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OZET

Alchemilla pseudocartalinica Juz. Bitkisi Uzerinde Fitokimyasal Arastirmalar ve

Biyolojik Aktivite Calismalari

Alchemilla cinsi (Rosaceae) Tiirkiye’de 26’s1 endemik 78 tiirle temsil edilmektedir.
Bazi1 Alchemilla tiirleri halk arasinda oOksiiriikte, astimda, bronsitte ve yara iyi edici olarak
kullanilmaktadir. Bugiine kadar Alchemilla tiirlerinden fenolik ve terpenik yapida bilesikler
izole edilmistir. Ulkemizde dogal olarak yetisen tiirlerden biri olan ve yapilan etnobotanik
arastirmalarda Dogu Anadolu Bolgesi’nde ishale karsi, diiiretik ve tonik olarak kullanildig1
kaydedilen Alchemilla pseudocartalinica Juz. tizerinde yapilmig bir izolasyon g¢alismasina
rastlanmamustir. Tez kapsaminda A. pseudocartalinica’nin gesitli biyolojik aktivitelerinin
arastirilmasi ve aktif bulunan ekstrenin fitokimyasal igeriginin kromatografik tekniklerle

aydinlatilmas1 amaglanmastir.

A. pesudocartalinica tiiriiniin toprak iistii kisimlarindan ve kdklerinden %80 metanol
ekstreleri ve ham ekstrelerden sivi-sivi ekstraksiyonu yontemi ile alt ekstreler elde edilmistir.
n-Hekzan, diklorometan, n-butanol ve su alt ekstrelerinin asetilkolinesteraz,
butirilkolinesteraz, tirozinaz ve a-glukozidaz inhibitor etkinlikleri in vitro calismalarla
arastirilmistir. Ayrica tiim ekstrelerin fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasitesi
(PRAP), metal selat yapma kapasitesi, demir indirgeyici antioksidan kapasitesi (FRAP)
Olciilmistiir. a-Glukozidaz inhibitor aktivitesi en yiiksek bulunan su alt ekstresi kolon
kromatografisi yontemleri kullanilarak fraksiyonlanmis ve elde edilen fraksiyonlarin
etkinligi ayni test sisteminde aragtirilmistir. En aktif bulunan fraksiyondaki major maddenin
yapisi kersetin 7-O-f-D-glukopiranozil-3-O-f-D-glukuronopiranozit olarak aydinlatiimistir.
Ayrica, ekstrelerin  kimyasal profilinin aydinlatilmas1 i¢in LC-MS/MS yontemi
kullanilmigtir. Toprak iistii metanol ekstresinde elajik asit (38.42 pg/g) ve kok metanol
ekstresinde katesin (185.30 ng/g) bilesiklerinin en yiiksek oranda bulunan bilesikler oldugu

tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama,

Ekstraksiyon, Enzim Inhibisyonu, Rosaceae
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SUMMARY
Phytochemical Studies and Biological Activity Studies on Alchemilla pseudocartalinica Juz.

The genus Alchemilla (Rosaceae) is represented by 78 species in Turkey, 26 of which
are endemic Some species of Alchemilla are used in folk medicine for coughs, asthma,
bronchitis, and wound healing. Phenolic and terpenic compounds have been isolated from
Alchemilla species up to date. No isolation study was found on Alchemilla pseudocartalinica
Juz., one of the species growing naturally in our country and recorded to be used as a diuretic
and tonic against diarrhea in the Eastern Anatolia Region in ethnobotanical studies. Within
the scope of the thesis, it was aimed to investigate various biological activities of A.
pseudocartalinica and to elucidate the phytochemical content of the active extract by

chromatographic techniques.

The 80% methanol extracts were obtained from the aerial parts and roots of A.
pesudocartalinica species, and sub-extracts were obtained from the crude extracts by liquid-
liquid extraction method. Acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, tyrosinase, and a-
glucosidase inhibitory activities of n-hexane, dichloromethane, n-butanol, and water sub-
extracts were investigated by in vitro studies. In addition, the phosphomolybdenum-reducing
antioxidant capacity (PRAP), metal chelating capacity, and iron-reducing antioxidant
capacity (FRAP) of all extracts were measured. The water sub-extract with the highest a-
glucosidase inhibitory activity was fractionated using column chromatography methods and
the activity of the obtained fractions was investigated in the same test system. The structure
of the major substance in the most active fraction was elucidated as quercetin 7-O-f-
glucopyranosyl-3-O-g-glucuronopyranoside. In addition, LC-MS/MS method was used to
elucidate the chemical profile of the extracts. Elagic acid (38.42 ug/g) in the aerial part
methanol extract and catechin (185.30 pg/g) in the root methanol extract were found to be

the compounds with the highest content.

Keywords: Antioxidant, Biological Activity Guided Fractionation, Enzyme Inhibition,
Extraction, Rosaceae
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1. GIRIS ve AMAC

Glinlimiizde gerek kirsal kesimde gerekse sehirlerde hastaliklarin tedavisinde
faydalanilan dogal kaynaklarin 6nemli bir kismin1 bitkiler olusturmaktadir (1, 2). Pek ¢ok
medeniyete ev sahipligi yapmis olan ve bu nedenle zengin etnobotanik bilgi birikimine sahip
olan iilkemizin bitki ¢esitliliginin eczacilik bakimindan arastirilmas: ve degerlendirilmesi

biiylik 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde yayilis gdsteren cinslerden biri olan Alchemilla L. cinsi, Rosaceae
familyas1 igerisinde smiflandirilmakta ve diinyada 1000'den fazla (3), Tiirkiye'de ise 77
Alchemilla tiirii bulunmaktadir (4, 5). Tiirkiye florast incelendiginde Alchemilla tiirlerinin
cogunlugunun Kuzey Anadolu Bolgesi’nde yogun bir sekilde yayilis gostermekle birlikte,

ilkenin tamamina dagilmis durumda oldugu goriilmiistiir (5, 6).

Alchemilla tiirlerinin genis yayilislarina bagl olarak halk arasinda bazi hastaliklarin
tedavisinde kullanildiklarina dair literatiir verileri bulunmaktadir (7). Avrupa’da yetisen A.
vulgaris L. tiirliniin toprak iistii kisimlarinin halk arasinda ditiretik, astrenjan, antispazmodik,
konvulsif hastaliklarin tedavisinde ve asir1 menstiirasyonda kiir olarak kullanildigi
bildirilmistir (8). Isvec'te geleneksel halk tibbinda A. vulgaris’in toprak iistii kisimlarmin
inflamatuvar hastaliklara kars1 ve yara iyi edici olarak kullanildigi tespit edilmistir (9).
Irlanda'da yapilan bir calismayla, Kildare bolgesinde A. vulgaris'ten hazirlanan bir merhemin
impetigo tedavisinde kullanildig:r bildirilmistir (10). Ayni tiirden hazirlanan ekstreler
Fransa'da antihemorajik, diyareye kars1 ve astrenjan olarak kullanilmakta (11), Estonya'da
bitkinin yaprak ve ¢igeklerinden soguk alginligi, ates ve bogaz agrisinda yararlanilmaktadir
(12). ispanya'nin Katalonya bdlgesinde Alchemilla alpina L.'nin toprak iistii kisimlarindan
antimikotik ve a1z bogaz antiseptigi olarak faydalanilmaktadir (13). Ulkemizde yapilan
halk ilaci calismalarinda da Alchemilla tiirlerinin tedavi edici olarak kullanimina
rastlanmaktadir. A. pseudocartalinica Dogu Anadolu Bolgesinde "yildiz nisan1" olarak
bilinmekte ve yapraklar1i infiizyon seklinde kabizlikta, diliretik ve tonik olarak
kullanilmaktadir (14) Yozgat ve Sivas’ta A. mollis "giirvelik" adiyla bilinmekte ve taze
koklerinden gida maddesi olarak faydalanilmaktadir (15). A. hessii bitkisinin ise
yapraklarindan hazirlanan lapanin Hakkari’de yara iyi edici olarak kullanildig: bildirilmistir

(16).



Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda Alchemilla tiirlerinden fenolik bilesikler ve
terpenik yapida bilesikler izole edilmistir (11). Alchemilla tiirlerinin yiiksek miktarda tanen
yapisinda bilesikler igerdigi ve bitkiden farmakopelerde belirtilen yontemlerle elde edilen
tanen iceriginin biiyiik bir kismini pirogallol bilesiginin olusturdugu bilinmektedir (17).
Alchemilla tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal analiz ve biyolojik aktivite ¢aligmalar1 A.
vulgaris tiirii iizerinde yogunlasmistir. Bu tiirlin fenolik asit (salisilik protokatesik, kafeik,
trans-sinnamik, gentisik, klorojenik ve vanilik asit), tanen, triterpen (ursolik asit, oleanolik
asit) ve flavonoit (rutin, hiperozit, kersitrin, orientin, viteksin) yapisinda maddeler i¢erdigi

bulunmustur (18, 19).

Alchemilla tiirlerinin antioksidan, antienflamatuvar, antiproliferatif ve yara iyi edici
etkilerini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (7, 8, 11, 18, 19). A. barbatiflora'nin toprak istii
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin antioksidan etkileri, tirozinaz, a-glukosidaz ve
asetilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri incelenmis, en aktif bulunan su alt ekstresinin
fitokimyasal igerigi arastirilmistir. Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama teknigi
ile yapilan ¢aligmada, su ekstresinin aktif fraksiyonlarindan katesin ve bir katesin dimer dahil
olmak {izere yedi metabolit (prosiyanidin B3, Kkersetin-3-O-4-D-glukuronik asit
(miquelianin),  kersetin-3-O-p-D-galaktozit  (hiperozit), kersetin-3-O-f-D-arabinozit
(quaiaverin), kemferol-3-O-f-D-ksilopiranozit, kemferol-3-O-(6"-kumaroil-f-D-glikozit)
(tilirozit) izole edilmistir (20). A. vulgaris'in ticari preparatindan hazirlanan metanollii ve
sulu ekstrelerinin serbest radikal siipliriicii aktivitesiyle lipid, protein ve DNA
oksidasyonuna kars1 koruyucu aktivitesinin arastirildig: bir ¢aligmada metanol ekstresi 50
pg/mL konsantrasyonda DPPH’1 %74 oraninda inhibe ederken, sulu ekstre 25 pg/ml
konsantrasyonda %77 oraninda radikal siipiiriicii etki gOstermistir. Sulu ekstrenin lipit
peroksidasyonu iizerinde metanollii ekstreye gore daha aktif oldugu goriilmiistiir. Her iki
ekstrede de 4 mg/mL konsantrasyonda DNA oksidasyonu iizerine etki calismasinda
maksimum inhibitor etki gozlenmistir. Sonuglar A. vulgaris ekstrelerinin antioksidan
aktivitesi nedeniyle gida, kozmetik ve ilag sanayisinde hammadde olarak kullanilabilecegini

gostermektedir (8).

Ulkemizde yetisen Alchemilla tiirlerinin biiyiik cogunlugu Karadeniz Bélgesi’nde
yayilis gostermektedir. Bu nedenle Alchemilla cinsi tizerindeki fitokimyasal ve biyolojik

aktivite caligmalarinin artirilmasi bolgenin bitki popiilasyonunun eczacilik bakimindan



degerlendirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu caligma kapsaminda, Trabzon’dan
toplanan Alchemilla pseudocartalinica tiiriiniin enzim inhibitor aktivitesi ile antioksidan

etkisinin ve etkiden sorumlu madde profilinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Rosaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Rosaceae familyasindaki bitkiler odunsu veya otsu, bazen dikenli yapidadirlar.
Yapraklar alternan, siklikla disli kenarli, genellikle stipulali, basit veya birden fazla
parcalidir. Reseptakulum farklilik gosterir, agaglarda ve galilarda siklikla kisa siirgiinler
tizerindedir. Cigekler hermafrodit ya da tek eseyli, aktinomorf, perigin ya da epigindir. 4-5
parcali serbest kaliks, epikaliks bulunur ya da mevcut degildir. 4-5 pargali ve serbest korolla
mevcut ya da degildir. Stamenler 1 ya da 1’den fazla. Ovaryum iist durumludan alt
durumluya kadar olabilir, 1 ya da daha fazla karpellidir. Karpeller genelde serbest; stilus
terminal, lateral veya ginobaziktir. Meyve etli veya kuru aken, niiks, drupa ya da folikiil
tipindedir. Meyveler c¢ogunlukla agregat sekilde olup tohumlar genel olarak
endospermasizdir. Bu familya, dogal olarak yetisen ¢cok sayida meyve agaci ve onlarin kiiltiir
ortaminda yetigsmis formlarini igermektedir. Familya tayin anahtarinda Alchemilla cinsine

ulagmak i¢in izlenecek basamaklar asagida sunulmustur (21).
1. Yapraklar birlesik, ayr1 yaprakeiklar tagir
1. Yapraklar basit, bazen derin loblu ya da tamamen ayrilmis
2. Cal1 veya agagclar, ¢iceklerin petalleri vardir, epikaliks bulunmaz
2. Tek veya c¢ok yillik otsu bitkiler; ¢igekler petalsiz; epikaliks bulunur

3. Stamenler 1(-2); kiigiik, tek yillik, yogun karsilikli yapraklari olan simoz ¢igek

AUITMIATT... . e 22. Aphanes

3. Stamenler 4(-10); ¢ok yillik, salkim veya panikulali simoz g¢igek
QUIUMIATT. ..ttt eneens 21. Alchemilla

2.1.2. Alchemilla L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Yapraklari palmat veya kismi palmat seklinde ¢ok yillik otsu, odunsu rizoma sahiptir.
Cicek durumu birlesik simoz seklindedir. Yapraklar1 4(-5) parcalidir. Hipantiyum urseolat
seklinde, epikalis mevcut, korolla bulunmamaktadir. Petalsiz ve stamenler ¢igcek tablasinin
dis cevresine yerlesmis sekilde 4(-5) adettir. Meyvesi tek akenli, biitiin ya da pargal1 ince

kuru hipantiyum ile sarili durumdadir. Tiirkiye’de yetisen tiirlerin ¢ogunlugu Kuzey
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Anadolu’da yayilis gosterirken, yakin tiirler Kafkasya, Kirim ve/veya Iran bolgelerinde

bulunur (5). Tiirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri Tablo 1’de listelenmis ve

endemik olanlar belirtilmistir (22).

