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ALCHEMILIA MOLLIS (BUSER) ROTHM. BiTKiSi UZERINDE
FARMAKOGNOZIiK ARASTIRMALAR
Selen ERTURK
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Anabilim Dal Yiiksek Lisans Program
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2013
Damsman: Prof.Dr. Miiberra KOSAR

OZET

Bu tez kapsaminda Rosaceae familyasina dahil olan Alchemilla mollis (Buser) Rothm. bitkisinin
toprak {istii kistmlarindan elde edilen farkli polaritelerdeki ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri
ve kimyasal bilesimleri incelenmistir. Soxhlet ekstraksiyonu ile hekzan, etilasetat, metanol ve
butanol ekstreleri geri ¢eviren sogutucuda su ekstresi, calkalayici su banyosunda 3 giin boyunca
% 70’lik metanolle muamele edilerek %70’lik metanol ekstresi hazirlandi. Ekstrelerin
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla 1,1-difenil-2-pikrihidrazil (DPPH®) radikali ve
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS™) radikali siipiiriicii etkileri, /-
karoten-linoleik asit birlikte oksidasyonu ve lipid peroksidasyonunu inhibe edici etkileri
incelenmistir. Ekstrelerin indirgenme kapasiteleri ile spektrofotometrik (toplam fenol, toplam
flavonoit, toplam flavonol) ve kromatografik (YBSK) olarak komposizyonlar1 da belirlenmistir.
Bitkinin toplam ve asitte erimeyen kiil miktar tayini ile su miktar tayini yapilmistir. Anatomik
caligsmalarda yapragin kisimlarindan yiizeysel ve enine kesitler, pedisel ve govdeden ise enine
kesitler alinarak incelenmis; 151k ve elektron mikroskobu ile fotograflar1 ¢ekilmistir. Ayrica bu
tiiriin ¢icek morfolojisi de detayli bir sekilde caligilmustir.

Anahtar Kelimeler: Alchemilla mollis, Antioksidan aktivite, YBSK, Anatomi, Cicek

morfolojisi.
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PHARMAKOGNOSIC RESEARCHS ON ALCHEMILLA MOLLIS (BUSER) ROTHM.
Selen ERTURK
Erciyes University, Graduate Institute of Health Science
Department of Pharmacognosy
MS Thesis, January 2013
Adyvisor: Prof.Dr. Miiberra KOSAR

ABSTRACT

The antioxidant activity and chemical composition of Alchemilla mollis (Buser) Rothm. belongs
to the family Rosaceae were investigated. Hexane, ethyl acetate, methanol and butanol extracts
were prepared by Soxhlet extraction. In addition, water extracts were prepared with reflux and
%70 methanol extract were prepared by three days maceration and than analysed. Antioxidant
activity of the extracts were determined using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH®) and 2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6- sulphonic acid) (ABTS™) radical scavenging activity, S-
carotene-linoleic acid co-oxidation assay and lipid peroxidation assay. In addition, the reduction
power and chemical composition of extracts were analysed by spectrophotometric (total phenol,
total flavonoids, total flavonols) and chromatographic (HPLC) techniques. The total and
insoluble hydrochloric acid ash values and water amount of plant. In anatomical studies,
microscopic views of the sections from the leaves (transverse and surface),pedicel and stem
(transverse) of this species were examined and photographed by light microscopy (LM) and
scanning electron microscopy (SEM). In addition, flower morphology of this species has been
examined and described in detail.

Keywords: Alchemilla mollis, Antioxidant activities, HPLC, Anatomy, Flower morphology.
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1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye, florasindaki yaklasik 11.000 bitki tiirii ile diinyanin en zengin floraya sahip
iilkkelerindendir (1, 2). Ulkemiz florasinin zenginliginin temelinde, degisik iklim
tiplerinin varhigi, cografik durumu, jeolojik yapisi, topografik 6zellikleri, cesitli toprak
gruplarina sahip olmasi ve iic degisik fitocografik (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve

Akdeniz bitki cografyasi) bolgenin birlestigi yerde bulunmasi sayilabilir (1).

Ulkemizde Alchemilla L. cinsi, otsu ve odunsu bitkilerin bulundugu dikotiledonlarin
biiylik ve onemli bir familyas1 olan Rosaceae familyasina dahildir (1). Taksonomik
acidan oldukga kritik ve zor bir grup olan Alchemilla cinsi baslica holoartrik bolgede
yayilis gostermektedir ve 1000°den fazla tiirden meydana gelmektedir. Tiirkiye
Florasi’nda 50 tiir ile temsil edilen bu cinsin tiir sayis1 son yillarda siirdiiriilen genis
kapsamli calismalar ile 78’e ulagmistir. Bunlarin bircogu 6zellikle Tiirkiye nin

Kuzeydogu Anadolu bolgesinde yayilis gostermektedir (3).

Diinya Saglik Teskilat1 (WHO) 91 iilkenin farmokopelerine ve tibbi bitkileri iizerine
yapilmis olan bazi yayinlarima dayanarak hazirladigi bir raporda kullanilan tibbi
bitkilerin toplam miktarmin 20.000 civarinda oldugunu tespit etmistir. Tiim diinya
tilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de tibb1 acidan 6nemli olan bitkiler, yiizyillardan
beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir (4). Ulkemizde

bulunan bitki tiirlerinin yaklasik 1000 kadar: tibbi 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadir
(5).



Alchemilla tiirleri Avrupa’da tibbi amaclarla cesitli sekillerde kullanilirken iilkemizde
halk arasinda pek taninmayan ancak Anadolu’da yetisen bitki tiirleridir. “Y1ildiz nisan1”
veya “Findik otu” olarak bilinen A. pseudocartalinica Juz. yapraklari ile “Aslan ayag1”
olarak bilinen A. arvensis (L.) Scop. kok ve yapraklar1 kabiz etkili, kuvvet verici ve
idrar artiric1 olarak kullanilmaktadir (5). Yine Avrupa’nin bir¢cok bolgesinde siklikla
yetisen A. vulgaris L. bitkisi toprak iistii kistmlarinin halk arasinda diiiretik, astrenjan,
antispazmodik, yara iyilestirici, konvulsif hastaliklarin tedavisinde ve asiri

menstiirasyonda kiir olarak kullanim1 oldugu kaydedilmistir (6).

Son yillarda giderek artan kanser ve kalp hastaliklarinin da icinde bulundugu kronik
hastaliklara yakalanma riskini azaltan bilesikler olarak siklikla adindan bahsedilen
antioksidanlar, sagligimizin korumasi icin faydali maddelerdir. Bitkiler flavonoitler,
antosiyaninler, vitaminler ve endojen metabolitler gibi cok cesitli fenolik niiveye sahip
ve antioksidan Ozellikleri olan maddeleri igerirler (7). Alchemilla L. tiirleri iizerine
yapilan aktivite calismalar1 Ozellikle Avrupa’da yaygin olarak yetisen ve “Lady’s
Mantle” adiyla bilinen A. vulgaris iizerine yogunlagmistir. Bitkinin sahip oldugu
farmakolojik 6zelliklerinin baslica icerdigi polifenollerden kaynaklandigi belirtilmistir.
Bu bitki, tanenleri (elajik ve gallik asit) ve flavonoitleri (kersetin, luteolin ve
proantosiyanidinler) igerir (8). Astrenjan ve antienflamatuvar ozellikleri iyi bilinen A.
xanthochlora Rothm. tiirliniin polifenolik bilesimi ayrintili bir sekilde arastirilmig ve

bitkinin yiiksek oranda kondense tanenleri i¢cerdigi saptanmustir (9).

Alchemilla tiirlerinin Tiirkiye’de genel olarak halk arasinda tibbi amach kullanimina
rastlanmamistir. Bunun yani sira iilkemizde yaygin bir sekilde yayilis gosteren bu cinsin
tiirleri iizerine yapilan taksonomik ¢aligmalar halen devam ederken Tiirkiye’de yayilis
gosteren bazi yaygin tiirlerin antioksidan aktiviteleri ve kompozisyon analizlerinin
yapildigi da bilinmektedir (3). A. mollis bitkisi ise genellikle Tiirkiye’nin Kuzey
Anadolu Bolgesi’'nde yayilis gosteren alpin bir bitki olup, halk arasinda kullanimu ile
ilgili onemli bir bilgiye rastlanmamustir. Flavonoit bilesiklerinin tayin edildigi bir
calismada A. mollis’in Kersitrin, viteksin, rutin, orientin ve izokersetin gibi bilesiklere
sahip oldugu yiiksek basingl sivi kromatografisi (YBSK) ve ince tabaka kromatografisi
(ITK) ile tespit edilmistir (1).

Bu tez kapsaminda biyolojik aktiviteleri ve fenolik bilesimi bakimindan incelenecek

olan Alchemilla mollis (Buser) Rothm. bitkisi Bulgaristan’da yetisen ve Bulgaristan



Kirmiz1 Kitab’inda korunan tiirler listesinde yer alan bir tiirdiir (Sekil 1.1) (10). Bitkinin
metanol ekstrelerinin yiiksek oranda DPPH® radikalini siipiiriicii etkiye sahip oldugu

belirtilmis ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerinin bir kismu literatiirde verilmistir (11).

Bu tezin amaci A. mollis bitkisinin antioksidan aktiviteleri ve fenolik bilesimi
bakimmdan incelenmesidir. Bu amacla farkli polaritelerde hazirlanan ekstreler in vitro
aktivite testlerinden 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikal siipiiriicii etki, 2,2
azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS **) radikal siipiiriicii etki, j-
karoten-linoleik asit birlikte peroksidasyonu engelleyici etki ve Askorbat-Fe (III)-
katalizli fosfolipit peroksidasyonunu engelleyici etki testleri yapilmis ve ekstrelerin
indirgenme giicli belirlenmistir. Ayrica ekstrelerin antioksidan aktiviteden sorumlu
olabilecek fenolik bilesikleri hem spektrofotometrik hem de kromatografik yontemlerle
incelenmistir. Ayrica Alchemilla tiirlerinden A. xanthochlora Rothm. Tiirkiye’nin de
resmi farmakopesi olan Avrupa Farmakopesi’'nde (EP) yer almaktadir. Bu nedenle
calisilan A. mollis tiirii farmakope monografinda yer alan kalite kontrol yontemlerinden
mikroskopik analizleri, nem miktar tayini, toplam ve asitte erimeyen kiil miktar1
bakimindan incelenerek farmakope standartlariyla karsilastirilmistir. Bitkinin yaprak ve
govde ve pedisel anatomisi karakteristik Ozellikleri incelenmis, hem 151k hem de
elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir. Ayrica cicek elemanlar1 da detayli olarak

incelenmis ve fotograflanmistir.

Sekil 1.1: Alchemilla mollis (Buser ) Rothm. (12)



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. BOTANIK BILGILER
2.1.1 Rosaceae familyasimin Diinya’da Yayihs1 ve Onemi

Rosaceae familyas1 bitkiler aleminde 19. biiyiik familya olarak yer almaktadir. 100
kadar cins ve 2830-3100 kadar tiire sahiptir (13). Bu familyanin bitkileri biitiin diinyada
yetisen Kuzey yarimkiirede yayilis gosterenleri iyi gelismis bitkilerdir. Genellikle agac,
cali ve otsu formda bulunurlar. Avrupa’da 60 kadar yerli aga¢ vardir. Meyvelerinin
(elma, armut, kiraz, erik kayisi, ¢ilek) ekonomik degeri yiiksektir; kesme cicek olarak ta

onemli bitkileri kapsamaktadir (14).

2.1.2. Alchemilla L. Cinsinin Bitki Sistematigindeki Yeri

Boliim: Spermatophyta
Alt Boliilm:  Angiospermae
Simif: Dicotyledonae
Takim: Rosales
Familya: Rosaceae

Alt Familya: Rosoideae
Cins: Alchemilla L.
Tiir: Alchemilla mollis (Buser) Rothm. (15).



2.1.3. Rosaceae Familyasimin Genel Ozellikleri

Rosaceae familyasi bitkileri otsu ya da odunsu bazen de dikenli olabilirler. Yapraklar1
alternan, genellikle stipulali kenarlar1 siklikla disli basit veya birlesiktir. Cicek durumu
agac ve calilarda genellikle kisa siirgiinler iizerindedir; basak, salkim, panikula veya
korimbus seklinde gruplasmustir. Cicek tablasi genellikle cukurlasip bir kupa seklini
almistir (hipantiyum), buraya karpeller yerlesmistir. Cicekler hermafrodit veya tek
eseyli aktinomorf, perigin veya epigindir. Kaliks 4-5 parcali serbest; epikaliks mevcut
ya da degildir. Koralla 4-5 parcali ve serbest; ender olarak kaybolabilir. Stamen 1 ya da
daha fazla sayidadir. Ovaryum alt durumludan iist durumluya kadar olabilir, 1 ya da
daha fazla karpellidir. Karpeller genelde serbest; stilus terminal, lateral, veya
ginobaziktir. Meyve etli veya kuru aken, nuks drupa ya da folikiil tipindedir.

Cogunlukla agregat meyve tasirlar. Tohumlarda endosperma yoktur (15,16).
Rosaceae familyas1 dort alt familyaya ayrilmstir.

A) Rosoideae

B) Amygdaloideae

C) Maloideae

D) Spiraeoideae
Alchemilla cinsi Rosoidae alt familyasina dahildir (15).
2.1.3.1. Tiirkiye ve Dogu Ege Adalan Florasi ’'nda Yer Alan Rosaceae Familyasinin
Cins Tayin Anahtar
1.Yapraklar basit, bazen derin loblara ayrilmig veya parcali
2.tek yillik ya da ¢ok yillik bitkiler; cigcekleri apetal; epikaliks mevcut
3.Stamen 1(-2);kiiciik tekyillik sik yapraklarla karsilikli simoz
22. Aphanes
3.Stamen 4(-10); ¢ok yillik. Simoz, korimboz ve panikulali
21.Alchemilla
2.1.4. Alchemilla L. Cinsinin Diinya’da Yayilis1
Diinya’da Alchemilla cinsinin yaklasik 1000 tiirii yetismektedir. Alchemilla cinsi
taksonomik hiyerarsi icerisinde Avrupa ve Asya'da genis bir yayilisa sahiptir. Dogu
Afrika'da, Kuzey Amerika’da ve Avustralya'da da dagiliminin oldugu belirtilmistir (1).

Alchemilla cinsi Irak florasinda 2 tiir, Iran florasinda 31 tiir, Rus florasinda 151 tiir,



Kafkas florasinda 36 tiir, Bulgaristan florasinda igerisinde Alchemilla mollis’in de
bulundugu 35 tiir, Liibnan ve Suriye florasinda 4 tiir, Filistin ve Sina yarimadasi
florasinda 2 tiir, Balkan yarimadasi florasinda 12 tiir, Yunanistan florasinda 5 tiir ile

temsil edilmektedir ( 17-25).

Tirkiye’deki Alchemilla tiirlerinin hepsi Alchemilla seksiyonuna aittir. Bu seksiyon 3
subseksiyon (Chirophyllum Rothm., Heliodrosium Rothm.ve Calycanthum Rothm.) ve
6 seriye (Saxatiles Bus.. Sericeae Bus., Pubescentes Bus.,Vulgares Bus., Elatac Rothm.
ve Calycinae Bus.) ayridmistir (1). Alchemilla mollis Calycanthum Rothm.)

altseksiyonuna ve Elatae Rothm. serisine aittir (15, 26).
2.1.5. Alchemilla L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Alchemilla L. cinsi odunsu bir rizoma sahip c¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar1 palmat
veya palmatilobattir. Cicek durumu birlesik kimozdiir. Cicek halkalar1 4-5 parcalidir.
Hipantiyum testi seklinde; urseolattir. Epikaliks mevcuttur, koralla yoktur. Stamenler 4-
5 adet olup disi organin iizerini orten diskin dig kenarma baglamis durumdadir. Disi
organ tek bir aken meyve meydana getirir. Olgun meyve kismen veya tamamen

hipantiyumun icerisinde gomiiliidiir.

Bu cinsin tiirlerinin bircogu Avrupa’da yaygin olarak apomiktik (tohum kullanilarak
cogaltma) olarak tiremektedir; polen tamamiyla verimsiz olabilir ve tohum ¢iceklerde

vaktinden erkenden gelisebilir.

Floradaki tayin anahtar1 iyi yetismis olan bitki Orneklerinin ¢icek durumu ve taban
yapraklarinin durumuna gore hazirlanmistir. Ge¢ mevsimde biiyliyen ya da otlatma ve
bicme islemi sonucundaki ikinci biiyiimede yaprak sekli ve tiiy yapis1 onemli derecede
fark eder ve siklikla tanimlanamaz. Nitelikli oldugu siirece yaprak i¢cin olgun taban
yapraklarina, siniis i¢in ise iki taban lobu kenar1 arasindaki a¢1 ya da bosluklara bakilir.
Yaprak bolme derinligi; serbest lobun uzunlugunun yapragin yarigapina orani (petioliin
en iist kismindan orta lobun en iist kismina kadar olan kisim ol¢iiliir) kesir olarak (1/2
ve 1/3 gibi ) ifade edilir. Loblar aras1 az ya da cok belirgin disli U ve V sekilli yariklar
gelismis olabilir bu yiizden her lob alt taraflara dogru yakin olan paralel kenarlara
sahiptir. Bu yarik bitisigindeki disin boyutunu iki kat1 kadar gectigi zaman uzun olarak
tarif edilir. Dislerin sayis1 orta lobun bir kenar1 i¢indir ve tepede olan dis dahil degildir

(15).



2.1.5.1. Alchemilla L. Cinsinin Tiirkiye ve Dogu Ege Adalann Florasi 'nda Yer
Alan Grup Tayin Anahtar

1. Yapraklar tabana kadar ya da tabana yakin loblanir....................cccccceeeeeeee...Grup A
1. Yapraklar en fazla 1/2 (2/3)’e kadar loblanir

2. Sepaller hipantiyumdan belirgin bir sekilde uzun; epikaliks loblar1 sepallere
kadar uzamis ya da onlardan daha uzun ¢ok nadiren kisa; akenler hipantiyumdan cok

uzun
3. Govde ve petiyoller patent, erekto-patent tiiylii..................cccceeeneee.. Grup C
3. Govde ve petiyoller tiiysiiz veya yatik tiiylii veya biraz yatik tiiylii
4 Hipantiyumlarin hepsi en azindan kismen tiiylii.................cccccccueeee.. Grup D
4 Hipantiyumlarin hepsi tiystiz............ccocevvvvviiiiiienieieeesiceeenenen. . Grup E

2. Sepaller hipantiyum kadar uzunlukta ya da onlardan kisa; epikaliks loblar1

cogunlukla sepallerden kisa; akenler cok hafif hipantiyumdan uzun ya da

Alchemilla L. cinsi Grup C’ye dahildir.
Grup C
1. Pedisellerin hepsi + yogun tiiylii

2. Sepaller ve epikaliks loblari tiiysiiz

3. Govde, petiol ve pediseller patent tiiylii; yaprak loblar1 5-8 az c¢ok esit
QiSIH. e et e e etae e e e ans 23. orthotricha

3. Govde, petiol ve pediseller patent tiiylii; yaprak loblar1 7-11 ve diizensiz

QST ettt e e e eaaraa e 25. erzincanensis
2. Sepaller ve epikaliks loblar1 seyrek olarak kirpikli
4. Cicek kiimesi yogun, ¢icek durumu genisliginin ii¢ kat1 kadar uzun;
yapraklar genis sintislii...........c.oooiiiiiiiiiii e eeee.22 200 OFdUensis

4. Cicek kiimesi seyrek, kisa, yapraklar dar yada kapali siniislii
.................................................................................. 27. hirtipedicellata



1. Pedisellerin hepsi tiiysiiz ya da dip kisimlarinda seyrek tiiylii
5. Yapraklarin hepsi heriki yiizeyde yogun tiiylii

6. Yapraklar sadece 1 / 10 — 1 / 6 oraninda loblu; ¢ogu zaman ¢ok
belirgin deGil.........coiiiiiiiiiiiiit e e 280 BOlOCYCla

6. Yapraklar 1 /7 — 1 /4 oraninda loblanir, daima belirgin loblu

7. Cicekler 3.5-5 mm genislikte, pedisellerin tiimii veya bir kismi

tiysiiz

8. Govdeler hemen hemen boydan boya tiiylii; yapraklar dar ya da

kapali siniislii

9. Yaprak loblar1 trunkat degil, yariksiz ve 6-10
(4] | F PP 29. mollis

9. Yaprak loblar1 trunkat, kisa fakat belirgin yarikli;; 3-5 (6)

141 § DS 30. bornmuelleri

8. Govdenin iist kisimlar1 1 / 4 — 1 / 3tiiysiiz; yapraklar olduk¢a

ENiS SINUSIT. ...t s 32. amonea

7. Cicekler 4.5-6.5 mm genislikte, her cicek kiimesinde pedisellerin

asag1 kisimlart seyrek tiylii..........eveiiiinieiniie e 31. porrectidens
5. En azindan yapraklarin iist yiizeyleri tiiysiiz ya da + seyrek tiiylii
10. En azindan hipantiyumlarin bazis1 + tiiylii

11. Baz1 yapraklarin iist yiizeyleri en azindan kivrimlarda

tiiylii
12. Yaprak loblar1 arkuat, + orbikular ya da + eliptik
13. Govdenin hemen hemen tamami tiiylii;
yaprak loblart yariks1z........ ..o 35. persica
13. Govde iist kisimlarmnda 1 /4 — 1 / 3 tiiysiiz,
yaprak loblar1 kisa fakat belirgin yarikli..................oo 36. oriturcica

12. Yaprak loblar1 en azindan kismen subtriangular



14. Govdeler neredeyse tamamen tiiyli,

ancak yapraklar tist kisimlarda daginik tlylii................ooooi 33. hirsutiflora

14. Govdelerin st kisimlar1 2 / 5 tiiysiiz;
bazal yapraklar ve asag1 kisimda kalan govde yapraklarinin iist yilizeyleri +

L1 2 L/20 34. armenica
11. Biitiin yapraklarin iist yiizeyleri tiiysiiz....39. bursensis
10. Hipantiyumlarin hepsi tiiysiiz

15. GoOvdenin neredeyse tamami tiiylii;

yaprak loblar1 1 /4 — 1/ 3 oldukga dar siniislii........................... 37.sintenisii

15. Govdelerin tist kisimlar1 1/2-1/4
tiiysiiz; yaprak loblar1 1 /8 — 1 /5 genis sintisli.............ooooeviiiiiiiinn. ... 38. hessii

Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri ile ilgili yapilan en son ¢alismada ise tiir

sayis1 83 olarak belirtilmistir (Tablo 2.1) (27).

