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ACHILLEA MARITIMA (L.) EHREND. VE Y.P.GUO
(ASTERACEAE) BITKISINDEN ELDE EDIiLEN
EKSTRAKTLARIN ANTIiOKSIDAN, SITOTOKSIK VE
ANTIMIKROBIYAL AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Amagc: Bu calismanin amaci Achillea maritima (L.) Ehrend. ve Y.P. Guo
bitkisinden elde edilen ekstrakt fraksiyonlarinin (etanol, hekzan, kloroform, etil asetat,
butanol, su fazi) biyolojik aktivitelerini (antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik)
incelemek ve igerdigi bilesikleri HPLC-DAD cihazi ile analiz etmektir.

Gere¢ ve Yontem: Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri DPPH, ABTS ve FRAP
yontemleri kullanilarak tayin edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri broth diliisyon
yontemini kullanilarak MIiK degerleri tespit edilmistir. Sitotoksik aktivite MTT, toksik
aktivite Brine shrimp yontemiyle analiz edilmistir. Ekstraktlarin igerdigi fenolik
bilesikler HPLC-DAD cihazi ile kromatografik olarak tayin edilmistir.

Bulgular: A. maritima bitkisinin antioksidan aktivite sonuglar1 (604,15+£11,57
mg troloks es degeri/g ekstrakt DPPH yontemi, 347,65+8,98 mg troloks es degeri/g
ekstrakt ABTS yontemi, 486,31+£9,99 mg troloks es degeri/g ekstrakt FRAP yontemi) en
fazla etil asetat ekstraktinda bulunmustur. Ayrica fenolik madde tayininde de ferulik asit
major fenolik madde (47,97+0,07 mg/g ekstrakt) olarak belirlenmistir. Etanol ve
Kloroform fazlar1 bakteri ve mayaya karsi 2500 pg/mL, hekzan fazi ise S. aureus, E.
fecalis ve P. aeruginosa’ya karsi sirasiyla 19, 39, 156 pug/mL MIK degerleri
gostermistir. Etil asetat fazi ise her bakteriye 6zgii etkili bulunmustur. Butanol fazi
Gram negatif comak bakterilere karsi (MIK 625 pg/mL ve 39 pg/mL) Gram
pozitiflere gére (MIK 1250 pg/mL) daha etkili bulunmustur. Su fazi ise tiim suslara
karsi stabil bir MIK (625 upg/mL) degerine sahip olmustur. MTT testinde
ekstraktlarin K562 ve Saos hiicre hatlarinda farkli seviyede sitotoksisite gosterdigi
(240-820 pg/mL), ekstraktlarin ¢ogu NIH-3T3 hiicresi iizerinde toksik olmadigi
goriilmistiir. A. maritima bitkisinin sitotoksik agidan en fazla hiicre canlilig1 etil asetat,

butanol ve su fazi ekstraktlarinda bulunmustur.
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Sonug: A. maritima bitkisinin farkli ¢oziicii ekstraktlariin antioksidan aktivite
sonuclarinda etil asetat ekstrakti en yiiksek bulunmustur. Fenolik madde igerigi de
degerli olan bir bitkidir. Ayrica, kullanilan ekstraktlarin farkli fazlar1 segilen
mikroorganizma ve hiicre hatlarina karsi etkili olmustur. Bulunan sonugla gelecekte A.

maritima yapilacak diger ¢alismalara yol gdsterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Achillea maritima, Biyoaktivite, Antioksidan,

Antimikrobiyal, Sitotoksisite, HPLC

Xii



STUDY OF ANTIOXIDANT, CYTOTOXIC AND
ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF EXTRACTS OBTAINED
FROM ACHILLEA MARITIMA (L.) EHREND. VE Y.P.GUO
(ASTERACEAE)

ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to examine the biological activities
(antioxidant, antimicrobial, cytotoxic) of the extract fractions (ethanol, hexane,
chloroform, ethyl acetate, butanol, remaining water phase) obtained from Achillea
maritima (L.) Ehrend. and Y.P. Guo and to analyze the compounds contained in it
with HPLC-DAD.

Materials and Methods: The antioxidant activities of the extracts were
determined using DPPH, ABTS and FRAP methods. Antimicrobial activities were
analyzed by determination of MIC values by using the broth dilution method.
Cytotoxic activity was analyzed by MTT, toxic activity by Brine shrimp method.
The phenolic compounds contained in the extracts were determined
chromatographically by HPLC-DAD.

Results: Antioxidant activity results of A. maritima (604.15+11.57 mg trolox
equivalent/ g extract for DPPH method, 347.65+£8.98 mg trolox equivalent/g extract
for ABTS method, 486.31+9.99 mg trolox equivalent / g extract for FRAP method)
were found in ethyl acetate extract the most. In addition, in the determination of
phenolic acid, ferulic acid was determined as the major phenolic substance
(47.97+0.07 mg/g extract). The ethanol and chloroform phases showed MIC values
of 2500 pg/mL against bacteria and yeast, and the hexane phase showed MIC values
of 19, 39, 156 ug/mL against S. aureus, E. fecalis and P. aeruginosa, respectively.
Ethyl acetate phase, has a various activity against each bacteria. Butanol phase was
found to be more effective against Gram-negative (MIC 625 pg/mL and 39 pg/mL)
than Gram-positive ones (MIC 1250 pg/mL). The water phase had a stable MIC (625
pg/mL) against all strains. In the MTT test, the extracts showed different levels of
cytotoxicity (240-820 ug/mL) in K562 and Saos cell lines, while the extracts were
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non-toxic against NIH-3T3 cells. The highest cytotoxic cell viability of A. maritima

was found in ethyl acetate, butanol and water phase extracts.

Conclusion: Ethyl acetate extract was found to be the highest in antioxidant
activity results of different solvent extracts of A. maritima plant. In addition, its
phenolic content is a valuable plant. In addition, different phases of the extracts used
were effective against the selected microorganism and cell lines. The result will be a

guide for future studies on A. maritima.

Key Words: Achillea maritima, Bioactivity, Antioxidant, Antimicrobial,
Cytotoxicity, HPLC
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1. GIRIS VE AMAC

Tarih oOncesi ¢agdan bu yana, on dokuzuncu yiizyilda sentetik ilaglar
gelistirilinceye kadar bitkiler neredeyse tiim tibbi tedavilerin temeli olmustur (1).
Geleneksel kullanimlarinin  yam1  sira modern yontemlerde de etkili sekilde
kullanilmaktadirlar. Konuyla ilgili arastirmalar dogal iiriinlerin ila¢ olarak kullanim
potansiyelini gozler Oniine sermistir (2). Bir¢cok insan diinyanin farkli cografi
bolgelerinde halen modern tiptan daha etkili olduguna inandiklar1 bitki temelli halk
tibbin1 kullanmaktadir. Aromatik bitkiler veya sifali otlar artik bir¢ok iilkede popiiler ve
yaygin hale gelmistir ¢iinkii farkli hastaliklarin tedavisi i¢in daha az yan etkiye sahip,
maliyeti uygun, tibbi olarak daha etkili ve minimum diizeyde hastalik direncine sahip
secici aktif bilesiklerin izlenmesine ihtiyag vardir. Ancak tibbi bitkilerin ve baharatlarin
tiiketim miktarlan diistiniildiigiinde aktif bilesenlerini ve etki mekanizmalarini anlamak

ve arastirmak konulari oldukg¢a smirli seviyede kalmaktadir (3).

Arastirmacilar uzun yillardir bakteri, mantar, viriis ve parazitlerin neden oldugu
bulasici hastaliklara karst yeni genis spektrumlu antibiyotikler gelistirmeye
caligmaktadirlar. Bu genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi, ilag
direncinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Sentetik maddelere dayali antibiyotik
kesif yontemleri, direncin temeline ayak uyduramamaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal
enfeksiyonlart kontrol etmek igin yeni stratejiler olduk¢a onemlidir. Bitki sekonder
metabolitleri (fitokimyasallar), tek basina kullanildiklarinda antimikrobiyal olarak ve
diger antimikrobiyal maddelerin sinerjistleri veya giiclendiricileri olarak potansiyellerini
zaten gostermistir. Bitki ekstraktlarinin onaylanmis yontemlerle taranmasi, bulasici
hastaliklara kars1 potansiyel olarak faydali molekiillerin tanimlanmasi agisindan birincil

bir kesif kaynagidir (4,5).

Son yillarda bitkilerde bulunan antioksidanlarin insan sagliginin korunmasinda
rol oynamasi nedeniyle bitki kaynakli besinlerin ve tibbi bitkilerin antioksidan
Ozelliklerine olan ilgi artmistir. Ayrica, antioksidan oOzelliklere sahip bitki &zleri,
sentetik antioksidanlara “dogal” bir alternatif olarak kabul edildikleri i¢in gida
enddistrisi i¢in giderek daha cekici hale gelmistir. Bu nedenle, yaygin olarak kullanilan
geleneksel tibbi bitkilerin antioksidan 0Ozelliklerinin degerlendirilmesi, yeni dogal

antioksidan kaynaklarinin arayisinda 6énemli bir husus olmustur (6).



