirilkolinesteraz (BuChE)
enzimleri Tlizerinde etkiliyken, galantamin ve

donezepil AChE icin secicidir. Bu ilaglar,
kolinerjik etkinligi arttirarak hastanin yasam
kalitesinde  artts ve  hastalik  evresinde

stabilizasyon saglamaktadir. Bununla birlikte, bu
ilaclarin  mide bulantis;, kusma, ishal, bas
donmesi, karin agrist ve bag agrist gibi hastalarin
yasam kalitesini olumsuz etkileyen bir¢ok yan
etkisi vardir (Weinstock, 1999). Bu nedenle,
minimal yan etkileri olan dogal enzim
inhibito6rlerini bulma calismalari birgok
arastirmacinin ¢alisma konusu olmustur. Diger
yandan, glikoprotein yapisina sahip olan tirozinaz
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enzimi ise, insanda temel olarak tirozinin
monofenolaz etkisi ile hidroksilasyonu ve 3,4-
dihidroksifenilalaninin (L-DOPA) difenolaz etkisi
ile o-dopakinona oksidasyonu ile melanin
sentezinde  rol  oynamaktadir. = Melaninin
fotoprotektif etkisine ragmen, fazla miktarda
sentezlenmesi farkli deri hastaliklarina sebep
olabilmektedir. Ayrica meyve ve sebzelerde
polifenolik  bilesiklerin oksidasyonuna baglh
olarak gerceklesen renk kararmasindan yine
tirozinaz enzimi sorumludur. Bu etkilerinin
yaninda, beyinde tirozinaz enziminin katalizledigi
bir reaksiyon sonucu olusan néromelanin,
Parkinson hastaligindaki duyarli n&ronlarda
norodejenerasyona neden olmaktadir (Martinez ve
Whitaker, 1995; Asanuma vd., 2003; Zolghadri
vd., 2019). Bu sebeplerden dolay1 tirozinaz
enzimini inhibe eden dogal {iriinlerin aragtirtlmasi
da 6nemli hale gelmistir.