Tablo 2.1. Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri (27)

Tiir ad1 Yetistigi bolge Endemik/ Endemik degil
A. abchasicaa Karadeniz Bolgesi Endemik degil
A. akdoganica Karadeniz Bolgesi Endemik
A.  amoena Karadeniz Bolgesi Endemik
A. ancerensis Karadeniz Bolgesi Endemik
A. armeniaca Karadeniz Bolgesi Endemik
A.  ayazii Karadeniz Bolgesi Endemik
A. ayderensis Karadeniz Bolgesi Endemik
A.  barbatiflora Karadeniz Bolgesi Endemik degil
A.  basakii Karadeniz Bolgesi Endemik
A.  beyazoglii Karadeniz Bolgesi Endemik
A.  boluensis Karadeniz Bolgesi Endemik
A.  bornmuelleri Kizilirmak Bolgesi Endemik
A.  bursensis Marmara Bolgesi, I¢ Bati | Endemik
Anadolu Bolgesi
A. buseriana Hakkari, Adana Bolgesi Endemik




Tablo 2.1. Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri (27) (Devami)

Tiir ad1 Yetistigi bolge Endemik/ Endemik degil
chlorosericea Karadeniz Bolgesi Endemik degil
caucasica Marmara, Karadeniz, Erzurum- | Endemik degil

Kars Bolgesi
cimilensis Karadeniz Boliimii Endemik
ciminensis Firat Bolimii Endemik
compactilis Bat1 ve Dogu Karadeniz, Yukart | Endemik degil
Murat-Van  Boliimii, Adana,
Hakkari Boliimii
crinita Erzurum-Kars ve Yukar1 Murat- | Endemik degil
Van Bolgeleri
daghestanica Karadeniz Boliimii Endemik degil
dura Erzurum-Kars ve Yukar1 Murat- | Endemik degil
Van Bolgeleri, Karadeniz
Boliimii
elevitensis Karadeniz Boliimii Endemik
ellenbergiana Karadeniz, Kizilirmak, Yukari | Endemik degil
Murat-Van Boliimi
epipsila Karadeniz Boliimii Endemik degil
erythropoda Bat1 ve Dogu Karadeniz, Yukart | Endemik degil
Murat-Van ve Erzurum- Kars
Boliimii
erzincanensis Yukari .Firat Boliimii Endemik degil
fissa Karadeniz Boliimii Endemik degil
gigantodus Karadeniz Boliimii Endemik degil
glabricaulis Karadeniz Boliimii Endemik
grossheimii Karadeniz Bolimii Endemik degil
hamzaoglui Karadeniz Boliimii Endemik
haraldi Karadeniz Boliimii Endemik degil
hayirlioglii Karadeniz Boliimii Endemik
hemsinica Karadeniz Boliimii Endemik
hessii Hakkari Boliimii Endemik degil

10



Tablo 2.1. Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri (27) (Devami)

Tiir ad1 Yetistigi bolge Endemik/ Endemik degil
hirsutiflora Marmara Boliimii Endemik
heterophylla Bat1 ve Dogu Karadeniz Yukarni | Endemik degil

Sakarya, Erzurum-Kars, Y. Firat
Boliimii
hirtipedicellata Karadeniz Boliimii Endemik degil
holocycla Orta Karadeniz, Orta ve Yukar1 | Endemik
Kizilirmak, Konya, Yukar1 Firat
ve Adana Bolimil
holotricha Karadeniz Bolimii Endemik degil
ikizdereensis Karadeniz Boliimii Endemik
kackarensis Karadeniz Boliimii Endemik
lithophila Yukart Kizilirmak Boliimii Endemik degil
microscopia Karadeniz Boliimii Endemik degil
minusculiflora Karadeniz Boliimii Endemik degil
mollis Giliney Marmara, Karadeniz ve | Endemik degil
Yukart Kizilirnak Boliimii
monticola Karadeniz Bolimii Endemik degil
oligotricha Asil Ege Bolimii ve Yukan | Endemik degil
Kizilirmak Boliimii
orduensis Karadeniz Boliimii Endemik
oriturcica Yukart Firat Boliimii Endemik
orthotricha Karadeniz Bolimii Endemik degil
ovitensis Karadeniz Boliimii Endemik
oxysepala Dogu Karadeniz ve .Erzurum- | Endemik degil
Kars Boliimii
paracompactilis Adana Boliimii Endemik
pectiniloba Bati Karadeniz ve Yukan | Endemik degil
Sakarya Boliimii
percica Erzurum-Kars, Murat- Van ve | Endemik degil
Hakkari Boliimleri
plicatissima Karadeniz Boliimi Endemik degil

11



Tablo 2.1. Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri (27) (Devami)

12

Tiir ad1 Yetistigi bolge Endemik/ Endemik degil

A.  plicatula Giiney Marmara Boliimii Endemik degil

A.  porrectidens Karadeniz Boliimii Endemik degil

A. procerrima Yukart Murat ve Van Boliimii Endemik

A.  pseudocartalinica Giiney Marmara, Karadeniz, I¢ Bati | Endemik degil
Anadolu, Yukan1 ve Orta Kizilirnak,
Erzurum-Kars ve y-Yukar1t Murat ve
Van Boliimleri

A. pseudomollis Karadeniz Boliimii Endemik degil

A.  retinervis Dogu Karadeniz Boliimii ve Orta | Endemik degil
Karadeniz Boliimii

A.  revularis Adana Béliimii Endemik

A.  rizensis Karadeniz Boliimii Endemik

A. sciadiophylla Adana Boliimii Endemik

A. sericea Dogu Karadeniz, Yukar1 Murat-Van | Endemik degil
ve Hakkari Boliimleri

A. sericata Bati Karadeniz ve Erzurum-Kars | Endemik degil
Boliimii

A.  sintenisii Karadeniz Boliimii Endemik

A.  smirnovii Karadeniz Boliimii Endemik degil

A.  speciosa Dogu Karadeniz Boliimii Endemik degil

A. surculosa Karadeniz Boliimii, Yukar1 Murat- | Endemik degil
Van Bolimii

A.  stevenii Dogu Karadeniz Boliimii Endemik degil

A. straminea Bat1 Karadeniz Bolimii Endemik degil

A. stricta Bat1 Karadeniz Boliimii ve Erzurum- | Endemik degil
Kars Boliimii

A.  tiryalensis Dogu Karadeniz Boliimii Endemik

A. trabzonica Dogu Karadeniz Bolimii Endemik

A.  transcaucasica Karadeniz Boliimii Endemik degil

A.  valdehirsuta Dogu ve Bati Karadeniz Boliimii ve | Endemik degil
Erzurum-Kars Boliimii

A.  venosa Karadeniz Boliimii Endemik degil

A. ziganadagensis Karadeniz Boliimii Endemik
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2.1.6. Alchemilla mollis (Buser) Rothm.

Govde 25-80 cm, kuvvetli, sert + dik, yiizeyi yogun olarak boydan boya tiiylii.
Yapraklar orbikular ya da, 13x15,5 cm iizeri, orbikular-reniform dar ya da kapal
siniislii, her iki yiizeyi de yogun tiiylii, loblar 1/7 — 4/13 ve 9-11 pargali, arkuat,
semiorbikular veya rotundat fakat trunkat degil, yariksiz, 6-10 disli, disler esit degil,
apikal disler lateral diglerden ¢ok az daha kiiciik, govde yapraklar1 genis. Cicek durumu
genis, cicek kiimeleri birbirine yakin, pediseller tiiysiiz. Cicekler (3-)3,5-5(-6) mm
genisliginde hipantiyum yiizeyi cogunlukla tiiylii; epikaliks loblar1 ovat ya da ovat-
lanseolat, 1 kiiciik disli, siklikla ovat sepallerden daha uzun, her ikisi de akut ve
genellikle tiiysiiz. Ciceklenme mevsimi 6-8. aylardadir. Abies ve Fagus ormanlarinin
arasinda 900-2100 m. aras1 ylikseklikte yayilis gostermektedir (Sekil 2.1). Tip Ornegi

tanimlanmamustir.

Gen merkezi Kuzey Anadolu’da A2 (A) Bursa: Ulu Dag, Letourneux A3 Bolu: Ala
Dag, Kartal Kaya Tepesi iizeri, 1600-2000 m. D. 37311. A4 Kastamonu: Ilgaz Daglari,
1350-2100m, D. 384423 Cankir1 Tuht iizeri Bokly Tepe 1450 m. Czeczott 237, p.p. AS
Sinop: Cangal Dagi, Ayancik iizeri 900 m. D. 38191 A6 Amasya: Ak Dag, 1400-1800
m, Bornm. 1889: 293 A7 Glimiishane: Tempede, Sint. 1894 7418 B6 Sivas Ak Dag’in
kuzeyi 1400 m. Jasely Dasch, Siehe 315.

Sekil 2.1: Alchemilla mollis tiirtiniin habitat1 (28)
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2.2. FARMAKOPELERDE KAYITLI OLAN ALCHEMILLA TURLERI

Genis bir yayilis alanina sahip olan Alchemilla tiirlerinin ¢cok eski ¢aglardan beri tibbi
amaclarla kullaniminin tiim diinyada o©zellikle de Avrupa’da yaygin oldugu
gozlenmektedir. A. vulgaris tiiriiniin toprak iistii kisimlar1 iilkemizin de dahil oldugu
bircok iilkede resmi olarak kabul goren Avrupa Farmakopesi’nde kayithh olarak
bulunmaktadir (29). Ayrica ulusal bir farmakope olan British Pharmacopoeia’nin 1996,
2000 baskilarinda Alchemilla vulgaris’in kullamim kayitlarma rastlanmaktadir (30).
Ayrica 2009 ve 2011 baskilarinda da yine Alchemilla vulgaris’in kullanimma yer

verilmistir (31, 32).
2.3. ALCHEMILLA TURLERININ KULLANIMI

Rosaceae familyasinin bir iiyesi olan Alchemilla tiirleri Avrupa ve Asya’da yabani
olarak yetisen ayni zamanda bahgelerde siis bitkisi olarak kiiltiire alinan bitkilerdir.
Bitkinin yapraklar1 su gecirmez 6zelliktedir. Eski ¢aglarda rahibe kadinlarin giysilerinin
yakalar1 yapraklarinin sekline benzetildigi icin Alman botanikciler bitkiye “Kadin
Mantosu (Ladys’Mantle)” Fransizlar ise yapraklar1 aslan pengesi seklinde yarikli bir
yapiya sahip oldugu i¢in “Aslan Pencesi adin1 vermislerdir (33, 34).

Sekil 2.2. Alchemilla mollis yapraklarinin yagmur sonrasi goriintiisii (35)
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Alchemilla, Arapca bir kelime olan Alkemelych (alchemy = simya) kelimesinden
tiiremis olup, bitkinin bazi gii¢lerinin olduguna inanilmasindan dolayr bu ad verilmistir
(1). Degersiz maddeleri altina ¢evirme ve biitiin hastaliklar1 iyilestirme ve hayati sonsuz
bicimde uzatacak Oliimsiizliik iksirini bulma cabalarma simya denilmesiyle baglantili
olarak Latin yazarlar ¢ig tanelerini bir kimyact gibi kullanip saflastirdigina inanmiglar
ve Dbitkinin hastaliklarin tedavisinde c¢ok giiclii etkilere sahip oldugunu

diisiindiiklerinden dolay1 bitkiyi Alchemilla ismiyle anmislardir (34).

Alchemilla bitkisi daha ¢cok kuzey bolgelerde yetisen bir bitki oldugu i¢in klasik Materia
Medica kitabinda yer almamistir. Ancak bitki Eski Almanlara gore mitolojide
dogurganhigin sembolii olarak bilinen Tanr1 Freya ile ilgisi oldugu diisiiniildiigii icin
oldukca 6nemlidir. Zaten bitki Orta ¢agda yara iyi edici olarak kullanilsa da Ronesans
ile birlikte resmi farmakopelere girmis Ozellikle kadinlara 6zel olan hastaliklarin

tedavisinde kullanilmistir (36).

Bitki astrenjan Ozellikte aci lezzetli ve aspirin gibi salisilat benzeri maddeler
icermektedir. Bu bilesikleri tasiyan bitkilerde genellikle nemli bolgelerde yasarlar ve
yapraklar1 su gecirmez Ozelliktedir ve iizerinde toplanan su damlalarim1 kendisi icin
uygun sekilde kullanir. Bitkinin sahip oldugu bu oOzellikle baglantili olarak da
dokulardan suyu uzaklastirmak iizere kullanildig1 diisiiniilmektedir. Yani bitki genel
anlamda kanamalar1 durdurmada, diyarede, asir1 menstruasyonda ve enfeksiyonlarda
kullanilir (34). Bitkiye astrenjan Ozellik veren tanenler dokularda cesitli nedenlerle
meydana gelen (uterusun sarkmasi, fitik vb.) gevsemelerde kas tonusunun tekrar
toparlanmasi i¢in kullanilmakta, salisilatlar ise koagiile olmus kanin incelmesini

saglayarak kan akisini hizlandirmakta ve varis olusumunu engellemektedir (36).

Sonugta bitki sahip oldugu kimyasal icerigi ile baglantili olarak eski caglardan beri

bircok hastaligin tedavisinde kullanilmistir.

Asagida Alchemilla tiirlerinin iilkemizde ve diinya genelinde etnofarmakognozik

kullanimu ile ilgili ayrintili bilgi verilmistir.
2.3.1. Alchemilla Tiirlerinin Tiirkiye’de Etnofarmakognozideki Yeri

Ulkemizde Alchemilla tiirleri tedavi edici olarak halk arasinda yaygm bir kullanim
alanina sahip degildir. Ancak yapilan etnofarmakognozik arastirmalarda Dogu Anadolu

Bolgesinde “yildiz nisan1” olarak bilinen A. pseudocartalinica yapraklarinin infiizyon
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seklinde kabiz, diiiretik ve tonik olarak kullanildig1 kaydedilmistir (37). Yine Sivas ve
Yozgat bolgesinde yapilan bir baska calismada ise A. mollis halk arasinda “Giirlevik”
olarak bilinmekte ve bitkinin govdesi kabuklar1 soyularak besin maddesi olarak

tiiketilmektedir (38).
2.3.2. Alchemilla Tiirlerinin Diinya Genelinde Etnofarmakognozideki Yeri

Diinya genelinde A. vulgaris tiiriiniin yaygin olarak tedavi edici amacgla kullanildigi
gozlenmektedir.  Ulkelere gore A. vulgaris’in halk arasinda kullanimi asagida

verilmistir.
Fransa: Bitki astrenjan, antihemorajik ve antidiyareik olarak kullanilmaktadir (39).

Italya: Toprak iistii kisimlarinin infiizyonu tonik, stomasik, diiiretik hemostatik ve
astrenjan olarak kullanilirken yapraklar1 ise nezleye ve menstrual agrilara karsi

kullanilmaktadir (40, 41).

Bulgaristan: Urogenital hastaliklarin tedavisinde ve enflamasyonlu yaralarin

tedavisinde antiseptik olarak kullanilmaktadir (41, 42).

Polonya: Gastritte, antienflamatuvar ve karminatif olarak, yaralarin tedavisinde

kullanilmaktadir (43).

Urdiin ve israil: Bitkinin yaprak ve koklerinin dekoksiyonun antidiyabetik olarak
kullaniminin yani sira literatiirlerde mide ve bagirsak yaralarinin tedavisi ve kilo kaybi

icin kullanim1 kaydedilmistir (44, 45).

Bosna-Hersek: A. vulgaris ile beraber bu bolgede A. filicaulis Buser. tiiriiniin toprak
istii  kisimlar1 halk arasinda menstruasyon rahatsizliklarinda ve basagrisinda

kullanilmaktadir (46).

Karadag: Bitki toprak iistii kistmlar1 hafif gecirilen diyarede ve menapoz sikayetlerinde

kullanilmaktadir (47).

Ayrica yine cesitli literatiirlerde A.vulgaris bitkisinin iilser, egzema ve deri

kizarikliklarinin tedavisinde kullanildig belirtilmistir (8).

Bitki gece altini 1slatan ¢ocuklara halk arasinda Agrimonia L. (kasikotu), Petroselinium

L. (maydanoz), ve Geranium L. (sardunya) tiirleri ile birlikte kullanilmistir (48).
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A. xanthochlora Rothm. Avrupa’da yine yaygin olarak kanamalara karsi astrenjan

olarak ve diyarede kullanilmaktadir (49).

A. alpina L. tiiriiniin Ispanya’min Pallars bolgesinde toprak iistii kistmlarmin cay

seklinde veya agiz bakim suyu olarak antimikotik amacla kullanimi bulunmaktadir (50).

Pakistan’da yapilan fitoterapi arastirmalarinda ise A. mollis’in harici ve dahili olarak
ilser, hemoroid ve yaniklarda, agiz bakim suyu olarak inflamasyon tedavisinde ve

periodontal hastaliklarda, diyarede ve safra rahatsizliklarinda kullanildigi kayithdir (51).

Ayrica bazi kaynaklarda A. arvensis Scop. tiiriiniin 6zellikle bobrek taslarini diistirmede
oldukca etkili oldugu, A. alpina’nin karin agrilarini, A. woodii Kuntze. ise basagrilarini

tedavi etmek icin kullanildig: belirtilmektedir (52).
2.4. ALCHEMILLA TURLERININ KiMYASAL BiLESENLERI

Fitokimyasal c¢alismalarin bircogu farmakolojik olarak aktif olan fenolik bilesikler
izerindedir (40). Rosaceae familyasinin iiyeleri tipik olarak flavonoitler ve fenolik
asitler bakimindan oldukca zengindir. Ayrica A. alpina, A. acutiloba Opiz., A.
xantochlora ve A. speciosa Buser. gibi bircok Alchemilla tiiriinde de bu bilesiklerin

varligi kanitlanmistir (39).

A. vulgaris bitkisi flavonoitleri ve tanenleri yiiksek oranda tasimaktadir (8). Ayrica
triterpenik maddeler iizerine de calismalar mevcuttur (9). Ancak bu ¢alismalar cinsin
karakteristik bilesenleri hakkinda kesin bilgiler vermek i¢in yeterli degildir. Hem
bitkinin tedavi edici 0zelliklerinden sorumlu bilesenlerinin yapisini aydinlatmak hem de
yiiksek oranda morfolojik cesitlilik gosteren tiirlerinin kemotaksonomik olarak dogru
simiflandirmasini yapmak i¢in kimyasal ¢alismalar yogun bir sekilde devam etmektedir

(53).
2.4.1. Alchemilla Tiirlerinde Bulunan Fenolik Asitler
Fitoterapide yaygin olarak astrenjan, diiiretik ve antienflamatuvar amacla kullanildigi

bilinen Alchemilla tiirlerinin bu 6zelliklerinin, sahip olduklar1 fenolik asitler,

flavonoitler, tanenler ve triterpenlerden dolay1 oldugu bilinmektedir (54).