Papatyagiller (Asteraceae) familyasi ¢i¢ekli bitkilerin en genis yayilis gosteren
familyast olup, diinya iizerinde yaklasik 23.000 tirii biinyesinde barindirmaktadir.
Tiirkiye florasinin biiyiik bir kismi bu familyanin bitkilerinden olusmaktadir (7). Bu
familya cinslerinden Achillea mitolojik bir gegmise sahiptir. Cinsin adi, Truva
kahramani Achilles tarafindan yara iyilestirici bir care olarak eski kullanimindan

gelmektedir (8).

Achillea L., Avrasya tizerinden Kuzey Amerika'ya uzanan uzantilari ile Giiney
Bat1 Asya ve Giiney Dogu Avrupa merkezli 110-140 tiirle diinyada temsil edilmektedir.
Bu cinsin ana habitatlar1 iran, Tiirkiye, Sirbistan ve Avrupa'nin dogu bélgelerinin farkli
bolgelerinde yogunlagmistir. Cins Tiirkiye'de 24't endemik olmak tizere 54 taksona ait
48 tiir ile temsil edilmektedir (9).

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda Achillea maritima (L.) Ehrend ve Y.P. Guo
bitkisinin toprak {istii kisimlarmin mubhtelif ¢oziiclilerle hazirlanan ekstraktlarinin
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitesi belirlenmistir. Ayrica elde edilen
ekstraktlarda bulunan fenolik bilesikler HPLC-DAD cihazi ile tayin edilmistir. Ayrica,
ekstraktlarin Brine Shrimp yontemiyle toksik etkisi tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar ile Achillea maritima (L.) Ehrend ve Y.P. Guo bitkisinin ileride yapilacak

caligmalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOTANIK BILGILER

2.1.1. Papatyagiller (Asteraceae) Familyasimin Botanik Ozellikleri

Asteraceae tek yillik, iki yillik ya da c¢ok yillik otsu ya da bazen ¢ali, nadiren
kiiciik ya da orta biiyiiklilkte agac seklinde, tiiysiiz ya da ¢ofu zaman cesitli
sekillerde salgili ya da salgisiz tiyli bitkilerdir. Dokular latisferli ya da
latisfersizdir. Yapraklar alternat ya da bazen karsilikli, nadiren dairesel, stipulasiz
(nadiren stipulali), basit ve tamdir. Cigekleri bir¢ok sik bas seklinde olup, bir¢ok
sayida sapsiz ¢igeklerin ¢icek tablasi tizerine dizilip, hemen hemen her zaman birkag
siral1 fillariden (involukral brakte) olusan koruyucu bir involukrum tarafindan
cevrilen kapitulum seklinde kiimelenmistir. Kapitulum bazen ikincil bir kapitulum
benzeri bas seklinde kiimelenmistir (yalanci bas). Reseptakulum ¢iplak ya da paleals,
uzun tiiyli ya da kil¢iklidir. Cigekler epigin, sinpetal, tam ya da bazilar1 disi ya da
notr ya da islev bakimindan erkektir. Kaliks ovaryumun ucunda papus denilen
tiiyler, killar, pullar ya da kilgiklar ya da devamli korona (tag) ile temsil edilmektedir
ve bazen papus tamamen yoktur. Korolla tiip seklinde (huni seklinde ya da tabanda
silindirik, tiste dogru can seklinde), filiform, dilsi ya da nadiren iki dudakli,
genellikle 3 ya da 5 dislidir. Stamenler, filamentler korolla tiipiine bagli, anterler
kenarlarindan birleserek stilusu silindir seklinde sarar (singenezis), nadiren serbest;
i¢ ylizeylerinden agilmaktadir. Ovaryum alt durumlu, tek gozlii, tabanda bir adet
anatrop ovillii; stilus genellikle yukar1 dogru 2 kola bdliinmiis, cogu zaman disk
ciceklerin stilular1 anterlerdeki poleni yakalayacak sekilde firga tiiyliidiir. Meyve,
genellikle kalici ya da diisiicli papuslu, papus sapsiz ya da gaga benzeri bir uzantinin
(rostrum) ucundan ¢ikar. Kapitulumlar ya homogram ya da heterogramdir. Bazen
kapitulumlar tek eseylidir. Bu durumda, bir kapitulumda yalniz disi (pistillat) ya da
erkek ¢icek (staminat) bulunur (7,10).

Asteraceae familyasina ait tiirler Diinya lizerinde bir¢ok noktada yayilig

gostermektedir. Asteraceae familyast 23.000'den fazla tiirii kapsayan yaklasik 1600



cins altinda smiflandirilmis ¢ok sayida ¢icekli bitki igerir. Tiirkiye’de ise Asteraceae
136 cins ve 1345 tiir ile temsil edilmektedir. Veriler bu familyayr hem tiir hem de
cins bakimindan floramizin en zengin familyas: olarak kilmaktadir (11). Achillea

cinsi, bu ailenin en iyi bilinen cinslerinden biridir (12).

2.1.2. Achillea L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Cok yillik otsu ya da yar1 ¢alimsi bitki, kalin ya da ince odunsu rizomlu olup,
rizomlar bazen siiriiniiciidiir. Govde dik ya da yiikselici, silindirik ya da kdseli, diiz,
boyuna ¢izgili ya da derin olukludur. Kapitulum heterogam, 1sinsal, sapli ya da sapsiz,
kiigiik ya da orta biiyiikliikte, genellikle u¢ kisimda korimbus seklinde diizenlenmis, cok
nadiren tek, bazen basit semsiye seklindedir. Involukrum oblong-silindirik, ovoid, yar1
kiiremsi ya da genisge yar1 kiiremsidir. Fillariler 3-4 sirali, distakiler igtekilere gore daha
kiigiik, dar ya da genisce seffaf kenarlidir. Cigekler beyaz ya da sar1, bazen pembe; dilsi
cicekler disi, tek bir daire halinde, laminanin u¢ kismi loblu; tiipsii ¢igekler hermafrodit,
diizenli 5-disli, korolla tiipli basik, tabani akenin tepesini saran bir torba seklindedir.
Reseptakulum diiz ya da konveks, paleali, palea lanseolat ya da oblong, zarsi, paleanin
ucuna kadar uzamayan orta damarhidir. Aken oblong, oblanseolat ya da oblong-obovat,
tiiysiiz, lineolat, lineat ya da sukrobikulat, sirttan basik, kanatsiz, ucu nispeten daha
genis, bazen kalin dudak seklinde kanath, kahverengimsi-beyazdir. Yapisinda papus
bulunmaz (13).

Achillea tiirleri genelde tilkemizde civanpergemi adi ile anilmasina ragmen farkli
bolgelerde akbasli, barsam otu, binbiryaprak otu, marsama otu, kandil c¢icegi ve

baytaran adlartyla da bilinmektedirler (13).

2.1.3. Achillea maritima (L.) Ehrend. ve Y. P. Guo Tiiriine Ait Botanik
Ozellikler

A. maritima (L.) Ehrend. ve Y. P. Guo 40-50 cm yiikseklige ulasabilen giir bir
bitkidir. Rizomatoz ve biiyiik kegeli kiimeler olusturur. Saplar 15-25 cm yiikselen yogun
yaprakhidir. Yapraklar dikdortgen-mizrak seklinde 10-20 x 3-7-5 mm, subakut apeks,
sapsiz, tabanda yar1 genis, kenarlar belli belirsiz tirtikl1 yapidadir. Cigekler, birkag sapli,
kiiciik ve yart kiiresel ¢igek baslarindan, oval-genis beyaz pamuklu pullara sahiptir.
Antesis Haziran ve Eyliil aylar arasindadir (7,14). Sekil 2.1° de goriildiigii gibi bu tiir
farkli bolgelerde yayilis gostermektedir.



Sekil 2.1: Achillea maritima (L.) Ehrend. ve Y. P. Guo biyocografik yayilisi (15)

2.1.4. Bitkinin Sistematikteki Yeri

A. maritima tiirliniin sistematik siniflandirmasi Tablo 2.1°de verilmistir. (6).

Tablo 2.1: A. maritima smiflandirmasi

Alem Plantae
Boliim Magnoliophyta
Simf Magnoliopsida
Takim Asterales
Familya Asteraceae
Cins Achillea (L.)
Tiir A. maritima (L.)

2.1.5. Bitkinin Sinonimleri

Bitkinin sinonimleri su sekilde siralanmistir (16):
- Dicoma candidissima Desf.

- Diotis maritima (L.) Desf. ex Cass.



