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Amacg: Bu ¢alismanin amaci, P. chamaepeuce (L.) Less. (Asteraceae)’nin toprakiistii kisimlarindan
hazirlanan n-hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin
arastirtlmasidur.

Gere¢ ve Yontem: Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, standart bakteri kokenleri (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis ve Streptococcus pneumoniae) ve mantar kokenleri (Candida albicans ve C. parapsilosis) iizerinde
mikrodiliisyon metodu ile arastirimis ve minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri belirlenmistir.
Ekstrelerin sitotoksik aktivitesi, WST-1 reaktifi kullanilarak hiicre proliferasyon analiz yontemi ile HeLa, U20S,
PC3, MCF-7 ve 4549 olmak iizere farkli kanser hiicre hatlar tizerinde incelenmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Bitkiden elde edilen n-hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin MIK degerlerinin
S. aureus, E. faecalis ve B. subtilis’e karsi 250-1000 ug/mL konsantrasyon araliginda oldugu saptanmuistir. n-
hekzan ve kloroform ekstrelerinin tiim kanser hiicre hatlarinda ise degisen diizeyde sitotoksik aktiviteye sahip
olduklart belirlenmistir (ICso: 21.0-67.1 ug/mL).
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the antimicrobial and cytotoxic activities of n-hexane
chloroform and methanol extracts prepared from the aerial parts of P. chamaepeuce (L.) Less. (Asteraceae).

Material and Method: The antimicrobial activities of the extracts on standard bacterial strains
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis and Streptococcus pneumoniae) and fungal strains (Candida albicans and C.
parapsilosis) were examined by microdilution method and minimum inhibitory concentration (MIC) values
were determined. The cytotoxic activity of the extracts was investigated by cell proliferation assay using WST-
1 reagent on various cancer cell lines including HeLa, U20S, PC3, MCF-7, and A549 cancer cell lines.

Result and Discussion: The MIC values of n-hexane, chloroform and methanol extracts were between
250-1000 ug/mL against S. aureus, E. faecalis and B. subtilis. n-hexane and chloroform extracts had varying
levels of cytotoxic activity in all tested cancer cell lines (ICso: 21.0-67.1 ug/mL).

Keywords: Antimicrobial activity, cytotoxicity, Ptilostemon chamaepeuce

GIRIS

Ptilostemon Cass. (Asteraceae) cinsi, diinyada 15 tiir ile, Tiirkiye florasinda da ikisi endemik
olmak tizere 6 taksonla temsil edilmektedir. P. chamaepeuce (L.) Less. (Sect. Ptilostemon), Kirim
Yarimadasi’nda ve Tiirkiye’nin Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nden, Iber Yarimadasi ve Fas’a
kadar uzanan Akdeniz havzasinda dogal yayilis gdsteren, mor ¢icekli, ¢ali seklinde ¢ok yillik bir takson

olup iilkemizde halk arasinda bozlanotu adi ile bilinmektedir [1,2]

P. chamaepeuce var. cyprius’un, Kibris’ta halk arasinda kas ve iskelet sistemi ile ilgili
rahatsizliklarda, P. casabonae’nin ise Sardunya Adasi’nda barsak spazmlarini gidermede kullanildigi,
ayrica haslanmis taze ¢icek ve filizlerinin gida olarak tiiketildigi kayithdir [3,4]. Cesitli Ptilostemon
tirleri lizerinde yapilan fitokimyasal caligmalar, P. afer, P. diacanthum [5], P. gnaphaloides [6], P.
greuteri [7], P. niveus [8] ve P. strictus’tan [9] guayanolit tip seskiterpenler; P. greuteri, P. afer, P.
diacanthum [5] ve P. strictus’tan [9] asetilenik bilesikler, lignanlar ve triterpenlerin izolasyonu ile
sonuglanmistir [6-8]. Bir baska ¢alismada P. casabonae’nin fenolik bilesik igerikleri belirlenmistir [10].
Ucucu yag calismalart incelendiginde ise P. gnaphaloides [11] ve P. greuteri’de o-kadinen [7], P.
gnaphaloides subsp. pseudofruticosus’ta ise germakren D’nin [3] ana bilesenler oldugu goériilmektedir.
Tiirkiye’de yayilig gosteren endemik P. afer subsp. eburneus’un meyvelerinin, total fenolik ve flavonoit

icerikleri belirlenmis, ana yag asidi bileseninin linoleik asit oldugu saptanmustir (%58.52+0.10) [12].