Bulgaristan’da endemik olarak yayilis gosteren A. jumrukczalica Pawl. bitkisi lizerinde
yapilan bir ¢calismada gaz kromatografisi—kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilarak 10

serbest, 17 bagh fenolik asitin varlig1 ve miktarlar1 tespit edilmistir. Caligmada serbest
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olarak bulunan fenolik asitlerden gentisik, protokatesik, salisilik ve kafeik asit yiiksek
miktarlarda tespit edilmistir. Bagh halde bulunan fenolik asitler ise salisilik,

protokatesik, kafeik, trans-sinnamik, gentisik ve vanilik asittir (54).
2.4.2. Alchemilla Tiirlerinde Bulunan Polifenoller

Fenolik bilesikler bitki sekonder metabolitlerinin en genis grubudur. Dogada oldukca
yaygin olarak bulunup bircok tibb1 bitkinin en 6nemli bilesiklerindendir. Hem serbest
olarak hem de glikozit formunda bulunabilen bu fenolik madde grubu selatlama

ozelliklerinden dolayi yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir (55).

Dogu Karadeniz bolgesinde yayilis gosteren 8 endemik Alchemilla tiiriiniin (A.
armeniaca, A. erzincanensis, A. cimilensis, A. orduensis, A. ikizdereensis, A. oriturcica,
A. bursensis ve A. hirsutiflora) flavonoit bilesikleri yliksek basincli sivi kromatografisi
(YBSK) ve ince tabaka kromatografisi (ITK) ile tammlanmustir. Tiirlerde genel olarak
flavonol-O- glikozitleri ve flavon-C- glikozitlerinin varlhigi tespit edilmistir. Tanimlanan
flavonoitlerden rutin (kersetin-3-O-rutinosit), hiperozit (kersetin-3-0-galaktozit),
izokersetin (kersetin-3-O-glikopiranozit), kersitrin (kersetin-3-O-ramnozit) flavonol O-
glikozitleri, orientin (luteolin-8-C-glikozit) ve viteksin (apigenin-8-C-glikozit) ise

flavon-C-glikozitleri olarak belirtilmistir (56).

Yapilan kimyasal calismalar sonucunda cesitli Alchemilla tiirlerinden c¢ok sayida
flavonoit glikoziti izole edilmistir. Bulgaristan’da endemik olarak yetisen ve soyu
tilkkenmekte olan tehlike sinirindaki tiirler arasinda olan A. achtarowii Pawl bitkisinin
kimyasal kompozisyonu c¢alisilmis ve kersetin ve kemferol glikozitleri bu tiir icin

karakteristik bilesenler olarak verilmistir (53).
Tablo 2.1.’de Alchemilla tiirlerinden izole edilen flavonoit glikozitleri verilmistir (53).

Tanenler bitkilerde yaygin olarak bulunan, varligi ile bitkiyi patojen ve herbivorlere
kars1 koruyan, yapisinda fenolik ve karboksilik asit gruplarini iceren biiyilk molekiil

agirlikli polifenollerdir (57).

Alchemilla tiirleri yiiksek miktarda tanen igerigi ile farmakope kayitlarina girmis bir
bitkidir. Bitkiden resmi olarak farmakopelerde belirtilen yontemlerle elde edilen tanen
iceriginin biiytik bir kismini pirogallol olusturmaktadir. Elajitanen ve dimerik alkemillin

ise diger izole edilip tanimlanan bilesiklerdir (30).
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A. vulgaris bitkisinin de gallik asit ve elajik asit icerdigi yapilan caligmalarda tespit

edilmistir (8).

Tablo 2.2. Alchemilla tiirlerinden izole edilen flavonoit glikozitleri

Bitki tiir Adx Tipi Bilesik

A. coriacea Buser. Kersetin Mikuelianin

A. filicaulis Buser. Kersetin Mikuelianin

A. glabra Neygenf. Kersetin Mikuelianin

A. mollis (Rothm.) Buser | Kersetin Hiperozit, isokersetin, Mikuelianin

Kemferol Cis- ve trans-tilirozit

Gossipetin Gossipetin-3-0-f-D-glikopiranosil-7-O-a-L-
ramnopiranosit (sinokrassozit D, )
Gossipetin-3-0-f-D-galaktopiranosil-7-O-a-L-
ramnopiranozit
Gossipetin-7-0-0-L- ramnopiranozit (rodiolgin)

A. speciosa Buser Kersetin Hiperozit, isokersetin, Kersetin-3-0-L- ramnozit (
kersitrin), mikuelianin, kersetin-3-O- rutinzit (rutin),
kersetin-3-O-f-D-sambubiozit, kersetin-3-O-f-D-
sambubiozit-7-0-f-D-glikozit, kersetin-3-O-f-(2"-O-a-L-
ramnopironosil)-glikopironozit uronik asit

Kemferol Tilirozit, kemferol-3-O-f-D-glikosit(astragallin, trifolin),
kemferol-3-0-f-D-glikouronit, kemferol-3-0--(2"-O-a-
L-ramnopironosil)-glikopironosit uronik asit

Luteolin Luteolin -7-O-f-D- glikozit, Luteolin -7-O-f-D- rutinosit,

A. vulgaris L. Kersetin Isokersitrin, rutin, kersetin-3-O-D-arabinofuranosit
(avikularin)

Kemferol Tilirozit

A. xanthochlora Rothm. Kersetin Mikuelianin, Gujaverin

2.4.3. Alchemilla Tiirlerinin Ucucu Yag Profili

Alchemilla tiirlerinin ugucu yaglari ile ¢ok fazla ¢calisma bulunmasa da A. xanthochlora

toprak istli kistmlarmin ugucu yaglar ile ilgili yapilan bir arastrmada GC/FID ve

GC/MS ile bir¢ok bileseninin yapis1 aydinlatilmistir. Baslica bilesikler olarak; cis-3-

hekzanol, linalool, okt-1-en-ol, nonanol, mirtenol, hekzadekanoik asit, cis-3- hekzanil

asetat, ve a-terpineol elde edilmistir (9).
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Bu tiiriin ugucu yaglarinin bilesenlerini alkoller (cis-3-hekzanol, okt-1-en-3-ol),
aromatik bilesikler (benzil alkol, 2-pentiletanol), aldehitler (nonanol, fenilasetaldehit,
oktadekanal), terpenler (linalool, mirtenol, a-terpineol), asitler (hekzadekanoik asit, 2-
dodekanoik asit, 2- tetradekanoik asit ve tetradekanoik asit) hidrokarbonlar ve cesitli

bilesikler (6jenol ve p-vinilguaiakol) olusturmaktadir (9).

Alchemilla cinsi alpin bolgede yetisen bir mera bitkisi oldugu i¢in yetistigi cayirhk
alanda herbivorlar tarafindan siklikla tiiketilen bir bitkidir. Tiiketildiginde hayvanlarin
bagirsak florasinda degisiklige neden oldugundan dolay1 hayvanlar tarafindan iiretilen
stitin icerigini ve tadin1 degistirdigi ile ilgili ¢esitli caligmalar da bulunmaktadir. Bu

cinsin ugucu yag profili bu yiizden de 6nem tasimaktadir (9).
2.4.5. Alchemilla Tiirlerinde Bulunan Triterpenler

Triterpenler dogada oldukca bol bulunan 30 karbonlu biyolojik olarak aktif bilesiklerdir.
Glikozitleri ya da esterleri seklinde bulunurlar. Alchemilla tiirlerinden de flavonoitlerle

birlikte olduk¢a ¢ok sayida triterpen izole edilmistir (30).

Izlanda’da yetisen iic farkli Alchemilla tiirii ile yapilan bir ¢alismada A. faeroensis
(Lange) Buser. bitkisinden 5 triterpen saflastirilmis ve A. alpina ve A. vulgaris
tiirlerinde de aym triterpen bilesiklerin varoldugu belirtilmistir. Daha onceleri yapilan
bir ¢calismada ise A. pastoralis Buser. tiirtinden triterpenik madde olarak oleanolik asit
ve betulinik asit izole edildigi kaydedilmistir (58). Dogal kaynaklarda bulunan oleanolik
asit varhig ile ilgili yapilan bir derleme ¢alismasinda ise A. alpina, A. faeroensis, ve A.
vulgaris’in toprak iistii kistmlarinda A. pastoralis’in ise biitiin kisimlarinda bu maddenin

var oldugu belirtilmistir (59).

Alchemilla tiirlerinin karakteristik bilesenleri olarak bilinen flavonoitlere izlanda’da
yetisen 1ii¢ Alchemilla tiirinde rastlanmazken ayn tiirlerin Avrupa’da yayilis
gosterenlerinde flavonoitlerin  varoldugu belirtilmistir. Bu farkliigm izlanda’nmin

klimatik ve ekolojik sartlarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (58).

A. alpina, A. vulgaris ve A. faeroensis tiirlerinden izole edilen triterpenik bilesikler;
ursolik asit, 2a-hidroksiursolik asit, 2a,19a-dihidroksi ursolik asit (tormentik asit),

2a,30,190-trihidroksiurs-12-en-28-oik asit (6skopik asit) ve oleanolik asittir (58).
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2.4.6. Alchemilla Tiirlerinin Inorganik Madde icerigi

Bir bitkinin terdpatik etkisinden sorumlu olan kimyasal bilesenleri genellikle organik
bilesiklerdir. Ancak yapilan ¢aligmalar gosteriyor ki bitkilerde bulunan eser elementler

de bitkinin tedavi edici 6zelligine biiyiik katki saglamaktadir (59).

Bitkilerde bulunan manganez katalitik aktiviteden sorumlu bir iz elementtir. Fotosentez
icin gerekli enzim aktivitesinden sorumlu oldugu, ayrica solunum ve azot
metabolizmasinda gorevli oldugu diisiiniilmektedir. A. vulgaris bitkisinin toplam
manganez miktarmin degerlendirildigi bir ¢calismada bitkide yiliksek oranda manganez

tespit edilmistir (60).
2.4.7. Diger Maddeler:

Bakterilerin fenolik asitleri indirgemesi sonucu agiga ¢ikan bir bilesik olan 2-piron-4,6-
karboksilik asit Rosaceae familyasinin Rosoideae takiminin bircok iiyesinde tespit
edilmistir. Tespit edilen fenolik asit A. conjuncta Bab. ve A. xanthocholara tiirlerinde de
bulunmustur. Bu nedenle bu bilesigin Rosaideae takimi i¢in kemotaksonomik olarak

simiflandirilmasinda 6nem tagiyan karakteristik bir bilesen oldugu diisiiniilmiistiir (61).

2.5. ALCHEMILLA TURLERiI UZERINDE YAPILAN BiYOAKTIVITE
CALISMALARI

Antimikrobiyal etki: Alchemilla tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri {izerine yapilmis
cok fazla sayida arastirma bulunmamaktadir. Ancak 2004 yilinda yapilmis bir ¢calismada
A.diademata Rothm. tiirtiniin Staphylococcus aureus’a karst antimikrobiyal aktivite

gosterdigi belirtilmistir (62).

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yayilis gosteren A. rizeensis bitkisinin yaprak ve
tohumlarindan elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesine bakilmig ancak énemli

bir etki gozlenmedigi kaydedilmistir (63).

A. mollis bitkisinin farkh ¢oziiciilerde hazirlanmis ekstrelerinin antimikrobiyal etkilerini
tespit etmek icin yapilan bir ¢alismada ekstrelerin Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis ve Klebsiella pneumoniae

mikroorganizmalarma karst farkli oranlarda antimikrobiyal aktivite gosterdigi
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gozlenmis, ancak Candida albicans’a kars1 herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi

saptanmustir (64).

Avustralya ve Izlanda’da A. alpina toprak iistii kisimlarinin etanol ekstresi ile A.
faeroensis ve A. vulgaris bitkilerinin koklerinin petrol eteri ekstrelerinin Plasmodium

falciparum’a kars1 aktif oldugu tespit edilmistir (65).

Antioksidan, Antienflamatuvar, Antiproliferatif Etki: Alchemilla tiirlerinin sahip
oldugu zengin flavonoit ve tanen icerigi bitkinin yiiksek oranda antioksidan aktivite
gostermesini saglamaktadir. Bati Sibirya’da tibbi amacla kullamlan A. vulgaris
bitkisininde aralarinda bulundugu 20 bitkinin in vitro ve in vivo olarak antioksidan
aktiviteleri 6l¢iilmiis A. vulgaris ekstresinin en yiiksek aktivite gosteren bitkiler arasinda
oldugu belirtilmistir. Bitkinin su ekstresinin alkol ekstresine gore daha aktif oldugu
gozlenmistir. in vivo mikrobiyal test sistemleri kullanilarak A. vulgaris’in polifenol
iceriginin bagirsak mikroflorasindaki bakterilere karst koruyucu etkisinin olup
olmadigini1 belirlemek iizere cesitli deneyler yapilmistir. Yapilan deneylerde bitkinin
H,O;’nin bakteriostatik etkisini azalttig1 gozlenmistir. A. vulgaris ile muamele edilen
hiicreler antioksidan gen ekspresyonunu o6nemli derece arttirmustir. Bitkinin sahip
oldugu yiiksek flavonoit ve tanen igeriginin, antioksidan aktivitesini ve antioksidan gen
ekspresyonunu arttirmasindan sorumlu oldugu belirlenmistir (66). Yine A. vulgaris
tiirliniin antioksidan aktivitesini belirlemek icin Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ticari
yollarla elde edilen bitkilerin metanolik ve su ekstrelerinin DPPH® radikalini ve
siperoksit anyonunu siipiiriicii etkisine bakilmis “Fosfodilkolin Liposom” (PC) model

sistemi kullanilarak lipit peroksidasyonunu inhibe edici 6zelligi oldugu tespit edilmistir
(6).

Serbest radikalleri siipiiriicii aktivitesine bakilmis diger tiirler ise Bulgaristan’da yayilis
gosteren endemik A. jumrukczalica ve A. vulgaris bitkileridir. Bu iki bitkinin DPPH®
radikalini siipiiriicii etkisi ticari olarak elde edilen BHT ve siringik asite kars1 6l¢iilmiis
ve bitkilerde bulunan fenolik asitlerinde bu aktiviteden sorumlu birlesikler oldugu tespit

edilmistir (54).

Fransa’nin Limousin bolgesinden toplanip su ekstresi hazirlanan A. vulgaris bitkisinin
antioksidan, antienflamatuvar ve antiproliferatif etkilerine bakilmis ve antioksidan
testlerle (DPPH® radikalini, hidroksil radikalini ve siiper oksit radikalini siipiiriicii

etkisi) polifenolik bilesik igerigi birlikte degerlendirilmistir. Antienflamatuvar etkiyi
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tespit etmek icin secilen bitkiler arasinda A.vulgaris’in lipoksigenaz enzim aktivitesini
onemli derece inhibe ettigi belirtilmistir. Son olarak bitkinin B16 hiicreleri (C57BI/6
fare spontandz deri tiimor hiicreleriden tiirevlendirilmis) tizerindeki sitotoksik etkilerine
bakilmis; yliksek konsantrasyonlarda (> 0,5mg/ml) yiiksek antiproliferatif etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir (39).

Bulgaristan’da yetigen tibbi bitkilerle antioksidan aktivitesinin cok yiiksek oldugu
bilinen ekonomik ©neme sahip Camellia sinensis, llex paraguariensis, Aspalathus
linearis ve Cyclopia genistoides bitkilerinin aktiviteleri ABTS®*" yontemi ile, fenol
icerikleri ise Folin-Ciocalteu yontemi ile karsilastirilmig Bulgaristan’da yetisen A.

vulgaris bitkisinin bu dort bitkiden daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir (42).

Yara lyi Edici Etki: Yaralarin iyilesmesi ve kapanmasinda hiicre cogalmasinin biiyiik
etkisi oldugu bilinmektedir. Mukoza membrani ve deri iizerindeki yaranin iyilesme
hizin1 geciktirmek icin ¢ogalan bakteri hiicreleri ile yaranin kapanmasi i¢in ¢ogalan
fibroblast ve epitelyum hiicreleri arasinda siirekli bir yarisma s6z konusudur (8).
Alchemilla tiirleri de sahip olduklar1 yiiksek miktardaki tanen iceriginden dolay1 yara iyi
edici ozelliklere sahip olup, halk arasinda ge¢mis yillardan beri bu 6zelliginden dolay1
kullanilmaktadir (6). A. vulgaris’in in vitro olarak “Chang” karaciger hiicrelerinde
“MDBK” epitelyum hiicrelerinde ve farelerin aortik miyofibroblast hiicrelerinde
poliferasyonu arttirdig1 gosterilmistir. in vivo olarak ise erkek ratlar {izerinde yapilan
caligmalarda gliserinle beraber uygulandiginda yara iyilesmesini 6nemli Olgiide
hizlandirdig1 gozlenmistir (8). Tanence zengin bitkilerin kronik yara iyi edici
ozelliklerinin arastirildigi bir ¢caligmada 128 bitki icerisinden A. vulgaris ile Mimosa
tenuiflora bitkilerinin farkli konsantrasyonlarda yara iyilesmesini hizlandiran epitelyum

ve fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir (67).

A. vulgaris bitkisinin geleneksel olarak agiz bakiminda kullamildigi bilinmektedir.
Buradan yola ¢ikarak son zamanlarda gliserinle birlikte yara iyilesmesini hizlandirdigi
ile ilgili caligmalar bulunmaktadir. Tekrarlayan aft6z stomatit ya da aftoz iilser olarak
bilinen yaygm bir oral mukoza hastaligmmn tedavisinde Aphtrine® isimli standart
gliserin icerisinde %3’liikk A.vulgaris bitkisinin ekstresi kullanilmaktadir. Aphtrine ©
isimli bu piyasa preparati YBSK ile analiz edildiginde tanen olarak elajik asit, flavonoit

olarak ise kersetin ve luteolin icermektedir. Hastalara uygulanarak test edilen bu
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preparatin % 87 oranmnda iyi sonug¢ verdigi tespit edilmis, onemli bir yan etkiye

rastlanmadig1 kaydedilmistir (68).

Antimutajenik Etki: 1994 yilinda A. alpina ve A. mollis’in antimutajenik aktivitesinin
saptanmasi i¢in yapilan bir caligmada bitkilerin tanen icerigi ile antimutajenik aktivitesi
arasinda dogru bir orant1 gdzlenmemis olsa da tanenleri uzaklastirilmis ekstrelerin
herhangi bir antimutajenik aktivite gostermedigi saptanmistir. Yapilan c¢alismada
antimutajenik aktivitenin belirlenmesi amaciyla Ames testi uygulanmis standart olarak
dogrudan aktivite gosteren 2-Nitrofluorene (2-NF) mutajeni kullanilmustir. Yiiksek
konsantrasyonlarda zayif ve orta derecede antimutajenik aktivite gosterdigi tespit

edilmistir (69).

Sikilastiricr Etki: Yagslanmanin baslica problemlerinden biri, cildin elastikiyetini
kaybetmesidir. Kollajen ve glikozaminoglukanlar ise dokularin birbiriyle baglantisini
saglayan protein yapilaridir ve cildin elastikiyetini korumasinda 6nemli role sahiptir. Bu
proteinlerin yikilmasindan sorumlu olan enzimler elastazlar ve kollejenazlardir. Bu
enzimlerin inhibisyonunu saglayarak elastikiyet kaybin1 onlemek i¢in bitkilerle yapilan
bir aragtirmada A. vulgaris’in de i¢cinde bulundugu 7 bitki ile ¢alisilmistir. Enzimatik
inhibisyon icin porsin pankreatik elastaz (PPE) ve insan lokosit elastaz (HLE) enzimleri
kullanilmustir. in vitro olarak uygulanan standartize edilmis bitki ekstrelerinin PPE ve
HLE enzimlerini 6nemli oranda inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu calisma i¢in yapilan
literatiir aragtirmalarinda flavonoit ve katesin tiirevi bilesiklerin anti-elastaz aktiviteye
sahip oldugu goriilmiis yiiksek tanen icerigi ile Alchemilla bitkisi bilesenlerininde bu

aktiviteden sorumlu olabilecegi diistiniilmiistiir (70).

Antikoagiilant Etki: Polonya’da yapilmis olan bir ¢alismada A. vulgaris bitkisinin
sahip oldugu polifenolik ve polisakkarit iceriginden dolay1 antikoagiilant aktiviteye

sahip oldugu tespit edilmistir (71).