2.2. ACHILLEA L. TURLERI UZERINE YAPILAN CALISMALAR

2.2.1. Etnobotanik Calismalar

Achillea cinsi Diinya genelinde biiyiik yayilima sahip antik dénemlerden beri
kullanilan tibbi bitkilerdir. Bu cins tiirlerinin fitokimyasal ¢alismalari barindirdiklar
birgok bilesigin biiyiik oranda biyoaktif oldugunu gostermistir. Achillea tiirlerinin geneli
tedavi edici etkilere sahiptir (17).

Isvigre Alplerinde yetisen bitkiler iizerine yapilan etnobotanik ¢alismalarda A.
millefolium’un endokrin sistem ve gastrointestinal sistem rahatsizliklarinda etkili oldugu
bildirilmistir (18). Ispanya’nin Iber yarimadasinda yapilan bir etnobotanik ¢alismada A.
millefolium’un bogaz agrisinda, sindirim bozukluklarinda ve yaralarda kullanildig:
bildirilmistir (19). Brezilya’da Atlantik ormanlar1 bdlgesinde yapilan bir etnobotanik
calismada A. millefolium’ un ates, pndmoni, mide rahatsizliklar: ve gripte etkili oldugu;

ayrica antibiyotik ve sedatif olarak kullanildig1 kayitlara gegmistir (20).

Ulkemizde yapilan c¢alismalara bakacak olursak A. millefolium L. subsp.
millefolium, Adana Pozanti bolgesinde hazimsizliga ve mide hastaliklarina iyi geldigi,
sinir yatistirict olarak kullanildigi bildirilmistir. Idrar yollar1 igin yararli oldugu,
yaralarda, iilserde, dolamada, cilt yarik ve catlaklarini iyilestirmede kullanildig:
bildirilmistir (21). Adiyaman g¢evresinde viicudun genel iltihab1 ve seker hastaliklarinda,
pankreas tedavisinde kullanildig: bildirilmistir. Cay1 igilerek soguk alginligini giderdigi
de bildirilmistir (22). Agri civarlarinda bas agrisi, bogaz hastaliklari, romatizma ve mide

tilserinde kullanildigi bildirilmistir (23).

A. teretifolia tiriiniin, Afyonkarahisar etrafinda sindirim, cilt ve akne
hastaliklarinda kullanildigi bildirilmistir (24). A. aleppica, Ankara Haymana civarinda
dekoksiyon seklinde ishali durdurmada kullanildigi bilinmektedir (25). A. biebersteinii,
Bingol cevresinde antiinflamatuar olarak ve romatizma, hepatit, siniizit, dis agrisi, adet
agrist gibi rahatsizliklarda kullanilmaktadir (26). A. tenuifolia, hiperkolesterol, diyabet,

astim, bronsit ve oksiiriik rahatsizliklarinda infiizyon formunda kullanildig: bildirilmistir
(27).

Dicoma spp. Giiney Afrika'da kullanilan en yaygin etnomedikal bitki tiirlerinden

biridir (28). Diotis maritima ise Ispanyol geleneksel tibbinda temizleyici ajan olarak



kullanilmigtir (29). Ayrica O. maritimus'un bocek kovuculugu gosterdigi bilinmektedir

ve geleneksel olarak bu amaglar i¢in kullanilmistir (26).

2.2.2. Fitokimyasal Cahsmalar

A. millefolium L. ¢i¢ek salkimlarinin ve ist yapraklarin farkli ekstraktlari,
toplam polifenolik igerikleri ve antioksidan aktiviteleri icin DPPH, ABTS, FRAP ve
CUPRAC yontemleri ile yapilan caligmada ekstraktlarin toplam fenolik madde
igeriginin 2,74 + 0,01 ve 7,92 + 0,09 mg GAE/g kuru agirlik aralifinda oldugu
bildirilmistir. A. millefolium 6zlerinin kolayca erisilebilir dogal antioksidan kaynagi
olarak kullanilabilecegi, ayni zamanda olasi bir gida takviyesi olarak veya ilag

endiistrisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (30).

Orta ve Dogu Anadolu’da endemik bir tiir olan A. schischkinii‘deki on iki
elementin konsantrasyonlart ICP-MS teknigi ile analiz edildigi ¢alismada ana
elementler olarak Zn (50,6 ppm), Mn (23,0 ppm) ve Cu (12,7 ppm) bulunmus, ayrica
katesin (20,8 pg/mg ekstrakt), trans-ferulik asit (18.3 pg/mg ekstrakt) ve gallik asit
(11,2 pg/mg ekstrakt) HPLC kullanilarak major fenolik bilesikler olarak karakterize
edildigi bildirilmistir (31).

A. ligustica cigekli iist kisimlarinin etanolik ekstraktlarinin degerlendirildigi
calismada fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in LC-ES/MS
and LC-ES/MS/MS sonuglarinda 6-hidroksikamferol-3,6,4-trimetil eter, apigenin-6-C-
glikozit-8-C-arabinosid, luteolin ve apigenin en bol bulunan flavonoidler oldugu
bildirilmistir. A. ligustica'da ilk kez apigenin-6-C-glikozit-8-C-arabinosid ile en fazla
temsili olan C-glikosil flavonlar tespit edilmistir. Ekstraktlarin radikal siipiiriicii
aktivitesinin DPPH testi ile belirlendigi ve 4,18 ile 12,3 mM arasinda degistigi
bildirilmistir (32).

Ulkemizde endemik bir tiir olan A. cappadocica bitkisi ile yapilan biyolojik
aktivite c¢aligmasinda metanol ve su ekstraktlariin, 100 pg/mL'de tokoferol ve
BHT'ninkinden daha yiiksek ABTS katyon radikal siipiirme aktivitesi gosterdigi, aseton
ve metanol ekstraktlarinin, orta diizeyde antimikrobiyal aktivite sergiledigi bildirilmistir
(33).

A. biserrata'nin ardisik ekstraksiyonu yapilarak hekzan, kloroform ve su

ekstraktlar1 iizerinde yapilan testlerde toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri



strastyla %3,39 ve %1,12 ile su ekstraktinda en yiiksek oldugu bildirilmistir. Metanol
ekstraktinin HPLC analizlerinde protokatekuik asit (177,83 pg/g kuru bitki) ve
klorojenik asit (164,78 pg/g kuru bitki) gibi antioksidan fenolik bilesiklerin varlig
bildirilmistir (34).

A. nobilis bitkisinde yapilan HPLC analizlerinde aktif fenolik bilesikler, etil
asetat ekstraktinda dikaffeoilkinik asit, luteolin-7-O-glikozit, orientin, viteksin, luteolin,
kuersetin-metil-eter, isoramnetin-glikozit, etanol ekstraktinda Klorojenik asit, luteolin-7-
O-glikozit, kuersetin-metil-eter, luteolin, orientin, viteksin, dikaffeoilkinik asit,
apigenin-6,8-di-C-glikozit bulunmustur. Bu c¢alisma sonucunda Achillea nobilis’te
dikaffeoilkinik asit, isoramnetin-glikozit, klorojenik asit ve apigenin-6,8-di-C-glikozit
bilesiklerinin ilk kez analiz edildigi bildirilmistir (35).

A. cretica bitki ekstraktlarinda yapilan LC/MS ¢alismalarinda 7 flavonoid ve 2
fenolik asit igeren dokuz polifenolik bilesik tanimlandigi bildirilmistir (36). A. odorata
bitkisinde Folin Ciocalteu yontemine gore metanol ekstraktinin toplam fenolik madde

miktar1 448,8+1,04 mg gallik asit esdegeri /g olarak bulunmustur (37).

2.2.3. Biyolojik Aktivite Caliymalar:

2.2.3.1. Antioksidan aktivite: A. nobilis bitkisinde farkli ekstraksiyon
yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin antioksidan etkisi; maserasyon yontemiyle elde
edilen etanol (IK50: 6 pg/mL), Soxhlet yontemiyle elde edilen etanol (IK50: 10 pg/mL),
ultrasonik ekstraksiyon ile elde edilen etanol-su (IK50: 10,5 pg/mL) ekstraktlarmin

giiclii serbest radikal siipiirme aktivitesi sergiledigi bildirilmistir (35).

A. odorata bitki ekstraktinin 100 ve 200 pg/mL'de DPPH radikallerini doza
bagli bir sekilde sondiirdiigi (sirasiyla 53,39 pg/mL ve 75,1734 pg/mL), a-
tokoferolden daha iyi olan yiiksek bir aktivite sergiledigi (sirasiyla 65,24 pg/mL ve
88,34 pg/mL) bildirilmistir (37). A. cucullata bitkisi etanol ekstraktinin, 132,55 + 0,026
pg/mL IK50 degeri ile DPPH radikal siipiirme aktivitesi sergiledigi bildirilmistir (38).
A. schischkinii ve A. teretifolia Wild. metanol ekstraktinin DPPH yo6ntemiyle

analizlerinde 100 pg dozlarda %68 ve %69,2 aktivite gosterdigi bulunmustur (39).