Tablo 1. Tirkiye’de yayilis gosteren Alchemilla tiirleri

Alchemilla Tiirii

Yetistigi Bolge

Halk Arasinda

Kullanilan ismi

A. abchasicaa

A. akdoganica (E)
A. amoena (E)

A. ancerensis (E)
A. armeniaca (E)
A. ayazii (E)

A. ayderensis (E)
A. barbatiflora

A. basakii (E)

A. beyazoglii (E)
A. boluensis (E)
A. bornmuelleri (E)
A. bursensis (E)
A. buseriana (E)

A. caucasica

A. chlorosericea
A. cimilensis (E)
A. ciminensis (E)

A. compactilis

A. crinita

A. daghestanica

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Bat1 Karadeniz

Dogu Karadeniz

Yukar1 Firat Boltimii
Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Bat1 Karadeniz

Yukar1 Kizilirmak Boliimii
Giiney Marmara, I¢ Bat1 Anadolu
Hakkari, Adana

Giliney Marmara, Bati ve Dogu Karadeniz, Erzurum
Kars

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Yukar1 Firat Bolimi

Bati ve Dogu Karadeniz, Yukar1 Murat-Van, Adana,

Hakkari

Erzurum-Kars ve Yukar1 Murat-Van Boliimleri

Karadeniz

Abaza Pencesi
Dogan Pengesi
Sinop Pengesi
Ancer Pengesi
Koyak Pengesi
Ayaz Pengesi

Ayder Pengesi

Basak Pencesi
Bey Pengesi
Bolu Sebnemlisi
Ozge Sebnemli
Bursa Pengesi
Berit pengesi

Kaf sebnemlisi

Yesil pence
Cimil keltati
Kesis keltati

Aslan pengesi

Yivli keltat

Dag pencesi




Tablo 1. (Devam)

A

A

A

A

dura

. elevitensis (E)
. ellenbergiana
. epipsila

. erythropoda

. erzincanensis

fissa

. gigantodus

. glabricaulis (E)
. grossheimii

. hamzaoglui (E)
. haraldi

. hayirlioglii (E)
. hemsinica (E)

. hessii

. heterophylla

. hirsutiflora (E)
. hirtipedicellata

. holocycla (E)

. holotricha

. ikizdereensis (E)
. kackarensis (E)
. lithophila

. microscopia

Erzurum-Kars ve Yukar:i Murat-Van, Karadeniz

Karadeniz
Karadeniz, Kizilirmak, Yukar1 Murat-Van
Karadeniz

Bat1 ve Dogu Karadeniz, Yukar1 Murat-Van ve

Erzurum- Kars
Yukar1 Firat Bélimii
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Karadeniz
Dogu Karadeniz
Hakkari

Bat1 ve Dogu Karadeniz Yukar1 Sakarya, Erzurum-

Kars, Yukar: Firat
Gtliney Marmara
Dogu Karadeniz

Orta Karadeniz, Orta ve Yukari1 Kizilirmak, Konya,

Yukari Firat ve Adana
Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz

Yukar1 Kizilirmak Boliimii

Dogu Karadeniz

Balaban pengesi

Yayla pencesi
Cayir keltat
Stirmene pencesi

Al sebnemli

Erzincan keltati
Yarik keltat
Koca keltat
Kose keltat
Cam keltati
Han pencesi
Efe pencesi
Hanim pengesi
Hemsin keltati
Acem keltati

Oyal1 keltat

Yildiznisani
Killipenge

Top keltat

Kaba keltat
Dere pencesi
Keltat

Yildiz pengesi

Yer keltat1




Tablo 1. (Devam)

A

A

. minusculiflora

. mollis

. monticola

. oligotricha

. orduensis (E)

. oriturcica (E)

. orthotricha

. oxysepala

. paracompactilis (E)
. pectiniloba

. percica

. plicatissima

. plicatula

. porrectidens

. procerrima (E)

. pseudocartalinica

. pseudomollis

. rivularis (E)

. retinervis

. rizensis (E)

. sciadiophylla (E)
. sericea

. sericata

. sintenisii

Karadeniz

Giiney Marmara, Karadeniz ve Yukar1 Kizilirnak

Boliimii

Bat1 Karadeniz

Ege Bolgesi ve Yukar1 Kizilirmak Boliimii
Orta Karadeniz

Yukar1 Firat Bélimii

Dogu Karadeniz

Dogu Karadeniz ve Erzurum-Kars
Adana

Bat1 Karadeniz ve Yukari Sakarya
Erzurum-Kars,Murat-Van ve Hakkari
Dogu Karadeniz

Giliney Marmara

Bat1 Karadeniz

Yukar1 Murat ve Van

Giiney Marmara, I¢ Bat1 Anadolu, Karadeniz,
Yukari1 ve Orta Kizilirmak Erzurum-Kars, Yukari
Murat, Van

Dogu Karadeniz

Adana

Dogu Karadeniz ve Orta Karadeniz

Dogu Karadeniz

Adana

Dogu Karadeniz, Yukar1 Murat-Van ve Hakkari
Bat1 Karadeniz ve Erzurum-Kars

Dogu Karadeniz

Bodur keltat

Su keltat1

Yayla keltatt
Yozgat keltati
Ordu keltati
Tiirk pencesi
Dokuztepe
Sivri keltat
Cayi1r pengesi
Dislipenge
Acem sebnemlisi
Etekli penge
Etekli keltat
Dislek keltat
Boylu keltat

Kartal pengesi

Esnekpenge
Yamag pengesi
Damarli keltat
Rize keltati
Hatay pencesi
Akpencge

Ipek keltat1

Su pengesi




Tablo 1. (Devam)

A. smirnovii Dogu Karadeniz Bayir keltati
A. speciosa Dogu Karadeniz Aslanotu

A. surculosa Karadeniz Bolgesi, Yukar1 Murat-Van Boliimii Dere keltat1

A. stevenii Dogu Karadeniz Kaya keltati
A. straminea Bat1 Karadeniz Ilgaz pengesi
A. stricta (E) Bat1 Karadeniz, Erzurum, Kars Sebnemli

A. tiryalensis (E) Dogu Karadeniz Murgul keltat:
A. trabzonica Dogu Karadeniz Trabzon keltati
A. transcaucasica Dogu Karadeniz Rize pengesi
A. valdehirsuta Dogu ve Bati Karadeniz, Erzurum, Kars Oltu keltat1

A. venosa (E) Dogu Karadeniz Otlak pengesi
A. ziganadagensis Dogu Karadeniz Zigana keltati

Avrupa’da genis yayilis gosteren Alchemilla tiirlerinin eseysiz liredigi bilinmektedir.
Tohumlar1 ¢igegin igerisinde erken gelistigi icin polenleri kismen veya tamamen
verimsizdir. Bu durumun Tirkiye’de yetisen bircok Alchemilla tiirii igin de gegerli oldugu
varsayllmaktadir. Alchemilla tiirlerinin tayini i¢in gelistirilmis olan tayin anahtari,
reseptakulumu ve olgun bazal yapraklari olan ve gelisimini tamamlamis tiirler igin
tasarlanmigtir. Mevsim dis1 biliylime ya da kesildikten sonraki ikinci biiylimede yaprak
sekilleri ve tlly yapis1 ¢ok farklilik gdstermektedir. Yaprak tanimi olgun yapraklar: isaret
etmekte, siniis tanimi ise iki bazal lobun kenarlar1 arasindaki a¢1 ya da boslugu ifade
etmektedir. Bazi tlirlerde loblar arasinda belirli belirsiz, dissiz, V seklinde (nadiren U
seklinde) kesiler gelismistir. Bu kesik bitisindeki disin uzunlugunun iki katini asti§inda uzun
olarak tanimlanir. Dis sayis1 orta lobun tek tarafindan iist disi dahil etmeden Olgiiliir. Bu

ozellikler dikkate alinarak yazilmis olan Alchemilla tiir tayin anahtar1 asagida sunulmustur
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2.1.3. Alchemilla L. Cinsine Ait Tayin Anahtari

2.1.3.1. Grup Tayin Anahtar

1. Yapraklar tabandan ya da tabana yakin kismi boliinmiis Grup A
1. Yapraklar en fazla 1/2 (2/3) loblanir

2. Sepalleri hipantiyumundan ayirt edici sekilde uzun; epikaliks loblar1 sepallerinden daha

uzun ya da sepalleri kadar uzun (nadiren kisa); akenler hipantiyumundan daha uzun
3. Govde ve petiyoller patent, erekto-patent tiiylii GrupC
3. Govde ve petiyoller tilysiiz veya basik tiiylii veya kismen basik tiiyli
4.Hipantiyumlarin tiimii kismen tiiylii Grup D
4. Hipantiyumlarin timi tiiysiiz Grup E

2. Sepaller hipantiyumdan kisa ya da onun kadar uzun; epikaliks loblar1 ¢ogunlukla

sepallerden kisa; akenler hipantiyumdan biraz uzun ya da degil Grup B

A. pseudocartalinica tiirii Grup B’ye dahildir. Grup B i¢in tiir tayin anahtar1 asagida

verilmistir (5).
2.1.3.2. Tur Tayin Anahtar:

Grup B
1. Biitiin bitki pediselleri dahil biitiin uzunlugu boyunca yogunlukla tiiylii
2. Petiollerdeki ve gdvdenin alt yarisindaki tiiylerin bir kismi biikiilmiis
3. Yaprak loblar1 =+ trunkat, belirgin dissiz kesilerle ayrilmis, yaprak disi 4-5(-6) adet
....................................................................................... 6. erythropoda
3. Yaprak loblar1 yuvarlak ya da neredeyse liggen, aralarinda derin olmayan dissiz
girintiler bulunur, yaprak disleri 6-7(-8) adet...............oooiiiiiiiiiiiiinn... 11. lithophila
2. Govde ve petioller tizerindeki tiiyleri basik, biikiilmemis
4. Tiyler genellikle basik ya da kismen basik 30 cm’ye kadar olan.............. 4. sericata
4. Tiiyler erekto-patent veya patent 10 cm’ye kadar olan bitkiler
5. Tiyler erekto-patent; baz1 pediseller tiiysiiz ya da kismi tiiyli......... 10.plicatissima
5. Tiyler erekto-patent veya patent; biitiin pediseller patent tiiy tabakasina sahip

................................................................................................. 5.caucasia



1. Bitkinin baz1 kisimlari (bazen pedisellerin sadece yar1 ucu ya da yukari yaprak yiizeyinin
bir kismi) tiiysiiz
6. Hipantiyum tiiyli
7. Baz1 pediseller tiiylii, en azindan u¢ kismi
8. Yukari yaprak yiizeyi seyrek ya da parcal tiiylii, bazen tiiysiiz.............. 7.surculosa
8. Yukari yaprak yiizeyi ¢ogunlukla yogun ve esit dagilmis sekilde tiiylii
9. Govdenin alt kismi1 ve petiollerdeki tiiyler erekto-patent; 10 cm’ye kadar boylanan
CUCE DItKI. .o e 10.plicatissima
9. Govdenin alt kismu ve petiollerdeki tiiyler basik veya asagi biikiilmiis; 25(-40) cm’e
kadar boylanan orta boylu bitkiler
10. 7-8 lobu olan dis hatta orbikular yapraklar; petiseller degisken tiiylii, ayni1 {izerinde
bazen tliylll Ve tySUZ. ......oieii i 12.valdehirsuta

10. 7 lobu olan + reniform yapraklar; u¢ kisimda biitiin pediseller tiiylii

13.groshaini

7. Pedisellerin hepsi tiiysiiz
11. Yaprak loblar1 derin, dissiz kesilerle ayrilmis; disler genisliginden daha uzun
.......................................................................................... 8.pectiniloba
10. Yaprak loblar1 arasindaki kesiler kii¢lik ya da hi¢ yok; disler genisligi kadar uzun
12. Govdenin alt kisimlar1 ve petiollerdeki bazi tiiyler asag: biikiilmiis
13. Dis hatlarda yapraklar orbikular bazal loblar birbirleri iizerinde veya
birbirlerine dokunmaktadir............. .o, 17.compactilis
10. D1s hatlarda yapraklar reniform bazal loblar genis bir bi¢imde ayri...... 16.crinita
12. Govdenin alt kisimlar1 ve petiollerdeki biitiin tiiyler patent veya erekto-patent
14. Ciice bitkiler (8 cm’den kiigiik olanlar); dis hatlarda yapraklar genis bazal
sintislerle reniform.......... ..., 9.microscopica
10. Orta boydan 50 cm’ e kadar olan uzun boylu bitkiler; dar veya kapal1 bazal
siniislerle yapraklar dis hatlarda orbikular
15. Govde ve petiollerdeki tliyler erekto-patent; hipantiyum ¢ok tiiylii