Sitotoksik, Apoptotik ve Nekrotik Etki: Kanser tedavisinde alternatif tedavi
yontemlerinden biri olarak son zamanlarda oldukc¢a giindemde olan bitkilerle yapilan bir
caligmada 347 bitki ekstresi doza bagh olarak noroblastoma hiicrelerine uygulanmis ve
sonuclar degerlendirilmistir. A. vulgaris bitkisinin de bu calismada orta derecede

antikanser aktivite gosterdigi belirtilmistir (72).

A. erythropoda, A. ikizdereensis, A. oriturcica ve A. trabzonica tiirlerinin hazirlanan

bitki ekstreleri HeLa hiicrelerine uygulandiginda diisiik konsantrasyonlarda diisiik
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toksik etki gozlenirken, yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkinin arttig1 gdzlenmistir.
Aym sekilde ekstrelerin apoptotik ve nekrotik etkileri olduguda kaydedilmis olup
ozellikle A. trabzonica diger tiirlerden daha yiiksek toksik, apoptotik ve nekrotik etki
gostermistir. Bu calisma ile Alchemilla tiirlerinin gelecekte kanser caligmalarinda

Oonemli bir yere sahip olabilecegi vurgulanmustir (73).

Zayiflaticn  Etki: Alchemilla vulgaris, Olea europaea L., Mentha longifolia L.
yapraklar1 ile Cuminum cyminum L. tohumlarindan hazirlanan bitkisel karisim 6nce
hayvanlara sonrada insanlara uygulanmig ve belirgin sekilde kilo kaybi sagladigi

gozlenmis ve herhangi bir yan etki olugsmadig1 kaydedilmistir (74).

Antibiofilm Etkisi: Bakteriyel biofilmler enfeksiyonlarin biiyiikliigii ile alakali
yapilardir ve biofilm iireten bakteriler genellikle antibiyotik diren¢li organizmalardir.
Yapilan caligmalarda yesil ¢cayda bulunan elajik asitin Streptococcus dysgalactiae’nin
biofilm olusumunu inhibe ettigi gozlenmistir. Alchemilla tiirlerinde de bulunan elajik
asitle birlikte yine bu cinsin tiirlerinden izole edilen eskuletinin Staphylococcus

aureus’un biofilm yapisini1 6nlemede oldukga etkili olabilecegi belirtilmistir (75).

Hepatotoksisiteye karsi koruyucu etki: Kumarin ve kumarin tiirevi bilesiklerin
hepatotoksisiteyi indiikleyen karbontetrakloriire kars1 koruyucu etkilerinin arastirildigi
bir caligmada antienflamatuvar aktiviteye sahip Alchemilla tiirlerinden izole edilen
eskuletinin koruyucu etkisinin kismen de olsa 5-lipoksijenaz inhibitor aktivitesi ile

alakali oldugu literatiirde belirtilmistir (76).
2.6. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar son yillarda olduk¢a fazla arastirilan ve yazilan bir konu olarak
karstmiza ¢ikmaktadir. Antioksidan maddelerin serbest radikallerle savastigi,
yaslanmay1 geciktirdigi ve bir¢cok tipteki hastaligt Onledigi en c¢ok bilinen
ozelliklerindendir. Serbest radikallerin verdigi hasarin neden oldugu, aralarinda kanser
ve kalp rahatsizliklar1 gibi énemli hastaliklarinda bulundugu 60’1n iizerinde hastalik
mevcuttur. Antioksidanlarin hastaliklardan korunmada nasil anahtar rol oynadigimi
anlayabilmek icin serbest radikallerin ve oksijenin viicudumuz iizerine olan etkilerini ve

antioksidanlarin ¢caliyma mekanizmasini bilmemiz gerekmektedir (77).
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2.6.1. Oksijen ve Onemi

Hayvan, bitki ve bakteri gibi aerobik organizmalarin enerji ihtiyaglari kargilamak i¢in
son derece gerekli ve hayati Oneme sahip oksijen elementi, ayni zamanda bu

organizmalar i¢in toksik, zararl, mutajenik ve hatta 6liimciil olabilir (78).

Soludugumuz havanin % 21’ini olusturan oksijen, solunum olayr sonucunda
mitokontrilerde bulunan elektron tasima sistemlerinde birtakim enzimsel olaylar ve
indirgenme reaksiyonlar1 ile suya cevrilmekte ve zararsiz hale getirilmektedir. (Sekil
2.3) Ancak bazi durumlarda oksijen suya kadar indirgenmeden ortamdan ayrilir. Heniiz
reaksiyonunu tam olarak gerceklestiremeyen oksijen, yarim kalan bu reaksiyonunu
diger hiicresel materyallerle tamamlama egilimine girer. Bu olay ‘Oksijen Paradoksu’

olarak adlandirilir (79).

e e

0, Loz \ 202\;. *OH l. H,0
/ \ /

Sekil 2.3.0ksijenin suya indirgenmesi

Oksijenin viicut icin zararli olan molekiilleri olusturmasi karsisinda, viicutta kendi
antioksidan savunma mekanizmasini gelistirmistir. Bu sistem pek c¢ok endojen ve

ekzojen kaynaklara bagli kompleks bir sistemdir (79).
2.6.2. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde normal oksidasyonun isleyisi sirasinda yiiksek oranda serbest
radikal olusur (80). Serbest radikaller eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir. Eger
bir molekiil eslesmemis elektrona sahip ise stabil degildir ve siirekli reaksiyona girme

egilimindedir (77). Bu noktada da serbest radikallerin zararh etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

Serbest radikaller viicudun normal fonksiyonlar1 sirasinda olusan ya da viicudun dis
faktorlerle etkilesmesi sonucu aciga cikan molekiillerdir. Viicut besinleri ve oksijeni

enerji elde etmek iizere kullanirken, eslesmemis elektronlara sahip olan oksijen



27

molekiilleri serbest radikalleri olusturur. Normal metabolizmanin olusturdugu bu
triinler ise DNA, lipit ve proteinlere biiyiik dl¢iide zarar vermektedir. Hava kirliligi, X-
ray, giines 1sinlarindan dolayr maruz kaldigimiz radyasyon da serbest radikallerin

olusumuna neden olmaktadir (77).

Serbest radikallerin tamamen zararli olmasi gibi bir durum s6z konusu degildir. Aslinda
viicudumuzun serbest radikallere ihtiyac1 vardir. Ornegin bazi yasamsal hormonlarm
iretiminde, belli bash 6neme sahip bazi hormonlarin aktivasyonunda serbest radikallere
ihtiya¢ vardir (77). Enfeksiyon gibi bazi istenmeyen durumlarda ve yabanci maddeleri
uzaklastirmak i¢in de viicut serbest radikalleri kullanir, ancak bu sirada kendi
hiicrelerine zarar verebilir; 6rnek olarak bu hasar DNA {izerinde olusursa kanser
olusabilir. Iste antioksidanlarda, hiicreler kendine zarar vermeden Once oksidasyonu

azaltarak olusabilecek hasar1 azaltir (80).
2.6.2.1. Oksijen Tiirevi Serbest Radikaller
2.6.2.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali

Siiperoksit radikali (O,°") molekiiler oksijene ekstra bir elektron baglanmasiyla meydana
gelir. Milisaniyelik yar1 omrii ile zayif bir oksidan ancak giiclii bir rediiktandir. Bu
radikal oksijen toksisitesinde onemli bir faktordiir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

ise organizmay1 bu radikalin etkilerine karsi korur (81).

Siiperoksit radikalinin en muhtemel kaynagi, aerobik hiicrelerde mitokondriler i¢cinde
bulunan elektron tasima sisteminde meydana gelen kacaklardir. Sistemden c¢ikan

elektronlar molekiiler oksijenle birleserek siiperoksit radikalini olustururlar (82).

Ayrica siiperoksit radikali aktive olmus fagositik hiicreler tarafindan olusturulurlar. Bu
hiicreler istilact mikroorganizmalara kars1 savunma amaciyla NADPH enzimatik

sistemini kullanarak dogrudan siiperoksit radikalini olusturabilir (78).

Zayif bir oksidan olarak siiperoksit radikalinin hiicreye kendi basina énemli bir hasar
vermesi muhtemel goriilmemektedir. Ancak O,* radikali olustuktan sonra tiyol
gruplariyla reaksiyon verebilir, bu durumda ya GSH (Glutatyon peroksidaz)
tikketilmesine yol acar ve hiicreyi ileri derecede oksidatif strese sokar ya da diger
hiicresel proteinler iizerindeki tiyol gruplar: ile reaksiyon vererek proteinleri inaktive
eder. Ayn1 zamanda O,° oksidatif strese sebep olabilecek bir dizi reaksiyonun

baslamasina da sebep olabilir. Bu reaksiyonlara ornek olarak Haber-Weiss reaksiyonu
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verilebilir. Bu reaksiyonda O,*" ve H,O, radikalleri demir varliginda etkileserek son
derece reaktif olan *HO radikalini verir (Sekil 2.4). Uretilen bu *"HO radikali son derece

onemli hiicresel hasarlara yol acar (81).

02._ + H202 > .HO + OH + 02

Sekil 2.4: Haber-Weiss reaksiyonu (O,*" Siiperoksit anyonu, H,O,. Hidrojen peroksit, *HO: Hidroksil)

2.6.2.1.2. Hidroksil Radikali

*HO radikali kimyada bilinen en reaktif oksijen radikalidir. Hemen hemen tiim hiicresel
makro molekiillerle reaksiyona girebilir. Fakat en onemli etkileri lipitler, proteinler,
sitokromlar ve niikleik asitler tizerinedir (83). Hidroksil radikalinin en tehlikeli oldugu
durum DNA bilesenleri yerine (6rnek olarak deoksiriboz sekeri ) DNA ile eslesmesi
durumunda gerceklesir. Bu durumda DNA mutasyonlar1 gerceklesir ve kanser gibi

bircok 6nemli hastaligin olusmasina neden olur (77).

Haber—Weiss reaksiyonunda goriildiigii gibi demir iyonu varliginda O,* ve H,O,’in
reaksiyonu ile *HO radikali olusur. Ayrica canli hiicrelerin baslica bilesenleri su oldugu
icin bu hiicrelerin iyonize edici radyasyona maruz kalmalar1 durumunda su

molekiiliinden hidrojen radikali ve hidroksil radikali meydana gelir (Sekil 2.5).

H-O-H X 15101 veya gama 1§1n1 > H o+ .OH

Sekil 2.5: Su molekiiliinden hidrojen radikali ve hidroksil radikali olusumu

Hidroksil radikali reaksiyonlar1 genelde 3 baslik altinda 6zetlenebilir. Bunlar hidrojen
verilmesi, eklenmesi ve elektron transferidir. Bu reaksiyonlar sonucu radikal olmayan
bir tiirle, serbest radikallerin etkilesimi degisik radikalleri olusturur. Genellikle olusan

bu yeni radikaller orijinal radikale esit veya daha az reaktif 6zellik gosterir (82).

Hidroksil radikalini siipiiriicii etkiye sahip spesifik bir molekiil gelistirilememistir.
Flavonoitler, karotenoitler gibi antioksidanlar yiiksek seviyelerde uygulansalar bile *OH
radikalini in vivo olarak uzaklastirmalar1 pek olasi1 degildir. Bu nedenle antioksidanlar

*OH radikalinin verdigi zarar1 ya onun prekiirsor formlarini bloke edip uzaklagtirarak ya
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da siiperoksit ve hidrojen peroksit formlar1 i¢in ihtiya¢ duyduklari metal iyonlarmni

baglayip degistirerek karsilamaya calisirlar (78).

*OH radikali ile hidrojen verilmesi ayrica, canlilar i¢in 6nemli bir reaksiyon olan lipit

peroksidasyonunu da baslatir (Sekil 2.6) (79).

— CH, + *OH > C°H + H,O

Sekil 2.6: Hidroksil radikali ile H ¢ikartilmast ve lipit peroksidasyonunun baglamasi

2.6.2.2. Oksijen Tiirevi Serbest Olmayan Radikaller

2.6.2.2.1. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit radikali son derece giiclii bir oksitleyici ajan olsa da nisbeten yavas
reaksiyon verir. Kimyasal olarak radikal ozellik gostermez ancak serbest radikal

kimyasinda onemli rol oynar. O,% in dismutasyon reaksiyonu ile veya dogrudan

oksijenin indirgenmesi ile meydana gelir (Sekil 2.7) (81).

202._ +2HF —m— 02+ H202

Sekil 2.7.Siiperoksit anyonunun dismutasyonu

Hidrojen peroksit radikali, flavin koenzim katalizli reaksiyonlarda, kinonlarin
oksidasyonunda, siilfidril iceren bilesiklerin oksidasyonlarinda ve siiperoksit dismutaz
aktivitesi sirasinda olusur. Bununla beraber hiicrelerde hidrojen peroksit olusumunun en
onemli kaynag1 mitokontrilerdeki elektron tasima zinciridir. Buna gore canli dokunun
her bir graminda dakikada 82 nmol hidrojen peroksit iiretimi olur. Yani bir memelinin
gozlerindeki hidrojen peroksit miktar1 konsantrasyonu mikromolar cinsinden
Olciildiigiinde soludugu havadaki ile ayni seviyelerdedir (83).

Hidrojen peroksit radikali molekiiler yapisi bakimindan suya oldukca benzemektedir,
hiicre ici ve disinda yayilabilir 6zellik gosterir (82). Ayrica bazi metabolik rollere de
sahip olan bu radikal tiroid bezleri tarafindan fiziksel homeostasiyi saglamak amaciyla

kullanilir (78).
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2.6.2.2.2. Singlet O,

Oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir tiirii olan singlet O,’ler molekiiler oksijenin enerji
almast ile olusurlar. Omrii oldukca kisadir ancak bu siire zarar verici etki yaratmak igin

oldukca yeterli bir siiredir (81, 83).

Singlet O,, coklu doymamis yag asitleri, hidrokarbonlar ve kolestrollerle reaksiyona
girebilme Ozelligine sahiptir (83). Goz retinasi siirekli ve yogun sekilde 1s18a maruz
kalir. Retinada bulunan retinal pigmentin 1s18a maruziyeti ile bu bolgede yogun olarak
bulunan doymamus lipitlere O,’nin atak yapmasi singlet O, iiretilmesine neden olur ve
retinanin 6onemli derecede harabiyeti ile sonuglanir. Ayrica singlet O;’lerin biyolojik
olarak ©nemli olan proteinlerle ve metiyonin, triptofan, histidin ve sistein gibi

aminoasitlerin kalintilar1 ile reaksiyon vermesi de 6nemli hasarlar olusturur (81).

Tablo 2.3: Reaktif Oksijen Tiirleri (82)

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Molekiiler oksijen, O, Hidrojen peroksit, H,O,
Siiperoksit, O,* Hipoklorik asit, HOCI
Hidroksil ,"OH Ozon, Os

Peroksil, RO,* Singlet oksijen, 'Ag
Alkoksil, RO*® Peroksinitrit, ONOO"
Hidroksiperoksil, HO,®

2.6.2.3. Oksijen Tiirevi Olmayan Reaktif Azot Tiirleri
2.6.2.3.1. Nitrojen oksit

Nitrik oksitin canli organizmalarda hem fizyolojik hem de patolojik bir¢cok gorevi
vardir. Buna ragmen kolaylikla serbest radikal olaylarma katilabilmektedir. Nitrik oksit
ayni siiperoksit radikali gibi limitli olarak reaktivite gosterir. Yani hidroksil radikali gibi
biitiin biyolojik molekiillerle reaksiyona girmez. Onemli fizyolojik gorevlerinin yani

stra asirilik durumunda toksik etki gosterir (82).
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Yasayan organizmalarda baslica nitrik asit sentetaz tarafindan sentezlenir. Oksijene

ihtiyag¢ vardir ve 4 temel ko-faktorii; FAD, FMN tetrahidrobiopterin ve HEM dir (82).

2.6.2.3.2 Peroksinitrit

Peroksinitrit, nitrik oksitten veya siiperoksit anyon radikalinden meydana gelmekte ve
-SH gruplarin1 kolaylikla hasara ugratabilmesi nedeniyle tehlikeli olmaktadir.
Peroksinitritin protein yapilarm1 ve mitokondrial elektron tagima sistemindeki bazi
enzimlerin yapilarin1 bozdugu, ayrica DNA da kirilmalara yol actig1 bilinmektedir. Cok
cabuk bozularak kendisinden ¢ok daha tehlikeli olabilecek hidroksil radikaline doniisiir
(79).

Tablo 2.4: Reaktif Nitrojen Tiirleri (82)

Radikal tiirler Nitrik oksit ( NO") ve nitrojen dioksit (NO%)

Nitrik asit (HNO,), dinitrojen trioksit (N,O;), dinitrojen
tetraoksit (N,O,), peroksinitrit (ONOQO"), peroksinitrik asit
(ONOOH), alkil peroksinitriller (ROONO), Nitroksil
anyonu (NO), Nitroksil katyonu (NO"), nitril klorit

Radikal olmayan tiirler

2.6.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres antioksidanlarin tamamen veya kismen eksik olmasi durumunda
meydana gelen antioksidan dengesizligidir. Saglikli bir organizmada iiretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) antioksidan mekanizmalar
tarafindan olduk¢a miikemmel olarak denge halinde tutulurlar. Bu dengenin bozulmasi
durumunda oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar. Ornek olarak antioksidan savunma
enzimlerinin mutasyonlardan etkilenmesi ve miktarmin azalmasi veya ROS/RNS iiretim
miktarinin oksijen molekiiliinii yiikseltgemesi ya da ROS/RNS iiretmek i¢cin metabolize
edilmis toksinlerin artmasi gibi durumlarda oksidatif stres meydana gelir. Bunun yani
sira iyonize radyasyon, ila¢ yan etkileri veya toksik kimyasallar, gecis elemetlerinin
asir1 derecede kullanilabilir olmas: gibi durumlarda oksidatif strese neden olan diger

ekzojen kaynakli olaylardir (82, 84).
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Tablo 2.5: Oksidatif strese neden olan faktorler

Ekzojen Faktorler Endojen faktorler
1. Diyetsel e Bilingsiz yapilan veya yetersiz fiziksel
e  ¢oklu doymamis yag asitlerince beslenme egzersiz
e alkol * Stres
e hayvansal proteinlerce zengin beslenme *  Yashlik
e agirt demir ve bakir alinmast e Doku hasar1 ve kronik hastaliklar (damar
. tikanikligi, kanser, kronik enflamasyon,
e azsebze ve meyve yenmesi . SO
iskemi gibi)

e Diyetsel antioksidanlarin saglanmasini
etkileyen olumsuz kosullar

2. Cevresel
® sigara dumani
e hava kirliligi (O3, NO,, SO,)
e diger kirleticiler (Asbest, Pestisitler)

e radyasyon

2.6.4. Lipit Peroksidasyon

Oksidasyon olay1r oksijen molekiillerinin hidrojen alarak, oksijen ekleyerek ya da
elektron alarak diger molekiilleri okside etmesi olayidir. Bu olayin ardindan oksidanlar
ve serbest radikaller olusur ki bu radikaller tipki bir makine gibi hiicre hiicre, doku doku

viicudun bozulmasina neden olur (77).

Hiicre membranlarini olusturan doymamis yag asitlerinin oksidasyonu insan viicudunda
siklikla rastlanan bir durumdur. Oksijen molekiiliiniin dogrudan lipit molekiilii ile
reaksiyonuna otooksidasyon denir. Bu olay oksidasyon basladiktan sonra kendi kendini
tetikleyen bir olaydir. Lipitlerle reaksiyona giren oksijenin oksidasyon ve peroksidasyon
terimlerini kullanarak aciklanmasi asamasinda otooksidasyon; eksternal bir indiikleyen
olmadan lipit sisteminde olan oksidasyon, peroksidasyon ise yine lipit sisteminde
peroksil kisim tarafindan indiiklenen oksidasyon olarak tanimlanabilir. Oksidasyon ise

oksijenle reaksiyona giren lipitler anlaminda kullanilan genel bir terimdir (78).
2.6.4.1.Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi
Lipit peroksidasyonu ii¢ temel asamada incelenmektedir.

Serbest radikalin, bir yag asidinin (LH) metilen kismindan bir hidrojen atomu kopararak
lipit radikali olusturur. Bu satha lipit peroksidasyonu, baslama safhasi olarak bilinir
(80).

Re+IH —» RH+ Le
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Bu reaksiyonu serbest radikallerden baska degisik demir-oksijen kompleksleri de
baslatabilir ve reaksiyon mevcut olan okside olmamis yag asitleri ve oksijen kaynaklari
tikeninceye kadar devam edebilir (78). Lipit radikaline O, ilavesi ile lipit peroksil

radikali olugsmaktadir. Bu asamada ¢ogalma safhasi baglamaktadir (79).