Iran’da endemik olarak bulunan Achillea tiirlerinin metanolik ekstraktlarinin

antioksidan aktivitesinin DPPH yontemine gore degerlendirildigi calismada; A. aucherii



en yiiksek IK50'yi (844 ng/mL) gosterirken, A. kellalensis ve A. pachycephalla sirasiyla
518 pg/mL ve 248 ug/mL'ye sahip oldugu bildirilmistir (40). A. tenuifolia metanol
ekstraktinin (100 pg/mL) DPPH inhibisyonunun kapsaminin, 10 pg/mL E vitamini ile
aym aktiviteyi gosterdigi, 300 ve 400 pg/mL'de etil asetat ekstraktinin DPPH
inhibisyonunun benzer oldugu ve 6nemli 6l¢giide daha diisiik radikal siiptirme sergiledigi
bildirilmistir (41).

2.2.3.2. Antimikrobiyal etki: O. maritimus ¢i¢eklerinden elde edilen ugucu
yag, iki gram pozitif ve alt1 gram negatif bakteri susuna kars1 antimikrobiyal aktivite
acisindan incelenmistir. En duyarli bakteri sirasiyla Salmonella typhi ve Enterobacter
cloacae bulunmustur (42). O. maritimus bitkisinin ugucu yaglari ile yapilan bir bagka
caligmada gida kaynakli patojen Camyplobacter jejuni iizerinde antibakteriyel etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (43).

A. nobilis bitkisinde yapilan antibakteriyel etki caligmasinda mikrodiliisyon
yontemine gore aktivite gosteren ekstraktlardan Soxhlet yontemiyle elde edilen etil
asetat (MIC:>3,1 pg/mL) ve kloroform (MIC:>3,87 ug/mL) ekstraktlar1 S. aureus'a
kars1 en giiclii aktiviteyi gosterdigi; ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
kloroform ekstrakti, maserasyon yontemiyle elde edilen hekzan ve Soxhlet yontemiyle
elde edilen etanol ekstraktlari, S. aureus'a karsi benzer antimikrobiyal aktivite
sergiledigi bildirilmistir (MIC:>5 pg/mL) (35).

A. biebersteinii, A. fragrantissima, A. santolina ve A. millefolium bitkileri
hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkilerine
bakilan ¢alismada; ucgucu yaglarin ve bunlarin ana fraksiyonlarmin gida kaynakl
bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite sergiledigi bildirilmistir. Mikroorganizma ve
test edilen fitokimyasallara bagli olarak bitkisel yaglarin aktivitesinde farkliliklar
oldugu, gram pozitif bakteriler gram negatif bakterilere gére daha duyarliyken, S.
aureus en duyarli gram pozitif bakteri oldugu bildirilmistir. Gram negatif tiirler ile ilgili
olarak, tim tedavilerde en duyarli olan E. coli oldugu, A. biebersteinii ve A.
fragrantissima yaglart en aktif dogal antimikrobiyal o6zelliginde olup, inhibisyon
zonlarmin ¢ap1 (15,5 ve 21,5 mm) ile (14,0 ve 19,7 mm) arasinda degistigi bildirilmistir
(44).

A. fragrantissima bitkisinin sulu ve hidro-alkolik ekstraktlarinin antimikrobiyal

aktiviteleri agar kuyusu diflizyon yontemi ile degerlendirildiginde hidro-alkolik



ekstraktin, inhibitor etkiden ziyade S. pneumoniae ve B. cereus'a karsi bakterisidal

aktivite sergiledigi bildirilmistir (45).

2.2.3.3. Sitotoksik etki: O. maritimus ugucu yaglariyla yapilan ¢alismada
1,25 ve 0,64 pL/mL'lik ugucu yag konsantrasyonlari ile MTT azalmasi sirastyla %18,6
ve %723'e diusmistir. Bununla birlikte, yagin 0,32 ve 0,16 pL/mL'lik
konsantrasyonlari, sirasiyla %94,2 ve %98,9 degerleriyle makrofajlarda sitotoksisite

gostermedigi bildirilmistir (46).

Kumul bitkilerinden (Crithmum maritimum, Seseli tortuosum, Artemisia
campestris, Juniperus phoenicea, O. maritimus, ve Eryngium maritimum) elde edilen
ikincil metabolitlerin  (ugucu yaglar) kanser hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin
arastirildigi ¢alismada S. tortuosum ve O. maritimus'tan ekstrakte edilen ugucu yagin,
test edilen diger tiirlerle karsilastirildiginda her iki hiicre hatt1 icin en diisiik 1K50

degerlerine sahip oldugu tanimlanmstir (47).

A. odorata’ da hiicresel ¢ogalma, 72 saat boyunca degisen konsantrasyonlarda
bitki ekstrakti ve pozitif kontrol (kolsisin) ile muamele edilmis MCF-7, Hep2 ve WEHI
hiicreleri kullanilarak MTT yontemi ile yapilan ¢aligmada A. odorata polifenolleri, test
edilen Ui¢ kanser hiicre hattinin tiimiine kars1 aktif oldugu ve incelenen ii¢ hiicre hatti
icin doza bagh bir sekilde hiicresel proliferasyonu inhibe ettigi bildirilmistir. Ekstrakt,
WEHI ve Hep2 hiicre hatlar1 {izerinde iyi bir antiproliferatif aktivite gosterdigi
bildirilmistir (37).

A. eriophora bitkisinde yapilan MTT sitotoksisite ¢aligsmalarinda, bitki ekstrakti
konsantrasyonun arttirilmasiyla hiicre canliligi yiizdesinin azaldigin1 ve boylece 1K50,
GI50 ve LC50 degerlerinin sirasiyla 18,73 + 0,22, 7,52 + 0,15 ve 56,73 £+ 0,18 pg/mL
olarak belirlendigi bildirilmistir (48).
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2.2.3.4. Toksisite ¢calismalari: A. talagonica ve A. tenuifolia tiirii i¢in 6
fraksiyonun (etil asetat, metanol ve sulu metanol (%50) ekstrakti) sitotoksik
aktivitesinin degerlendirildigi ¢alismada, hem A. talagonica hem de A. tenuifolia'nin etil
asetat ve metanol ekstraktlarinin, Artemia salina'nin aktif larvalarmm ileri hareketini
etkisiz hale getirebilecegini gosterdigi, bitkilerin sulu metanol (%50) ekstraktlarinin
minimum O6ldiirticii konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu ve tiirlerin yiiksek polariteli
ekstraktlarinin ~ diisiik  sitotoksik  aktivite gosterdigi  bildirilmistir.  Biyolojik
Oldiirticiiliiglin daha polar ¢oziiciiler kullanilarak fraksiyonlama ile azaltilabilecegi

bildirilmistir (49).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Calismada Kullanilan Aletler

3.1.1.1. Mor otesi-goriiniir bolge (UV/VIS) spektrofotometresi: Calismada
Varian marka Cary-50 Conc model UV/VIS spektrofotometre kullanilmistir. Olgiimler 1

cm kuvartz hiicreler kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1.1.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi-diod serili dedektér (HPLC-
DAD): Achillea maritima tiiriinde bulunan fenolik bilesikler HPLC-DAD ile analiz
edilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ile analizinde, Agilent 1200 HPLC system
(Waldbronn, Almanya) model kullanilmistir.

3.1.1.3. Doner buharlastirici: Calismada c¢oziiciilerin  uzaklagtirilmasi
isleminde doner buharlastirict Heidolph Hei-VAP Value Digital (Almanya) model

kullanilmistir.

3.1.1.4. Analitik terazi: Deneysel ¢alismalar sirasinda ¢ozelti hazirlama

islemleri i¢cin Radwag AS 220/C/2 marka analitik terazi kullanilmistir.

3.1.1.5. Saf su cihazi: Analizler sirasinda kullanilan su, ELGA marka Purelab

Option DV 25 model saf su cihazindan (su saflig1 18,2 MQxcm) saglanmistir.

3.1.2. Bitkinin Toplanmasi ve Teshisi

A. maritima (L.) Ehrend. ve Y.P. Guo, dogal olarak yayilis gosterdigi Istanbul ili
Sile ilgesinde denize yaklagik 50 metre mesafede kumul alanda 41°11'03,6"N
29°30'27,7"E noktasindan toplanmustir. Bitki drneklerinin teshisi Istanbul Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi'nde Dog¢. Dr. Ilker GENC tarafindan yapilmistir. Herbaryum
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ornekleri Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda (ISTE 117218)

numarastyla saklanmaktadir.