15.stevenii

15. Govde ve petiollerdeki tiiyler patent; hipantiyum kismen tiiylii

14.monticola

6. Hipantiyum tiiysiiz (nadiren az seyrek tiiylii)
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16. Govdenin alt kism1 ve petiollerin yaz yapraklar1 patent veya biikiilmiis
tilylere sahip
17. Ust yaprak yiizeyi tiiysiiz veya kismen tiylii............... 18.heterophylla
17. Ust yaprak yiizeyi tiiylii
18. Petiollerin bahar yapraklar1 tilysiiz; govdenin {ist yarisi tiiysiiz
(reseptakulumun tamami dahil olmak {izere).................oooiiiiiinl. 19.oligotricha
18. Ttim petioller tliylii; govde en azindan ikinci ¢icekli dala kadar tiiyli
19. Ana hattaki yapraklar orbikular, bazal loblar birbirleri {izerinde veya
birbirlerine dokunmaktadirlar.................ocooii 17.compactilis
19. D1s hattaki yapraklar reniform, bazal loblar genis bir bicimde ayr1
................................................................................................... 16.crinita
16. Govde ve yaprak saplarindan herhangi biri tilysiiz veya basik tiiylii veya
az basik tlyli
20. Yapraklarin altindaki ana damarlarin merkezden uzak yarisindaki
seyrek yatik tiiyler ve yaprak dislerindeki birkag silya disinda tamamen tiiysiiz bitki
.............................................................................................. 22.straminea
20. En azindan petiollerdeki yaz yapraklari, basik veya hafif basik
titylere sahip
21. Ana hattaki yapraklar dar veya kapali bazal siniis ile c¢evrili
reniform-orbikular; yaprak disleri keskin, esit..................cooiiiin. 20.minusculiflora
21.Ana hattaki yapraklar genis bazal siniisler ile ¢evrili reniform

seklinde olabilir; yaprak disleri esit degil subakut veya obtus sekilde olabilir
.................................................................................... 21.pseudocartalinica
2.1.4. Alchemilla pseudocartalinica Juz. Tiiriiniin Botanik Ozellikleri

Orta boyludan uzuna, 50 cm’e kadar boylanan saglam, cicekli govdeye sahip bir
bitkidir. ki bogum arasindaki tiiyler basiktir, reseptakulum tiiysiizdiir. Yapraklar hemen
hemen reniform, 7 cm genisliginde, genis bazal siniislii, 7-8 loblu, loblar yarim daire veya
ters tiggen seklindedir. Loblar arasinda dissiz kesiler bulunmaz. 5-7(-8) adet yaprak disi
bulunur, 6zellikle genis yapraklarda disler birbirine esit degildir. Yapraklar subakut, hemen
hemen obtus sekillidir. Yapragin iist yiizeyi tiiysiizdiir, sadece damarlar {izerinde alt

kisimlarda basik tiiyler goriiliir. Petioller cogunlukla basik tiyliidiir (5).
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2.2. Alchemilla Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Literatiirde Alchemilla tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda
Alchemilla tiirlerinde fenolik asit, flavonoit ve tanen yapisinda bilesikler oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alismalar ile izole ve karakterize edilen kimyasal bilesikler (fenolik asitler,

tanenler, flavonoitler ve digerleri) derlenerek Tablo 2-6’da verilmistir.
2.2.1. Fenolik Asitler

Bulgaristan i¢in endemik bir tiir olan Alchemilla jumrukczalica Pawl ve Alchemilla
vulgaris bitkilerinin yapraklarmin sulu-metanol ekstresi gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi kullanilarak (GK-KS) incelenmis, 10 serbest ve 17 bagli fenolik asitin varligi
ve miktarlar tespit edilmistir. Her iki bitki i¢in de en yliksek miktardaki serbest fenolik
asitler; gentisik asit (4.64 + 0.74 pg/g —5.12 = 0.72 pg/g), protokatesik asit (4.46 + 0.63 ug/g
—4.72 £0.66 pg/g), kafeik asit (2.48 + 0.69 ng/g — 2.78 + 0.68 pg/g) ve salisilik asit (3.09 +
0.71 pg/g — 2.99 + 0.72 ng/g) olarak bulunmustur. Bitkinin yiliksek antioksidan 6zellik
(1C50:12.09 pg/ml) gostermesi fenolik asit varligina baglanilmistir (19).

Literatiirde Alchemilla tiirlerinde bulunan fenolik yapili bilesikler derlenerek Tablo
2a-c’de verilmistir (Sekil 1-5).
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Sekil 1. Tablo 2a’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 2a. Alchemilla tiirlerinde bulunan gallik asit tiirevleri

Bilesik R Bitki tiirii Kisim Kaynak
Gallik asit H A.vulgaris Toprak iisti (23)

A. mollis Yaprak (sap dahil) (24)

A. acutiloba Yaprak ve kok (25)

A. persica Toprak iisti (26)

A. glabra Toprak iisti (27)
Gallik asit 4-O-glukozit glukoz A. persica Toprak iisti (26)
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Sekil 3. Tablo 2b’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 2b. Alchemilla tiirlerinden izole edilen benzoik asit tiirevleri

Bilesik R:1 R2 Rs R4 Bitki tiirii Kisim Kaynak
Benzoik asit H H H H A.vulgaris Yaprak (28)
p-Hidroksi benzoik asit H H OH H A.vulgaris Igirak ustu, (29)
A.acutiloba  Yaprak, kok  (25)
2,5-Dihidroksi benzoik asit OH H H OH A.vulgaris Tamami (30)
4-Dihidroksi .
3,4-Dihidroksi H H OH OH A wilgaris Tamam 31)
benzoik asit
Salisilik asit OH H H H A. glabra Toprak st (27)
A. acutiloba Yf;\prak ve (25)
kok
. . . Toprak isti,
Siringik asit H OCH; OH OCHs; A.vulgaris Kok (29, 32)
Gentisik asit OH H H OH A. acutiloba  Yaprak, kok  (25)
A. mollis Toprak tisti  (33)
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Sekil 4. Tablo 2c’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 2c. Alchemilla tirlerinden izole edilen hidroksisinnamik asit tiirevleri

Bilesik R:1 R2 Rs R4 Bitki tiirii Kisim Kaynak

Sinnamik asit H H H H A. vulgaris :;Erak’ (32, 34)

3,4,5-Metoksi .

sinnamikasit OCHs OCH; OCH; H A. vulgaris Yaprak, (34)
Toprak iistii (29, 32

Kafeik ait H H OH OH A.vulgaris  yaprak ve kok 3 4)’ '

A.acutiloba  Yaprak, kok (25)

A. mollis, -
A glabra Toprak st (27, 33)
1,4,5-Trihidroksi- Yaprak (sa
Klorojenik asit  siklohekzan H OH OH A. mollis p P (24)
. dahil)
karbosilikasit
Toprak iistii
A. vulgaris yaprak ve (29, 34)
kok
A. persica, - (26, 27)
A glabra Toprak iistii
Neokloienik 1,4,5-Trihidroksi-
. J siklohekzan H OH OH A. vulgaris Tamami (31)
asit e
karbosilikasit
Ferulik asit H H OH OCHsz A.vulgaris Eg}frak ustu, (29)
A.acutiloba  Yaprak, kok (25)

-K ik . Yaprak k
p-fumarl H H OH H A vulgaris ) aprak toprak - og 5
asit istii ve kok

A. acutiloba  Yaprak, kok (25)

L . Toprak istii,
Sinapinik asit H OCH; OH OCHsz A.vulgaris Kok (29)

OH
ni OH
aRs?tzma”n'k N H OH OH A acutiloba Yaprak, kok  (25)
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Literatiirde Alchemilla tiirlerinde bulunan flavonoit yapili bilesikler derlenerek Tablo
3a-d’de verilmistir (Sekil 5-8).

OH O

Sekil 5. Tablo 3a’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3a. Alchemilla tiirlerinde bulunan kemferol ve glikozitleri

Bilesik R1 R2 Bitki tiirii Kisim Kaynak
. T k iistii
Kemferol H H A. acutiloba ,(,)p rak ustt, (25)
kok
A. vulgaris Toprak isti (35)
. . T k tisti,
Astragalin glukoz H A. acutiloba kgllzra ustu (25)

A. achtarowii Toprak istii (36)

A. speciosa Yaprak (37)
Variabilozit G 4"-E-p-kumaroil- H A achtarowii  Toprak iisti  (36)
robinobioz
Trifolin galaktozit H A. achtarowii Toprak tsti (38)
. A ifl
o 6"-E-p-kumaroil- barbatiflora, (20,36,
Tilirozit lukoz H A. speciosa, Toprak st 37)
g A. achtarowii
Kemferol-3-O-$-D- . .
. luk H A. Y k 7
glukronit glukronit speciosa apra (37)
-3-0O-4-D- . . 20
Kgmfgrol 3 .O’B D S-D-ksiloz A. barbatiflora  Toprak iistii (20)
ksilopiranozit
Nikotiflorin ramnoz-glukoz H A. persica Toprak tsti (26)
Kemferol 3,7- .
diramozit ramnoz ramnoz A.vulgaris yaprak (34)
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Sekil 6. Tablo 3b’de gdsterilen flavonoit yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3b. Alchemilla tiirlerinde bulunan kersetin ve glikozitleri

Bilesik R1 Bitki tiirii Kisim Kaynak
Kersetin OH A. acutiloba Toprak isti, kok  (39)
A. barbatiflora
L . ' 37,40, 41
Guaijaverin O-a-L-arabinoz A. xanthochlora, Toprak iistii ( )
A. achtarowii
A. hirtipedicellata,
Rutin A. procerrima,
O- glukoz-(6—1 . Yaprak 42
glukoz-(6—1)ramnoz A. sericata, P (42)
A. stricta
A. mollis Toprak isti (33)
. - . A. barbatiflora, .
Mikuelianin O-glukronit A achtarowii Toprak tsti (20, 37)
Hiperozit O-galaktoz A. barbatiflora Toprak tsti (20)
A. hirtipedicellata,
A. procerrima,
. Yaprak 42
A. sericata, P (42)
A. stricta
. A. ach i
[zokersitrin O-glukoz ac tarF)W"' Toprak {isti (37, 43)
A. vulgaris,
Kersitrin O-ramnoz A hlrsutlflc_)ra Toprak tistii 42)
A. orduensis
Kersetin-3-O-a-D- . .
' O-arabinofuranoz A. speciosa Yaprak (38)

arabinofuranozit
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Sekil 7. Tablo 3c’de gosterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3c. Alchemilla tirlerinde bulunan luteolin ve izoramnetin ve tiirevleri

Bilesik R1 R2 Rs R4 Bitki tiirii Kisim Kaynak
_ _ Toprak Gsti
Luteolin OH H H H A. acutiloba k;’lfra B (39)

C-f-D- A. hirtipedicellata,
Orientin OH H H A. procerrima, Yaprak (42)
glukoz .
A. sericata
. . p-D- . -
Sinarozit OH H H A. vulgaris Toprak iistii ~ (44)
glukoz
. . . Toprak iisti,
Izoramnetin  OCH; OH H H A. acutiloba Kok (39)
[zoramnetin- O- p-D- . Toprak iisti,
. H H A. I
3-glukozit OCH; glukoz acutiloba kok (39)
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Sekil 8. Tablo 3d’de gdsterilen basit fenolik yapili bilesiklerin ana iskeleti

Tablo 3d. Alchemilla tiirlerinde bulunan apigenin tiirevleri

Bilesik R:1 R2 Rs Bitki tiirii Kisim Kaynak
Apigenin H H OH A. caucasia Toprak iisti  (45)

A. hirtipedicellata,
Viteksin H C-p-D-glukoz  OH A. procerrima, Yaprak (42)

A. sericata
Kozmosiin  glukoz H OH A. vulgaris, A. mollis Toprak st (44, 33)
Akasetin H H OCHjs A. vulgaris Yaprak (34)

Kuzeydogu Karadeniz bolgesinde yayilis gosteren 8 endemik tiir (Alchemilla
armeniaca, Alchemilla erzincanensis, Alchemilla cimilensis, Alchemilla orduensis,
Alchemilla ikizdereensis, Alchemilla oriturcica, Alchemilla bursensis, Alchemilla
hirsutiflora) tizerinde bir ¢alismada flavonoit yapisindaki bilesikler yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ve ince tabaka kromatografisi (ITK) kullanilarak incelenmis ve
genel olarak flavonol-O- glikozitleri ile flavon-C- glikozitlerinin varligi tespit edilmistir.
Tiirlerde flavonol O-glikoziti yapisinda rutin (kersetin-3-O-rutinozit), hiperozit (kersetin-3-
O-galaktozit), izokersetin (kersetin-3-O-glukopiranozit), kersitrin (kersetin-3-O-ramnozit)
bilesikleri, flavon-C-glikoziti yapisinda orientin (luteolin-8-C-glikozit) ve viteksin

(apigenin-8-C-glikozit) bilesikleri tanimlanmigtir (42).
2.2.2. Tanenler

ESCOP Monograflarinda A. vulgaris’in pirogallol iizerinden hesaplanan tanen
igeriginin en az %6.0 olmas1 gerektigi rapor edilmistir. HPLC ile elajitanenler (%5-8);
agrimonin (%3.5-3.8), levigatin F (%0.9), monomer pedunkulagin (%1.2) belirlenmistir
(46).
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Bitkisel droglarin tanen igeriklerinin YPSK-KS ve spektrofotometriyle tayin edildigi
fitokimyasal bir ¢aligmada A.vulgaris'in sulu ekstresinde gallik asit, elajik asit ve klorojenik

asit saptanmstir (23).