Le+0O2 — LOOe (LOO* Lipit peroksil radikali)

Olusan lipit peroksil radikali baska yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni lipit
radikallerini olustururken kendisi de lipit hidroperoksiti haline gecer. Lipit peroksil
radikalleri sadece yag asitleri ile etkilesime girmekle kalmaz ayni zamanda
karbonhidratlar ve peptitler gibi diger biyolojik molekiillerle de reaksiyona girerek

yapilarini bozarlar (79).

LOO e+ LH—> LOOH+ L e
(LOOH: Lipit hidroperoksiti)

Lipit hidroperoksiti, lipit peroksidasyon olayinin ilk olusan kararl bilesigidir ve Fe** ve
Cu" gibi gecis elementlerinin varliginda kolaylikla bozulabilmektedir. Lipit

hidroperoksitleri oksidasyon diizeyini belirlemede de kullanilir (79).

Sonlanma asamasinda iki serbest radikal birbirleri ile reaksiyona girerek radikal

olmayan iiriinlere doniisiirler (82).

LOO *+ L - LOOL
LOO *+LO0* —» LOOL + O,

L*+L° — L,

2.6.5. Antioksidanlar ve Savunma Mekanizmalarn

Antioksidanlarin tanimlanmasi ¢esitli sekillerde olmaktadir. Genel terim olarak
antioksidanlar lipit peroksidasyonunu engelleyen inhibitorler olarak belirtilirler.
Halliwell ve ark’na gore, antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda okside edici ajanlarla
karsilastiklarinda bu ajanlarla yarisarak substratin oksidasyonunu geciktiren veya

engelleyen maddeler olarak tanimlanmislardir (78).
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Antioksidanlar etkilerini baslica su sekillerde gosterirler:

1.  Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligi ile veya dogrudan

temizlenmesi
2. Reaktif oksijen tiirlerinin baskilama yoluyla engellenmesi

3. Metal iyonlarin baglanmast ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarinin

engellenmesi
4.  Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (79).
Antioksidanlar cesitli sekillerde siniflandirilabilir;
1) Yapilarina gore
a) Enzimler
b) Enzim olmayan proteinler, kii¢iik molekiiller
2) Kaynaklarina gore
a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b) Disaridan alinanlar (ekzojen antioksidanlar)
3) Coziiniirliiklerine gore
a) Suda ¢oziinenler
b) Lipitlerde ¢coziinenler
4) Yerlesimlerine gore
a) Hiicre icinde bulunanlar
b) Ekstraseliiler s1vilarda bulunanlar (85).

Canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yollarla ortaya ¢ikan
serbest radikallerin oksidatif strese neden olmadan antioksidanlar araciligiyla ortadan

kaldirilmas1 asamasinda cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir (82).
Antioksidan savunma mekanizmalarini kisaca ozetleyecek olursak;

a) Ajanlar serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini katalitik olarak uzaklastirirlar.

Siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri bu kisimda yer alir.

b) Demir, bakir ve hem gibi pro-oksidanlarm varliginda proteinler yapar. Transferrinler,

heptaglobinler, hemopeksinler ve metallotiyonein bu kisimda yer alir.

c¢) Proteinler farkli mekanizmalarla biyomolekiilleri oksidatif hasara kars1 korurlar.
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d) Kiiciik molekiillii ajanlar reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini (ROS/RNS)

stipiiriirler. Glutatyon, askorbik asit ve a-tokoferol 6rnek olarak verilebilir (80).

Biyolojik sistemlerdeki antioksidan savunma sistemi elemanlar1 asagidaki Tablo 2.5’te

verilmistir (79).

Tablo 2.6: Antioksidan savunma sistemi elemanlar1 (81)

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
Birincil olanlar Vitamin E
Vitamin C
Siiperoksit dismutaz Glutatyon
Se bagimli glutatyon peroksidaz Flavonoitler
Glutatyon S- transferaz Butillenmis hidroksianizol
Katalaz Butillenmis hidroksitoluen
Ebselen
ikincil olanlar S- karoten
Urat
NADPH- kinon oksidoretiiktaz Seruloplazmin
Glutatyon S-transferaz Transferin
Epokist hidrolaz Albumin
UDP- Glukuronil transferaz Haptoglobin
Sulfonil transferaz Likopen
Glutatyon rediiktaz Metallotiyonein
Glukoz -6- fosfat dehidrogenaz Bilirubin
6-fofoglukonat dehidrogenaz Ubikinon
Izositrat dehidrogenaz Deferoksamin
GSSG ve Konjugat tastyicilar Melatonin
Sistein
Ferritin
Mannitol
Oksipurinol
Probukol

2.6.5.1. Enzimatik Olan Koruyucu Sistemler

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicre membranlarinda ve DNA {iizerinde dogrudan veya dolayli olarak hasar yapan
siiperoksit anyon radikalinin aerobik organizmalarda ortamdan uzaklastirilmasinin
hayati 6nemi vardwr. Siiperoksit anyon radikalinin organizmadan uzaklastirilmasi
isleminden sorumlu olan siiperoksit dismutaz enzimidir. Siiperoksit dismutaz enziminin
3 farkl tipi vardir: metal iceren siiperoksit dismutaz enzimi (Fe-SOD), manganez iceren

stiperoksit dismutaz enzimi (Mn-SOD), bakir/cinko iceren siiperoksit dismutaz enzimi
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(Cu, Zn-SOD)(80). Bu enzim siiperoksit anyon radikalini hidrojen peroksit radikaline

doniistiirerek etkisiz hale getirir (82).

202 + 2H: > 202 + 02
Katalaz (CAT)

H,0, biyolojik sistemler i¢in zararlhidir ve *HO olusumunu arttrmaktadir. Bu yiizden
olusan H,O,’nin uzaklastirilmasi hiicreler i¢in gereklidir. Bu amacla hiicre icinde

H,0;’yi yikan enzimlerden birisi de katalazdir (81).
2H202 I 2H20 + 02

Genellikle peroksizomlarda, sitozolde ve mikrozomal franksiyonlarda da az da olsa

bulunmaktadir (86).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidazlar selenoenzimlerdir yani fonksiyonlar1 bu minerallerin varligina
baghdir. Herbir glutatyon peroksidaz enzimi 4 selenyum atomu icerir (77). Bu enzim
hidrojen peroksitin suya doniismesinden sorumludur. Glutatyon peroksidaz bu

reaksiyon sonucu yiikseltgenmis glutatyona doniisiir (82).
H,0,+2GSH — » GSSH + 2H,0

Glutatyon peroksidazin bazi tipleri yalnizca sitozolde bulunmaktadir. Bununla beraber
diger tiplerinin membran iizerinde koruyucu etkileri vardir. Bu enzim ayni zamanda

mitokondride de bulunmaktadir (78).

2.6.5.2 Enzimatik Olmayan Koruyucu Sistemler

Enzimatik olmayan koruyucu ajanlar ekzojen ve endojen kaynakli olabilirler. Bunlardan

en onemlileri C vitamini, E vitamini, fenolik bilesikler ve karotenoitlerdir (79).
E Vitamini

E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak 1922 yilinda izole edilmistir. a, 3, y ve o
olarak adlandirilan 4 tokoferol karigimidir. Dogada dagilimi en genis ve biyolojik

aktivitesi en yiiksek olan o-tokoferol’diir. Bu nedenle gii¢lii bir antioksidandir.
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Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak

aktif olan kismini olusturur (81).

a- tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Ozellikle mitokondri
ve mikrozom gibi membrandan zengin hiicre kisimlarinda bulunur. Bitkisel yaglar ve

tohumlar zengin E vitamini kaynaklaridir (81).

E vitamini hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan coklu doymamis yag asitlerini
serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma elemamdir. E vitamini O,*, *HO,

singlet O,, lipit peroksi radikallerini ve diger radikalleri temizler (81).
C Vitamini

C vitamini suda ¢oziinebilen, optik¢e aktif, beyaz kristalize bir madde olup genellikle
askorbik asit olarak bilinmektedir. Giiclii bir antioksidan olarak dogada yaygin halde

bulunur. Viicutta sentezlenemez ve diyetle disaridan alinir (87).

C vitamini hiicrede bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar. Gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolay1r ayn1 zamanda giiclii bir antioksidandir
(81). Askorbik asit, E vitamini ile birlikte Diisiik Yogunluklu Lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonunu engellemektedir. C vitamini bazi durumlarda prooksidan oOzellik
gosterir. Ortamda C vitamini ile birlikte Fe** iyonlar1 da varsa C vitamini bu iyonlar:
Fe*? formuna indirger. Fe™ iyonlar1 ise hidrojen peroksit ile etkilesime girerek
siperoksit radikalinin olusmasina neden olur ve prooksidan 6zellik bu sekilde ortaya

cikar (82).
Karotenoitler

A vitamininin metabolik on maddesi olan f-karoten en 6nemli karotenoitlerdendir.
Bitkilerdeki kloroplast membraninin bir bilesenidir. Son derece giiclii bir singlet O,
temizleyicisi olup ayrica *HO, peroksi ve alkoksi radikalleriyle de dogrudan reaksiyon

vererek lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu 6nleyebilir (81).

[-karoten sahip oldugu uzun konjuge cifte baglarindan dolayr radikal ataklar icin
olduk¢ca miikemmel bir subsrattir. Isiga maruz kaldiklarnda derhal pargalanirlar. Bu
nedenle cesitli antioksidan deneylerinde oksidasyona bagl olarak 151k ve renge bagh

olusan absorbanslar kullanilarak aktivite dlctimii yapilir (78).
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[-karoten sartlara bagli olarak hem antioksidan hem de prooksidan Ozellikler
gosterebilir. Tokoferollerle birlikte lipit peroksidasyonunun inhibisyonunda sinerjistik

etki gosterebilir (78).
Polifenoller

Aromatik halkasinda bir ya da daha fazla hidroksil grubu tasiyan maddeler fenolik
maddelerdir. Fenolik maddelerin bir araya gelmesi ile polifenolik maddeler olusur.
Polifenollerden antioksidan etkisi C ve E vitamininden bile daha giiclii olan bir grup
vardir ki, bu grup flavonoitler olarak adlandirilir ve C6-C3-C6 yapisia sahiptirler ve
bitkilerde genellikle glikozit halinde bulunmaktadirlar. Flavonoitler serbest radikal
sipiiriicii  etkileri yaninda metallerle selat olusturarak muhtemel serbest radikal

olusumlarinin da 6niine gecerler (79).
Urik asit
Insan dokular iirat oksitaz icermez ve bu nedenle piirin metabolizmasinda son iiriin

olarak iirik asit olusur. Urik asit singlet O,, peroksil radikalleri,"HO, ozon ve HOCI i¢in

giiclii bir temizleyicidir ve in vivo antioksidan olarak kabul edilir (81)
Melatonin

Melatonin *HO temizleyen giiclii bir antioksidandir. Lipofilik bir madde oldugu igin
kan-beyin bariyeride dahil olmak iizere bir cok kompartimana girerek genis bir alanda
antioksidan aktivite gosterir. Bu oOzelligi ile diger antioksidanlara karsi iistiinliik

saglamaktadir. Diger baz1 antioksidanlar gibi prooksidan 6zellik gostermez (81).
Ubikinon

Ubikinon lipofilik bir antioksidandir ve soya yagi ile balik baslica dogal kaynaklaridir.
En 6nemli ubikinon, ubikinon-10 (koenzim-Q) dur. Cok giiclii bir antioksidan degilse

de E vitamini gibi gii¢lii bir antioksidan maddenin rejenerasyonunda rol oynar (79).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMALARDA KULLANILAN MATERYAL VE KIMYASAL
MADDELER

3.1.1. Bitkisel Materyal

Deneysel caligmalarda kullanilan Alchemilla mollis (Buser) Rothm. Kayseri: Kiranardi
Bolgesinden 2012 yili Haziran aymda ciceklenme mevsiminde toplandi. Bitkinin
herbaryum ©rnekleri Ankara Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Herbaryumu’nda

muhafaza edilmektedir (AEF 26256).

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek Basin¢h S1vi
Kromatografisi analizlerinde YBSK kalitesinde c¢oziiciiler ve standart maddeler

kullanilmistir. Tiim deneylerde kullanilan su ise distile sudur.



Sekil 3.1: Alchemilla.mollis’in herbaryum ornegi (AEF 26256).

3.1.3. Kullamilan Aletler

Santrifiij cihaz1 ( Niive ST 402)

Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic)
Vorteks karistirici (Velp scientifica )

pH metre (Inolab pH 720 WTW )

Yiiksek Basincli S1vi Kromatografisi Cihazi (Agilent Teknologies 1200 Series)
Mantolu 1sitici1 (Wise TERM )

Mikroskop (Zeiss Primo Star)

Kiil firin1 (Niive MF 120)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 )
Mikroplaka okuyucu ( Biotek Synergy HT )

Taramali Elektron Mikroskobu (Leo 440, Polaron SC7620 Sputter Coater)

40
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3.2. ANATOMIK VE MORFOLOJIiK CALISMALAR

Morfolojik ¢aliymada cicek Orneklerinin elemanlar1 incelenerek mikroskop goriintiileri
fotograflanmustir.

Anatomik ¢alisma i¢in A. mollis tiirliniin yaprak yiizeysel ve enine kesitleri ile govde
enine kesitleri almarak Sartur ve kloralhidrat reaktifleri ile preperatlar1 hazirlandi (87).
Daha sonra 4x, 10x biiyiitme ile genel ve 40x biiyiitme ile de anatomik goriintiileri icin
151k mikroskobuna baglh tam otomatik fotograf makinesi kullanilarak (ZEISS Primostar

415500 ) fotograflar1 ¢ekildi.

Ayrica Taramali Elektron Mikroskobu (SEM-Scanning Electron Microscopy) ile
herbaryum materyalinden aliman yaprak alt ve iist yiizeyleri, iizerinde iki tarafl
yapistirict bant bulunan metal numune tasiyici olan stap iizerine ve binokiiler mikroskop
altina yerlestirildi. Yaprak o©rneklerinin iletken duruma gecebilmesi ve elektron

mikroskop ekraninda goriintii verebilmesi igin altinla kaplandi.

Incelenen yapraklarin genel goriiniisleri ile yiizey ayrmtilar1 (stoma, tiiyler gibi)
gosteren mikrofotograflar1 Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi (TAUM)’da bulunan LEO 440 Polaron SC7620 Sputter Coater marka SEM
mikroskobunda cekildi.

3.3. DENEYSEL CALISMA

Bu boliimde A. mollis toprak iistii kisimlar1 iizerinde yapilan ekstraksiyon islemleri,
farmakope analizleri, ekstrelere yapilan miktar tayini ve antioksidan aktivite caligmalar1

hakkinda bilgi verilmektedir.
3.3.1. Ekstrelerin Hazirlamis1

Bitkisel materyallerin kurutulmus toprak iistii kisimlar1 kaba toz edildikten sonra bir
kismi (100 g) Soxhlet (devamli ekstraksiyon) apareyinde coziicii olarak sirasiyla
hekzan, etilasetat, metanol ve biitanol kullanilarak 8’er saat siireyle ekstre edildi. Elde
edilen ekstreler vakum altinda rotavaporda (< 40 °C ) yogunlastirildi. Diger yandan 100
g toz edilmis bitki geri ¢ceviren sogutucuda 1 saat boyunca kaynatilarak su ekstresi elde
edildi ve rotavaporda yogunlastirildi. Diger bir kismu da (100 g) calkalayici su
banyosunda %70’lik metanolle 3 giin boyunca ekstre edildi ve yine rotavaporda

yogunlastirildi. Tiim ekstreler liyofilize edildi ve analiz anina kadar -18 °C de saklanda.
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3.3.2. Kompozisyon Analizleri

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler fenolik bilesikler bakimindan

spektrofotometrik ve kromatografik olarak incelendi.
3.3.2.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenol miktar: gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplandi (89). 6 mL distile su igceren 10mL’lik kap icerisine 100
uL ornek ¢ozeltisi ve 500 puL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra 1.5
mL %?20’lik sulu Na,COsilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak ekstre
icermeyen reaktif karisimi kullanildi. 25 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm’de
absorbansi Ol¢iildii ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Toplam fenolik
madde miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde

yapild1 ve sonuglar ortalama degerler olarak verildi.
3.3.2.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 rutine esdeger olarak (RE) mg
ri/Ceksre Olarak hesaplandi (90). 1mL metanolde hazirlanmisg ekstre (10g/L), 1mL
etanolik aliiminyum triklorit (20 g/L) ile karistirildi. 25 mL’ye etanolle seyreltildi.
Cozeltilerin absorbanslar1 20 °C’de 40 dakika bekletildikten sonra 415 nm de olciildii.
Kontrol olarak 1mL ekstre ve 1mL asetik asetin 25mL etanolik c¢ozeltisi hazirlandi.
Rutinin kalibrasyon egrisi ayni sekilde etanol kullanilarak hazirlandi. Biitiin 6l¢iimler 3

paralel olacak sekilde yapild1 ve ortalama degerler alindi.
3.3.2.3. Toplam Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam flavonol miktarlar1 rutine esdeger olarak (RE) mg xg/gekstre
olarak hesaplandi (90). 2 mL bitki ekstresi (10g/L) 2 mL etanolik aliminyum triklorit
(20 g/ L) ve 6mL sodyum asetat (50 g/L) karistirildiktan sonra 20 °C de 2.5 saat
bekletildi ve 440 nm’de Olciim yapildi. Aymi islemler kalibrasyon egrisi hazirlamak
tizere 0.5-0.015 mg/mL konsantrasyonlardaki etanolik rutin c¢ozeltileri ile
gerceklestirildi. Biitiin Ol¢iimler {ic paralel olarak yapildi ve ortalama degerler

kullanildi.



3.3.2.4. Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi ile Analiz

YBSK caligma sartlart:

Cihaz : Agilent s1v1 kromatografisi sistemi

Dedektor : PDA dedektor (200-500 nm arasi)

Kolon : Inertsil ODS-3 (4.6 x 150 mm. 5u partikiil ¢ap1 )
Sicaklik :22°C

Akim hiz1 : 1mL/dak

Hareketli faz : A) % 0,5’lik ortofosforik asit (H;POy ), B) Asetonitril (AcCN)

Gradient akis :

Zaman (dk) | Hareketli faz A (%) | Hareketli faz B (%)
0 90 10
2 90 10
5 85 15
7 85 15
10 80 20
13 75 25
20 70 30
25 60 40
30 60 40
35 50 50
38 25 75
40 25 75
42 90 10
50 90 10
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YBSK’da ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlari ve UV spektrumlar1 standartlarla
karsilastirilarak tanimlanmustir. Biitiin standart ve Ornek c¢ozeltiler licer kez analiz

edilerek ortalama degerler verilmistir.
3.3.3. Farmakope Analizleri

Bitkinin kurutulmus toprak iistii kisimlarina Tiirk Farmakopesi’ne ve Avrupa

Farmakopesi'ne gore cesitli kalite analizleri uygulanmistir.
3.3.3.1. Toplam Kiil ve Asitte Erimeyen Kiil Miktar Tayini

Sabit tartima getirilen krozeye 1-2 g kadar bitki ornegi konulduktan sonra tam olarak
tartimi1 alind1 ve acik alevde duman ¢ikmayana kadar yakildi. Daha sonra 800°C de kiil
firminda tamamen yanincaya kadar birakildi ve desikatdrde sogutulup tartimi alindi.

Agirlik farki % olarak hesaplandi (91).

Biitiin kiil olarak krozede kalan miktar {izerinden asitte erimeyen kiil miktar1 bulunmak
tizere krozeye 6mL su ve 4ml HCI ilave edildi. Karistm 10 dakika su banyosunda
kaynatildiktan sonra yakildiginda kiil birakmayan filtre kagidindan siiziildii. Kagit ve
bakiye, yikama sular1 notr reaksiyon verene kadar sicak su ile yikandi. Filtre kagidi,
izerindeki bakiye ile birlikte krozeye alinip kiil firminda 800°C de yakildi. Desikatorde
sogutuldu ve tartildi. Bos kroze agirligi ¢ikarilarak yiizde miktar1 hesaplandi (91).