Anthemis cinsi, diinya genelinde yaklasik 210
tiirle temsil edilen ve Compositae familyasinin en
genis ikinci genusudur. Ulkemizde ise 83 taksonu
bulunmakla birlikte bunlarin % 54°ti endemiktir
(Bremer ve Humpries, 1993; Giiner vd., 2000).
Halk arasinda, boyaci papatyasi veya sar1 papatya
olarak adlandirilan Anthemis tinctoria var.
tinctoria bitkisi grimsi-yesil renkte, 20-50 cm
yiikseklikte, sar1 ¢icekli ve c¢ok yillik bir bitki
olup, Anadolu’da  yaygin  bir  sekilde
bulunmaktadir  (Baytop, 1999). Etnobotanik
calismalarda A. nobilis bitkisinin diyaforetik,
karminatif (Al-Snafi, 2016), A. cretica’min karin
agrist ve bobrek tasinda (Ugurlu ve Segmen,
2008), A. cotula® mn psoriazis, ates,
gastrointestinal sistem sorunlarinda (Shawahna ve
Jaradat, 2017) yine A. creatica ssp. tenuiloba ve
A. austriaca bitkilerinin inflizyonlarinin karin
agrisina dekoksiyonlarinin hemoroid ve soguk
alginhigina kars1 kullanildig1 belirtilmistir (Honda
vd., 1996). A. tinctoria var. tinctoria gigeklerinden
hazirlanan  dekoksiyonun  antidiyabetik  ve
antispazmodik amagh  kullanildiginin  rapor
edildigi calismada endemik A. wiedemanniana
bitkisinin sedatif, antispazmodik etkili ve iiriner
problemlerde kullanildig1 bildirilmistir
(Cakilcioglu vd., 2011). Daha once yayinlanan
bilimsel arastirmalarda, Anthemis tiirlerine ait
yapilan fitokimyasal ¢aligsmalar sonucu elde edilen
polifenolik bilesikler ile mono- ve seskiterpenlerin
antioksidan (Papaioannoua vd., 2007),
antiproliferatif (Conforti vd., 2012), antidiabetik
(Afifi ve Kasabri, 2013), antiprotozoal (De Mieri
vd., 2017), antispazmodik (Karim vd., 2010)
potansiyellerine sahip oldugu rapor edilmistir.
Yine literatiirde, farkli Anthemis tiirlerinin farkli
¢oziiciilerle hazirlanmig ekstrelerinin LC-MS ve
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HPLC  uygulamalar1  araciligiyla  fenolik
bilesimlerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur. A.
kotschyana tiiriiniin etanol ve su ekstrelerinde LC-
MS/MS dedeksiyonunda, 27 bilesik arasinda
ramnetin ve kinik asit major maddeler olarak
belirlenmistir (Bursal vd., 2020). Bir diger 6rnek
ise nadir bir endemik olan A. fulvida (= Cota
fulvida)’nin  metanol  ekstresine aittir. Bu
calismada siringik asit, kaftarik asit, kinik asit
tirevleri, kersetin glikozitleri ve luteolinin
varhginin tespit edildigi belirlenmistir (Ozek vd.,
2019). Bunlara ek olarak, polifenolik igerigiyle
birlikte seskiterpenik maddelerinde varliginin
tespit edildigi makalelerde A. tinctoria var.
pallida, A. cretica subsp. tenuiloba ve A. cotula
bitkileri ¢alisilmigtir (Orlando vd., 2019; Sut vd.,
2019). Goriildiigta gibi literatiirde, A. tinctoria L.
bitkisinin farkli varyeteleri ile ilgili ¢alismalar yer
alirken, A. tinctoria var. tinctoria taksonu
hakkinda sinirlt sayida arastirma rapor edilmistir.
Bunlardan, Papaioannoua vd., (2007)’nin yapmis
olduklar1 calismada, Yunanistan’dan toplanan A.
tinctoria subsp. tinctoria var. pallida bitkisinin
fitokimyasal izolasyonu sonucu  konduritol
glikozidi, nikotiflorin, izokersetin, rutin ve
patulitrin maddeleri elde edilmis ve antioksidan
aktiviteleri incelenmistir. Yine Beypazari/Ankara
bolgesinden toplanan bu Anthemis tiiriiniin
antiviral aktivitesi ve sitotoksisitesi arastirilmistir
(Orhan vd., 2009). Bir diger multidisipliner
calismada ise, A. tinctoria var. tinctoria bitkisinin
etanol ve su ekstreleriyle harmanlanmis viskoz,
pamuk, yiin gibi kumaslarin boyama, dayaniklilik,
sitotoksisite 6zelliklerine bakilmistir (Eser vd.,
2017).

Tim bu bilgiler 1s18inda, séz konusu Anthemis
tinctoria var. tinctoria bitkisinin genis kapsamda
biyoaktif fenolik bilesiklerinin miktar tayini LC-
ESI-MS/MS cihaz1iyla gergeklestirilmis  olup
spektrofotometrik yontemlerle, bitkinin toplam
fenolik  icerigi, toplam flavonoit igerigi,
antioksidan kapasitesi, asetilkolinesteraz,
biitirilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibitor
aktiviteleri tarafimizdan saptanmigtir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasallar

LC-MS/MS  calismalarinda  standart olarak
kullanilan ~ (+)-katesin,  (-)-epikatesin,  (-)-
epigallokatesin  gallat, benzoik  asit, 3-
hidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit,
katesol, krisin, ferulik asit, 3-hidroksiflavon,
galangin, genistein, izoramnetin, kemferol,
luteolin, p-kumarik asit, morin, mirsetin,
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naringenin, fenil asetat, daidzein, viteksin,
kersetin, 3-O-metilkersetin, sirinjik asit, vanillik
asit, gallik asit, fisetin, hesperidin, rutin; ¥e enzim
inhibisyon aktivitelerinde kullanmilan ~AChE
(Electrophorus electricus), BUChE (at serumu),
Asetiltiyokolin/Butiriltiyokolin  iodid, DTNB
(Ellman reaktifi) [5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik
asit)], galantamine  hidrobromiir, tirozinaz
(mantar), L-Dopa ve a-kojik asit Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) markasindan temin
edilmistir.  Folin-Ciocalteu reaktifi, sodyum
karbonat, aliiminyum kloriir, potasyum asetat ve
dimetilsiilfoksit (DMSO) ile antioksidan aktivite
calismalarinda kullanilan 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil, neokuprin ve bakir (II) kloriir yine
ayni firmadan alinmistir. Ayrica ekstraksiyonda
ve MS analizinde kullanilan ultra saf su, metanol
ve formik asit analitik (LC grade, Sigma-Aldrich)
kalitede tercih edilmistir.