Literatiirde Alchemilla tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucu izole
ve karakterize edilen tanen yapisindaki bilesikler derlenerek Tablo 4a-e’de verilmistir (Sekil

9-13).

HO

HO OH

Sekil 9. Elajik asit

Tablo 4a. Alchemilla tiirlerinden izole edilen hidrolize olabilen tanenler (elajik asit)

Bilesik Bitki tiirii Kisim Kaynak

Yaprak (sap dahil), toprak

Elajik asit A. vulgaris distii, kok (24, 32, 47, 48)
A. mollis Yaprak (sap dahil), kok (24, 32)
A. xanthochlora Toprak iisti (49)
A. glabra Toprak iisti (50)
A. fissa Toprak isti (50)
A. viridiflora Toprak isti (50)
A. monticola Toprak isti (50)
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Sekil 10. Tablo 4b’de gosterilen Alchemilla tiirlerinden izole edilen hidrolize olabilen

tanenlerin ana iskeleti

Tablo 4b. Alchemilla tiirlerinden izole edilen hidrolize olabilen tanenler (pedunkulagin ve

tiirevleri)
Bilesik Ri1 Bitki tiirii Kisim Kaynak
Pedunkulagin H A. persica Toprak istii ve kok (51, 52)
A. vulgaris, )
) Yaprak (sap dahil) (24)
A. mollis
A. xanthochlora Toprak st (53)
OH
A. persicaria Toprak istii ve kok (50, 52)

OH
Kasuariktin o
OH
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Sekil 11. Tablo 4c’de gosterilen Alchemilla tiirlerinden izole edilen hidrolize olabilen
tanenlerin ana iskeleti

Tablo 4c. Alchemilla tiirlerinden izole edilen hidrolize olabilen tanenler

Bilesik R1 R2 Bitki tiirii Kisim Kaynak

Kastalagin OH H A. vulgaris, A. mollis  Yaprak (sap dahil) (24)

Veskalagin H OH  A.vulgaris, A. mollis  Yaprak (sap dahil) (24)
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Sekil 12. Tablo 4d’de gosterilen Alchemilla tiirlerinden izole edilen kondanse tanenlerin
ana iskeleti

Tablo 4d. Alchemilla tiirlerinden izole edilen kondanse tanenler (katesin, epikatesin)

Bilesik R1 R2 Bitki tiirii Kisim Kaynak
Katesin H OH A. vulgaris Toprak iistii ve kok (29, 32, 34)

A. barbatiflora Toprak iisti (20)

A. monticola Toprak iisti (19)

A. mollis Toprak iistii (33)

A. persica Toprak iisti (26)

A. caucasia Toprak iisti (45)

A. glabra Toprak isti (27)
Epikatesin OH H A. vulgaris, Yaprak (sap dahil) (24)

A. mollis

A. vulgaris Yaprak (34)

A. mollis Toprak iisti (33)

A. persica Toprak iisti (26)

A. glabra Toprak iisti (27)
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Sekil 13. Tablo 4d’de gosterilen Alchemilla tiirlerinden izole edilen kondanse tanenlerin
ana iskeleti

Tablo 4e. Alchemilla tirlerinden izole edilen kondanse tanenler

Bilesik Formiil Bitki tiirii Kisim  Kaynak

OH

OH

Toprak

Prosiyanidin B1 A.persica iistii (26)

Pentagalloilglukoz 1o 0 A.viridiflora Toerak (39)
o, 9o o ustu

Brevifolin Aviridiflora Toprak (39)

karboksilik asit usti
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Tablo 4e. (Devam)

Tellimagrandin | (39)

Mirisetin 3-O-

Toprak  (39)
glukronit '

Awviridiflora .. "
ustu
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2.2.3. Terpenik Bilesikler

Alchemilla tiirlerinin ugucu bilesen analizi ile ilgili literatiirde kisith c¢alisma
bulunmaktadir. A. subrenata yapraklarinda ve ¢igeklerinde linoleik asit (sirasiyla 4060.2
mg/kg ve 2630.5 mg/kg) ile palmitik asit (5197.0 mg/kg ve 2200.8 mg/kg) bulundugu
belirlenmistir (54).

A. xanthochlora’min toprak ustii kisimlart iizerinde yapilan bir calismada; A.
xanthochlora bitkisinin GK/FID (Gaz Kromatografisi-alev iyonizasyon dedektorii) ve
GK/MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) ile yapilan analizinde; (Z)-3-hekzenol
(9%10.23), linalool (%11.03), 2-feniletilalkol (%9.48) ve benzilalkol (%6.54) bilesenlerinin

onemli miktarlarda bulundugu raporlanmistir (55).

A. alpina, Alchemilla faeroensis ve A. vulgaris toprak iistii kisimlar1 ile Alchemilla
pastoralis Buser’in ise tim kisimlarinda oleanolik asit varhigi saptanmistir (56). A.
faeroensis (Lange) Buser’in kurutulmus toprak tstii kisimlarinin (380 @), Soxhlet
ekstraksiyonuyla elde edilen petrol eteri ekstresinden 5 triterpen yapisinda bilesik; ursolik
asit, 2a,19a dihidroksiursolik asit (tormentik asit), 2a-hidroksiursolik asit, 2a,3a,19a-
trihidroksiurs-12-en-28-oik asit (6skophik asit) ve oleanolik asit izole edilmistir (Tablo 5a-
b, Sekil 14). Aynmi ¢aligmada, A. alpina ve A. vulgaris'in toprak tistii kisimlarinin etanol

ekstrelerinde de ayni1 bilesenlerin varligi gosterilmistir (57).
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Sekil 14. Tablo 4d’de gosterilen Alchemilla tiirlerinden izole edilen ursolik asit yapisindaki
pentasiklik triterpenlerin ana iskeleti

Tablo 5a. Alchemilla tiirlerinden izole edilen ursolik asit yapisindaki pentasiklik
triterpenler

Bilesik R1 Rz  BitKki tiirii Kisim Kaynak

A. faeroénsis,

20,19a- Dihidroksiursolik asit A. alpina, Toprak
(tormentik asit) H o OH A vulgaris fisti (57)
2a-Hidroksiursolik asit, 2a,3¢,19¢- ;\LJ;‘;e?si”Si& roak (87
trihidroksiurs-12-en-28-oik asit OH H -alpina, P

(6skophik asit) A. vulgaris iistl
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Tablo 5b. Alchemilla tiirlerinden izole edilmis olan triterpenler

Bilesik Formiil Bitki tiirii Kisim Kaynak
Oleanolik asit .
A.pastoralis Tamami (56)
Ursolik asit A. faeroensis Toprak st (57)
A. faeroensis Toprak st (57)

2-hidroksi ursolik asit
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2.2.4. Digerleri

Ukrayna'da yetisen A. flabellata, A. phegophila ve A. subrenata bitkilerinin ¢igek ve
yapraklarinin esansiyel yag bilesenleri sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GK-KS)
yontemiyle incelenmistir. A. flabellata yapraklarinda major bilesenlerin linoleik asit (2801.8
mg/kg) ve palmitik asit (2705.7 mg/kg), ¢igeklerinde linoleik asit (3505.5 mg/kg) ve palmitik
asit (2891.5 mg/kg) oldugu bildirilmistir. A. phegophila yapraklarinda yiiksek oranda
palmitik asit (2271.3 mg/kg) bulundugu, bunu linoleik asitin takip ettigi (1677.9 mg/kg);
ciceklerinde ise en yiiksek oranda bulunan maddelerin palmitik asit (2948.2 mg/kg) ile
linoleik asit (2241.7 mg/kg) oldugu bulunmustur (54).

Kuzeydogu Anadolu'dan toplanan Alchemilla orthotricha Rothm., Alchemilla
erzincanensis Pawl., Alchemilla hirtipedicellata Juz., Alchemilla mollis (Buser) Rothm.,
Alchemilla pérsica Rothm., A. oriturcica Pawl., Alchemilla sintenisii Rothm., Alchemilla
barbatiflora Juz, Alchemilla cimilensis Kalh., Alchemilla hemsinica Kalh., Alchemilla
porrectidens Juz., Alchemilla sericata Reichb., Alchemilla erytropoda Juz., Alchemilla
Hthophila Juz., Alchemilla rizensis, Alchemilla dura Buser, Alchemilla ancerensis Kalh.,
Alchemilla compactais Juz., Alchemilla daghestanica Juz., A. pseudocartalinica tiirlerinin
yapraklart kloroform-metanol ile ekstre edilmis, elde edilen ekstrelerin GK ile analizleri
yapilmistir. Bu analizler sonucu en yiiksek yag asidi iceriginin sirasiyla A. hirtipedicellata
(%78.34), A. rizensis (%76.47), A. psedocartalinica (%74.58), A. dura (%73.94) ve A.
erytropoda (%68.74) tiirlerinde bulundugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada bulunan bilesikler
Tablo 6’da verilmistir (6).
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Tablo 6. Alchemilla tiirlerindeki diger bilesikler

Bilesik Formiil Bitki tiirii Kisim  Kaynak
Glikolaldehit "™ ™~ . Toprak
L A. caucasica . . (58)
dimetil asetal tistii
° T k
. opra
Furfural Q/\O A.caucasica o (58)
Fitalik asit N . Toprak
dibiitil ester oo A caucasica i (58)
n- ° Toprak
Hekzadekanoik Y\/\/\/\/\/\/\/ A. caucasica i Stz (58)
asit on
Linoleik asit A.caucasica Toprak (58)
ustu
HO
[}
Linolenik asit A.caucasica TOP.“""" (58)
ustu

HO
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Tablo 6. (Devam)

Oktadekanoik
asit

Hekzadekanoik
asit 2-hidroksil-
1-
(hidroksimetil)
etil ester

Oktodekanoik
asit 2,3-
dihidroksipropil
ester

13-
Dokosenamit

S5~ Sitosterol

HO'

A.
caucasica

A.
caucasica

A.
caucasica

caucasica

A.
caucasica

Toprak

ustu (58)
Toprak
usti (58)
Toprak
ustl (58)
Toprak
ustl (58)
Toprak
usti (58)
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2.3. Alchemilla Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyoaktivite Calismalar
2.3.1. Antimikrobiyal Etki

Alchemilla diademata Rothm. bitkisinin 1/7 agirlik/hacim oraninda hazirlanan su
ekstresinin antimikrobiyal etkisi 10 ul ve 20 ul’lik metanol diskleri kullanilarak disk
diflizyon metoduyla test edilmistir. 10 pl’lik diskte %33.3 inhibitor etki gézlemlenirken 20
ul’lik diskte bu oran %88.8 olarak bulunmustur (59).

A. alpina 'min toprak tstii kisimlarinin (0.5 gram) %96 metanol, etanol ve kloroform
ekstreleri hazirlanarak antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda A. alpina’nin mikroorganizmalarin (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis ve Klebsiella
pneumoniae gelisimini farkli oranda inhibe ettigi gozlemlenmistir. Aralarinda en yiiksek
aktivitenin S. aureus’a karsi 23 zon sayisi ile 4. alpina’'min metanol ekstresinde
gozlemlenirken, ayni bitkinin etanol ekstresinde inhibe edilen zon sayisi 20 bulunmus,
kloroform ekstresinin ise aktivitesinin bulunmadigu gézlemlenmistir. Kloroform ekstresinin
en aktif oldugu bakteri Candida glabrata iken zon sayist 11°dir. Bu durum etil alkol

ekstresinde 22 zon sayisi ile C. albicans’ a karsidir (60).

Alchemilla pedata Hochst.x A.Rich. bitkisinin %80 metanol-su ekstresi artan polarite
sirasina gore petrol eteri, kloroform, aseton ve metanolle fraksiyonlanmistir. Total ekstre ile
elde edilen fraksiyonlarin agar difiizyon yontemi ile antibakteriyel ve antifungal aktivitesi
Olgtilmiistiir. Test edilen 5 ve 25 mg/ml’lik konsantrasyonlarda kloroform ve metanol
ekstreleri aktif bulunmamustir. E. coli'ye karsi petrol eteri fraksiyonunun aktivitesi 5
mg/ml’lik konsantrasyonda bulunmazken 25 mg/ml’lik konsantrasyonda 32.0 mg/mi
bulunmustur. 25 mg/ml’lik konsantrasyonda petrol eteri fraksiyonunun aktivitesi, total
ekstre (14 mg/ml, 15 mg/ml) ve aseton fraksiyonu (14 mg/ml, 15 mg/ml) ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek bulunmustur. Maksimum aktivite sergileyen petrol eteri
fraksiyonu (Trichophyton mentagrophytes’a 38 mg/ml) hari¢ A. pedata'nin fraksiyonlari P.
aeruginosa (25 mg/ml) ve S. aureus'a kars1 (35 mg/ml) benzer konsantrasyonlarda inhibitor
aktivite sergilemistir. C. albicans ve T. mentagrophytes'e karsi da benzer sonuglar elde
edilmistir (61).