3.3.3.2. Voliimetrik Yontemle Su Miktar Tayini

Ucucu yag tasiyan droglara uygulanan bu yontemde drogdaki suyun su tayin apareyi
kullanilarak ksilen buhari ile siiriiklenmesi ve sogutucu da ayrilan suyun dereceli
kistmda toplanip 6l¢iilmesiyle tayin edildi (29). 20 g kaba toz haldeki bitki numunesi bir
balona aktarilip su ile doyurulmus ksilen ile 3 saat kaynatildi. Apareyin dereceli
kisminda toplanan su-ksilen karigimimin ayrilmasi beklendikten sonra tiipiin dip

kisminda toplanan su miktar1 mL cinsinden okunup % (h/a) olarak hesaplandi.
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3.3.4. Antioksidan Aktivite Calismalar
3.3.4.1. indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi

Ekstrelerin demir (III)’ti indirgeme kapasiteleri Oyaizu 1986 yontemine gore yapildi. 1
mL ekstre ¢ozeltisi 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6 ) ve 2.5 mL %1’ lik potasyum
hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi ile karistirldi. 50 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 2.5
mL % 10’luk trikloro asetik asit (TCA) ilave edildi ve karisim 10 dakika santrifiij edildi.
Son olarak, 2.5 mL {iist kistm, 2.5 mL su ve 0.5 mL %]1’lik FeCls ilave edilip
karistirilarak 700 nm’de absorbanslar1 okundu. Ekstrelerin indirgenme giicleri askorbik
asite esdeger olarak (AscAE) mmol askorbik asit/g ornek olarak verildi (92). Biiyiik
AscAE degeri zengin indirgenme kapasitesini gostermektedir. Tiim analizler ii¢ paralel

olarak caligild1 ve ortalama degerler olarak verildi.
3.3.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nimn metoduna 1999 gore
yapilmistir (93). Tris-HCI tamponu (50 nM, p.H 7.4) ve 1mL 0.1 mM metanolde
hazirlanmus 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPH®) ile karistirildi. Kontrol olarak
ekstre icermeyen reaktif karistmi ve pozitif kontroller (BHT, BHA, askorbik asit ve
gallik asit) kullanildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 517 nm’de okundu. Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi. ICsy degerleri nonlineer regregasyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 2001
versiyon7.0, SPSS Inc., Chicago IL) hesaplandi. Analizler 3 paralel olarak hesaplandi

ve ortalama dgerler kullanild1.
% inhibisy0n= [(Abskontr()]' AbS 5rnek) / AbS kontro]] X 100
3.3.4.3. f-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu inhibe Edici Etki Tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi f-karoten soldurma deneyine gore yapildi (94-95).
Tween 20 (1200mg) ve linoleik asit (120mg) tartilip kloroformla yikanarak bir kaba
alind1 daha sonra bu kaba 1.2 mL p-karoten (1mg/mL kloroform igerisinde) eklendi ve
karisimdaki kloroform rotavoporda ucurularak wuzaklastirildi. 300 mL distile su
eklenerek yavagca karistirildi. Kontrol, standart ve dérnekler konulmadan ayn1 prosediirle
hazirlandi. Kontrol ve orneklerin sahitleri ise aym sekilde f-karotensiz olarak ayrica

hazirlandi. Ekstreler ve standartlar ve kontroller hazirlanan emiilsiyonlarla beraber
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tiiplere aktarildi ve 470 nm’de spektrofotometrede Olctimleri alindi. Daha sonra
tiiplerdeki bu ornekler otooksidasyon i¢in 50 °C’de 105 dakika su banyosunda bekletildi
ve her 15 dakikada bir 6l¢iim yapilarak solma derecesi izlendi. Deneyler ii¢ paralel

olarak tekrarlandi ve ortalama degerleri hesaplandi.
AA%: [1‘(Abso ornek™ AbleS (')rnek) / (Abso kontrol‘AbSIOS kontrol) ]XlOO

3.3.4.5. 2,2"azino-bis (3- etilbenzatiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS **) Radikalini

Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin ABTS™ radikalini siipiiriicii etkilerine bakild1 (96). ABTS™® radikali (7 mM)
ABTS’ in sulu ¢ozeltisi ile K;S,;0s ( 2.45 mM, son konsantrasyon) un karanlikta 12-16
saat bekletilmesiyle meydana getirildi ve absorbansi oda sicaklifinda 734 nm’de 0.700
(£0.030) olacak sekilde ayarlandi. Bu sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 uL) ile
ekstre ¢ozeltileri ( 10 uL ) karistirildi ve 734 nm’de 1 dakikalik araliklarla 15 dakika
stiresince reaksiyon kinetigi 6l¢iildii. Konsantrasyona karsi dl¢iilen inhibisyon yiizdeleri

Troloks’a esdeger olarak (TEAC) hesaplandi
3.3.4.6. Askorbat —Fe (III)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun inhibisyonu

Ekstrelerin hidroksil radikalini siipiiriicii etkilerine bakildi (97). Sigir beyin ekstresi
(Bovine brain exract, Folch VII) 10 mM PBS (pH 7.4) ile karistiritlip buz banyosu
icerisinde seffaf bir siispansiyon olana kadar ( 5Smg/ mL fosfolipit lipozomu) tutuldu.
0.2 mL lipozom, 0.5 mL PBS tamponu, 0.1 mL 1 mM FeClI; ve 0.1 mL ekstre ¢ozeltisi
ile karigtirildi. Peroksidasyon reaksiyonunu hizlandirmak i¢in 0.1 mL askorbat ¢ozeltisi
ilave edildi. Karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra dncelikle
50 uLL %?2’lik (a/h) butillenmis hidroksi toluen (etanol icerisinde) daha sonra da 1 mL %
2.8 (a/h) trikloroasetik asit ve 1 mL % 1(a/h) 2-tiyobarbitiirik asit (TBA, 0.05 M NaOH
icerisinde) ilave edildi. Karistm 100 °C’de su banyosunda 20 dakika 1sitildi. Reaksiyon
sonucunda olusan (TBA)2-MDA kromojenleri 2 mL biitanolle ekstre edildi. Biitanol
fazlarmin absorbansi 532 nm’de okundu. Inhibisyon yiizdeleri asagidaki formiille

hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olarak calisild1 ve ortalama degerler verildi.

% inhibisyon= [(AbSkontrol [ | .AbSemek) / AbSkontror] X 100
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3.3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Bu calismada Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’'nden temin edilen
MCF-7 (human breast adenocarsinoma cell line) hiicreleri kullanildi. Caligmalar
siiresince bu hiicreler +37 °C” de CO,’li inkiibatorde delikli kapakli hiicre kiiltiir kaplar1
icinde tutuldu ve diizenli olarak takip edilip besi yerleri iki giin ara ile degistirilerek
kiiltiir stirdiiriildii. Cogalan hiicrelerin bir kismi dondurulup [180 °C’de muhafaza
edildi.

3.3.5.1. MCF-7 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

Ticari olarak satin alinan MCF-7 hiicreleri, +37 °C’ de coziiliip, hiicrenin iizerine SmL
PBS ekleyerek 1600 rpm’de 5 dakika 20 °C’de santrifiij edildi. Siipernatan kismi
atildiktan sonra hiicre pelleti iizerine 5SmL kadar taze besiyeri ekleyip yavasca
pipetleyerek homojenize edildi ve delikli hiicre kiiltir kabina aktarilarak CO;’li

inkiibatore kaldirild1.
3.3.5.2. MCF-7 Hiicrelerinin Pasaji

Flask icerisinde kiiltiire edilen hiicreler iki giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, 15 mL’
lik ependorf tiiplere aktarild1 ve 800g’de +20 °C’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatan
kism1 uzaklastirildi. Pelet, penisilin iceren yaklagsik 5 mL PBS (pH;7,3) tamponu i¢inde
hiicrelere zarar vermeyecek sekilde coziilip aym kosullarda tekrar sanrifiij edildi.
Siipernatan uzaklastirildiktan sonra olusan pellet 6nceden hazirlanmis besiyeri icinde

coziilerek kiiltiir kabina aktarild1.

Pasajlama isleminin iki giin arayla yapilma nedeni olasi kontaminasyonlardan ve 6lii

hiicre kalintilarinin zararh etkilerinden canli hiicrelerin etkilenmesini dnlemektir.
3.3.5.3. Hiicre Dondurma ve Saklama

Hiicreler besiyeri degistirirken oldugu gibi santrifiij ve yikama islemlerine tabi tutuldu.
Hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi. Hiicreler 1 mL PBS ile siispande
edilerek, steril tiipe aktarild1 ve ilizerine 1mL krio ¢ozeltisi karistmindan eklendi (% 10
DMSO) ve hazirlanan kriolarin kademeli olarak donmalarmi saglamak icin ilk olarak +4
°C’de yarim saat, [ 20 °C’de 3 saat bekletildikten sonra [ 80 °C’ye kaldirild1 -80’de

donduruldu.
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3.3.5.4. FCS’nin Inaktivasyonu

FCS besiyerinin en onemli besin kaynagidir. Inaktivasyon islemi ile 1siya duyarh
komplement proteinler denatiire edildi. Ayrica 0,22 pm’lik filtreden gecirilmelerine
ragmen mikoplazma gibi mikroorganizmalar hala ortamda mevcut olabilecegi icin 1s1yla
gerceklestirilen bu inaktivasyon prosesi sayesinde besiyeri kontaminasyon riski azalmis
oldu.

Inaktivasyon isleminde [] 20 °C’de muhafaza edilen FCS alinip 37 °C’lik su banyosuna
konuldu ve burada araliklarla ¢alkalanarak erimesi saglandi. Tamamen eridikten sonra
15 dakika kadar yine aralikli olarak karistirildi ve FCS’nin 1si1smnin 37 °C’ye gelmesi
beklenip su banyosunun 1sis1 +56 °C’ye cikarildi. 5 dakika su banyosunu 1sisinin +56
°C’ye gelmesi beklenip 1s1 tamamen yiikselince her 10 dakikada bir karigtirmak
suretiyle yarim saat su banyosunda bekletildi siire sonunda steril tiiplere boliintip [ 20

°C’de saklanda.

3.3.5.5. Sitotoksik Etkinin Tetrazolyum Tuzu (MTT) Kolorimetrik Gelisme

Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi

Alchemilla ekstrelerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi sar1 renkli 3-(4,5dimethylthiazol-
2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) tuzunun mitokondriyal enzimler tarafindan
mor formazon kristallerine indirgenmesi prensibine dayanan MTT testi ile
arastirilmistir.  Coziinebilir 6zellikteki MTT boyasi, metabolik olarak aktif olan
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz (SDH) enzimi ile koyu
mavi renkli coziinmez oOzellikteki formazan iiriiniine doniisiir (Sekil 3.2). Olusan
formazan iriinii ¢oziinlir hale getirilir ve olusan mor renk spektrofotometrik olarak

olciiliir (98).
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Sekil 3.2: MTT boyasinin formazana doniistimii

{1k olarak 5x10" hiicre/kuyu yogunlugunda hiicre almnip steril 96 kuyucuklu mikro plaka
icine yerlestirildi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstreleri hiicreler iizerine
uygulanarak 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardan iist
kistmdaki ekstreler uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 20 uLL PBS icinde hazirlanmis
MTT (5mg/mL) ve 180 pL taze besiyer eklenerek 37 C, CO,’li etiivde 4 saat
inkiibasyona devam edildi. Inkiibasyonun ardindan yeniden hiicrelerin iist kisimlar
uzaklastirildi ve 200 uLL DMSO eklenerek 5-10 dk sonra 570 ve 690 nm’de mikroplaka
okuyucu ile spektoroskopik Ol¢ciim yapildi. Calismada olusabilecek varyasyonlari
azaltmak iizere eszamanlh iic adet 96 kuyucuklu mikroplakaya uygulama yapildi.

Kontrol grubu hiicrelerine ¢oziicii olarak kullanilan DMSO uygulandi.

% Hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.)*100 olarak hesaplandi.



4. BULGULAR

4.1. ANATOMIK VE MORFOLOJiK BULGULAR

Anatomik caligmada tiiriin yaprak ve pedisel govdesinden enine kesitler alinmistir.
Ayrica yapraklarin iist ve alt yiizeyinden kesitler almarak hazirlanan preparatlarin
fotograflar1  ¢ekilmistir.  Ciceklerin  morfolojik  ©Ozellikleri  incelenmis  ve

fotograflanmustir.
4.1.1. Alchemilla mollis Tiiriiniin Cicek Morfolojisi

Cicekler 3,5-4 mm genisliginde hipantiyum (perigin cicekte yayik ve ¢ukur seklindeki
cicek tablasi, reseptakulum) genellikle belirgin, pedisel ise nadiren tiiyliidiir (Sekil 4.1).

Epikaliks loblar1 ovat ya da ovat lanseolat, genellikle 1 disli ve ovat sekilli sepallerden
daha kisadir. Her ikisi de akut ve genellikle tiiysiizdiir. Petaller yoktur. Kaliks
degisebilen sekilde 4 biiyiik segmentli olup, epikaliksin 4 kiiciik segmentinin yaklasik
iki katidir (Sekil 4.2). Kaliks iizerinde bol miktarda druz kristalleri gozlenmistir (Sekil
4.3).



51

100pm

A B

Sekil.4.1: A. mollis ¢icegi A) mikroskobik goriintiisii B) elektron mikroskobu ile hipantiyumun goriintiisii
(h: hipantiyum, p: pedisel, t: tiiyler)

A B

Sekil 4.2: A) Epikaliks ve kaliksin iistten goriiniisii B) Epikaliks ve kaliksin yandan goriiniisii (k: kaliks,
ek: epikaliks, ov: ovaryum, sta: stamen)
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Sekil 4.3: A. mollis ciceginde kalikste druz kristalleri

Cicekte 4 kisa stamen ve tek karpelli bir kapitat stigma mevcuttur (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: A. mollis gicegi A) stamenlerin mikroskobik goriintiisii B) kapitat stigmanin mikroskobik
goriintiisii (sta: stamen, ov: avaryum, k: kaliks, ek: epikaliks, p: pedisel )
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Sekil 4.5: A. mollis ¢iceginin ovaryum ve stamenleri (SEM)

4.1.2. Alchemilla mollis Tiiriiniin Yaprak Anatomisi
4.1.2.1. Yaprak Ayasi

Bifasiyal bir yapraktir. Kiitikula ince ¢eperlidir. Kiitikulanin hemen altinda iist epiderma
hiicreleri kare ya da dikdortgensi sekilde olup dik duvarli ve yer yer kalmlasmistir.
Epidermisin altinda yer alan palizat parankimasi hiicreleri genellikle iki sirali olup ilk
siradakiler silindirik ve uzun, hiicreler arasi bosluklar1 ¢cok azdir. Ikinci siradakiler ise
daha kisa, diizensiz ve hiicreleraras1 bosluklar1 fazladir. Siinger parankimasi hiicreleri
ince duvarl farkl sekillerde ve hiicreleraras1 bosluklar1 vardir. Alt epiderma hiicreleri

tek sirali ve ince ceperlidir (Sekil 4.6).

200

Sekil. 4.6: Yaprak ayas1 enine kesiti
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Sekil 4.7: A. mollis yaprak ayasi enine kesiti (kt: kiitikula, ue: tist epiderma, pp: palizat parenkimasi, sp:
stinger parenkimasi, ae: alt epiderma)

Sekil 4.8: A. mollis yaprak ayasi enine kesiti (6t: ortil tiyii, d: druz, pp: palizat parenkimast, id: iletim
demetleri)

4.1.2.2. Yaprak Orta Damarimin Enine Kesiti

Ust epiderma hiicreleri tek swrali ve ince ceperlidir. Epidermisin altinda 1-2 swrah
kollenkima hiicreleri yer alir. Merkezi iletim demetlerinin her biri 1-2 swrali endodermis
hiicreleri ile ¢evrilidir. Floem hiicreleri birbirlerinden farkli boyutlarda ve sik dizilisli
olup, ozdeki hiicrelerle benzerdir. Floem hiicrelerinin ardinda genellikle tek sirali olan
sklerenkimatik hiicreler ksilemi halka seklinde cevrelemistir. Iletim demetleri dar

primer 1silarla ayrilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: A. mollis orta damar enine kesit (kt: kiitikula, ue: iist epiderma, pp: palizat parenkimasi, 6t: Ortii
tilyli, e: endodermis, f: floem, ks: ksilem, ko: kollenkima )

Sekil 4.10: Yaprak orta damari enine kesitte merkezi iletim demetleri

4.1.2.3. Yaprak Ust ve Alt Epidermasi

Alt epiderma hiicreleri giiclii bir sekilde kivrimli hiicre duvarlarina sahip olup
mikroskop altinda incelendiginde zikzag seklinde diizenlendigi tespit edilmistir. Ust
epidermis hiicreleri diizensiz sekilli, yan duvarlar1 orta derecede dalgalidir. Bifasiyal bir
yaprak olmasindan dolay1 iist epidermadan alinan kesitlerde epiderma hiicreleri altinda
palizatlar goriilmektedir. Epiderma altindaki palizat sayis1 4-10 arasinda degismektedir.
Druz kristalleri, ince duvarli parenkima hiicreleri iizerinde tek bazen de diziler halinde
gozlenmistir. Alt epidermadan alinan kesitlerde de damarlar iizerinde druz kristal

dizileri tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Stoma komsu hiicreleri diger epiderma hiicrelerinden genellikle farklilik gdstermeyen
(anomositik) Ranunculaceae tipi stomaya sahiptir. Stomalar genellikle 4-5 komsu

hiicrelidir. Stoma komsu hiicreleri kivrimli ve diizensiz bir yapiya sahiptir (Sekil 4.12).

Sekil 4.11: Druz kristalleri A) Parenkima hiicreleri tizerinde B) Alt epiderma orta damarda

Ayrica alt epidermada yine damarlar lizerinde yogun, tek hiicreli, dar, ince, ligninlesmis
ceperli, tepesi kiit ve tabani cukurlagmus ortii tiiyleri mevcuttur (Sekil 4.13). Ust ve alt
epidermadaki ortii tiiylerinin yapisi aynidir. Fakat iist epidermadaki ortii tiiyleri alt
epidermaya gore daha seyrek olarak goriilmiistiir. Ayrica iist epidermada stomalar alt
epidermaya gore cok daha seyrektir. Sap1 ve basi tek hiicreli salgi tiiyleri hem alt hem
de iist epidermada nadir olarak tespit edilmistir (Sekil 4.14). Dokularda genel olarak

kiigiik yag damlalarina rastlanmstir.

Sekil 4.12. Ust epidermada Ranunculaceae tipi stoma ve komsu hiicreleri (kh: komsu hiicreler, s:stoma,
pp palizat parenkimasi)



Sekil 4.13. Yaprakta ortii ve salgi tityleri (st: salgi tiiyii, 6t: ortii tilyii)

Sekil 4.14. Yaprak iist ve alt epidermasinda salgi tiiylerinin goriintiisti
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Sekil 4.16: Yaprakta stomalarin goriiniimii A) Ust epidermada B, C) Alt epiderma stomalarin (s: stoma,
Ot: ortil tiiyll)
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Sekil 4.17: Yaprak enine kesitte stomanin yan yiizeyden goriiniisii (s: stoma)

4.1.2.4. Petiyol Enine Kesiti

Enine kesitte iicgen seklindedir (Sekil 4.18). Dis duvar cizgili ve kalinlasmis bir
kutikulaya sahiptir. Epidermis hafif koseli kii¢iik hiicrelerden olusur. Epidermisin
altinda 1-2 sirali kollenkimatik hiicreler yer alir. Ust epidermisin karsisinda iki kiiciik,
alt epidermisin karsisindaki iigiincii iletim demeti daha biiyiikk olup tamami iicgeni
olusturur. Bunlar tek sirah hiicrelerden olusan endodermis ile cevrilmistir. Ozde
parenkimatik hiicreler mevcut olup yapisal olarak gévdedekine benzerlik gosterir (Sekil

4.19). Petiyolde gdvdedeki oOrtii titylerine benzer yapida ortii tiiyleri tespit edilmistir.

Sekil 4.18: Petiol enine kesitte sematik goriiniim
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Sekil 4.19: Petiyolde iletim demetlerinin goriiniisii ( ph: parenkima hiicreleri,
ko: kollenkima, id. Iletim demetleri, e: endodermis)

Ayrica parenkimatik hiicrelerde bazen tek, bazende kiimelesmis halde basit billur

kristalleri goriilmiistiir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20: Petiyol enine kesitte gozlenen basit billur kristalleri (bb: basit billurlar)

4.1.3. Alchemilla mollis Tiriniin Govde Anatomisi
4.1.3.1. Govde Enine Kesiti

Ince bir kiitikula tabakasi altinda tek sirali kiiciik izodiametrik epiderma hiicreleri yer
alir. Epiderma hiicrelerinin altinda 3-4 sirali kollenkima hiicreleri onun altinda da 4-5

sirali cok koseli-dairemsi biiylik, hiicreler arasi bosluklar1 olan parenkima hiicreleri
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tespit edilmistir. Endodermis hiicreleri tek smrali ve oldukga belirgindir. Perisikl
sklerenkima demetleri ya da sklerenkimatik halka seklindedir. Sklerenkima hiicreleri 3-
4 swrahdir. Floem c¢ok swralt irili ufakli hiicrelerden olusmustur. Ksilemin etrafi cok
belirgin olmayan genellikle 1-2 sirali sklerenkimatik bir halka ile ¢evrilmistir. Dista
floem icte ise ksilem yani trake ve trakeitler yer alir. iletim demetleri daralan 6z 1sinlar

ile ayrilmigtir. Bunlar: takiben parenkimatik hiicreler ve 6z gelir (Sekil4.21).