2.2. Bitki Ornegi

Anthemis tinctoria var. tinctoria  bitkisi,
Tire/lzmir’ den Haziran 2018 tarihinde
toplanmistir. Toplanan bitki oda sicakliginda ve
karanlik ortamda saklanmistir. Tiir teshisi Dr.
Ahmet Emir tarafindan yapilmis olup, bitkiye ait
herbaryum o6rnegi Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’'nda 1630
kod numarasi ile bulunmaktadir.

2.3. Bitki Ekstresinin Hazirlanist

Ekstraksiyon islemi onceki ¢alismamizda (Emir
vd., 2020a) tarif edildigi sekilde gegeklestirildi.
Oda sicakliginda kurutulmus ve toz edilmis
bitkinin toprak iistii kismindan bir gram tartilarak
falkon tiipe aktarildi. Daha sonra tiip igerisine 20
mL metanol (LC grade) konulup, ekstraksiyon
icin rotator cihazinda (ISOLAB Laborgerite
GmbH) bir saat siire ile ¢alkaland1 ve metanollii
kisim siiziilerek 100 mL’lik balona aktarildi.
Ektraksiyon islemi 3 kez tekrarlandi ve siiziintii
metanolden rotavapor (Biichi, Labortechnik AG,
Flawil, Switzerland) cihazinda 40°C’de, disiik
basing altinda kurtarildi ve metanol ekstresi elde
edildi. Bitkinin metanol ekstresi kromatografik
analiz ve diger biyolojik aktivitelerde kullanilmak
iizere 4°C’de ve karanlik ortamda bekletildi. LC-
MS/MS g¢alismasi i¢in 0.22 um PTFE filtre
kullanildi.

2.4 Toplam Fenolik Icerigi
Ekstrenin toplam fenolik igerik tayini, bazi

modifikasyonlar ile birlikte belirtilen metoda
(Singleton vd., 1999) gore yapildi. Flakonlara 1
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mg/mL konsantrasyonda 1 mL ekstrakt, Folin-
Ciocalteu reaktifi (1/10 oraninda seyreltilmis) ve 4
mL sodyum karbonat ¢ozeltisi (%7.5) ilave edildi.
25°C'de 20 dakika inkiibasyondan sonra,
absorbans degerleri 765 nm' de (Thermo Scientific
benzer prosediir uygulanmis olup, pozitif kontrol
icin gallik asit kullanildi ve sonuglar gallik asit
esdegerleri (mg GAE/g ekstre) olarak ifade edildi.

2.5 Toplam Flavonoit Icerigi

Ekstrenin  toplam  flavonoit  igerigi, AIlCI3
metoduna gore (Dziri vd., 2012) saptandi. Buna
gore, 2 mL ekstrakt, 0.1 mL % 10' luk bir AICl;
cozeltisi, 0.1 mL potasyum asetat ve 2.8 mL
distile su bir flakona ilave edildi. 30 dakika siire
ile oda sicakliginda inkiibasyondan sonra,
absorbans 415 nm' de (Thermo Scientific
Evolution Array) 6lgiildii. Kersetin pozitif kontrol
olarak kullanildi ve sonuglar kersetin esdegerleri
(mg KE/qg ekstre) olarak ifade edildi.

2.6. Fenolik Bilesiklerin Saptanmast ve Miktar
Tayini

30 tane fenolik bilesigin analizi, TSQ Quantum™
Access MAX  Triple Quadrupole  Mass
Spectrometer (Thermo  Scientific™) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Kromatografik ayrim
icin GL Sciences ODS Cig (150 mmx*4.6 mmx5
um) kolon ve gradiyent mobil faz sistemi
kullanildi (Emir vd., 2020b). Solvan A olarak 0.1
% formik asit iceren su, solvan B olarak 0.1 %
formik asit igeren metanol kullanildi (Tablo 1).
Mobil fazin akig hiz1 1.0 mL/dk, enjeksiyon hacmi
ise 5 pL olacak sekilde ayarlandi. Kolon sicakligi
25°C’de sabitlendi. Cihaza ait ESI parametreleri:
iyon kaynagi (HESI) 3000 piiskiirtme voltaji,
kapiler sicaklik 400°C, buharlastirict sicakligi
500°C, sheath gazi, aux gazi ve sweep gazi akis
hiz1 sirastyla 75 arb, 20 arb ve 0 arb seklindedir;
bilesiklere ait MS parametreleri ise Tablo 2’de
ayrmtili sekilde yer almaktadir. Miktar tayini igin,
external standart yontem kullanildi. Her bir
fenolik bilesigin miktar1 kalibrasyon egrileri
kullanilarak pg/g ekstre seklinde ifade edildi
(Tablo 3).