Test edilen 5 ve 25 mg/ml’lik konsantrasyonlarda kloroform ve metanol ekstreleri
aktif bulunmazken, E. coli'ye karst petrol eteri fraksiyonunun aktivitesi, ayni
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konsantrasyonda toplam ekstre ve aseton fraksiyonu ile karsilastirildiginda daha yiiksek
bulunmustur. Maksimum aktivite sergileyen petrol eteri ekstresi hari¢ A. pedata'nin, P.
aeruginosa ve S. aureus'a karsi inhibisyon aktivitesi, diger fraksiyonlari arasinda benzer bir
sekilde dagilim gostermektedir. C. albicans ve T. mentagrophytes'e karsi da benzer sonuglar
elde edilmistir (61).

A. mollis ile yapilan bir ¢aligmada ise bitkinin influenza A viriisii alt tipleri olan
HINTI, H3N2 ve HSN2'ye kars1 inhibitor etki (ICso: %0.12) gosterdigi kaydedilmistir. Ayrica
2.2 nM zanamivir ile %0.01 A. mollis ekstresi kombine olarak kullanildiginda inhibitor

etkinin sinerjistik olarak arttig1 gézlemlenmistir (etkilesim indeksi = 0.36) (62).
2.3.2. Antioksidan Etki

2020 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada A. persica’dan hekzan, diklorometan,
etil asetat, metanol ve su ekstreleri elde edilerek, bu ekstrelerin toplam antioksidan
aktiviteleri, DPPH radikal siipiirme aktiviteleri, toplam indirgeme aktivitesi, hidrojen
peroksit giderme, hidroksil radikal uzaklastirma aktiviteleri ve antiproliferatif etkisi farkl
konsantrasyonlarda arastirilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 etil asetat
ekstresinde bulunurken (517.79 + 12.35 pg GAE / ml ekstre), 0.05 mg/ml konsantrasyonda
DPPH radikal siipiirme aktivitesinin en anlamli degeri metanol ekstresinde (% 87.46 + 1.48)
bulunmaktadir. Konsantrasyondaki artis ile birlikte bu degerlerin de arttig1 bildirilmistir.
Toplam indirgeme aktivitesini 6lgmek i¢in standart olarak biitillenmis hidroksi anisol
(BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve a-tokoferol kullanilmis ve 0.05 mg/ml
konsantrasyon i¢in en yiiksek aktivite 2.08 + 0.76 mg/ml etil asetat ekstresinde 6l¢lilmiistiir.
Ayni konsantrasyonda hidrojen peroksit giderme, hidroksil radikal uzaklastirma etkisi
sirastyla hekzan (52.92 + 2.40 mg/ml) ve etil asetat (2.58 + 0.50 mg/ml) ekstrelerindedir. A.
persica’nin su ve sulu metanol ekstrelerinin, 250, 500, and 1000 pg/ml dozlarinda PC-3
prostat kanseri hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonu ve hiicre biiyimesini durdurdugu
bildirilmistir. En yiiksek antiproliferatif etki 250 ug/ml dozunda metanol ekstresinde tespit
edilmistir (63).

A. mollis'in serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin ¢alisildigi bir arastirmada
metanolik ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen alt ekstrelerin DPPH radikal siipirme
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Metanol ekstresinden elde edilen etil asetat ekstresinin en yiiksek

antioksidan aktiviteyi gésterdigi bulunmustur (64). A. persica'nin toprak iistii kisimlarinin
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ve koklerinin sulu metanollii ekstresinin DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesi ve
malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢iilmesiyle antioksidan aktivitesi degerlendirilmis ve
DPPH radikaline kars1 ICso degerlerinin toprak iistii ve kokler igin sirasiyla 0.055 M ve 0.151
M olarak bulundugu ve bitkinin toprak istii kisimlarmin 6nemli O6l¢iide antioksidan

aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir (65).

A. acutiloba'nin toprak dstii kisimlarinin ve koklerinin ¢esitli ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerinin konsantrasyona bagli oldugu DPPH ve 2,2-azino-bis-(3-etil-
benzthia-6-sulfonik asit) (ABTS™) yontemleri ile belirlenmistir. 50.0 ug/ml dozda, A.
acutiloba'nin toprak tistii ekstresinin DPPH" sliptirme aktivitesi etil asetat (%94.85 + %0.30)
ve butanol (%87.31 + %0.17) fraksiyonu i¢in ve ABTS™ deneyinde AH-B(4-
hidroksibenzoik asit i¢erigi) (%80.56 + 0.17) igin en yiiksek ¢ikmistir. Yapilan ¢alismada
pozitif kontrol grubu olarak L-askorbik asit, E vitamini analogu (Trolox) ve
etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu dihidrat (Na2EDTA*2H,0) kullanilmigtir (25).

A. arvensis'in yapraklarinin antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in DPPH
yonteminin kullanildig: calismada, toplam flavonoit igeriginin metanol ekstresinde (83.3 mg
rutinE/g) en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmis ve en yliksek antioksidan aktivite ayni

sekilde metanol ekstresinde (ICsp = 97.72 pg/ml) 6l¢iilmiistiir (66).

A. mollis bitkisinin yapraklarinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan etanollii sulu
ekstresi ile yapilan bir ¢calismada ABTS radikalini siipiiriicii etkisi dl¢tilmiistiir (3.08 + 6.74
mmol/l E vitamini analogu). Kok ekstrelerinde ise etanol (2.45 + 0.003 mmol/l Trolox) ve
biitanol (2.35 £ 0.02 mmol/l Trolox) alt ekstrelerinde en yiiksek aktivite gdzlenmistir (67).
A. vulgaris tiirinden hazirlanan sulu ve metanollii ekstrenin DPPH radikal siipiirme

aktivitesinin ise %3.90-93.49 araliklarinda oldugu saptanmistir (43).
2.3.3. Antienflamatuvar Etki

Aragidonik asit metabolitlerinin inflamasyonunun olusumunda 6nemli bir aracidir.
A. vulgaris (0.52 mg/ml) ile yapilan bir ¢alismada arasidonik asit metabolitlerden olan 5-
lipoksijenaz tiirevleri iizerinde inhibitdr etki gosterdigi bulunmustur (ICso: 0.5 mg/ml). Ve

bu etkinin fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (11).
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2.3.4. Antitiimor ve Sitotoksik Aktivite

Fransa’nin Limousin bdlgesinden toplanan A. vulgaris bitkisinin alkollii su
ekstresinin 0,5mg/ml tizeri konsantrasyonlarda B16 hiicreleri (C57BI/6 fare spontandz deri
tiimor hiicreleriden tlirevlendirilmis) iizerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu
bulunmustur (11). A. vulgaris kokleri ile yapilan bir ¢alismada metanollii ekstresinin, Vero
hiicrelerinin yanm1 sira PC-3, Caco-2 ve MCF-7 iizerinde doza bagh bir sekilde giiclii

antiproliferatif aktivite sergiledigi gozlemlenmistir (32).

A. erythropoda, A. ikizdereensis, A. oriturcica, A. trabzonica yapraklarinin %50 sulu
etanol ekstrelerinin HelLa kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerinin
arastirildigi bir ¢alismada A. trabzonica bitkisinin sirasiyla %24 ve %25 apoptotik ve
nekrotik etki ile en yiiksek aktiviteyi 200 mg/ml’de gosterdigi tespit edilirken en diisiik
apoprotik ve nekrotik aktivite ise ayn1 dozda A. ikizdereensis (%9) ve A. erythropoda (%6)

bitkilerinde gézlemlenmistir (68).
2.3.5. Yara lyi Edici Etki

Fibroblastlar ve keratinositler yara iyilesmesinde anahtar rol oynarlar. Bu hiicreler
yara olusumunun ilk asamasinda ¢ogalarak genisler ve yara alanina gé¢ etmek icin hiicre
dis1 matriks sentezler. Bu sirada keratinositler farklilagarak yaralarmin kapatilmasi ve
lyilesmesi i¢in epidermal bariyeri tekrar olusturur. L929 fibroblastlarla yapilan “¢izik”
testinde, insan derisi lizerine yapay olarak hasar verildikten sonra cilt bariyeri onariminin in
vivo Slgtimleri yapilmis, %2 A. vulgaris sulu veya etanollii veya %6 propilen glikolik asitli
ekstrelerinin topikal uygulamasinin yara kapanmasini hizlandirdigi, ayn1 zamanda hasarlt

cilt bariyerinin onarimini destekledigi bulunmustur (44).

A. vulgaris’in yara iyilestirici etkisini gézlemlemek i¢in Chang karacigeri ve Madin
Darby Si1g1ir Bobregi (MDBK) epitel hiicreleri ve sigan aortik miyofibroblast hiicre kiiltiirleri
ile yapilan bir ¢aligmada yara iyilesmesi i¢in gerekli olan epitelyal ve miyofibroblast hiicre
bliylimesi incelenmistir. Herhangi bir morfolojik degisiklik veya sitotoksisite
kaydedilmeyen deneyde gliserine karst A. vulgaris kullanilan hiicrelerde lezyonun tam

iyilesme siiresinin bir giin kisaldig1 gézlemlenmistir (18).

Aphtarine® standart %3'liik 4. vulgaris’in gliserin i¢indeki 6ziitiidiir. Aphtarine®

tanen (%0.08) icermektedir bu igerigin %3.8'ini ellajik asit olusturur. Flavonoit yapisindaki
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kersetin (%0.02) ve luteolin (%0,0002) varligi ise HPLC analiziyle belirlenmistir.
Agizlarinda ilser olan 4-44 yas araligindaki 48 hasta lizerinde yapilan bir calismada
hastalara Aphtarine® preparati1 giinde 3 kez uygulanmustir. ik 2 giin igerisinde %60.4 liik
bir kisimda iyilesme goriiliirken, 3. giin sonunda bu oran %75’e ¢ikmistir. Herhangi bir

tedavi almayan hasta grubunda ise iyilesme 4-7 giin arasinda gozlemlenmistir (69).
2.3.6. Kadin Hastaliklar1 Uzerine Etki

Siganlarda  endometriyal dokunun karin  duvarmma cerrahi  yOntemle
ototransplantasyonu olusturulan endometriozis lizerinde A. mollis ve A. persica'nin toprak
tistli kisim ve koklerinin sulu-metanollii ekstreleri 100 mg/kg doz olacak sekilde verilmistir.
A. persica toprak TUsti kismi ekstresi verilen siganlarda endometriomada azalma
belirlenmisken (p<0,05), A. mollis toprak tstii kismi ekstresi verilen siganlarda sitokin
seviyelerinde kayda deger bir azalma gzlemlenememistir. Ayrica A. persica ile 4. mollis’in
toprak iistii kismlarinin TNF-o (Tumor necrosis factor), IL (interlkin)-6 ve VEGF (Vascular
endothelial growth factor) seviyelerindeki azalma sirasiyla A. persica igin 7.92 + 1.57
(pg/ml), 19.90 + 8.14 (pg/ml), 18.84 = 7.42 (pg/ml), A. mollis i¢in 7.04 = 1.62 (pg/ml), 17.83
+ 6.92 (pg/ml) ve 34.75 £ 14.91 (pg/ml) seklinde bulunmustur. Endometriyozis tedavisinde

her iki tiiriin de kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (70).