Ptilostemon taksonlar1 tizerinde yapilan biyoaktivite ¢alismalar1 ile P. casabonae’nin
antienflamatuvar [13], P. afer’in antitimoral ve antimikrobiyal [14], P. afer subsp. eburneus’un

antioksidan [12] ve P. hispanicus’un sitotoksik [15] etkileri incelenmistir.

Literatiirde P. chamaepeuce iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligsmalar sinirli olup, koklerinden 2
bisabolen tipte seskiterpen (ptilostemonol ve ptilostemonal) [16], toprakiisti kisimlarindan ise

guayanolit tip bir seskiterpen (dezagilsinaropikrin) ve sitosterol--D-glukozit [17] izole edilmistir.



696 Demir vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(3): 694-702, 2022

Ayrica gergeklestirdigimiz literatiir taramalar1 kapsaminda P. chamaepeuce’nin biyoaktivitesi ile ilgili
tek veriye rastlanmistir; Girit Adasi’nda yayilis gdsteren bitkinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
diklorometan, metanol ve su ekstrelerinde 100 ug/mL dozda antileismanyal etki, 47.6 ug/ mL dozda ise
antimalaryal etki gbzlenmemistir. Vero hiicreleri ile gergeklestirilen denemelerde de 47.6 ug/ mL doza

kadar herhangi bir sitotoksik etki saptanmadig1 rapor edilmistir [18].

Bu caligmada, Tirkiye’de yayilis gosteren P. chamaepeuce’nin toprak {istii kisimlarindan
hazirlanan n-hekzan, kloroform ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi, mikrodiliisyon
metodu ile arastirilmustir. Ekstrelerin sitotoksik aktivitesi ise WST-1 [2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum] reaktifi kullanilarak hiicre proliferasyon analiz yontemi ile HelLa,

U20S, PC3, MCF-7 ve A549 olmak tizere cesitli kanser hiicre hatlar1 tizerinde incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Bitkisel materyal

P. chamaepeuce bitkisinin toprak iistii kisimlar1 Haziran 2013’te ¢igeklenme doneminde, Mugla,
Marmaris, I¢gmeler mevkiinden toplanmustir. Bitkinin teshisi yapilarak, herbaryum o6rnegi Ege

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na kaydedilmistir (IZEF-6045).
Ekstraksiyon

Golgede kurutulup mekanik olarak 6giitiilen bitki (266 g) iizerine 3 tekrarli olmak {izere sirasiyla
3’er L n-hekzan, kloroform ve metanol ilave edilerek 15 dk ultrasonik su banyosunda, 24 saat 100 rpm
calkalayicida tutulmus ve tekrar 15 dk ultrasonik su banyosunda tutularak filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Stiziilen ekstreler ayri ayri, 40 C°’de vakum altinda evaporator ile yogunlastirilmig ve vial igerisine
almarak vakum konsantrator sisteminde kuruluga kadar ugurulmustur. Hazirlanan ekstreler -20 C°’de

muhafaza edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite tayini

Antimikrobiyal aktivite caligmalarinda Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonu (ATCC) ve Refik
Saydam Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK) standart bakteri ve mantar kokenleri kullanilmigtir
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enterica RSKK 04059, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis
RSKK 02021, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Candida albicans ATCC 90028 ve Candida
parapsilosis ATCC 22019). Bakteriyel kokenler Mueller-Hinton agarda (Merck) 37°C’de 24 saat,
Candida kokenleri Sabouraud dekstroz agarda (Oxoid) 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek
canlandirilmistir. Taze koloniler serum fizyolojik ile siispanse edilmis ve siispansiyonlar dansitometre

cihaz1 (McFarland Densitometer, DEN-1 BIOSAN) ile 0.5 McFarland’a ayarlanmistir. 96°lik mikroplak
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kuyucuklarma bakteri kokenleri i¢in 50 pl Mueller-Hinton broth (MHB) ve Candida kdkenleri igin 50
ul 3-morfolinopropan-1-sulfonik asit (MOPS) ile tamponlanmis Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) (Sigma) besiyeri ilave edilmistir. Her bir koken i¢in ilk kuyucuklara 50 pl olmak tizere, ekstre
cozeltisi ilave edilerek seri diliisyonlar1 yapilmistir. Kontrol amaciyla, %25 DMSO, antibakteriyel ajan
olarak ampisilin ve antifungal ajan olarak flukonazol kullanilmistir. Son olarak tiim kuyucuklara 1/100
oraninda diliie edilmis olan mikrobiyal siispansiyonlardan 50 pl ilave edilmistir. 37°C’de bakteriyel
kokenlerin 24 saat ve Candida kdkenlerinin 48 saat inkiibasyonunun ardindan, gbzle goriilebilen
{iremenin 6nlendigi en diisiik konsantrasyon minimum inhibitér konsantraston (MIK) degeri olarak

kabul edilmistir [19].
Hiicre kiiltiirii calismalari ve sitotoksik aktivite tayini

Ekstrelerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla WST-1 (Roche) reaktifi kullanilarak
iiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak hiicre canlilik testi yapilmistir. Calismalarda ATCC
bankasindan temin edilen hiicre hatlar1 kullanilmistir. Kanser hiicre hatt1 olarak insan epitelyal serviks
adenokarsinoma (HeLa), insan epitelyal kemik osteosarkoma (U20S), insan metastatik epitelyal prostat
adenokarsinoma (PC3), insan epitelyal meme adenokarsinoma (MCF-7) ve insan epitelyal akciger
karsinoma (A549) hiicre hatlar1 kullanilirken saglikli hiicre hatt1 olarak Afrika yesil maymunu bobrek
(Vero) hiicre hatt1 kullanilmigtir. Ttim hiicre hatlar1 37°C ‘de %5 COz igeren kiiltiir kosullarinda, %10
fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) ve 2mM L-glutamin iceren DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) besi ortami igerisinde biyiitiilmiistiir [20].

Sitotoksisite ¢aligmalarinda her bir hiicre grubu i¢in kuyucuk basina 5000 hiicre olacak sekilde
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekim gergeklestirilmistir. 24 saat sonra P. chamaepeuce bitkisinden
elde edilen ekstreler hiicrelere 6 farkli dozda (200, 100, 50, 25, 10 ve 2 pg/mL) ve 3 tekrar seklinde
uygulanmigtir. Kontrol uygulamasi olarak hiicrelere es hacimde ¢dzgen uygulanmistir. Takiben gegen
48 saatin sonunda ekstrelerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla WST-1
¢Ozeltisi uygulanarak 440nm’de birer saat arayla mikroplaka okuyucuda (Molecular Devices VersaMax
Tunable Multiplate Reader) spektrofotometrik olarak 6lgtim alinmustir. Ekstrelerin hiicreler tizerindeki
ICso degerlerinin hesaplanmasi amaciyla Graphpad Prism 5.0 programi kullanilmis olup non-lineer

regresyon analizi yapilarak hesaplamalar gergeklestirilmistir [20, 21].

SONUC VE TARTISMA

P. chamaepeuce toprak {istii kistmlarindan elde edilen ekstre miktarlar1 ve kuru drog miktarina

gore % verimleri Tablo 1’de sunulmustur. En yiiksek verim metanol ekstresinde elde edilmistir (% 7.84).
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P. chamaepeuce’nin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri
mikrodilisyon metodu ile incelendiginde, n-hekzan ekstresinin S. aureus’a karsi ve kloroform
ekstresinin B. subtilis’a kars1 MIK degerlerinin 250 pg/mL oldugu belirlenmistir (Tablo 2). Diger
mikroorganizmalara kars1 ekstrelerin 1000 pg/mL ve alt1 konsatrasyonlarinda antibakteriyel/antifungal
aktivitesi saptanamamistir. DMSO’nun calisilan konsantrasyonlarda bakteri ve mantarlarin tiremelerine
etki etmedigi, ayrica ampisilin ve flukonazoliin MIK degerlerinin CLSI kriterlerine gore istenen sinir
degerler icinde oldugu saptanmistir. Bakteri ve mantar kokenleri lizerinde antimikrobiyal etkiler
degerlendirildiginde, ekstrelerin Gram-negatif bakteri kokenlerine ve maya kokenlerine kiyasla, Gram-
pozitif bakteri kokenlerine karsi daha etkili olduklari ve MIK degerlerinin 250-1000 pg/mL

konsantrasyon araliginda oldugu belirlenmistir.

Tablo 1. P. chamaepeuce toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstre miktarlari ve % verimleri

Ekstre Miktar % Verim
n-hekzan 9.46 ¢ %3.55
Kloroform 7.88¢ %2.96
Metanol 20.85¢g % 7.84

Tablo 2. P. chamaepeuce ekstrelerinde mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen MIK degerleri (ng/mL)

n-hekzan Kloroform Metanol Ampisilin
S. aureus 250 1000 500 0.48
B. subtilis 250 250 500 TE
E. faecalis 1000 1000 500 TE

TE: test edilmedi

Ekstrelerin sitotoksik aktivitesi ise HeLLa, U20S, PC3, MCF-7 ve A549 kanser hiicre hatlarinda
hiicre proliferasyon yontemi ile arastirilmis, en yiiksek sitotoksik aktivitenin PC3 ve U20S hiicre hatlar
iizerinde kloroform ekstresine ait oldugu belirlenmistir (ICso: 21.00+£1.10 ve 24.80+1.26 pg/mL,
sirastyla) (Tablo 3). Ancak ayni ekstrenin saglikli hiicre hatti olarak kullanilan Vero’da ICso degeri
18.85+1.11 pg/mL olarak saptanmistir. Diger yandan metanol ekstresinde herhangi bir sitotoksik etkiye

rastlanmamustir.