Sekil 4.21: Govde enine kesitte sematik goriiniim

Sekil 4.22: Govde enine kesitinde anatomik ozellikler (kt: kiitikula, ep: epiderma, ko: kollenkima, pa:
parenkima, e: endodermis, sk: sklerenkima, fl: floem, ka: kambiyum, ks: ksilem, 6: 6z)
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Alman enine kesitlerin bazilarinda ©6zde biiyiik seliillozik parenkima hiicreleri

goriilmiistiir (Sekil 4.23).

* 200 pm

Sekil 4.23: Govde enine kesitte selillozik parenkima hiicreleri (sph: seliilozik parenkima hiicreleri)

Uzun ya da kisa tek hiicreli uclar1 kiit ortii tilyleri gozlenmistir (Sekil 4.24). Ortii
tilylerinden daha seyrek olmak iizere basi tek sap1 ¢ok hiicreli salgi tiiyleri de tespit
edilmistir (Sekil 4.25). Ayrica gévde parenkima hiicrelerinde ve ©6zde bulunan

parenkima hiicrelerinde de nadir olarak druz kristali goriilmiistiir (Sekil 4.26).

Sekil 4.24: Govdede ortii tityleri (6t: ortii tilyii)
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Sekil 4.25: Govdeden alinan enine kesitlerde salgi tiiylerinin goriiniisii (st: salg tiiyii)

Sekil 4.26: Govde enine kesiti A) Parenkimada druz kristali B) 6z bolgesinde druz kristali (ph: parenkima
hiicreleri, d: druz kristali)

Kuru drogtan alinan govde enine kesitlerine demir III kloriir (Fe;CI) damlatilarak

Ozellikle parenkimatik dokularda tanen birikimi gdzlenmistir (Sekil 4.27) (29-98).
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Sekil 4.27: Kuru drogtan alinan kesitlerde tanen hiicreleri (th: tanen hiicreleri)

Ayrica alinan enine kesitlerde stoma goriilmiistiir. (Sekil 4.28)

Sekil 4.28: Govde enine kesitte stoma hiicresi (s:stoma)
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4.2. EKSTRELERIN HAZIRLANISI, SPEKTROFOTOMETRIK VE
KROMATOGRAFIK BIiLESIM ANALIZLERI

4.2.1. Ekstrelerin Hazirlamisi

A. mollis bitkisi toprak Ustii kisimlarindan sirasiyla hekzan, etilasetat, metanol ve n-
butanol ekstreleri hazirlandi. Bunun yam sira bitkinin geri ¢eviren sogutucu altinda su
ekstresi ve calkalayici su banyosunda ii¢ giin siire bekletilerek %70’lik metanol ekstresi
hazirlandi. Ekstreler coziiciilerinden uzaklastirildiktan sonra antioksidan aktivite
analizleri ve komposizyon analizlerinde kullanilmak {izere hazir hale getirildi. Elde
edilen ekstre verimleri Tablo 4.1°de verimistir. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi bitki
ekstrelerinde en yiiksek verim su ekstresinden en diisiik verim ise hekzan ekstresinden

elde edilmistir.
4.2.2. Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1 deneysel
kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam
fenol miktarlar1 gallik aside, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1 ise rutine
esdeger olarak hesaplanmustir. Sonuglar Tablo 4.1° de verilmistir. Bitkinin % 70’lik
metanol ekstresinin diger ekstrelere gore fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu
bulunmustur. Toplam fenol miktarlar1 bakimindan ekstreler % 70 metanol > su >
metanol> n-butanol >etilasetat > hekzan seklinde swralanmistir. Toplam flavonoit
miktar1 bakimindan en zengin ekstre ise metanol ekstresi iken hekzan ve etilasetat
ekstrelerinin toplam flavonoit miktar1 belirlenememistir. Toplam flavonol miktari
karsilastirildiginda ise en yiiksek etilasetat ekstresinin flavonol miktar1 acisindan zengin
oldugu goriilmektedir. Su ve hekzan ekstreleri ise etilasetattan sonra yiiksek flavonol

miktarina sahip diger ekstrelerdir.



Tablo 4.1: Ekstre verimleri, toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1
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Ekstreler Verim Toplam Fenolikler | Toplam Flavonoitler Toplam Flavonoller
[%] [mgGAE/gekstre] [mgRE/gextract] [mgRE/gekstre]

(A) 0.65 3.26 £4.05% d.e. 71.93 £2.46
B) 1.2 34.79 £0.33 d.e. 107.96 + 8.65
© 7.93 122.93 £0.58 50.63 £ 0.59 42.65+£0.28
D) 4.37 63.50+1.17 13.40 £0.20 6.84 +1.27

E) 28.78 184.79 +0.33 34.63 +£0.59 63.21 £0.34
(P 31.12 172.60 = 1.26 47.34+£0.39 84.09 0.76¢g

*ortalama + SD; (A), hekzan; (B), etilasetat; (C), metanol; (D), .biitanol; (E), %70 metanol; (F), su
ekstreleri (d.e.: detekte edilemedi)

4.2.3. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Analizi

Ekstrelerin  Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile yapilan
analizlerinde PDA dedektor kullanilmis ve miktar tayinleri benzoik asit tiirevleri i¢in
280 nm’de, hidroksisinnamik asit tiirevleri i¢in 320 nm’de ve flavonoitler i¢in ise 360
nm’de yapilmistir. Elde edilen sonuclar Tablo 4.2°de verilmistir. A. mollis ekstrelerine
ait YBSK kromatogramlar1 Sekil 4.29°de verilmis, aydinlatilmig bilesiklere ait kimyasal
yapilar ise Sekil 4.30’da verilmistir.

Ekstreler icerisinde gallik asit, epikatesin, metilgallat, kafeik asit, gentisik asit, rutin

luteolin-7-0-glikozit ve apigenin-7-O-glikozit kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmistir. Gallik asit, epikatesin, katesin ve metilgallat 280 nm’de kafeik asit ve
gentisik asit 320 nm’de, rutin, luteolin-7-O-glikozit ve apigenin-7-O-glikozit ise 360
nm’de analiz edilmislerdir. Ekstrelerin igerisindeki tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar1
standart maddelerden hazirlanan kalibrasyon egrileri (Tablo 4.3) kullanilarak
hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir. Maddelerin tanimlanmasinda hem

tutunma zamanlar1 hem de UV spektrumlar: kullanilmigtir.
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Tablo 4.2: Alchemilla mollis ekstrelerinin YBSK sonuglari

Ekstreler®
Maddeler
B) ©) (D) (E) F)

Gallik asit 0.63 + 0.00” 0.85 + 0.03  1.16 £ 0.00 0.8 .+ 0.02  2.10 + 0.05
Epikatesin 1.41 + 0.00 421 + 085 343 +040  6.63 = 0.87 6.09 + 0.48
Katesin 1.09 + 0.01 739 + 0.13 341 +023 357 +028  1.86 + 0.07
Metil gallat de. 400 + 0.02  1.17 £ 0.02 599 + 0.03 12.18 + 0.01
Kafeik asit de. de. 0.00 + 0.00  0.04 = 0.00 0.00 + 0.00
Gentisik asit 0.28 + 0.04 023 + 0.0 044 +0.01 024 + 0.03  0.54 + 0.01
Rutin 0.12 + 0.00 0.80 + 0.03  0.84 £ 0.00 0.72 + 0.00  0.68 + 0.00
Luteolin-O-

Heol 0.22 + 0.00 6.04 + 0.42  23.04 £ 022 1678 + 0.13  11.63 + 0.03
glikozit
Apigenin-O- 0.06 + 0.00 208 +0.00 136 +002 120 +000 0.74 + 0.00
glikozit

4 (B), etilasetat; (C), metanol; (D), n-butanol; (E), %70 metanol; (F), su ekstreleri; bmg/g, Ort+ SD; d.e.,
dedekte edilemedi

Tablo 4.3: Standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Kod Madde Kalibr?;);(:; -'l-)l;a]nklemi Korelasy(E’I}] Katsayisi
A Gallik asit y =33155x - 210.31 0.996
B Epikatesin y=1297 x - 1.337 0.999
C Katesin y=5758 x - 13.27 0.999
D Metil gallat y=32810x +27.28 0.999
E Kafeik asit y=1297 x - 1.337 0.999
F Gentisik asit y=5758 x-13.27 0.999
G Rutin y=32810 x + 27.28 0.999
H Luteolin-O-glikozit y=158143 x + 32.05 0.999
I Apigenin-O-glikozit y = 14858x - 25,77 0,999
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Sekil 4.29: Alchemilla mollis 6rnek ekstrelerine ve standartlara ait YBSK kromatogramlar1
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Sekil 4.30: Alchemilla mollis’in bilesimindeki maddelerin kimyasal formiilleri
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4.3. FARMAKOPE ANALIZLERI
4.3.1. Toplam Kkiil ve asitte erimeyen kiil miktar tayini

Toplam kiill miktar1 ve asitte erimeyen kiil miktar1 bitkisel droglarin safliklarimi
belirlemek amaciyla yapilan analizlerdendir. Toplam kiil, bitkinin kendisinden kaynakli
olan fiziksel kiil ve cevresel etmenlerden kaynakli fiziksel olmayan kiil miktarmni
kapsamaktadir. Toplam kiil miktar1 drog kalitesini belirlemek {izere tek basina yeterli
olmamaktadir. Ciinkii droglar biiyiik cogunlugunu kalsiyum okzalat kristallerinin
olusturdugu fiziksel kiil icermektedir. Bu nedenle toplam kiil miktarinin yanisira asitte

erimeyen kiil miktar tayini de yapilmasi gereklidir (100).

Bitkisel droglarin kalite standartlar1 farmakope ve monograflarda belirtilmistir.
Alchemillae herba’nin Avrupa Farmakopesi’ndeki monografinda kayitli olan sinir test
degerlerine gore toplam kiil miktarinin % 12’ den az olmasi gerekmektedir. Tez
materyali olarak kullanilan Alchemilla mollis’ in toplam kiil miktar1 % 11.8 ve asitte

erimeyen kiil miktar1 % 4.45 olarak hesaplanmustir.
4.3.2. Voliimetrik su miktar tayini

Bir¢ok madde yiizeylerinde tutunmus olarak ya da molekiillerine bagli sekilde su icerir.
Bu suyun miktar1 sabit olmayip havanin nemine ya da diger dis etkenlere baglh olarak
farklilik gostermektedir. Bitkisel droglarinda toplanip saklanmasi asamasinda su
miktarinda degisiklikler goriilebilir. Drogtaki fazla su drogun kalitesini olumsuz olarak
etkilemektedir (mikroorganizma iiremesi gibi...) ve bu acidan Onemlidir.
Farmakopelerde belirtilen degerlere gore “Alchemillae herba” drogunda bulunmasi
gereken su miktar1 en fazla % 10’dir (h/h). Yapilan volumetrik su tayini analizde

drogumuzdaki toplam su miktar1 % 4 (h/h) olarak bulunmustur.
4.4. ANTIOKSIDAN AKTIiVITE CALISMALARI
4.4.1. indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Maddelerin indirgeme giicleri ile antioksidan aktivite arasinda genellikle dogrusal bir
baglant1 vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o maddenin
antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verebilir. Bu amacla A. mollis tiiriinden elde edilen
ekstrelerin ve standartlarin demiri indirgeme kapasiteleri incelenmis ve sonuglar Sekil
4.30’da verilmistir. Burada verilen sonuglar askorbik asite esdeger olarak

hesaplanmistir. Yiiksek deger yiiksek aktiviteyi gosterir.
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A. mollis ’in toprak iistii kistmlarindan elde edilen ekstrelerin hig¢birisinin demir(III) i
indirgeme giicii pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA ve gallik asit
kadar yiiksek bulunamamistir (Sekil 4.31). %70’lik metanol ektresi ve su ekstrelerinin

demir(III)’ii demir(IT)’ye indirgeme gii¢leri en yiiksek olarak bulunmustur.

6,0 - 5,69
5,51

P o
o o
1 1

w
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N
o
1
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Sekil 4.31: A. mollis ekstrelerinin ve standartlarin demir(III)’ti demir(Il)’ye indirgeme kapasiteleri
4.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu
amacla azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikali kullamilmustir. Biitiin
ekstreler DPPH® radikalini fizyolojik pH’da konsantrasyona bagli olarak
stipiirmiiglerdir. ICsy degerleri, radikalin % 50’sini siipiirebilecek gerekli konsantrasyon
olarak tamimlanir. Kiiciik deger yiiksek aktiviteyi gosterir. Ekstrelerin 1Csy degerleri

hazirlanan dogrusal olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis ve sonuclar Sekil 4.32’de

verilmistir.



72

=
H

1,21

IC5o [mg/mL]
= o o P P
~ o 00 o )
1 1 1 1 1
o
]

o
N
I

0,16

n.d. >10

o
o
I

N \a e o o ¢ R R N N
X X o v"y P NS O S O <
)zg/
< S

Sekil 4.32: Alchemilla mollis ekstrelerinin DPPH® radikali siipiiriicii etkileri

A. mollis ekstreleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda hekzan ve etilasetat disindaki
ekstrelerin fizyolojik pH’da siipiiriicii etki gosterdikleri belirlenmistir. Sekil 4.32’ye
gore A. mollis’in % 70’lik metanol ekstresi digerlerinden daha aktif bulunmustur. Ancak
bitkiden elde edilen hi¢bir ekstrenin kullanilan pozitif kontroller kadar etkili siipiiriicii
etkiye sahip olmadig1 tespit edilmistir. Ekstrelerinin DPPH® radikal siipiiriicii

aktiviteleri soyle siralanabilir: % 70 metanol> su>metanol>n-butanol.
4.4.3. p-Karoten/Linoleik Asit Birlikte Oksidasyonu inhibe Edici Etki Tayini

Gida lipitleri ve hiicre membranlar1 oksidatif ajanlarla kolaylikla okside olabilen
doymamis yag asitleri, linoleik ve arasidonik asitleri icerirler. Bu nedenle doymamis
yag asitleri iizerinden yapilan oksidasyon deneyleri ©nem tasimaktadir. Beta-
karoten/linoleik asit soldurma deneyi Ozellikle hiicre duvarindaki ve gidalardaki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun tanimlanmasinda siklikla kullanilir. A. mollis
ekstrelerinin S-karoten/linoleik asit oksidasyonunu engelleme dereceleri Sekil 4.32’de
verilmistir. Sekil 4.33’de goriilebilecegi gibi elde edilen ektreler belli oranlarda
inhibitor aktivite gostermistir. Su, % 70’lik metanol, n-butanol ve metanol ekstreleri
BHT ve BHA standartlarma yakin etkili olarak aktivite gosterirken hekzan ve etilasetat
Bekstrelerinin daha diisiik aktivite gostermistir. Ektrelerin aktivitesi zamana baglh olarak

degisim gostermemistir.
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Sekil 4.33: A. mollis ekstre ve standartlarin B-karoten-linoleik asit peroksidasyonuna etkileri

4.4.4. 2,2’- azino-bis (3- ethylbenzhiazoline-6- sulphonic acid) (ABTS"®) radikalinin

siipiiriicii etki tayini

Bu yontem mavi/yesil renkli bir bilesik olan ABTS'® radikali katyonu tarafindan
antioksidatif maddelerin miktarmin spektroskopik olarak Olciilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontem ile; flavonoitler, hidroksisinamik asitler, karotenoitler gibi

hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar 6lciilebilmektedir

Tiim ekstrelerin ABTS™ radikalini siipiiriicii etkileri degerlendirilmis ve sonuclar Sekil
4.34’°te verilmistir. En yiiksek aktivite su ekstresinde gozlenirken, en diisiik aktivitenin
hekzan ekstresinde oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin askorbik asit haricindeki diger

pozitif kontrollerin hi¢biri kadar yiiksek aktivite gosteremedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.34: Alchemilla mollis ekstrelerinin ABTS™ radikalini siipiiriicii etkileri

4.4.5. Askorbat —Fe (I1I)-katalizli fosfolipit peroksidasyonunun inhibisyonu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin fosfolipitler biyolojik olarak 6nemli
molekiillerdir ve hidroksil radikali kaynakli bozulmaya agiktirlar. Ayrica lipitlerin
oksidatif bozulmasi yaglarca zengin iiriinlerin acilagsmasinin da temelini olusturur. Bu
nedenle bu oksidatif hasar1 engelleyici yeni dogal maddelerin bulunmasi Onem
kazanmustir. Bovine-brain kaynakli fosfolipit lipozomlarinin askorbat-Fe(I1I)-katalizli
hidroksil radikalli bozunmasinda hidroksil radikalini siipiiriicii etki esasmna gore
fizyolojik pH da TBA-reaktif bilesiklerin formasyonun inhibisyonu ol¢iiliir. Sekil 4.35°
de goriildiigii gibi ekstreler kullanilan dogal ve sentetik standartlar kadar aktivite
gostermemistir. n-butanol ekstresinin diger ekstrelere gore daha aktif oldugu

bulunmustur (ICsp 0.086 mg/mL).
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Sekil 4.35 : Alchemilla mollis ekstrelerinin fosfolipit peroksidasyonunu inhibisyonu

4.5. SITOTOKSIK ETKININ TETRAZOLYUM TUZU (MTT)
KOLORIMETRIK GELISME iNHIBiSYONU TESTI ILE BELIRLENMESI

Sitotoksisite deneyleri ila¢ endiistrisinde sik¢a kullanilan deneylerdendir. Maddelerin
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri hiicre canliligi deneyleri ile Olciilmektedir. Bu
deneylerde ise hiicre membranlarinin farkli boyalarla boyanmasi ile sayimlar
yapilmaktadir. A. mollis’den elde edilen ekstrelerin sitotoksik 6zellikleri MCF-7 (insan
meme kanser hiicre serisi) hiicreleri ile MTT deneyi kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Bu
deneyde pozitif standartlar olarak hem sentetik hem de organik maddeler kullanilmustir.
Sonuglar % hiicre canlilig1 olarak Sekil 4.36° da verilmistir. Ektreler 25-1000 pg/mL
konsantrasyon araliginda test edilmistir. Kiicik degerler yiiksek aktiviteyi
gostermektedir. Tiim ektreler yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligmi inhibe
etmistir. Hekzan, etilasetat, n-butanol ve % 70 metanol ekstreleri 1000 pg/mL
konsantrasyonda hiicre canliliginit % 50’in iizerinde inhibe etmistir. Metanol ve n-

butanol etktreleri 100 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre canliligini arttirmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Alchemilla cinsi Rosaceae familyasinin bir iiyesi olarak bir¢cok Avrupa ve Asya
tilkesinin floralarinda kayithidir. Avrupa Farmakopesi’'nde de kayitli olan bu cinsin A.
xcanthochlora tiri ile birlikte diger bircok tiirli tibbi amacgla diinya genelinde
kullanilmaktadir. Literatiirde Alchemilla tiirleri ile 1ilgili etnobotanik ¢alismalar
yogunlukla bulunmaktadir(37,38,41,44,45,46,47,50,51). Bunun yanisira Alchemilla
tiirlerinin igerdigi bilesiklerin izolasyonu ve yapi tayinleri, bitkinin ekstrelerinin aktivite
caligmalar1 da bu cinsin tiirleri ile ilgili yapilan diger calismalar1 kapsamaktadir
(39,47,53,54,58). Ayrica iilkemizde Karadeniz Teknik Universitesi’nin yiriittiigi
Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirlerinin taksonomik ve sistematik acgidan
degerlendirilmesi ile ilgili bircok calisma yiiriitilmekte ve yeni tiirler

tanimlanmaktadir(3).
5.1. MORFOLOJIK VE ANATOMIK CALISMALAR

A. mollis tiriiniin govde, yaprak ve pedisel enine kesitleri ile yaprak yiizeyel kesitleri
almarak karakteristik Ozellikleri tespit edilmistir. Herbaryum ornekleri ve % 70’ lik
alkol numuneleri kullanilarak hazirlanan preparatlardan bitkinin elemanlar1 ayrintili

olarak incelenmis ve bulgular mikrofotograflarla desteklenmistir.
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Arastirma konumuz olan A. mollis tiiriiniin ¢iceklerinin morfolojik deskripsiyonu
Davis’in “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” eserindeki Alchemilla cins ve
tiir 0zellikleri dikkate almarak yapilmistir. Tiirkiye Florasi’'nda A. mollis tiiriiniin ¢icek
boyutlarmin 3-6 mm genisliginde oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda ¢iceklerin
3-4 mm genisliginde olduklari tespit edilmistir. Ayrica Flora’da pediselin tiiysiiz oldugu
belirtilmis olup yaptigimiz calismada seyrekte olsa tiiyler goriilmiistiir. Alchemilla
tiirlerinde korolla halkas1 yoktur. Epikaliks tiim tiirlerde mevcuttur (15). Epikaliks boyut
olarak kaliksin yaklasik yarisidir. Kapitat stigmali ovaryum ve 4 kisa stamen tespit
edilmistir. Bu 6zelligi ile de Avrupa Farmakopesi’nde belirtilen A. xanthochlora ile

benzerlik gostermektedir.