On bir polikistik over sendromu hastasi spontan kanamanin veya c¢ekilme
kanamasimin 1. giiniinden baslayarak iki ay boyunca giinde iki kez Testo® kapsiil ile tedavi
edilmistir. Bu preparat, A. vulgaris, Achillea millefolium, Capsella bursa-pastoris,
Glycyrrhiza glabra, Oenothera biennis, Putranjiva roxburghii, Bryonia laciniosa, Mucuna
pruriens, Kuskonmaz racemosus ve Withania somnifera olmak tizere icerisinde 10 bitkisel
bilesenin ekstresini i¢eren bir Ayurveda preparatidir. PKOS hastalarmin %45.45'inde ilk
kullanimda yumurtlama meydana gelirken tedavinin ikinci siklusunda yumurtlama orani
yiiksek (%81.81) bulunmustur. Siklusun 22. giiniinde progesteron diizeyleri >3 ng/ml iken
metformint+klomifen sitrat kombini %68 ile kiyaslandiginda, 59% gore yumurtlama orani
oldukca anlamli bulunmustur. Testo’yu kullanan tiim hastalarda adet dongiisii diizelmis ve

dismenore sikayetini giderilmistir (71).
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2.3.7. Antidiyabetik Aktivite

18 saat boyunca ag¢ birakilan farelerde diyabet, izotonik salin ¢6zeltisi (ISS) igindeki
150 mg/kg alloksan monohidratin i.p. enjeksiyonunun 3 kez 48 saat ara ile uygulanmasi
sonucu olusturulmustur. Son enjeksiyondan 7 giin sonra 200 mg/dl ve {izeri kan sekerine
sahip fareler, rastgele altili ti¢ gruba boliinmiistiir. 1. gruptakilere 0.1 ml ISS i.p. verilirken;
2. ve 3. gruptakilere sirastyla 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda A. mollis’in toprak iisti
ekstresi; 4. ve 5. gruptakiler ise sirasiyla A. mollis kokii ekstresi verilmistir. Kan sekeri
diizeyleri A. molis ekstresi verilmeden dnce ve 1, 2 ve 4 saat sonra glukoz oksidaz peroksidaz
uygulanarak 6l¢iilmiistiir. Diyabetik olmayan fareler i¢in de ayn1 yontem uygulanarak herbiri
bes fareden meydana gelen li¢ grup olusturulmustur. Ekstrelerin etkisini gérmek i¢in
farelerin kan sekeri uygulamadan dnce ve uygulamadan 1, 2 ve 4 saat sonrasinda 6lgiilmiis

fakat anlaml1 bir diisiis goriilmemistir (p > 0.05) (72).
2.3.8. Anjiyoprotektif Aktivite

Flavonoit ve polifenolik bilesiklerce zengin bitki ekstrelerin vazodilatdr, antioksidan
ve hipotansif etkilere neden olabilecegini gosteren gelisti caligmalar mevcuttur. A. vulgaris
Avrupa’da geleneksel olarak hipertansiyon tedavisinde (¢ay olarak), 6dem ve diyabette
kullanilmaktadir. Vaskiiler aktiviteyi gézlemlemek i¢in A. vulgaris ekstreleri PGF2a veya
K+ kontraktil ajanlarla kasilmis siganlarin mezenterik arterleri kullanilmistir. A. vulgaris’in
metanollii ekstresi ve sulu ekstresi her giin taze hazirlanarak oral yolla 2 hafta boyunca
giinliik 300 mg/kg dozda verilmistir. Metanollii ekstrenin kullanimi hipertansif sicanlarda
kan basincini belirgin bir bigimde diisiiriirken, sulu ekstrenin belirgin bir etkisi olmamistir
(73). Flavon monoglikozitleri agisindan zengin A. vulgaris ekstresinin anjiyoprotektif
etkisinin arastirmak i¢in 30 ve 60 mg/kg dozlardaki ekstreler kullanilmis ve kardiyak

korumay1 sirastyla %28 ve %30.1 oraninda arttirdig: belirtilmistir (46).

A. viridiora ve miquelianin'in doza bagli ACE inhibitor aktivitesi karsilastirilmistir.
A. viridiora metanol ekstresinin ve mikuelinin standart ¢ozeltisinin aktivitesi farkli
konsantrasyon araliklarinda degerlendirilmis, ACE inhibitor aktivitelerine ait ICso degerleri
strastyla 2.51 pg/ml ve 2.59 pg/ml bulunmustur. Miquelianin'in aktivitesi kaptoprilinkinden
onemli 6l¢iide diislik, ancak giiclii sentetik ACE inhibitorii olan alacepril ile ayn1 aralikta

oldugu bulunmustur (74).
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2.3.9. Hepatotoksisiteye Kars1 Koruyucu Etki

A. vulgaris’in hepatoprotektif etkisini gézlemlemek i¢in 8 ana grubuna ayrilan
siganlar dort hafta boyunca gozlenilmistir. 1. grup negatif kontrol grubu olarak kullanilirken,
kalan 7 grup 2’den 8’e kadar numaralandirilmis ve karacigerde kronik hasar olusturmak icin
haftada iki kez parafin yagi (%50 v/v 2 ml/kg) i¢cinde CCls subkutan yolla verilmistir. A.
vulgaris 'in etanol, su ekstresi ile toz formu oral yolla giinliik grup 3-8 arasindaki arastirma
gruplarina verilmistir. Karbon tetrakloriir uygulamasiyla serum alblimininde azalma
gortiliirken, total billirubin, AST, ALT ve ALP ve 6nemli 6lgiide yiikselmistir. AST, ALT
ve ALP ve billirubin seviyesi A. vulgaris ekstresi verilen gruplarda (50 ppm su ekstresi
verilen haricinde) anlamli bir sekilde (p < 0.05) azalmistir. En anlamli azalma, 100 ppm
etanol ekstresi ile %2 toz formu verilen grupta goriilmekle birlikte, kurutulmus A. vulgaris
yaprak ve su/etanol ekstresi verilen gruplarda serum alblimininde anlamli bir artig
gozlemlenmistir. Bu A. vulgaris'in antioksidan aktivitesi ile agiklanmistir (34). Alchemilla
tirlerinden izole edilmis olan eskuletinin hepatotoksisiteye sebep olan karbontetrakloriire
karsi koruyucu etkisinin 5-lipoksijenaz inhibitor aktivitesi ile alakali olabilecegi

belirtilmistir (7).
2.3.10. Diger Aktiviteler

A. vulgaris tiiriniin néroprotektif etkisini arastirmak igin bitkiden hazirlanan sulu ve
metanollii ekstre kullanilmistir. Ekstrelerin asetilkolinesteraz inhibe edici aktivitesinin
%77.03-98.39 ve tirozinaz inhibe edici aktivitesinin %60.00-90.65 araliklarinda oldugu
saptanmistir. Bu bulgular Parkinson ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin

tedavisinde de bu tibbi bitkinin kullanilmasini desteklemektedir (43).

Na* ve Ca?" gibi katyonlarin hiicre zarindan gegisine aracilik eden gegici reseptdr
potansiyeli (TRP) kanallari, segici olmayan katyon kanalidir. Kapsaisin reseptorii/vanilloid
reseptor 1 olarak da bilinen TRPV1 gecici reseptdr potansiyeli TRP katyon kanali alt
ailesindendir. Ve insanlarda TRPV1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Yiiksek sicaklik
(>42 °C) ve kapsaisin ile kontrol edilen bir agr1 reseptorii olan TRPV1 agonisti kapsaisin
agriy1 ektopik uygulama ile iyilestirdigi gosterilmistir. A. xanthochlora bitkisinin pozitif
modiilator etkisi lizerine kapsaisin ile birlikte yapilan ¢alismada; ortalama veriler + SEM

(n =3-8) p <0.005 olarak gosterilmistir (75).
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Viicut kitle indeksi (BMI) 30.67+2.14 kg m 2 olan 80 goniillii insan ile yapilan bir
calismada ana 6giinlerden 30 dakika 6nce bir Weighlevel tableti (A. vulgaris, Olea europaea
L., Mentha longifolia L. yapraklar1 ile Cuminum cyminum L. tohumlarindan hazirlanan
bitkisel karisim) almalar1 istenilmistir. Calismaya devam edenler tarafindan iyi tolere
edildigi gozlenilmis ve higbir yan etki bildirilmemistir ayrica anlamli bir kilo kaybi
goriilmiistiir. BMI, fazla kilolu ve obez grupta 3 ay sonra sirasiyla 28.5 + 1.2 ve 32.1 +
1.8 kg m ?den 24.5 + 1.4 ve 27.5 + 2.2 kg m ?'ye diismiistiir (76).

A. vulgaris ekstresinin anksiyolitik etkisini arastirmak i¢in formalin enjeksiyonu ile
agri1, endise durumlari olusturulan tavuklara i.p. enjeksiyonla verilen sulu-alkollii ekstrenin
meydana getirdigi degisiklikler gozlemlenmistir. Deney sonunda herhangi bir degisiklik
tespit edilmemistir (77).

Cilt foto yaslanmas1 iki mekanizma ile olusmaktadir. Birincisi matriks metaproteinaz
(MMP) enziminin sorumlu oldugu hiicre yikiminin artmasi bu da reseptor sayisinin artmasi
ile kolajen yapisinin bozulmasi, ikincisi ise tip I prokolajenin uyaricilarindan biri olan timor
biiylime faktorii (TGF)-B1'in reseptor sayisinin azalmasi ile kolajen sentezinin azalmasidir.
A. mollis ile muamele edilen insan dermal fibroblastlar1 UVB 1smnlamasi incelenmistir.
(TGF)-B1, tip I prokollajen ve elastin ekspresyonunu yukari regiile ettigi ve matriks
metaproteinaz (MMP) enziminin sorumlu oldugu hiicre yikimmin asagi regiile ettigi
bulunmustur. Ayrica UVB'ye maruz kalan tiiysiiz fareleri derisinde kirisiklik olusumunun,

nem kaybinin ve cilt kalinlasmasinin azalmasinda etkili oldugu goriilmistiir (76).
2.4. Alchemilla Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanim

Tirkiye bitki ortiisti i¢erisinde dogal olarak yetisen Alchemilla compactilis Juz
Trabzon’da "aslan pencesi"; Alchemilla ellenbergiana Giimiishane’de "aslanpengesi"; A.
arvensis (L.) "aslanayagi”, ayrica endemik olarak bulunan Alchemilla erythropoda, A.
ikizdereensis, Alchemilla trabzonica ve A. oriturcica tiirleri "aslanpengesi, aslan ayagi,

findik otu, yeditepe ve dokuz tepe" olarak isimlendirilmektedir (42, 67, 78, 79).

A. pseudocartalinica "yildiz nisam1" olarak bilinir ve halk arasinda yapraklari
inflizyon seklinde kabizlikta, diiiretik ve tonik olarak kullanilir (14). A. mollis "giirvelik"
olarak isimlendirilir ve kokleri soyularak tazeyken gida maddesi olarak tiiketilir (15).
Hakkari’de A. hessii bitkisinin yapraklarindan hazirlanan lapanin yara iyi edici olarak
kullanildig: bildiren ¢alismalar mevcuttur (16).
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Dogu Anadolu Bolgesinde A. pseudocartalinica bitkisi infiizyon yolu ile

hazirlanarak kabizlikta, idrar soktiiriicii ve tonik olarak oral yolla kullanilmaktadir (14).

Hakkari’de A. hessii yapraklari maserasyon ile hazirlanip yara iyilesmesi igin
kompres yapilarak kullanilmaktadir (16). Balikesir’de Alchemilla hirsutiflora
yapraklarindan hazirlanan inflizyon jinekolojik hastaliklar ve agiz yarasinda
kullanilmaktadir (80). Giimiishane’nin Kelkit il¢esinde yetismekte olan tibbi bitkilerin
etnobotanik 6zelliklerinin arastirilmasi amaciyla ilge merkez ve kdylerinde (2013 Eyliil -
2014 Agustos arasi) yapilan ¢alismada, devetabani ve aslanpengesi olarak da adlandirilan
Alchemilla tiirlerinin ¢igek ve yapraklarmin Oksiiriik, bronsit, ¢iban, iltihap, akciger
rahatsizliklari, astim, menopoz, kadin hastaliklari, cilt kirigikligr gibi hastaliklarda ¢ay1

demlenerek ve yemegi yapilarak kullanildig: tespit edilmistir (81).

Sivas ve Yozgat’in 19 kdylinde etnobotanik ¢alisma i¢in 300 kisi ile goriisiilmiistiir.
Yapilan goriisme sonucunda halk arasinda yildiz nisani olarak da adlandirilan A. mollis
bitkisinin gida olarak, soyulmus taze saplarmin yenildigi goriilmiistiir (15). Artvin’de A.
compactilis’in  toprak Ustii kisimlart dekoksiyon yontemi ile hazirlanarak adet

diizensizliginde kullanilmaktadir (82).

Ayrica A. sintenisii kalp ve damar sistemi bozukluk ve hastaliklarinda, kas ve iskelet
sistemi hastaliklarinda, bagirsak hastaliklarinda, solunum hastaliklar1 tedavisinde,
Alchemilla crinita ve A. pseudocartalinica gesitli cilt hastaliklarinda, A. barbatiflora
bagirsak hastaliklarinda, solunum hastaliklar1 tedavisinde, A. crinita norolojik hastaliklarin
tedavisinde, A. pseudocartalinica solunum sistemi hastaliklar1 tedavisinde kullanildiklar
bilinmektedir (83).

A. vulgaris Tirkiye florasinda yetisen bir tiir olmamasina ragmen, yaprak ve
ciceklerinin Adiyaman’da 1,5 1I’si 50 gr suya koyularak romatizmal rahatsizliklarda,
ozellikle kadin hastaliklarinda ve kalp damar hastaliklarinda kullanildig: (84), Sanlurfa’da
toprak tistii kisimlarinin kadinlarda hormona bagh tiiylenmeye karsi, dstrojen hormonu
yiikseltici, adet diizensizligine kars1 yardimci ve destekleyici olarak kullanildigi kayithdir

(85).

A. vulgaris yapraklarmm Urdiin’de obezite ve amnezide kullamldig bildirilmistir

(86). Ayn1 bolgede A. vulgaris yaprak ve koklerinin dekoksiyon yolu ile kullaniminda

antidiyabetik kullanimi oldugu bildirilmistir (87). Filistin’de A. vulgaris yapraklarinda
40



hazirlanan dekoksiyon kilo kaybi, mide ve bagirsak agrist ve iltihab1 gibi rahatsizliklarda

giinde 3 kez 150 cc olacak sekilde oral alinir (88).

Bosna Hersek’te A. vulgaris’in toprak {istii kisimlar1 inflizyon ile hazirlanmasiyla
menstural agrilara ve bas agrisina karsi oral yolla kullanilmaktadir (89). Aymi bolgede A.
mollis ekstreleri bogaz agrisina kars1 kullanilmaktadir (90). Bulgaristan’da A. vulgaris’in
toprak iistii kisimlart cilt antiseptigi olarak kullanilmaktadir (91). Etiyopya’da 4. pedata nin
yapraklar1 deri tlizerinde yara bulunan kisma striilerek antimikrobiyal olarak

kullanilmaktadir (92).