Sekil 3.1: A. maritima dogal ortaminda

3.2. YONTEM

3.2.1. Ekstrakt Hazirlanmasi

Solvent boliimlemesindeki farkliliklar nedeniyle, dogal bilesikler sivi-sivi
ekstraksiyon yoluyla cekilebilir ve gruplar halinde ayrilabilir. Ekstraksiyon, sulu ve
organik ¢oziiciiler arasinda gerceklestirilir. Coziicli ekstraksiyonu ve boliimleme olarak
da bilinen sivi-sivi ekstraksiyonu, genellikle su (polar) ve organik solvent (polar
olmayan) olmak iizere iki farkli karismaz sivida goreceli ¢oziintirliiklerine dayali olarak
bilesikleri veya metal komplekslerini ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bir veya
daha fazla tiiriin bir sividan baska bir siv1 faza, genellikle sulu halden organik maddeye

bir gecisi vardir. Sulu fazdan organik faza gegis, kimyasal potansiyel tarafindan
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yiritiiliir, ¢oziinenleri ve ¢oziiciileri olusturan kimyasal bilesenlerin genel sistemi daha

kararl bir konfigiirasyondadir (50).

Golgede kurutulmus bitki 6rnekleri 6giitiildiikten sonra 250 g bitki materyali
%80 (%v/v) etanolde 72 saat bekletildi. Daha sonra filtre kdgidindan siiztildi ve ¢oziicii
doner buharlastiricida 40°C’de uzaklastirildi. Kalan kisma 60 mL deiyonize su eklendi
ve karisim hekzan, kloroform, etil asetat ve butanol gibi farkli organik ¢oziiciilerle arka
arkaya ekstrakte edildi (51). Spektroskopik ve kromatografik analizler i¢in her bir

ekstrakt kalintisindan 0,1 g alinarak 10 mL metanol igerisinde ¢dziilerek hazirlanmistir.

3.2.3. Antioksidan Aktivite

3.2.3.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi: DPPH (1,1-difenil 2-
pikril hidrazil) antioksidan kapasite tayini ¢aligmalarinda standart madde olarak troloks
kullanilmistir (52). Farkli derigimlerdeki troloks ¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon
grafigi olusturulmustur. Analiz tiiplerine 0,1 mL 6rnek/standart, 0,18 mL 1 mM DPPH
(metanol ile hazirlanmis) ¢ozeltisi eklenerek toplam hacim 3 mL olacak sekilde metanol
eklenmistir. Analiz tlipleri 30 dk boyunca karanlik ortamda bekletilerek 515 nm’de
absorbanslar1 Sl¢iilmiistiir (Adrnek). Olgiimler sonucunda drnekler i¢in % inhibisyon

degerleri hesaplanmistir.

% inhibisyon = (Akontrol_A6r11ek) x100
Axontrol
Standardin kalibrasyon grafiginden yararlanarak ekstraktlarin antioksidan aktivite

degerleri “mg troloks es degeri/g ekstrakt” seklinde hesaplanmustir.

3.2.3.2. ABTS yontemi: ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik
asit)) antioksidan aktivite tayini (53,56) ¢alismalarinda standart madde olarak troloks
kullanilmistir. Su igerisinde 0,746 mM ABTS ve 0,245 mM K3S»0g olacak sekilde
kanistirllmistir. 24-48 saat karanlik ortamda bekletildikten sonra ABTS ¢ozeltisi 1:10
oraninda seyreltilmistir. Analiz tiiplerine 0,1 mL 6rnek/standart, 3,9 mL etanol ve 1 mL
seyreltilmis ABTS ¢o6zeltisi eklenip, 6 dk sonra 734 nm’de absorbanslar1 6l¢lilmiistiir

(Asmer). Olgiimler sonucunda drnekler igin % inhibisyon degerleri hesaplanmustir.

% Inhibisyon = (Akontroi=Asmex) X100

Akontrol
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Kalibrasyon grafiginden yararlanarak ekstraktlarin antioksidan aktivite degerleri “mg

troloks es degeri/g ekstrakt” seklinde hesaplanmustir.

3.2.3.3. FRAP yontemi: Fe3*-TPTZ (ferriktripiridiltriazin) kompleksinin

asidik ortamda antioksidanlarn varligiyla Fe®*’

ye indirgenmesine dayanan FRAP
yontemiyle antioksidan aktivite tayininde standart olarak troloks kullanilmistir (55).
Analiz tiiplerine 0,1 mL ornek/standart ve 2,9 mL FRAP reaktifi eklenerek 30 dk
boyunca karanlik ortamda bekletildikten sonra Ornek/standartlarin 593 nm’de
absorbanslar1 okunmustur. Flde edilen dogru denklemi kullanilarak ekstraktlarin

antioksidan kapasite degerleri mg troloks es degeri/g ekstrakt cinsinden belirlenmistir.

3.2.4. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Miktar Tayini

Hazirlanan ekstraktlarda bulunan fenolik maddelerin kantitatif tayinleri icin
yiiksek performansli sivi kromatografisi-fotodiod array dedektor cihazi (HPLC-DAD)
kullanilmistir. HPLC-DAD ile fenolik bilesik analizinde kolon olarak XBridge C18
(4.6x250 mm, 3.5 um, Waters) kolon ile 10 puL enjeksiyon hacmi ve 0,5 mL/dk akis hizi
ile caligilmistir. Analiz sirasinda %1°lik sulu formik asit (A) ve asetonitrilden (B) olusan
gradient hareketli faz programi uygulanmistir. HPLC-DAD igin ¢alisma kosullar1 Tablo
3.1°de verilmistir. Ekstraktlarin pik alan1 degerleri standartlar kullanilarak ¢izilen dogru
denkleminde yerine konularak A. maritima ‘da bulunan fenolik maddeler mg/g ekstrakt

cinsinden hesaplanmustir.

Tablo 3.1: HPLC-DAD gradient hareketli faz programi

Zaman (dk) Hareketli faz bilesimi
A B

0 %90 %10
10 %87 %13
20 %58,5 %41,5
25 %30 %70
35 %90 %10
36 %90 %10
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3.2.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

3.2.5.1. Mikroorganizmalar: Bu calismada bes referans sus kullanilmistir;
iki Gram pozitif kok susu (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 51299), iki Gram negatif basil susu (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATT 27853) ve bir maya (Candida albicans ATCC 90028).
Tiim suslar Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'ndan

temin edilmistir.

3.2.5.2. Minimum inhibitor konsantrasyonunun belirlenmesi: Minimum
inhibitér  konsantrasyon (MIK), gece boyunca inkiibasyondan sonra bir
mikroorganizmanin goriiniir bilyiimesini tamamen engelleyen en diisiik bitki ekstrakt
konsantrasyonu olarak tamimlanmaktadir. MIK, Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitlisii (CLSI) tarifine uygun sekilde broth diliisyon yontemiyle belirlendi (56). Tiim
bakteri suslar triptik soy agar (OXOID, Tiirkiye) besiyeri tizerinde kiiltiirlendi, maya
hiicreleri ise Sabouraud dekstroz agar (OXOID, Tiirkiye) iizerinde kiiltiirlendi ve
35°C'de 24-48 saat aerobik olarak inkiibe edildi. Daha sonra bakteri kiiltiirleri steril
salin (%0,85 NaCl) iginde siispanse edildi ve 0,5 McFarland bulanikligina (1,5x108
cfu/mL) ayarlandi. U tabanli, 96 kuyucuklu mikroplaklara negatif kontroller (yalnizca
bitki ekstrakti igeren besiyeri), pozitif kontroller (yalnizca bakteri igeren besiyeri) ve
bitki ekstraktlar1 (5000-90 pg/mL) son inokulum konsantrasyonu 1x10° cfu/mL olacak
sekilde konulmustur. Mueller Hinton Broth (OXOID, Tiirkiye) ve RPMI 1640 (Thermo
Fischer Scientific, Tirkiye), sirasiyla bakteri ve maya hiicreleri igin bitki ekstrakt: seri
seyreltmelerinin hazirlanmasinda kullamldi. Inokiile edilen tiim plaklar 35°C'de 24-48

saat inkiibe edildi ve MIK degerleri saptanmustir.

3.2.6. MTT Sitotoksisite Testi

Bu calismada, ATCC’den (American Type Culture Collection) elde edilen NIH-
3T3 (fare embriyonik fibroblast), K562 (kronik myeloid ldsemi) ve Saos (insan
osteosarkoma)  hiicre  serileri  kullanilmigtir.  Bitki  ekstraktlarinin = farkli
konsantrasyonlarinin 3 giin uygulanmasi sonucunda hiicrelerde meydana gelen
sitotoksik etki, MTT yontemi kullanilarak belirlenmistir (57). MTT testi dogal ve
sentetik molekiillerin sitotoksiSitesini anlamada (ilk basamak tarama testi) yaygin

kullanilan hassas, ucuz ve giivenilir bir testtir. Bu amagla hazirlanan ekstraktlarin
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DMSO’da (10 mg/mL) stok ¢ozeltileri hazirlandiktan  sonra istenilen
konsantrasyonlarda (5000 - 2500 - 1250 - 625 - 312,5 - 156,25 ug/mL) medyum ile
seyreltilmis ve kullanilan hiicreler ile 3 giin %5 CO; inkiibatorde kiiltiir yapilmustir.
Siire sonunda 10 ul MTT (5 mg/mL) ilave edildikten 4 saat sonra formazan kristalleri
izopropil alkolde c¢oziilerek ELISA okuyucuda 570 nm’de pleytdeki kuyularin
absorbanslar1 Ol¢iilmiistiir. Her deney tii¢ kez tekrarlanmistir. Doz/cevap egrileri

hazirlanarak, bilesiklerin IK50’si hesaplandi.