2009 yilinda Hayiroglu ve Inceer’in yapmus oldugu bir ¢calismada Tiirkiye’den ii¢ yeni
Alchemilla tiirii tanimlanmistir (3). Bu tiirlerden A. fissa Ginther& Schummel tiiriinde
hipantiyum tiiysiiz, A. haraldi Juz. tiiriinde alttaki ciceklerde tabanda hipantiyumda tek
tek tiiyler, A. pseudomollis Juz. tiiriinde ise hipantiyumun oldukga tiiylii oldugundan
bahsedilmistir. Bizim c¢alismamizda A. mollis tiiriniin literatiirde belirtilen A.
pseudomollis tiirii ile benzerlik gbzlenmektedir. Yapraktan alinan enine kesitte yapragin
bifasiyal tipte oldugu tespit edilmistir. Orta damardan alinan enine kesitte iist yiizeyde
belirgin olarak oluklu ve alt yiizeyde dig biikey oldugu goriilmiistiir. Yapragin alt
yiizeyinde daha yogun olmak iizere, her iki yiizeyde de stoma goriilmiistiir
(amfistomatik). Alt ve iist epiderma hiicreleri sekil olarak birbirlerinden farkhidir (alt

epidermis hiicreleri zikzak, iist epidermis hiicreleri ise diizensiz sekillidir).

Violeta’nin 2011 yilinda A. flabellata Buser. ve A. glaurescens Wallr. tiirleri {izerinde
yapmis oldugu yaprak morfo-anatomik ¢alismalarinda elde ettigi bulgularla A. mollis ile
ilgili bizim bulgularimiz genellikle paraleldir (101,102). Ancak bu c¢alismalarda
yaprakta herhangi bir kristal varligindan bahsedilmemistir. A. mollis tiiriinde 6zellikle
palizat parenkimasinda tek ya da kiimeler halinde druz kristalleri tespit edilmistir. Bu
elde ettigimiz bulgu Avrupa Farmakopesi’ nde belirtilen A. xanthochlora Rothm.
tiirlinlin mikroskobik 6zellikleriyle paralellik goétermektedir (29). A. mollis tiiriiniin
petiyol enine kesitlerinde bazen tek bazende kiimeler halinde basit billur kristallerine
rastlanmistir. Violeta’nin Alchemilla tiirleri ile yaptigi ¢calismalarda bdyle bir bulguya
rastlanmazken Metcalfe’nin “Anatomy of the Dicotyledones” adli eserinde petiyoldeki

kristallerin varligindan bahsedilmistir (99).
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Govde morfolojik olarak incelendiginde neredeyse tamamen tiiylii oldugu goriilmiistiir.
Yapilan anatomik caliymada govdeden el ile kesitler alinmis ve mikroskop altinda
detayl olarak incelenmistir. Govdedeki tiiylerin cogunlukla uzun ya da kisa, tek hiicreli,
uclar1 kiit ortii tiiyleri oldugu tespit edilmistir. Ayrica nadir olarak basi tek sap1 ¢ok

hiicreli salgi tiiyleri de goriilmiistiir.

Rosaceae familyasndaki bazi cinslerde oldugu gibi Alchemilla’ nin bu tiiriinde de
endodermis tabakasi oldukca belirgindir. Periskil devamli sklerenkimatik ring
seklindedir. Ozellikle parenkima hiicrelerinin bazilarinda tanen varlig1 tespit edilmistir.
Buraya kadar tespit edilen bulgular literatiirle uyum gostermektedir (99-103). Bizim
calismamizda A. mollis tiiriiniin parenkima hiicrelerinde druz kristaline rastlanmustir.
Violate’nin A. flabellata tiiriiniin gévde anatomisini ¢alismasinda kalsiyum okzalat
kristali gozlenmemistir. Ayrica Metcalfe’nin “Anatomy of the Dicotyledone” adli
eserinde de boyle bir bulguya yer verilmemistir. Yine Violeta’nin yaptig1 calismada A.
flabellata tiiriiniin gdvde kesitinde 6z, dar bir alan olustururken A. mollis tiiriinde ise 0z
daha genis bir alana sahiptir. A. flabellata tiiriiniin govdesinde yalnizca ortii tiiyleri
tespit edilmis olup bizim ¢alismamizda ise Ortil tiiylerinin yani sira salgi tiiyleri de tespit
edilmistir.

Bu calisma A. mollis tiirii ile ilgili daha O6nce yapilmis olan herhangi bir anatomik

caligma olmamasi bakimindan orjinaldir.

5.2. SPEKTROSKOPIK VE KROMATOGRAFIK BILESIM ANALIiZLERI VE
ANTIOKSIDAN AKTIiVITE ANALIZLERI

Bu tez kapsaminda arastirma konumuz olan A. mollis tiiriiniin in vitro antioksidan
etkileri ve bu etkiden sorumlu bilesikleri kantitatif ve kalitatif olarak incelenmistir. Bu
amagla bitkiden Soxhlet ekstraksiyonu ile hekzan, etilasetat, metanol ve butanol
ekstreleri, bu ekstrelerin yanisira % 70’lik sulu metanol ekstresi ve su ekstresi
hazirlanmistir. Bu ekstreler hem antioksidan aktivite deneylerinde hem de kompozisyon

analizlerinde kullanilmistir.

A.mollis’in toprak stii kistmlarindan hazirlanan ektrelerin verimleri 0.65- 31.12 mg/g
araligimda olup verimler su > % 70 metanol > metanol > butanol > etilasetat > hekzan
olarak swralanmaktadir. Bitkinin toplam fenol miktar1 en yiiksek % 70 metanol

ekstresinde (184.79 mgcar/gekse) bulunmustur. Toplam flavonoit miktar1 ise en yiiksek
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metanol ekstresinde (50.63 mgre/geksre) hesaplanmistir. Toplam flavonol miktar: degeri

en yliksek olan ekstre ise etilasetat (107.96 mgre/geksure) €kstresidir.

Ekstreler lizerinde yapilan YBSK analizleri sonucunda tiim ekstrelerde tanimlanan
fenolik bilesikler igerisinde luteolin-O-glikozit butanol ekstresinde ve bitkide
tanimlanan bilesenler icerisinde ana madde olarak tespit edilmistir. Toplam luteolin-O-
glikozit miktar1 elde edilen ekstre toplaminda 29.3 mg/g olarak bulunmustur (Tablo
4.2). Ayrica ekstrelerde katesin, epikatesin ve metilgallat gibi tanen bilesiklerinin
yapilarinda bulunan maddeler de tespit edilmistir. Literatiirde A. mollis bitkisinden 8
flavonoit bilesigi izole edildiginden bahsedilmekte olup bu bilesikler cis ve trans-
tilirosit, rhodiolgin, hiperosit, isokersitrin, mikuelianin, gossipetin-3-O-f-D-
glikopiranosil-7-0-a-L-ramnopiranosit ~ (sinnocrassoside D2), Gossipetin-3-0-f-D-
galaktopiranosil-7-O-a-L- ramnopiranosit’tir (11). Ayrica “Alchemilla Tiirlerinde
Flavonoit Bilesiklerinin Tayini ve Bu Bilesiklerin Taksomik Olarak Kullanilmas1” adli
doktora tezinde bircok Alchemilla tiirii ile birlikte A. mollis tiiriiniin flavonoitleri de
calisgiimis hem YBSK hemde ITK ile kersitrin, viteksin, rutin, orientin ve isokersetin
gibi bilesiklerin varlig1 tespit edilmistir (1). Calisilan A. mollis ekstrelerinde ana
bilesenler olarak flavonoitlerin ve tanen tiirevlerinin bulunmasi literatiirle uyum

gostermektedir.

Resmi farmakopemiz olan Avrupa Farmakopes’inde kayitli olan Alchemillae herba
drogunun toplam kiil ve asitte erimeyen kiil miktarlar1 farmakopede belirtildigi sekilde
hesaplanmis, bitkinin sahip oldugu toplam kiil miktarinin % 11.8 ve asitte erimeyen kiil
miktarinin ise % 4.45 oldugu bulunmustur. Degerlerin farmakopede belirtilen araliklar
arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica bitkinin voliimetrik olarak tasidigi nem miktar1

Olciilmiis % 10’dan az olmas1 gereken deger % 4 olarak bulunmustur.

Ekstrelerin demir(III)’ii demir(IT)’ye indirgeme kapasitesi hidrojen verme kapasiteleri
olarak degerlendirilir. Indirgeme kapasitesi radikal zincir reaksiyonlarinin baslangic
sathasinda olduk¢a Onemlidir (104). Literatiirde, sulu ekstrelerin demir(IIl)’i
demir(Il)’ye indirgeme kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri arasimnda yiiksek
korelasyon bulunmasina ragmen, bunun her zaman dogru olmadigi kayithdir
(92,105,106). Ekstrelerin demir(IIT)’ti demir(Il)’ye indirgeme giicli test edilmistir.
Sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmis (AscAE) ve bu degerler
kullanilmistir. AscAE degeri biiyiidiikce aktivite de artmaktadir. A. mollis ekstrelerinin
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indirgeme kapasiteleri 0.15- 0.98 mmol/g AscAE degerlerinde ve en aktif ekstre de %
70 metanol ekstresi (0.98 mmol/g AscAE) olarak bulunmustur. Fenolik asitler ve
flavonoitler dogal antioksidanlar olarak bilinirler. Fenolik asitler, 0zellikle
hidroksisinnamatlar, antioksidan aktivitelerini hidrojen vererek gosterirler (107-108).
Bu tez kapsaminda incelenen ekstrelerin igerisinde flavonoitler ve fenolik asitler
tanimlanmustir. En yiiksek elektron verici ekstre olarak tespit edilen % 70 metanol
ekstresinin kimyasal bilesiminin fenolik maddelerce de zengin oldugu belirlenmistir.
Fenolik asitler ve flavonoitler polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirler ve polar sistemlerde giiclii
aktivite gosterirler. Demir(III)’ii indirgeme reaksiyonu ve DPPH® radikal siipiiriicii etki
testleri polar ortamlarda yapilmaktadir. Bu nedenle de bu bilesiklerce zengin
fraksiyonlar bu deney sistemlerinde etkili olarak bulunmuslardir. Tez kapsaminda
incelenen sonuclarda indirgeme kapasitesi ile toplam fenolik madde icerigi arasinda

yiiksek korelasyon bulunmustur (y=155,9x+27,993; R2 = 0,9929).

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali, 517 nm de maksimum absorbans veren
stabil bir radikaldir. Antioksidan 6zellikli maddeler tarafindan elektron ve hidrojen atom

transferi ile DPPH® radikalinin hidrazin tiirevlerine indirgendiginde absorbans diiser

(Sekil 5.1) (82).

N + ArOH —= NH + ArO
O,N NO, O,N NO
NO, NO,
DPPH* (antioksidant, 6rn. fenolik) (DPPH-H) (antioksidant serbest radikali)

Sekil 5.1: DPPH" radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon

Ekstrelerin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini siipiirme kapasiteleri
fizyolojik pH da incelenmis ve sonuglar ICsy degerleri olarak (mg/mL) verilmistir. ICsg
degeri kiiciildiikkce aktivite artmaktadwr. Bitkiden elde edilen hekzan ekstreleri
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¢Oziiniirliik problemi nedeniyle bu polar deney sisteminde test edilememistir. A. mollis
ekstrelerinin ICsp degerleri 0.21-1.21 mg/mL arasinda degismektedir. A. mollis
bitkisinden elde edilen % 70 metanol ekstresinin DPPH radikalini siipiiriicii etkisi (ICsp:
0.21 mg/mL) diger ekstrelere gore daha yliksek olarak bulunmustur. Su ektresinin ICs
degeri (ICso: 0.24 mg/mL) % 70 metanol ektresinin ICsy degerine olduk¢a yakin olarak
hesaplanmigtir. Gallik asitin ICsy degeri ise 0.03 mg/mL olarak belirlenmistir. Gallik
asitin radikal siipiiriicii etkisi BHA, BHT ve askorbik asitten daha yiiksek olarak
bulunmustur. En yiiksek aktivite gosteren % 70 metanol ve su ekstrelerinin
bilesimlerinin hem flavonoitler hem de tanen tiirevleri bakimindan zengin olmasi
nedeniyle etkiden sorumlu olarak bu bilesikler belirlenmistir. Ekstrelerin indirgeme
kapasiteleri ve DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri arasinda yiiksek korelasyon

bulunmustur (y=-0,7096x + 1,0491; R2=0,9141).

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler linoleik asit ve arasidonik asit gibi oksidasyona
oldukca miisait doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler (109,110). Bu nedenle,
bu tez kapsaminda incelenen Alchemilla ekstrelerinin antioksidan etkileri taranirken
doymamis yag asitli deney ortamlarmin kullanilmasi 6nemlidir. Bu amacgla en ¢ok
kullanilan deney modellerinden birisi f-karoten-linoleik asit beyazlama testidir (111).
Bu emiilsiyon bazli sistemde, linoleik asitten hidrojen c¢ikmasi sonucu olusan
pentadienil serbest radikalinin yiiksek konjugasyona sahip olan pf-karotene hiicum
etmesi sonucu reaksiyon emiilsiyonunun renginin acilmasi esastir (112). Orneklerin S-
karotenin renginin agilmasini inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest radikal siipiiriicii
etkiyi yani antioksidan etkiyi diistindiirebilir (110). A. mollis ekstrelerinde oksidasyonu
engelleyici etki zamana bagli olarak incelenmis fakat zamana bagli bir degisim
gozlenmemistir. Ozellikle polaritesi yiiksek olan metanol, butanol, % 70 metanol ve su
ekstreleri hemen hemen benzer aktivite gostermistir. Bu ekstreler apolar ekstrelere gore
daha etkin bilunmustur. Flavonoit ve tanen icerigi fazla olan ektrelerin aktiviteleri daha
yiiksek olarak tespit edilmistir. A. mollis bitkisi ile yapilmig bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamustir. Diger tiirlerle yapilan caliymalarda da polar ekstrelerin aktivite

gosterdigi kayithdir (113).

En ¢ok kullanilan antioksidan aktivite olglim metodlarindan birisi ABTS/TEAC
yontemidir. Bu yontem, ABTS " nin (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit))

oksidasyonu sonucu olusan ABTS™ radikal ¢ozeltisi lizerine, antioksidan iceren drnegin
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eklenmesi sonucu radikalin indirgenmesi ve olusan mavi/yesil renkli ABTSe+
radikalinin renginin 600-750 nm dalga boyunda belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir
(114). Ekstrelerin ABTS®* radikalini siipiiriicii etkileri 0.25 ve 0.50 mg/mL dozlarda
incelenmistir. Su ve % 70 metanol ektreleri 0.50 mg/mL dozda en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Butanol ekstresi ise her iki dozda da benzer aktivite sergilemistir. Higbir
ekstre pozitif standart olarak kullanilan BHT, BHA ve gallik asit kadar aktivite
gosterememistir. A. vulgaris’in de su ekstresinin TEAC degeri pekcok bitki ile
karsilagtirildiginda en aktif olarak literatiirde kayitlidir (42). Bu deneyde de flavonoit ve
tanen icerigi yiiksek olan ekstreler yiiksek aktivite gostermis olup literatiirle de uyum

gostermektedir.

Yaglarin oksidasyonu gidalardaki oksidatif bozulmanin ve insan viicudundaki hiicresel
organellerin fizyolojik fonksiyonlariin kaybinin en 6nemli nedenidir (115). Potansiyel
antioksidanlar olarak besin maddelerinin ve membran fosfolipitlerinin in vitro olarak
degerlendirilmesi i¢in en kullanigli model sistemleri fosfolipitlerdir. Bu amacla sentetik
antioksidanlar serbest radikalleri uzaklastirmak amaciyla kullanilmaktadir. Hidroksil
radikali basta olmak iizere, fizyolojik olarak benzer reaktif oksijen tiirleri in vivo zincir

reaksiyonlarinda bozulmayi1 baglatir ve pek cok hastaligin olusumunda rol oynar (116).

Bu calismada demir(IIl) ve askorbik asit varliginda fosfolipit esasli lipozomlar hizla
hidroksil radikal kaynakli peroksidasyona tabi tutulmus ve malondialdehit ve benzer
aldehitlerin tesekkiilii saglanmistir. Olusan bu reaktif aldehitler 2-tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona sokularak olusan pembe renk 532 nm de spektrofotometrik olarak
Olctilmiistiir. Olusan renk siddeti reaktif aldehit miktar1 ile dogru orantili olmasi
nedeniyle lipit peroksidasyon miktar1 ve dolayisiyla test maddelerinin antioksidan

etkileri de bu sekilde tayin edilmistir.

A. mollis’den elde edilen ekstreler 2-tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerinin (TBARS)
olusumunu engelleyerek belli oranda antioksidan etki gostermislerdir. Ekstrelerden
butanol ekstresi en aktif (ICsp 0.086 mg/mL) ekstre olarak tespit edilmistir. Su ektresi
ise en yiiksek 1Csy degerine sahiptir. Butanol ektresinin bilesiminde flavonoitler ve
fenolik asitler yiiksek oranda bulunmaktadirlar. Ektrelerin indirgeme kapasiteleri ile
lipit peroksidasyonunu engelleyici etkileri arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur
(y=-0,5037x+0,9493; R?=0,8244). Ayrica ekstrelerin toplam fenolik madde icerigi ile

lipit peroksidasyonunu engelleyici etkileri arasinda da yiiksek korelasyon bulunmustur



84

(y=-0,0032x+1,0356; R? = 0,8146). Bu sonuglara gore, ekstreler fosfolipitleri
oksidasyona kars1 hidroksil radikallerini lipit matriksinin icerisinde reaksiyona
girmeden Once tutarak korumuslardir. Bu nedenle ekstreler lipitce zengin matriksi

bulunan biyolojik membranlarda ve gida iiriinlerinde koruyucu olabilirler.

A.mollis bitkisinin antitimor etkisi literatiirde ¢ok fazla incelenmemistir. Ancak tanen
tirevlerinin antikanser etkileri cesitli kaynaklarda belirtilmektedir (72,117,118).
Bitkiden elde edilen ekstrelerin sitotoksik etkileri MCF-7 (insan meme kanser hiicresi)
hiicre dizisi iizerinde denenmis ve hiicre canliliklart MTT ile tespit edilmistir. Ekstreler
hiicrelere 25-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda 6 konsantrasyon olacak sekilde
uygulanmistir. Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde tiim ektreler yiiksek dozlarda
hiicre canliligimi yiiksek oranda inhibe etmistir. Ozellikle hekzan, etilasetat, butanol ve
9% 70 metanol ektreleri 1000 wg/mL dozlarda % 50 den fazla hiicre canliligmi inhibe
etmistir. Metanol ve butanol ektreleri 100 pg/mL dozda hiicre canlilifinin artigini
tetiklemistir. A. mollis tizerine yapilmis sitotoksisite calismasi yoktur. Bazi Alchemilla
tiirlerinin % 50 metanol ekstreleri ile yapilan sitotoksisite c¢alismasinda HeLa
hiicrelerinde yiiksek dozlarda (200 pg/mL) hiicre canliligini inhibe ettigi kayithdir (73).

Yapilan ¢calismamizda buldugumuz sonuglar literatiirle uyum gostermektedir.

Sonug olarak, A. mollis ekstreleri ile yapilan calismalar sonucunda ekstrelerin fenolik
bilesim bakimindan zengin oldugu ve ana bilesenlerinin flavonoitler ve tanenler oldugu
tespit edilmistir. Yapilan aktivite caligmalarinda flavonoitler ve tanenler bakimindan
zengin olan % 70 metanol ve su ekstrelerinin yiiksek aktiviteler gosterdigi tespit
edilmistir. A. mollis iizerinde gerek anatomi- morfoloji gerekse kimyasal-aktivite
caligmalar1 ¢ok azdir. Bu tez kapsaminda bu bitki tam olarak incelenmis ve tiim degerler
karsilagtirmali olarak verilmistir. Burada verilen tiim sonuglar A. mollis bitkisi i¢in ilk
ve orjinaldir. Bundan sonraki caligmalarda aktivitesi yiiksek ekstrelerin bilesimleri daha

detayl olarak incelenecek ve farkl aktivite ¢alismalar1 yapilacaktir.
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