Ispanya’da Alchemilla alpina L. yapraklarindan hazirlanan ¢ay sindirimi
kolaylastirmak i¢in i¢ilir (93). Katalonya’ da A. alpina’nin toprak fistii kisimlar1 dekoksiyon
yontemi ile hazirlanarak, mide agrisi (bagirsak antialjik/antiinflamatuar) ve bobrek taslari

i¢in (litotriptik) kullanilmaktadir (94).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Fitokimyasal Cahsmalar
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Kati Maddeler ve Coziiciiler

Vanilin (fluka), asetik asit (Sigma Aldrich A6283), n-butanol (Sigma Aldrich 537993),
diklorometan (Sigma Aldrich 24233), etil asetat (Carlo Erba 448256), formik asit (sigma
aldrich), n-hekzan (Merck 1.04368.2511), kloroform (Isolab 10.033.25.01), metanol
(Riedel-de Haen 34860), saf su, siilfiirik asit (Merck 100731).

ITK calismalarinda revelator olarak vanilin/H2SO4 (vanilin’in derisik siilfiirik asit

icindeki %1°lik ¢ozeltisi) kullanilmistir.

Kolon kromatografisi kullanilan adsorbanlar; Kieselgel 60 (Kieselgel 60, 0.063-0.200
mm, Merck-7734), LiChroprep® RP-18 (Merck, 40-63 um) ve sefadeks (Lipophilic
Sefadeks LH-20)’tir. Ince tabaka kromatografisi calismalarinda hazir aliiminyum plaklar
(Kieselgel 60 F254, Merck-5554; RP-18 F254, Merck-5559) kullanilmigtir. Adsorbanlarin
kullanildigit  kromatografik c¢alismalarin  detaylar1 Bolim 5.1.3’te  agiklanmustir.
Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢oziicii sistemleri Tablo 7’de, kullanilan alet ve

cihazlar Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 7. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢6ziicii sistemleri

Yontem Coziicii sistemi

iTK CHCl3:MeOH:H,0 (95:5:1,5, 85:5:1:5, 80:20:2, 80:20:1,70:30:3)
CHCl5:MeOH (98:2, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30)
EtOAC:MeOH (10:1, 9:1, 7:3, 6:4, 5:5, 3:7)
EtOAC:MeOH:H,0 (7:2:1)
EtOAC:HC3COOH:HCOOH:H,0 (25:2:2:4)
n-Hekzan: EtOAc (70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70)

KK (Silika jel) CHCl3s: MeOH (98:2— 0:100)
CHClI3: MeOH: H,0 (85:15:1,5, 70:30:3)
n-Hekzan: EtOAc (7:3—0:10)
EtOAc: MeOH: (7:3, 0:10)

KK (VSK) MeOH: H,0 (0:100—100:0)
KK (OBSK) MeOH:H,0 (0:100—100:0)
KK (Sefadeks-LH-20) %100 MeOH

Tablo 8. Kullanilan aletler ve cihazlar

Degirmen . 1c-25B ogiitiicii
Etiiv : MMM Group-Ecocell LSIS-B2V/EC 111
Hassas Terazi : Ohaus PA214C
Kromatografi Tanki : Camag
Liyofilizator : Christ Alpha 1-4 LD plus
NMR Spektrometresi (1D ve 2D)
IHNMR : Bruker AVANCE 111 400 MHz
13C NMR : Bruker AVANCE 111 100 MHz
OBSK Cihaz1 : Biichi
OBSK Kolonlar1 : Biichi Sepacore 4g, Biichi Sepacore 12g
OBSK Pompa : Biichi Pump Manager C-615
: 2 x Pump Module C-605
OBSK Fraksiyon Kollektor : Biichi C-660
Rotary evoperator : Heidolph
Terazi : Ohaus Gold series SPJ 602
Ultrasonik Banyo : Soltec mod.2200 ETH
UV Kabin : CAMAG
Vakum Pompasi : Millipore Model No: WP6122050
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3.1.2. Bitki Materyali

Alchemilla pseudocartalinica bitkisi 28.05.2022 tarihinde Trabzon, Sultan Murat
yaylasindan toplanmis ve Prof. Dr. Giilin RENDA tarafindan tayin edilmistir. Tire ait
herbaryum ornegi Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi herbaryumunda kayithidir

(AEF31035).
3.1.3. Kromatografik Yontemler
3.1.3.1. Ince Tabaka Kromatografisi

Izolasyon calismalarinda kromatografik yéntemler ile gerceklestirilen ayirimin
izlenebilmesi i¢in normal faz ve ters faz silika jel kapli hazir aluminyum plaklar
kullanilmistir. Numune tatbikleri pastor pipeti yardimiyla plagin alt ucunun 1 cm
yukarisindan ve 0.7 cm araliklarla yapilmistir. Kromatografi tankina (29%27x10 cm veya

14x12x10 cm) konulan plaklar oda sicakliginda 7-10 cm mesafe boyunca siiriiklenmistir.

Plaklar UV2s4 ve UV366 nm dalga boyunda UV lambasi altinda gozlenmistir ve lekeler,
vanilinin %1°lik derisik stlfuirik asitteki ¢ozeltisi plaklara puskiirtiiliip etiiv de 105 °C’de 5

dakika 1sitilarak belirlenmistir.

Adsorban : Normal faz silika jel (Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 F2sa,
0,2 mm, 20x20 cm, Merck 5554; RP-18 F254, Merck-5559

Coziicii Sistemleri : CHCI3s: MeOH: H,O (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 50:50:5)
: CHCI3: MeOH (80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
: EtOAc: MeOH:H20 (7:2:1, 100:10:5)
: EtOACc: CH3COOH: HCOOH: H,0 (25:2:2:4)
: n-Hekzan: EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
: MeOH: H0 (9:1, 8:2, 7:3,6:4, 5:5, 4:6, 3:7)

3.1.3.2. Vakum S1vi Kromatografisi

Vakum Sivi  Kromatografisi (VSK) ¢alismamizda baz1 ekstrelerin  6n
fraksiyonlanmasinda kullanilmistir. Yeterli miktardaki adsorban, kendinden filtreli cam

kolona doldurularak vakum yardimiyla sikistirilmistir. Kolondan bir miktar metanol
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gecirilerek adsorbanin doygunlugu saglanmistir. Kolondan dnce yeterli miktarda su daha

sonra da eliisyona baslanacak solvan sistemi gegirilerek kolon sartlandirilmistir.
3.1.3.3. Acik Kolon Kromatografisi

Yapilan ¢alismalarimizda adsorban olarak normal faz silika jel, ters faz silika jel ve
sefadeks kullanilmis olan agik kolon kromatografisi yontemlerinden yararlanilmistir.
Fraksiyonlar 6n fraksiyonlama isleminde 50'ser ml, saflastirma asamalarinda ise 5-10 ml
toplanmistir ve kontrolleri ITK ile yapilarak, ITK sonuglarma gore fraksiyonlar

birlestirilerek kuruluga kadar ugurulup, birlestirilen fraksiyonlarin miktarlar1 belirlenmistir.
3.1.3.4. Normal Faz Silikajel Kolon Kromatografisi

Silika jel kolon kromatografisinde fraksiyonlarin madde miktarina gore belirlenen
miktarda silika jel tartilarak, yeterli miktarda ¢oziicii sistemi ile slispande hale getirilmis ve
bu karisim, alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir. Kolondan uygulanacak
numunenin yapisina gore belirlenen yeterli solvan sistemi miktar1 gegirilerek, adsorbanin
yerlesmesi saglanmis ve adsorban iizerinde 2-3 mm ¢oziicii kalincaya kadar beklenerek,

kolon numune tatbigine hazir hale getirilmistir.

Numune tatbiki: Numune secilen uygun solvan sistemi ile yeterli miktarda ¢oziilerek
pastor pipeti yardimi ile dnceden hazir hale getirilmis kolona uygulanmistir. Uygulanan
numune adsorbana ¢ekildikten sonra, solvan ilavesi yapildikca adsorban yiizeyinin

bozulmamasi i¢in silika jelin lizerine bir miktar pamuk yerlestirilmistir.
Adsorban : Merck Silikajel 60 (0.063-0.200mm)
: Merck Silikajel 60 (0.040-0.063mm)
Coziicii Sistemleri . CHCl3s: MeOH: H,0 (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3, 61:32:7, 50:50:5)
: CHCIs: MeOH (80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
: CHCIs (100:0)
: EtOAc: MeOH: H,0O (7:2:1, 100:10:5)

: n-Hekzan: EtOAc (95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50)
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3.1.3.5. Sefadeks Kolon Kromatografisi (SFK-Jel Filtrasyon)

10-50 g sefadeks, yeterli miktar metanol veya CHCIs: MeOH (1:1) ile yaklasik 6 saat
sismeye birakilmistir. Daha sonra dolgu materyali cam kolona doldurulmus ve kolon

yerlesene kadar kolondan metanol veya CHCIs: MeOH (1:1) ¢6ziicli sistemi gegirilmistir.

Coziicli adsorbanin tizerinde 1-2 mm kalincaya kadar akitilarak kolon tatbik i¢in hazir

hale getirilmistir.

Numune tatbiki: Numune segilen uygun solvan sistemi ile yeterli miktarda ¢oziilerek

pastor pipet yardimi ile 6nceden hazir hale getirilmis kolona uygulanmaistir.
Dolgu materyali : Sefadeks (Lipophilic Sefadeks LH-20, Sigma, 25-100 p)
Coziicii Sistemleri : MeOH (100:0)

3.1.3.6 Ters Faz Silika Jel Kolon Kromatografisi

10-50 g ters faz silika jel, yeterli miktar saf su ile karistirilmistir. Dolgu materyali, alt
ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona doldurulmus ve iyice yerlesene kadar kolondan saf
su gegirilmistir. Coziicli adsorbanin tizerinde 1-2 mm kalincaya kadar akitilmis, kolondaki
adsorbanin yiizeyi diizeltildikten sonra suda ¢6ziilen numune tatbik edilmistir. En basta saf
su ile baglanan ters faz kolon kromatografisi devaminda su dan metanole dogru polarite

sistemine gore degisen solvan sisteminde devam edilmistir.

Dolgu materyali : LiChroprep® RP-18 (Merck, 40-63 um)

Coziicii Sistemleri : H,O: MeOH (100:0, 90:10, 80:20, 75:25, 70:30, 60:40, 50:50)
3.1.3.7. Orta Basin¢h Sivi Kromatografisi

VSK ile 6n ayrimi yapilan fraksiyonlarda polariteleri birbirine ¢ok yakin olan
bilesiklerin birbirinden ayrilmasini saglamak amaciyla Orta Basingli Sivi Kromatografisi
(OBSK) yonteminden yararlanilmistir. Bu yontemde ters faz silika jel LiChroprep RP-18 ile
doldurulmus degisik ebatlardaki hazir kolonlar kullanilmigtir. Solvan sistemi pompa
yardimiyla basing uygulanarak kolona gonderilmistir. Kolon solvan sistemi ile
sartlandirildiktan sonra ayni solvan sisteminde ¢6ziilmiis numune kolona enjekte edilmistir.

Fraksiyonlar fraksiyon toplayicisi yardimi ile toplanmastir.
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3.1.3.8. Poliamit Kolon Kromatografisi

50-100 g poliamit yeterli miktarda distile su ile siispanse edilerek, manyetik bir
karistiricida 12-18 saat karistirilarak sismesi saglanmistir. Siispansiyon haline gelen karigim,
alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmistir ve kolon yeterli miktarda su ile

yikanarak adsorbanin iyice yerlesmesi beklendikten sonra numune tatbik edilmistir.
Adsorban : Poliamit (50-160 um)

Coziicii Sistemleri  : MeOH: H20 (0:100—100:0)

3.1.4. Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama

Acik havada ve golgede kurutulmus bitkinin kokleri (50 g) ve toprak iistii kisimlari
(250 g) ayrildiktan sonra degirmende toz edilmistir. Bitki numuneleri ayr1 ayr1 3’er adet 1
I’lik balona alinarak %80 metanol ile ¢alkalayicida 40 °C’de 6 saat ekstre edildikten sonra
ekstreler siizge¢c kagidindan siiziilmiistiir. Islem 3 kez daha tekrar edilerek siiziintiiler
birlestirilmis, birlestirilen siiziintiiler al¢ak basing altinda doner buharlastiricida, 40 °C’de
kuruluga kadar ugurulmustur. Koklerden 6.65 g metanol ekstresi (verim: %13.30), toprak

istii kisimlardan 72.62 g metanol ekstresi (verim: %29.048) elde edilmistir.