Tablo 3. P. chamaepeuce ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu elde edilen
ICs50£SS degerleri (ug/ml).

HeLA U20S PC3 MCF-7 A549 Vero
n-hekzan 39.68+1.07 | 31.56+1.12 | 40.38+1.22 | 41.40+1.11 | 67.10+1.10 | 24.20+1.75
Kloroform | 33.87+1.31 | 24.80+1.26 | 21.00+1.10 | 44.80+1.16 | 39.58+1.34 | 18.85+1.11
Metanol - - - - - -

- © Aktivite saptanmamigtir
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Tiirkiye’de yayilis gosteren P. afer’den hazirlanan su, etanol ve metanol ekstreleri,
Staphylococcus epidermidis, S. pyogenes, Klebsiella pneumonia ve Enterobacter cloacae’ye karsi
inaktif bulunmustur [14]. Bir bagka ¢alismada, P. afer’den elde edilen su ekstresinin balik patojeni olan
Lactococcus garvieae tlizerindeki antibakteriyal etkisi disk difiizyon metodu ile incelenmis ancak etkili
bulunmadig1 belirtilmigtir (10.1 mm+ 0.29) [22]. ispanya’da yayilis gosteren P. hispanicus’un
toprakiistii kisimlarindan hazirlanan ekstrenin sitotoksik aktivitesi, A549 ve MRC-5 (insan akciger
normal hiicresi) hiicre hatlar1 izerinde incelenerek ICso degerleri belirlenmistir (sirasiyla, 276.6£13.6 ve
285.7+£15.8 pg/mL) [15]. Tirkiye’de yayilis gosteren P. afer’den hazirlanan su, etanol ve metanol
ekstrelerinin, patates disk tiimdr indiiksiyonu modelinde diisiik antitimoral aktivite gosterdigi

saptanmustir (timor inhibisyon oranlari sirasiyla, % 44.4, 61.1 ve 58.3) [14].

Ozellikle Asteraceae familyasinda yaygin bir sekonder metabolit grubu olan seskiterpenler,
kanser tedavisinde genis bir terapotik potansiyele sahip molekiillerdir. Yapilan ¢calismalarla, seskiterpen
tiirevi molekiillerin ¢esitli kanser tiirlerine karst aktiviteleri, preklinik ve klinik ¢alismalarla ortaya
konmaktadir [23]. P. chamapeuce’den daha once izole edilmis olan dezagilsinaropikrinin A549, SK-
OV-3 (insan ovaryum adenokarsinoma), SK-MEL-2 (insan cilt malign melanom), XF498 (insan
merkezi sinir sistemi solid timori) ve HCT15 (insan kolorektal adenokarsinoma) kanser hiicre
hatlarinda sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmustir (EDso: 13.29, 11.93, 3.62, 3.91ve 6.03 ug/mL,
sirastyla) [24].

Sonuglarimiz P. chamaepeuce nin toprakiistii kisimlarindan ¢esitli ekstraksiyon yontemleri ile
elde edilen ekstrelerin S. aureus ve B. subtilis tizerinde diisiikk antibakteriyel aktivite sergiledigini,
ozellikle kloroform ekstrelerinin PC3 ve U20S kanser hiicre hatlar1 iizerinde yiiksek sitotoksik
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica Fokialakis ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen
calismadaki sonuglara benzer sekilde P. chamaepeuce nin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstresinin Vero hiicreleri ile birlikte test edilen kanser hiicre hatlar tizerinde herhangi bir sitotoksik

etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir [18].

Gergeklestirdigimiz literatiir aragtrmasina goére, bu c¢aligma Tirkiye’de dogal yayilis gosteren P.
chamaepeuce tizerinde gergeklestirilen ilk biyoaktivite taramasidir. Elde edilen veriler dogrultusunda, P.
chamaepeuce nin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerde, sitotoksik aktiviteden sorumlu sekonder

metabolitlerin karakterizasyonuna yonelik fitokimyasal arastirmalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu makale i¢in gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catigmasi olmadigimi beyan

ederler.

ETIiK KURUL ONAYI

Yazarlar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.
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