2.7. Anti-kolinesteraz Aktivite

Ekstrelerin asetilkolinesteraz ve
bitirilkolinesteraz inhibitor aktivitesi Ellman
(1961) metodunda yapilan birtakim
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modifikasyonlarla, 96 kuyucuklu mikroplaka
okuyucu (Varioskan Flash Multimode Reader,
Thermo Scientific, USA) kullanilarak yapildi.
Ekstreye, 0.05 M fosfat tamponu kullanilarak
0.001-1000 mg/mL konsantrasyon aralifinda
olacak sekilde seyreltmeler yapildi. Plakaya
aktarilan ornekler iizerine 0.25 U/mL enzim ilave
edildi ve substrat konulmadan once 30 dk
inkiibasyona birakildi. Daha sonra substrat olarak
0.24 mM asetiltiyokolin iodid/biitiriltiyokolin
iodid ¢ozeltisi ve 0.2 mM Ellman reaktifi (5,5-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ilave
edildi. Son olarak mikroplaka okuyucu yardimiyla
405 nm’de absorbans degisimine dayali dlglimler
yapildi. Standart olarak galantaminin kullanildigi
deneyde enzim inhibisyonlarina ait ICso degerleri
lic bagimsiz Olgiimden alinan sonuglara gore
GraphPad Prism V5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) yazilimi kullanilarak
hesaplandi.

Tablo 1. Gradiyent faz degerleri

Zaman A% B% Ak ul/dk
0 95 5 1000
1.50 80 20 1000
3.00 70 30 1000
4.75 50 50 1000
6.25 30 70 1000
7.50 20 80 1000
10.0 10 90 1000
12,5 5 95 1000
15.0 95 5 1000
2.8. Anti-tirozinaz aktivite
Ekstrelerin  tirozinaz  inhibisyon  aktivitesi

modifiye edilmis dopakrom yontemi kullanilarak
belirlendi (Masuda vd., 2005). Deneyler, 96
kuyucuklu mikroplaka okuyucu kullanilarak
gerceklestirildi. % 5 DMSO igeren 1/15 M
potasyum fosfat tamponu (pH 6.8), 7 farkh
konsantrasyondaki metanol ekstresi (1000, 750,
500, 250, 100, 10, 1 pg / mL) ve tirozinaz enzim
cozeltisi (46 U/mL) hazirlamak i¢in kullanildi.
Ekstre ve enzim kuyucuklara eklendikten sonra 25
°C' de 10 dakika inkiibe edilip, 2.5 mM L-Dopa
substrat ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra tekrar 25
°C' de 20 dakika inkiibe edildi ve absorbans 475
nm' de &lgiildii. Ug bagimsiz olgiimden alinan
sonuglara gore GraphPad Prism V5.0 yazilim
kullanilarak 1Cso degerleri hesaplandi. Pozitif
standart olarak a-kojik asit kullanildi.
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Tablo 2. Bilesiklere ait MS/MS parametreleri