3.2.7. Brine Shrimp Toksisite Testi

Tuzlu su karidesi Olimcilligii deneyi (BSLA), Mc Laughlin ve ark (58)
tarafindan tibbi tiirlerin bitki ozlerinin sitotoksik olup olmadigini belirlemek igin

gelistirilen bir yontemdir.

Tuzlu su karidesinin (Artemia sp., Artemiidae) yumurtalar1 36 saat tuzlu su (%]
NaCl) igeren bir kiiltiir kabinda inkiibe edildi. Nitrat, fosfat ve silikat igermeyen deniz
tuzu ve damitilmis sudan (35 g/L) 25°C'de sabit aydinlatma altinda hazirlanmustir.
Tuzlu su ¢ozeltisi, bir akvaryum hava pompasi ile inkiibasyon sirasinda siirekli olarak
havalandirildi. 48 saat sonra Artemia larvalari kiiltiir kabindan toplandi. Bitki
ekstraktlar1 stok ¢ozeltiden 0; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 ve 1000 (ug/mL) olacak
sekilde hazirlandi. 2 mm capinda uglu plastik bir pipet kullanilarak her siseye on tuzlu
su karides larvasi yerlestirilir. Larvalar, kabuklarinin altina hava hapsederek onlar
oldiirmekten kaginmak icin soliisyon yiizeyinin altina birakilir. Hayatta kalanlar 24 saat
sonra stereomikroskop altinda sayilir. Doz-6liim deneme sonuglar1 Polo-PC probit paket
programi yardimiyla analiz edilerek, LC50 degerleri belirlenmistir. Tiim deneyler, {i¢
kez yapildi. 249 pg/mL'nin altindaki LC50 degerleri yiiksek derecede toksik, 250-499
ng/mL orta toksik ve 500-1000 pg/mL hafif toksik olarak kabul edildi. 1000 pg/mL'nin
tizerindeki degerler toksik degil olarak kabul edildi (59).
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4. BULGULAR

4.1. ANTIOKSIDAN AKTiVITE SONUCLARI

4.1.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Yontemi

A. maritima bitkisinin DPPH yontemi ile yapilan antioksidan aktivite sonuglar
Tablo 4.1 ve Sekil 4.2°de ayrintili olarak verilmistir. DPPH analizine ait kalibrasyon
grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.

25 -
y =17,246x - 4,0199
2=
20 - R*>=0,9999

9

= 15
S
z
2

= 10 A
=

5 -

O T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Troloks Derigsim (mg/L)

Sekil 4.1: DPPH yo6ntemi icin kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.1: A. maritima bitkisinin farkli ekstraktlarinin DPPH y6ntemindeki antioksidan
aktiviteleri

Ekstrakt mg troloks es degeri/g ekstrakt + standart sapma
Etanol 601,41 +8,34
Hekzan 465,82 +£17,18
Kloroform 349,11 +1,63
Etil asetat 604,15 +£11,57
Butanol 541,49 £18,49
Su faz1 461,57 £0,68
700 -
600 - I I
& I
® 500 -
G I -
2
'; 400 A
)ao _
<=
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9
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>
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Sekil 4.2: A. maritima bitkisinin farkli ekstraktlarinin DPPH yontemindeki antioksidan
aktivite karsilagtirmasi
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4.1.2. ABTS Yontemi

A. maritima bitkisinin ABTS yontemi ile yapilan antioksidan aktivite sonuglari

Tablo 4.2 ve Sekil 4.4’de ayrintili olarak verilmistir. ABTS analizine ait kalibrasyon

grafigi Sekil 4.3‘de verilmistir.

D
o
)

a1
o
1

g 40 -
= y=11,457x - 1,6274
g, 30 - R2=10,9999
Z
2
S 20 1
10 -
O T T T T 1
0 2 3 4 5 6

Troloks Derisimi (mg/L)

Sekil 4.3: ABTS yontemi icin kalibrasyon grafigi

Tablo 4.2: A. maritima bitkisinin farkli ekstraktlarinin ABTS yontemindeki antioksidan

aktiviteleri

Ekstrakt mg troloks es degeri/g ekstrakt + standart sapma
Etanol 98,36 £1,35
Hekzan 14,73 +£0,62

Kloroform 125,23 £6,23

Etil asetat 347,65 +8,98
Butanol 24,72 £2 .98
Su faz1 131,37 £3,24
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Sekil 4.4: A. maritima bitkisinin farkli ekstraktlarinin ABTS yontemindeki antioksidan
aktivite karsilagtirmasi

4.1.3. FRAP Yontemi

A. maritima bitkisinin FRAP yontemi ile yapilan antioksidan aktivite sonuglari
Tablo 4.3 ve Sekil 4.6°da ayrintili olarak verilmistir. FRAP analizine ait kalibrasyon

grafigi Sekil 4.5 te verilmistir.

0,3 -

0,25 -

y =0,1589x + 0,0884

’1 7
015 R>=0,9999

Absorbans

0,1 -

0,05

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Troloks Derigimi (mg/L)

Sekil 4.5: FRAP yontemi i¢in kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.3: A. maritima bitkisinin farkli ekstraktlarinin FRAP yontemindeki antioksidan

aktiviteleri
Ekstrakt mg troloks es degeri/g ekstrakt + standart sapma
Etanol 74,70 £1,92
Hekzan 10,24 +5,93
Kloroform 128,31 £7,68
Etil asetat 486,31 £9,99
Butanol 19,50 £0,48
Su faz1 293,02 £2,00
600 -
500 -
kv, I
o
)
< 400 -
(@)
=
5
2 300 A -
&
9o
£ 200 A
o
D
I
€ 100 -
(
Y > & xS Y W
& o $ <
{é?* *23) S Yf; \SQY* %Q
N\% %

Sekil 4.6: A. maritima bitkisinin farkli ekstraktlarinin FRAP yontemindeki antioksidan

aktivite karsilastirmasi

4.2. FENOLIK BILESIKLERIN HPLC ILE MIKTAR TAYINI

A. maritima bitkisinden hazirlanan ekstraktlarda bulunan fenolik bilesikler

HPLC-DAD cihaz ile kalitatif ve kantitatif tayin edilmistir. Kromatografik tayinin

validasyon parametreleri (Tablo 4.4), 280 nm’de alinan ekstrakt kromatogramlari (Sekil

4.7-4.12) ve ckstraktta bulunan fenolik madde miktarlari (Tablo 4.5) ayrintili olarak
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verilmisgtir.

siralamasi Tablo 4.4’e gore yapilmustir.

Tablo 4.4: Standart fenolik bilesiklerin validasyon parametreleri

Siralama

10
11
12
13
14
15
16

Sekil 4.7-4.12’de verilen kromatogramlardaki

Fenolik Bilesikler

Kafeik asit

Rutin

p-kumarik asit
Ferulik asit
Rosmarinik asit
Resveratrol
Luteolin

Apigenin

Kamferol
Protokatekuik asit
Epigallokatesin gallat
Epikatesin gallat
Naringenin
Klorojenik asit
Kamferol-3-glikozit

Vanilik asit

Kalibrasyon Esitligi

y = 111,0825x - 8,8965
y =37,5017x - 4,9297
y =130,7578x + 11,8809
y = 107,5075x - 2,3255
y =50,4342x - 21,8842
y = 135,3697x - 24,0625
y =63,2430x - 1,2038
y = 138,6645x - 14,2679
y =78,3573x - 16,9318
y = 65,8074x + 5,7423
y = 15,5587x + 0,0902
y = 30,5643x + 6,1300
y =71,7026x + 11,1796
y = 47,2881x - 3,3150
y = 57,6594x + 3,9351
y = 74,4184x + 5,6058