Molekiil Molekiil Ad1 Kollezyon Iyonizasyon Prekiirsor Iyon  Prodak iyon
No Enerjisi Modu
1 Katesol 27 Negatif 109.22 108.10
2 (+)-Katesin 22 Negatif 289.10 203.07
3 (-)-Epikatesin 15 Negatif 291.22 139.10
4 (-)-Epigallokatesin gallat 15 Negatif 549.18 139.10
5 Benzoik asit 15 Negatif 121.18 77.23
6 3-Hidroksibenzoik asit 15 Negatif 137.18 93.18
7 4-Hidroksibenzoik asit 15 Negatif 137.15 93.15
8 p-Kumarik asit 13 Negatif 163.01 119.08
9 Vanillik asit 7 Negatif 167.10 152.60
10 Gallik asit 15 Negatif 169.07 125.02
11 Ferulik asit 15 Negatif 193.04 134.10
12 Sirinjik asit 15 Negatif 191.11 182.18
13 Daidzein 34 Negatif 252.84 223.10
14 Krisin 35 Negatif 253.18 143.06
15 Kemferol 35 Negatif 285.10 238.95
16 Luteolin 30 Negatif 284.96 238.95
17 Fisetin 30 Negatif 285.10 135.01
18 Morin 23 Negatif 301.22 150.94
19 Kersetin 26 Negatif 301.20 150.94
20 3-O-Metilkersetin 20 Negatif 315.10 290.99
21 zoramnetin 35 Negatif 315.09 300.02
22 Galangin 25 Negatif 271.20 153.11
23 Mirsetin 20 Negatif 317.05 191.00
24 Viteksin 20 Negatif 431.29 310.96
25 Hesperidin 20 Negatif 609.40 300.88
26 3-Hidroksiflavon 24 Negatif 239.10 165.08
27 Naringenin 22 Negatif 271.05 151.01
28 Genistein 30 Negatif 271.09 153.11
29 Rutin 35 Negatif 609.24 299.91
30 Fenil asetat 10 Negatif 137.12 95.15
2.9. Ekstrenin  Antioksidan  Aktivitelerinin 2.9.2. CUPRAC Yoéntemi
Saptanmasi

2.9.1. DPPH Yontemi

1000-1 ppm araligindaki farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan metanol
ekstrelerinde, kararli yapida bir azot radikali olan
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak
Blois’in  (1958) metoduna gore ¢aligildi.
Belirlenen konsantrasyondaki ekstreden 3 mL
cam flakona konuldu. Uzerine, 1 mg tartilarak
balon jojede hazirlanan 0.1 mM DPPH
cozeltisinden 1 mL ilave edildi. Daha sonra
karanlik ortamda 30 dk bekletildikten sonra
absorbans degerleri spektrofotometrede (Thermo
Scientific, Evolution Array) 517 nm’ de 6l¢iildi.
Kontrol grubunda ise 1 mL DPPH ¢dzeltisi ile 3
ML metanolden olusan karisim 30 dk karanlik
ortamda bekletildikten sonra aym sartlarda
absorbans 6lciimii gergeklestirildi. Uc paralel ile
gerceklestirilen ¢alismada pozitif standart olarak
troloks kullanildi ve sonuglar troloks ekivalani
olarak (mg TE/g ekstre) verildi.
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Bakir indirgeme antioksidan kapasite yontemi
olan (CUPRAC) metodunda, Cu (II)' nin
indirgenmesi sonucu olusan Cu (I)' in neokuprin
ile kompleks olusturma esasina gore caligildi
(Apak vd., 2008). CUPRAC reaktifi diisiik redoks
potansiyeline sahip oldugu igin, seker ve sitrik asit
gibi gercekte antioksidan olmayan fakat
indirgeyici 0Ozelligi bulunan maddelerin girisim
yapmasini engeller. Ayrica, bu yodntemde tiyol
bazli antioksidanlar hizli bir sekilde reaksiyon
verir. Olgiimler yapilmadan o6nce deneyde
kullanilacak  ¢dzeltiler hazirlandi.  Oncelikle
CuCly’ den 0.134 g tartilarak balonjojede 10 mM’
lik ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra neokuprin
0.023 g tartilarak balon jojede 7.5 mM’ lik
cozeltisi elde edildi. Deney ortaminmm pH’ 1m
ayarlamak i¢in 19,27 g amonyum asetat tartilarak
IM amonyum asetat tamponu hazirlandi. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan metanol ekstreleri,
pH=7.0"de neokuprin ile bakir (II)’nin karigimi ile
muamele edildikten sonra 30 dk karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra absorbans
degerleri 450 nm’ de olgiildii. Ug paralel ile
gerceklestirilen calismada pozitif standart olarak
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troloks kullanildi ve sonuglar troloks ekivalani
olarak (mg TE/g ekstre) verildi.

3. Bulgular

Kolay uygulanabilen, basit ve etkili bir
ekstraksiyon metodu uygulanarak, ekstrede % 27
verim elde edildi. Ekstrenin toplam fenolik ve
flavonoit igerigi sirasiyla 21.4+4.2 (mg GAE/g
ekstre) ve 9.7+2.56 (mg QE/g ekstre) olarak
bulundu. Hazirlanan ekstre iizerinde 30 adet
fenolik bilesigin varligi ve miktar tayini LC-
MS/MS cihazi kullanilarak yapildi ve sonuglar
ug/g ekstre olarak verildi. Ekstre ve standart
madde karisimina ait kromatogramlar sirasiyla
Sekil 1 ve 2’ de verilmistir. Bunlardan 24
tanesinin miktar tayini gerceklestirildi; (-)-
epikatesin, (-)-epigallokatesin gallat, daidzein ve
fisetin eser miktarda bulunurken, (+)-katesin ve

9

|

krisin bilesiklerinin varliklar1 6rnekte saptanmadi
(Tablo 3). Yapilan biyolojik aktivite deneylerine
ait sonuclar Tablo 4’ de verilmistir. DPPH ve
CUPRAC yontemleriyle yapilan antioksidan
kapasite tayini deneylerinde ise sonuglar sirastyla
302.18+2.74 ve 514.62+3.82 mg TE/g ekstre
olarak bulundu. Metanol ekstresinin,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim
inhibisyonlarmin c¢alisildigi deneyde galantamin
hidrobromiir standart olarak kullanildi ve ICsg
degerleri  swrastyla  0.106+£0.05 pg/mL ve
1.0440.12 pg/mL olarak hesaplandi. Ornegimizde
ise bu degerler 254.7+4.86 pg/mL ve 166.2+3.74
pug/mL olarak saptandi. Anti-tirozinaz aktivite
deneyinde a-kojik asit pozitif standart olarak
kullanildi. Standart bilesige ve ekstreye ait ICsg
degerleri sirasiyla 7.9+0.54 pg/mLve 415.7+1.85
pg/mL olarak hesaplandi.

28
1

b
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Tablo 3. LC-MS/MS analiz sonuglari

Molekiil Molekiil Adi Miktar Dogrusal denklem R? LOD LOQ RSS, %
No (ng/g ekstre) (ng/ml)  (ng/ml) (10 pg/ml)
1 Katesol 53.3+£1.06 y=27042x +4.0149  0.9982 14 45 1.26
2 (+)-Katesin * - - 32 95 0.95
3 (-)-Epikatesin T - - 18 55 0.58
4 (-)-Epigallokatesin gallat T - - 21 62 0.73
5 Benzoik asit 82.9+0.55 y =50.437x +99.762  0.9972 9 28 1.16
6 3-Hidroksibenzoik asit 1167.3+0.72 y=8.7122x-170.8 0.9985 15 44 1.43
7 4-Hidroksibenzoik asit 246.7 +1.68 y =14.089x + 106.25  0.9993 8 25 0.81
8 p-Kumarik asit 178.7+0.23 y =42.156x +245.83  0.9995 17 53 0.26
9 Vanillik asit 51.0+1.03 y=29519x +0.2917  0.9971 24 74 2.08
10 Gallik asit 139.2+2.11 y=1.9995x +0.9041  0.9985 21 60 1.55
11 Ferulik asit 845.8 £1.98 y=15133x +10.198  0.9988 31 94 0.62
12 Sirinjic asit 38.9+£0.39 y =2.0696x +0.0417  0.9992 29 88 0.28
13 Daidzein T - - 16 49 0.47
14 Krisin * - - 35 104 1.52
15 Kemferol 37.4+1.45 y=0.9948x +1.2839  0.9974 12 35 1.85
16 Luteolin 5.6+0.31 y=24711x +47.917 0.9993 6 19 2.19
17 Fisetin T - - 9 28 2.07
18 Morin 1598.4+2.15 y=39.941x+341.46 09994 23 69 0.88
19 Kersetin 1416.0+£1.83 y=34.225x+18134 09983 11 34 0.65
20 3-O-Metilkersetin 60.5+0.94 y =11.536x +12.008  0.9985 27 83 0.36
21 [zoramnetin 492.8+0.38 y = 18.054x + 64.6 09972 34 104 1.47
22 Galangin 22.6+1.29 y =259.14x — 44.5 0.9962 23 71 2.15
23 Mirsetin 4.7+0.88 y=77.896x +4.3804  0.9992 19 59 0.73
24 Viteksin 1.6 +£0.14 y=25492x +26.189  0.9974 8 23 1.92
25 Hesperidin 7.4 £1.08 y=131.49x - 20.833  0.9992 12 37 1.53
26 3-Hidroksiflavon 1.2+0.33 y =5604.8x + 625 0.9988 9 28 0.78
27 Naringenin 9.9+0.78 y =634.26x +39.583  0.9954 33 99 0.49
28 Genistein 4.9+0.69 y =93.898x —4.1667  0.9994 24 74 0.83
29 Rutin 47+1.17 y =1838.7x +410.52  0.9985 7 23 2.17
30 Fenil asetat 19.2+1.36 y =356.35x +708.33  0.9984 16 49 1.66