23

standart fenoliklerin

Regresyon
katsayisi
(R

0,9982
0,9976
0,9997
0,9988
0,9982
0,9992
0,9997
0,9999
0,9983
0,9997
0,9988
0,9900
0,9987
0,9939
0,9998
0,9988
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Sekil 4.7: Etanol ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami (1: kafeik asit, 2: rutin, 3: p-
kumarik asit, 4: ferulik asit, 5: rosmarinik asit, 6: resveratrol, 7: luteolin, 8: apigenin, 9:
kamferol)
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Sekil 4.8: Hekzan ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami (3: p-kumarik asit, 4: ferulik
asit, 8: apigenin)
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Sekil 4.9: Kloroform ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami (3: p-kumarik asit, 4:
ferulik asit, 5: rosmarinik asit, 7: luteolin, 9: kamferol, 10: protokatekuik asit, 11:
epigallokatesin gallat, 12: epikatesin gallat, 13: naringenin, 14: klorojenik asit)
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Sekil 4.10: Etil asetat ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami (1: kafeik asit, 3: p-

kumarik asit, 4: ferulik asit, 5: rosmarinik asit, 6: resveratrol, 13: naringenin, 14:
klorojenik asit, 15: kamferol glikozit)
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Sekil 4.11: Butanol ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami (3: p-kumarik asit, 4:
ferulik asit, 14: klorojenik asit)
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Sekil 4.12: Su fazinin HPLC-DAD kromatogrami (1: kafeik asit, 2: rutin, 3: p-kumarik

asit, 4: ferulik asit, 6: resveratrol, 10: protokatekuik asit, 14: klorojenik asit, 16: vanilik
asit)
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Tablo 4.5: A. maritima ekstraktlarindaki fenolik madde miktarlart (mg/g ekstrakt)

Fenolik Bilesik Etanol Hekzan Kloroform

Protokatekuik asit te te 0,14 £0,02

Vanilik asit te te te

Epigallokatesin te te 13,45 +0,01

gallat

Epikatesin gallat te te 13,38 +£0,04

Naringenin te te 12,03 +£0,29

Klorojenik asit te te 0,15 40,01

Kafeik asit 0,79 te te
+0,01

p-kumarik asit 0,38 te 0,43 +£0,01
+0,01

Ferulik asit 5,05 0,14 1,39 £0,01
+0,01 +0,01

Rosmarinik asit 3,12 te 3,56 £0,01
+0,01

Resveratrol 0,34 te te
+0,01

Rutin 1,04 te te
+0,01

Kamferol-3- te 0,01 te

glikozit +0,01

Luteolin 1,29 te 2,76 £0,01
+0,02

Kamferol 0,42 te 1,04 +£0,01
+0,01

Apigenin 0,42 3,13 te
+0,01 +0,01

Ortalama + standart sapma, te: tespit edilemedi

27

Etil asetat

2,59 40,01
te

18,91
+0,19
te

9,24 +£0,02

5,45 40,33

1,61 £0,06
10,12
+0,06
47,97
+0,07
16,84

+0,08
1,81 £0,02

te
40,38
+0,01

te

te

te

Butanol

te
te

te

te

te
2,19 40,08

Te

0,01 +£0,01

0,17 +0,01

te

te

te

te

te

te

te

Su faz1

0,58 £0,02
0,38 0,01

te

te
te
8,19 £0,04

0,48 +0,01
5,51 £0,04
11,05
+0,01
te
0,20 £0,01
6,52 £0,05
te
te

te

te



4.3. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE SONUCLARI

Elde edilen farkli A. maritima ekstraktlarin farkl suslara kars1 tespit edilen MIK

degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6: A. maritima ekstraktlarinin farkli suslara karsi minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIK)

Mikroorganizmalar

Etanol
Hekzan
Kloroform

Etil Asetat

MIK pg/mL

Butanol

Su fazi

S. aureus

2500

19

2500

1250

1250

625

E. faecalis

2500

312

2500

78

39

625

E. coli P. aeruginosa
2500 2500
156 39
2500 2500
625 156
625 1250
625 625

4.4, MTT SITOTOKSISITE SONUCLARI

C. albicans

2500

<9

2500

<9

625

A. maritima’ nin ekstraktlarinin kullanilan hiicre hatlarinda tespit edilen 1K50

degerleri Tablo 4.7’de sunulmustur.

Tablo 4.7: A. maritima ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesi (IK50)

Ekstrakt

Etanol
Hekzan
Kloroform
Etil asetat
Butanol

Su faz1

NIH-3T3

1200
>2500

1900

1800
>2500
>2500

IK50 (ng/mL)

K562

240
750
210
470
820
700
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4.5. BRINE SHRIMP TOKSISITE SONUCLARI

Tuzlu su karidesi (Artemia sp., Artemiidae) iizerine hazirlanan ekstraktlarin
toksisite sonuglart LC50 (ug/mL) olarak Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8: Brine shrimp toksisite sonuglari

Ekstrakt LC50 (pg/mL) Toksisite Derecesi
Etanol 281 Orta Toksik
Hekzan 342 Orta Toksik
Kloroform 328 Orta Toksik
Etil asetat 2426 Toksik Degil
Butanol 1622 Toksik Degil
Su fazi 5703 Toksik Degil
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5. TARTISMA

Toplanan A. maritima bitkisinin ekstratlarinin antioksidan aktivite sonuglari
DPPH, ABTS ve FRAP gibi {i¢ farkli yontem ile belirlenmistir. DPPH yontemine gore
ekstraktlarin antioksidan aktivite sonuglar1 sirasiyla etil asetat> etanol> butanol>
hekzan> su> kloroform, ABTS ve FRAP yontemlerine gore etil asetat> su> kloroform>
etanol> butanol> hekzan seklinde bulunmustur. Genel olarak karsilastirildiginda
antioksidan aktivite sonuglarinda en etkili ekstrakt etil asetat ¢oziiciisiiyle elde edilen
ekstrakttir. DPPH yontemiyle bulunan antioksidan aktivite sonuclar1 literatiir ile
karsilastirildiginda; yapilan bir ¢alismada antioksidan aktivite degeri 132,55+0,026
ug/mL (38), bir diger ¢alismada 216-844 pug/mL arasinda (40), bir baska ¢alismada da
145,5-320 pg/mL (41) bulunmus olup, tez ¢calismamizdaki sonuglar (604,15-349,11 mg
troloks es degeri/g ekstrakt = 604,15-349,11 mg troloks es degeri/mL ekstrakt) bu
literatiir sonuclarindan daha yiiksek bulunmustur. DPPH ve ABTS yontemlerinin
sonuglar1 Diplotaxis virgata ve Achillea millefolium bitkisi {izerinde yapilan ¢alismaya
benzerlik gostermektedir (60, 61). DPPH, FRAP ve ABTS yontemleri farkli deneysel
ilke ve sartlara sahip antioksidan aktivite yontemleridir. Dogal {iriinlerden elde edilen
ekstraktlar kompleks bilesiklere sahip olabilmektedir. Bu nedenle kompleks bilesiklerin
farkli antioksidan aktivite reaksiyon yontemine karst farkli deneysel sartlarda
gosterecegi kimyasal reaksiyon yatkinligi da farkli olacaktir. Bu nedenle kompleks
bilesik igeren ekstraktlarin antioksidan aktivite tayinleri, farkli antioksidan aktivite

yontemleri ile yapilarak karsilastirilmalidir.

Bu calismada A. maritima bitkisinde bulunan fenolik maddeler HPLC-DAD
cihaz1 ile kantitatif olarak tayin edilmistir. HPLC-DAD analizleri sonucunda A.
maritima bitkisinde bulunan fenolik maddeler; kafeik asit, rutin, p-kumarik asit, ferulik
asit, rosmarinik asit, resveratrol, luteolin, apigenin, kamferol, protokatekuik asit,
epigallokatesin gallat, epikatesin gallat, naringenin, Klorojenik asit, kamferol-3-glikozit
ve vanilik asittir. A. maritima bitkisinin farkli ¢6ziicii ekstraklarinda bulunan fenolik
maddelerin miktarlar1 Tablo 4.5°de verilmistir. Protokatekuik asit kloroform, etil asetat
ve su fazinda; vanilik asit sadece su fazinda; epigallokatesin gallat kloroform ve etil
asetat fazinda; epikatesin gallat sadece kloroform fazinda, naringenin kloroform ve etil

asetat fazinda; klorojenik asit klorofom, etil asetat, butanol ve su fazinda; kafeik asit
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etanol, etil asetat ve su fazinda; p-kumarik asit hekzan disindaki fazlarda; ferulik asit
tim fazlarda; rosmarinik asit etanol, klorofom ve etil asetat fazinda; resveratrol etanol,
etil asetat ve su fazinda; rutin sadece etanol ve su fazinda; kamferol-3-glikozit hekzan
ve etil asetat fazinda; luteolin ve kamferol etanol ve klorofom fazinda; apigenin etanol
ve hekzan fazinda tayin edilmistir. Tayin edilen protokatekuik asit ve vanilik asit
hidroksibenzoik asit tiirevi; epigallokatesin gallat ve epikatesin gallat katesin tiirevi,
luteolin, naringenin, kamferol ve apigenin flavonoid tiirevi; klorojenik asit, kafeik asit,
p-kumarik asit, ferulic asit ve rosmarinik asit sinnamik asit tiirevi; rutin ve kamferol-3-

glikozit flavonoid glikoziti; resveratrol ise fitoaleksin tiirevi bilesiktir.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin analizi igin ilk basamagi ekstraksiyon
islemi olusturmaktadir. Yapilacak ekstraksiyon islemi bitki, fenolik bilesik ve analitik
yonteme  gore  degisim  gostermektedir.  Ekstraksiyon  Oncesi  bitkinin
ezilmesi/ogiitiilmesi/preslenmesi sonucu yiizey alani arttigi i¢in ekstraksiyon ¢oziicii ile
bitkinin daha ¢ok temas ettigi goriiliir. Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler en basitten
en karmasik yapiya gore farklilik gostermektedir. Bunun disinda fenolik bilesiklerin
protein, karbohidrat gibi yapilarla olusturduklar1 kompleksleri de bulunmaktadir. Bu
nedenle farkli ¢oziicii ekstraktlari farkli simif ¢oziiniirliige sahip fenolik bilesikleri
igerebilmektedir. Dogal iiriinlerde bulunan fenolik bilesiklerin ¢oziintirliigii fenoliklerin
polimerizasyon derecesine, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin polaritesine ve diger bilesiklerle
olan kimyasal etkilesimine gore degisir. Bu ¢alismada A. maritima bitkisinden
hazirlanan farkli polaritedeki ¢6ziicii ekstraktlariin farkli sinif fenolik bilesik icermesi
beklenen bir durumdur. Bu nedenle dogal {irlinlerde fenolik maddelerin tayinlerinde
farklt polaritedeki ¢oziiciilerinin kullanilmas1 6nemlidir. A. maritima bitkisinden
hazirlanan farkli polaritedeki ¢oziicii ekstraktlarina bakildiginda ferulik asit tiim
ekstraktlarda bulunmaktadir. Tayin edilen fenolik maddeler icin de en fazla ferulik asit
47,97 £0,07 mg/g ekstrakt olarak etil asetat fazinda bulunmaktadir. Antioksidan aktivite
sonuglarinda en yiiksek etil asetat ekstrakti bulunmus olup, fenolik madde miktar
agisindan da en fazla fenolik madde etil asetat ekstraktinda HPLC-DAD cihaz1 ile
belirlenmistir. Bu nedenle spektroskopik (antioksidan aktivite sonuglar1) ve
kromatografik sonuglarin birbirini tamamladigi goriilmektedir. Benzer sekilde
literatiirde yapilan bir ¢caligmada da toplam antioksidan aktivite ve HPLC-DAD cihazi
ile yapilan fenolik madde miktar1 en fazla etanol ve etil asetat ekstraktlarinda

belirlenmistir (35). Protokatekuik asit, epigallokatesin gallat, kafeik asit, p-kumarik asit,
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ferulik asit, rosmarinik asit, resveratrol ve kamferol-3-glikozit en fazla etil asetat
ekstraktinda tayin edilmistir. Ayrica literatiirde yapilan ¢alismada Achillea phrygia’da
yiiksek miktarda klorojenik asit, sinapik asit, rutin, kuersetin, luteolin ve apigenin
igerdigi belirlenmistir (2). Aym literatiirde de klorojenk asit ve tiirevlerinin Achillea
tirlerinde de major temel fenolik madde oldugu belirtilmistir. Buna gore
buldugumuz sonuglar literatiir ile uyumludur. Ayrica HPLC-DAD cihaz1 ile
buldugumuz fenolik madde miktarlar ilgili literatiirden daha yiiksek bulunmustur.
Bu da uyguladigimiz ekstraksiyon yonteminin daha verimli olarak fenolik maddeleri

ekstrakte etmek i¢in daha avantajli oldugu sonucuna ulasmamizi saglamaktadir.

A. maritima ekstraktlarmin farkli mikroorganizmalara kars1t MIK degerleri Tablo
4.6’da sunulmustur. Etanol ve Kloroform fazlar1 bakteri ve mayaya kars1 benzer etki
gostermistir (MIK 2500 pg/mL). Hekzan faz1 S. aureus (MIK 19 pg/mL) ve E.
fecalis (MIK 39 pg/mL) gibi Gram pozitif bakterilere ve P. aeruginosa bakterilerine
kars1 (MIK 156 pg/mL) digerlerinden daha fazla etkili bulunmustur. Etil asetat faz
ise her bakteriye 6zgii etkili bulunmustur. Butanol fazi ise, Gram pozitiflere goére
(MIK 1250 pg/mL) Gram negatif gomak bakterilere karsi (MIK 625 pug/mL ve 39
pg/mL) daha etkili bulunmustur. Su fazi ise tiim suslara kars: stabil bir MiK (625
pg/mL) degerine sahip olmustur.

MTT testi ekstraktlarin hem K562 ve Saos hiicre hatlar1 iizerindeki
antiproliferatif etkilerini belirlemek, hem de saglikli hiicreler iizerindeki toksisiteyi
kontrol etmek i¢in kullanildi. A. maritima ekstraktlarinin hiicre hatlarina kars1 1K50
degerleri Tablo 4.7°de verilmistir. K562 ve Saos hiicrelerine karsi etanol ve kloroform
fazlar ekstraktlar arasinda gii¢lii sitotoksik etki gostermistir (sirasiyla 240, 280 ve
210, 240 pg/mL). Etil asetat faz1 ise diger iki ekstrakta gore az olsada yine giiglii
aktivite gostermistir (470, 360 ng/mL). Hekzan, su ve butanol fazlari daha az etki
gostermistir. NIH-3T3 hiicresine karsi ise sirasiyla etanol> etil asetat> kloroform
fazlarinin gosterdigi aktivite diisiiktiir. Hekzan, butanol ve su fazlari sitotoksisite
(IK50> 2,5 mg/mL) sergilememistir. Ekstraktlarin K562 ve Saos hiicre hatlarinda
farkl1 seviyede sitotoksisite gosterdigi, ekstraktlarin ¢ogu saglikli hiicreler iizerinde

toksik olmadigi tespit edilmistir.

Tuzlu su Kkaridesi toksisite ¢alismalar1 tibbi tiirlerin bitki ekstraktlarinin

sitotoksik olup olmadigini belirlemek i¢in uygulanan bir yontemdir. Tez kapsaminda
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yapilan caligmada her bir ekstrakttan 5-60 pL hacimlerde kullanilmigtir. Tablo
8’deki sonuglara bakildiginda etil asetat, butanol ve su fazinda negatif gruba gore
canlilik sayisinin ¢ok degismedigi goriilmektedir. Buna gore A. maritima bitkisinden
hazirlanan etil asetat, butanol ve su fazi ekstraktlarinin tuzlu su karidesi iizerinde
sitotoksik etkisi gbzlenmemistir. Ancak etanol, hekzan ve kloroform ekstraktlarinin 20
uL hacimlerde tuzlu su karidesi iizerinde sitotoksik etkisi goriilmiistiir. Bu calismaya
gore A. maritima bitkisinin sitotoksik agidan en uygun ekstrakti etil asetat, butanol ve su

faz1 ekstraktlaridir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Achillea tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalar, bu cinse ait tiirlerin ¢cok sayida
biyolojik etkisinin oldugunu géstermektedir. Ulkemizde iizerinde fazla ¢alismalarin
yogunlastig1 Achillea tiirleri ise A. millefolium, A. biebersteinii, A. santolina, A.
falcata ve A. nobilis’tir. Bu ¢alisma Achillea cinsine ait olup iilkemizde dogal olarak
yayilis gosteren ve bir¢ok yonii arastirilmamisg A. maritima’nin farkli ekstraktlarinin
(etanol, hekzan, kloroform, etil asetat, butanol, su fazi) biyolojik aktivitelerini
(antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik) incelemek ve icerdigi bilesikleri HPLC-

DAD cihaz ile analiz etmek amaciyla yapilmistir.

A. maritima tiirintin farkli ¢oziicliler kullanarak elde edilen ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu bulunmustur. Fenolik madde igeriginin de
zengin oldugu goriilmiistiir. Ayrica farkli polaritedeki ekstrakt fazlari, secilen
mikroorganizma ve hiicre hatlarina kars1 etkili bulunmustur. Bu da antimikrobiyal ve
kanser calismalar1 igin potansiyel ilag kaynagi olabilecegini gostermektedir. ilag
direnci gelisimi nedeniyle, biiylik halk sagligi sorunu olan suslara karsi yiiksek
aktivite 6zellikle 6nemlidir. Tuzlu su karidesi toksisite calismalarina gore bitkiye ait

daha uygun veya giivenli ¢6ziicii fazlar: tespit edilmistir.

Bu c¢alismada A. maritima ekstraktlarinin  umut verici antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri, in vivo ve klinik kosullar altinda daha fazla
arastirtlmalidir. Ayrica, tespit edilen fenolik bilesiklerin haricinde bu tiirde bulunan
diger bilesiklerin saflagtirilip yapisinin aydinlatilmas: faydali olacaktir. Farkh
farmakolojik O6zellikleri belirlemek ve ayrica bu tiiriin ekstrakt ve bilesiklerinin
cesitli etki mekanizmalarini netlestirmek i¢in farkli mikroorganizma ve hiicreler

lizerinde calismalar gereklidir.
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