LOD (Limit of Detection): Tespit limiti, LOQ (Limit of Quantitation): Tayin limiti, T: Tayin edilebilir limitin altinda, *: Tespit edilebilir limitin

altinda)

Tablo 4. Anthemis tinctoria var. tinctoria bitkisine ait biyolojik aktivite sonuglar1

Fenolik Madde Antioksidan Antikolinesteraz Antitirozinaz
Miktar Tayini Aktivite Aktivited Aktivited
Biyolojik Aktivite
TPC? TFCP DPPHe¢ CUPRAC® AChE BuChE
Metanol ekstresi 21.7+4.2 9.742.56 302.18+2.74 514.62+3.82 254.7+4.86 166.2+3.74 415.7+1.85
Galantamin HBr” - - - - 0.106+0.05 1.04+0.12 -
Kojik asit* - - - - - - 7.9+0.54

3gallik asit esdegeri (mg GAE/g ekstre); "kersetin esdegeri (mg KE/g ekstre); “troloks esdegeri (mg TE/g ekstre)
94ICso (ug/mL ekstre); “pozitif standart

4. Tartisma ve Sonuclar

Calismamizda, Tire/izmir’ de yabani olarak
yetisen Anthemis tinctoria var. tinctoria bitkisinin
fenolik kompozisyonu, antioksidan kapasitesi ve
cesitli enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmistir.
Bitkinin ekstraksiyonu i¢in, analiz edilecek madde
grubunun kimyasal yapisina bagli olarak polar
veya apolar karakterde farkli  ¢oziiciiler
kullanilabilir. Dolayisiyla, fenolik bilesiklerin
bitkiden ekstraksiyonu i¢in en uygun polar ve
organik ¢oziicii olarak metanol tercih edilmistir.
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S6z konusu tiire ait, daha az sayida bilesikle
miktar tayini deneyi literatiirde bulunmakla
birlikte kapsamli bir fitokimyasal tarama ilk kez
tarafimizdan rapor edilmektedir. LC-MS/MS
calismamizda,  Dbilesiklerin  tayini  referans
standartlar kullanilarak ve kiitle fragmantasyonlari
esas alinarak gergeklestirildi. Buna gore, benzoik
asit tiirevlerinden 3-hidroksibenzoik asit ve ferulik
asit, flavonoitlerden ise morin ve kersetin major
bilesikler —olarak tespit edilmistir. ~Major
bilesiklerin kromatogramlar1 ve kiitle boliinmeleri
Sekil 3’ de gosterilmistir. Daha 6nce rapor edilen,
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Cankiri’dan toplanan aymi tiir iizerinde yapilan
calismada, 7 polifenolik maddenin (gallik asit, p-
kumarik asit, 4-hidroksibenzoik asit, vanillik asit,
rutin, kersetin ve naringenin) miktar tayini
gerceklestirilmistir  ve  4-hidroksibenzoik  asit
maddesi digerlerine gore en yiiksek oranda
bulunmustur (Eser vd., 2017). Bu madde

miktarlarinin =~ bizim  c¢alismamizda  farkli
citkmasimin nedeni, oksidatif stres, tozlasma,
korunma gibi bitkiye ait faktdrler olabilecegi gibi
cevresel etkenler de olabilir. Dolayisiyla farkl
lokasyonlardaki ayni tiirlerin  kendine 06zgi
kimyasal profili ve biyolojik aktivitesi bulunabilir.
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Sekil 3. Major bilesiklerin kromatogramlari ve kiitle fragmantasyonlari

Bitkide bulunan toplam biyoaktif maddelerin
belirlenmesi amaciyla, spektrofotometrik olarak
yapilan toplam fenolik ve flavonoit miktar tayini
caligmalart gergeklestirilmistir. Bu tiir tizerinde bu
tayinlerin rapor edildigi bir ¢alisma yoktur ancak,
degerler diger Anthemis tiirlerinde rapor edilen
caligmalarin ~ sonuglariyla ~ uyumlu  olarak
bulunmustur. Bunlara 6rnek olarak, A. stiparum
subsp. sabulicola bitkisinde sirasiyla 13.6
(pirokatesol E/g) ve 5.9 (QE/g) (Chemsa vd.,
2018), A. fumariifolia bitkisinde 31.94 (GAE/Q)
ve 12.88 (QE/g), A. cretica subsp. argaea
bitkisinde 48.51 (GAE/g) ve 11.49 (QE/g)
(Albayrak ve Aksoy, 2013), A. cotula bitkisinde
ise 54.32 (GAE/g) ve 39.14 (RutinE/g) (Sut vd.,
2019) degerlerini gosterebiliriz.

Miktar tayini disinda, ornegimizde
asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz ve tirozinaz
enzimlerinin inhibisyon degerleri saptanmistir.
Literatirde bu Anthemis tiirline ait aciklanan
aktivitelerle ilgili bir ¢alismaya rastlanmamuigtir.
Kisith sayida farkli Anthemis tiirleri (Chemsa vd.,
2018; Sut vd., 2019; Orlando vd., 2019) {izerinde
bu calismalar yapilmis olup degisken aralikta
aktivite saptanmigtir. Ancak bu c¢aligmalarda
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sonuglar ICsq degeri iizerinden degil, % inhibisyon
veya kojik asit ve galantamin esdegeri olarak
verilmistir. ~ Dolayisiyla  ¢alistigimiz  tiiriin
biyolojik aktivitesini diger tiirlerle tam olarak
karsilagtirmamiz miimkiin degildir. Bitkimizin
enzim inhibisyon degerleri ¢cok yiiksek kapasitede
bulunmamigtir ancak ekstrenin antikolinesteraz
aktivitesine LC-MS/MS caligsmasinda miktarlarini
yiiksek olarak belirledigimiz morin ve kersetin
bilesikleri pozitif olarak katki saglamis, diisiik
konsantrasyona  sahip  luteolin,  kemferol,
naringenin ve rutin bilesikleri ise negatif yonde
etkilemis olabilir. Zira, bu bilesiklerin gii¢lii
antikolinesteraz  aktiviteye sahip olduklariin
belirtildigi calismalar literatiirde bulunmaktadir
(Katalinic vd., 2010; Remya vd., 2012). Bunun
yanisira, bu bilesiklerin birbirleriyle de etkilesime
girebilecekleri de goz 6niinde bulundurulmalidir.
Antitirozinaz aktivitede ise fenolik asit grubundan
yiiksek konsantrasyondaki 4-hidroksibenzoik asit
ve p-kumarik asit bilesiklerinin inhibisyon
kapasitesini arttirmus olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yine literatiirde, bu bilesiklerin tirozinaz
enziminin inhibisyonunda yer aldig1 caligmalar
mevcuttur (Wang vd., 2011).
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Son olarak bitkinin antioksidan kapasitesini
belirlemek amaciyla, radikal siipiiriicii aktivite
DPPH metodu ve indirgeme giici CUPRAC
metodu ile ¢alisildi. Sonuglarin troloks ekivalani
olarak verildigi Anthemis tiirleri incelendiginde,
farkli ekstraksiyon yontemleri uygulanan A.
cotula bitkisinin DPPH deneyi sonuglar1 66.87-
103.44, CUPRAC deneyi sonucu ise 307.66-
43532 mg TE/g ekstre araliginda c¢ikmustir.
Dolayisiyla galistigimiz tiirtin her iki aktivitesi de
daha yiiksek bulunmustur. A. tinctoria var. pallida
ve A. cretica subsp. tenuiloba tiirlerinin
incelendigi baska bir c¢alismada, metanol
ekstrelerine ait DPPH deneyi sonuglar sirasiyla
407.07 ve 97.22, CUPRAC deneyi sonuclar1 ise
691.17 ve 223.09 mg TE/g ekstre olarak rapor
edilmis olup, bitkimizin antioksidan aktivitesi
birinci tlirden diisiik ikincisinden ise yliksek
gozlenmistir. Sonu¢ olarak, yapilan calismada
[zmir kaynakli Anthemis tinctoria var. tinctoria
tirii fitokimyasal olarak incelenmis olup, bitkinin
biyoaktif molekiiller i¢in kaynak olabilecegi

belirlenmistir.
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