Toprak iistii (T.ii.) ve toprak alt1 (T.a.) metanol ekstreleri ayr1 ayr1 olmak iizere
su:metanol karisiminda (9:1) (300 ml) ile ¢oziildii ve ¢ozelti ayirma hunisine alinarak
sirasiyla sivi-sivi kromatografi esasina gore, n-hekzan (200 ml, x3), diklorometan (200 ml,
x3) ve n-butanol (200 ml, x3) ile fraksiyonlandi. Elde edilen n-hekzan, diklorometan, n-
butanol alt ekstreleri doner buharlastiricida 40 °C’de kuruluga kadar uguruldu. Su alt ekstresi
ise liyofilizatorde suyundan kurtarildi. Bu islemler sonucunda; bitkinin toprak alt1 metanol
ekstresinden 0.0475 g n-hekzan, 0.0351 g diklorometan, 0.6697 g n-butanol ve 0.4533 g
kalan su alt ekstreleri; toprak {istii metanol ekstresinden 2.06 g n-hekzan, 4.3 g diklorometan,
13.45 g n-butanol ve 7.61 g kalan su alt ekstreleri elde edilmistir (Sekil.15-16).
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Toprak Ustii Klsnmlarl] %80 MeOH ile ekstraksiyon ( 80% MeOH Ekstresi

(250 gram) 3x2000 mL L (72,62 gram)

n-hekzan ekstresi CH,CL, ekstresi n-BuOH ekstresi H,O ekstresi
0.8 ¢) (2,62 ¢) (9.43 g) (59.77 &)

Sekil 15. A. pseudocartanilica bitkisinin toprak tistii kisimlarinin ekstraksiyon semasi

Toprak Alt: Kisimlar ] %80 MeOH ile ekstraksiyon 80% MeOH Ekstresi

(50 gram) J 3 x2000 mL VL (6,65 gram)

n-hekzan ekstresi CH, Cl, ekstresi n-BuOH ekstresi H,0 ekstresi
(0.0475 g) (0.0351 g) (0.6697 g) (0.4533 g)

Sekil 16. A. pseudocartanilica bitkisinin toprak alti kisimlarinin ekstraksiyon semast
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3.1.5. izolasyon Calismalan

A. pseudocartalinica bitkisinin toprak iistinden hazirlanan su alt ekstresinde en
yuksek aktivite tespit edildiginden izolasyon calismalarina bu ekstre iizerinden devam
edilmistir. A. pseudocartalinica bitkisinin toprak iistiinden hazirlanan su alt fraksiyonundan
(53.37 g) aktivite ¢alismalarinda kullanilmak iizere yeterli miktarda ayrildiktan sonra ters
faz kolon kromatografisi (LiChrophep Cis) yardimiyla izolasyon calismalarina gegilmistir.
Vakumlu s1vi kromatografisi ile elde edilen 5 ana fraksiyon (A-E) icerisinde B fraksiyonu
en aktif fraksiyon olarak bulunmustur. Sephadex LH-20 kolon kromatografisinde artan
polariteye gore segilen ¢oziicii sisteminde su:metanol (0 — %100 MeOH, %10 MeOH
adimlartyla, her biri 100 ml) c¢oziicii sistemleri kullanilarak yapilan fraksiyonlama
sonucunda Fr B1-B9 verecek sekilde 9 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyon B6 (86.4 mg),
LiChroprep Cig VLC'ye tabi tutulmustur. H20 igerisinde artan konsantrasyonda MeOH’den
olusan ¢oziicii sistemleriyle eliisyon (0 — %100 MeOH, %10 MeOH adimlariyla, her biri
100 ml) bilesik 1'i (20.5 mg) vermistir. Fraksiyon B4 (195.6 mg), EtOAc:MeOH (95:5 ila
50:50) ¢oziicii sistemiyle gradient eliisyon yapan bir silika jel kolona (90 g) tatbik edilmistir.
Buradan alinan fraksiyon 6-8 Sephadex LH-20 kolonda metanol kullanilarak saflastiriimis
ve bilesik 2 (1.2 mg) elde edilmistir (Sekil.17).
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Alchemilla pseudocartalinica
Su ekstresi
(59,77 gram)

a |

LiChroprep C,4 Vakum Sivi Kromatografisi (VLC)
ﬂ H,0—MeOH (0:100 —100:0)

Fraksiyon A Fraksiyon B Fraksiyon C Fraksiyon D Fraksiyon E
(38.28 gram) (4.45 gram) (9.74 gram) (3.21 gram) (0.96 gram)

.

e
o

—
F

©

E
=

Sekil 17. A. pesuedocartalinica toprak tstii kisimlarina ait izolasyon semasi
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3.1.6. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit icerikleri

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan numuneler sirasiyla Folin-Ciocalteu reaktifi
(0,5 N), distile su ve %10 (w/v) sodyum karbonat ile karistirilmistir. Karigimlar oda
sicakliginda ve karanlikta 120 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
absorbans 760 nm'de Sl¢iilmiistiir. Toplam fenolik igerik, numunenin kuru agirligi basina

mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir (95).

Orneklerin toplam flavonoit icerigi daha once bildirilen ydntem kullanilarak
hesaplanmistir (95). Ornekler %10 aliiminyum nitrat ve 1 M amonyum asetat ile
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 40 dakika inkiibe edilmistir. Bunu takiben, absorbans
415 nm'de okunmustur. Orneklerin toplam flavonoit icerigi, gram kuru agirhik basina mg

cinsinden kersetin esdegeri (QE) olarak verilmistir.
3.1.7. Sivi Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Cahsmalar:

Toprak iistii kisimlara ve kdklere ait ana ekstrelerin kimyasal profilinin incelenmesi
icin LC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Kromatografik ayirma ters fazli Agilent Poroshell
120 EC-C18 model (150 mmx2,1 mm, 2,7 pm) analitik kolondan kolon sicakligi 40°C'ye
ayarlanarak gerceklestirilmistir. Eliisyon gradyani eluent A (su + 5 mM amonyum format +
%0,1 formik asit) ve eluent B'den (metanol + 5 mM amonyum format + %0,1 formik asit)
olusmustur. Gradient eliisyon profili 0-25 dakika boyunca %20-100 B gradyanindan
olusmus, bunu 25-35 dakika boyunca %100 B izlemis ve 35-45 dakika boyunca %20 B
gradyani ile sonlandirilmigtir. Coziicii akig hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirastyla 0,5 ml/dak ve
5 ul olarak ayarlanmistir (96. 97). Kiitle spektrometrik tespit i¢in Shimadzu LCMS-8040
model tandem kiitle spektrometresi kullamilmustir. Bir elektrosprey iyonizasyon (ESI)
kaynagi ile donatilmis ve hem negatif hem de pozitif iyonizasyon modlarinda ¢alistirilmstir.
LC-ESI-MS/MS verilerini elde etmek ve islemek i¢in LabSolutions yazilimi1 (Shimadzu)
kullanilmistir. Fitokimyasallarin miktarini 6lgmek i¢in ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
yontemi kullanilmistir. Kiitle spektrometresi (MS) ¢alisma kosullari: 15 1/dk kurutma gazi
(N2) akis hiz1, 3 1/dk nebiilize edici gaz (N2) akis hizi, 250 °C DL sicakligi, 400 °C 1s1 blogu
sicaklig1 ve 350 °C arayiiz sicaklig1 seklindedir (97).
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3.2. Biyolojik Aktivite Caliymalari

Toprak iistii ve toprak alt1 sulu metanol ekstrelerinin ve bu ekstrelerden hazirlanan
n-hekzan, kloroform, n-butanol ve su alt ekstrelerinin biyolojik aktiviteleri asagidaki

yontemler kullanilarak incelenmistir.
3.2.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Numunelerin, DPPH radikal siipiirme aktivitesi spektrofotometrik yontem
kullanilarak dl¢iilmiistiir (98). Oncelikle metanolde ¢oziinen numunelerin stok ¢dzeltisi 10
mg/ml olacak sekilde hazirlanilmis, sonrasinda ise deneyde kullanilmak amaciyla 25-200
ng/ml calisma ¢ozeltileri hazirlanarak 0,2 mM DPPH’in metanoldeki ¢ozeltisi tizerine
eklenilmistir. 517 nm degerinde absorbans degeri karanlik ortamda oda sicakliginda 30
dakika inkiibasyon yapilarak 6l¢iilmiistiir. Numunelerin artan konsantrasyonuna kars1t DPPH
radikal siipiirme aktivitesi asagida verilen formiilden hesaplanmistir. Calismada pozitif
kontrol olarak gallik asit kullanilmis ve tim deneyler alti tekrarli olacak sekilde

gergeklestirilmistir.

Formul: % 1nhibisy0n = (Akontrol'Anumune)/AkontroI x 100 AkontroIZ DPPH gézeltisinin

absorbansi; Anumune: Numunelerin ilavesi sonrasinda DPPH ¢6zeltisinin absorbansi.
3.2.2. Fosfomolibdenyum Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi

Fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasite (PRAP) olglim yontemi
%10’luk fosfomolibdik asit kullanilarak hesaplanarak, standart bilesik olarak kersetin
kullanilmistir (99). ik olarak etanol igerisinde %10’luk fosfomolibdenyum c¢ozeltisi
hazirlanilmis ve son hacim 1 ml olacak sekilde 6rneklerin ¢esitli konsantrasyonlari ¢ozeltiye
ilave edilmistir. Karisim 80 °C’de 30 dakika inkiibe edilerek, siire sonunda karigimlarin
absorbanslart 600 nm’de okunmasiyla kersetin ile karsilastirilip fosfomolibdenyum
indirgeyici antioksidan kapasitesi belirlenmistir. Tiim deneyler {i¢ tekrarli gerceklestirilmis

ve standart sapmast (SD) hesaplanmistir.
3.2.3. Metal Selat Yapma Kapasitesi

Demir iyonu selatlama etkisi Chue ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen metod
kullanilarak belirlenmistir (100). Numunelerin farkli konsantrasyonlarimin (125 pg/ml, 250
pug/ml, 500 pg/ml) 740 pl’sine 20 pul 2 mM FeCl; ilave edilmis, daha sonra 40 pl 5 mM

ferrozin ilavesinden sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek numunelerin
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absorbansi 562 nm’de Sl¢lilmiis ve 1 numarali formiilden % inhibisyonu hesaplanilmigtir.
EDTA standart olarak kullanilmistir. Tiim deneyler li¢ tekrarli gerceklestirildikten sonra
standart sapma (SD) hesaplanilmistir.

3.2.4. Demir Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi

Demir-indirgeyici antioksidan kapasite Ol¢iimii (FRAP) Oyaizu ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen metoda gore belirlenmistir (100). 1 ml numune ¢ozeltisine 1 ml pH
6.6 fosfat tampon ve 1 ml potasyum ferrisiyanid ¢6zeltisi ilave edilmis, karigim 50 °C’de 20
dakika inkiibe edildikten sonra tizerine 1 ml %10’luk trikloroasetik asit ilave edilerek, hizla
calkalandiktan sonra 1 ml saf su ilave edilmistir. Son olarak 100 ul %0.15 FeCls ilave
edildikten sonra 30 dakika inkiibasyona birakilmis ve ardindan Orneklerin 700 nm’de
absorbanslar1 dlgiilerek ve standart olarak kullanilan BHA esdegeri olarak verilmistir (BHA,

mg/g numune).
3.2.5. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu

Numunelerin, tirozinaz inhibisyon etkinligi spektrofotometrik yontem ile
belirlenmistir (102). Hazirlanan numunelerin (20-200 pg/ml) her birinden 20 pl alinmis ve
daha o6nceden her birine 100 pl fosfat tamponu (pH 6.8) eklenmis kuyucuklara ilave
edilmistir. Uzerine 250 U/ml tirosinaz (20 ul) ¢dzeltisi ilave edilerek 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Bu siirenin ardindan 3 mM levodopa (20 ul) ¢ozeltisi ilave edilmis ve tekrar
10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaka igeriklerinin
absorbanslar1 475 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Calismada pozitif kontrol olarak kojik asit
kullanilmis ve numunelerin artan konsantrasyonuna karsi tirozinaz inhibisyonu asagida

verilen formiilden hesaplanilmistir. Tiim deneyler alt1 tekrarli gerceklestirilmistir.
Formiil : % Inhibisyon = (Akontrol-Anumune)/Akontrol X 100
Axontrol  : Numunelerin ilavesi olmaksizin 6l¢iilen absorbans;
Anumune  : Numunelerin ilavesi sonrasinda Ol¢iilen absorbans.

3.2.6. Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Numunelerin asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) inhibisyon
etkinligi spektrofotometrik yontem kullanilarak incelenilmistir (95). Numuneler farkli
konsantrasyonlarda (50-1000 pug/ml) 50 mM Tris-HC1 tampon ¢ozeltisi (pH 8.0) ile
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seyreltilmis ve kuyucuk igerigi, Tris-HCI tamponu (50 pul), 3 mM DTNB (125 ul), 0.2 U/ml
konsantrasyondaki AChE/BuChE (25 ul) ve numunelerin farkli konsantrasyonlart (25 pl)
olacak sekilde hazirlanilmistir. Karisim 25°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmis ve
ardindan her bir kuyucuga 15 mM AChI/BuChlI (25 ul) ¢ozeltisinden ilave edilip yeniden 15
dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin ardindan karigimlarin absorbanslari 405 nm’de
Olciilmiistiir. Calismada pozitif kontrol olarak galantamin kullanilmis ve tim deneyler alti
tekrarli gercgeklestirilmistir. Numunelerin artan konsantrasyonuna karsi kolinesteraz

inhibisyonu yukarida verilen formiilden hesaplanilmistir.
3.2.7. a-glukozidaz Inhibitér Etkinlik

Numunlerin  a-glukozidaz enzim inhibitér etkilerinin  belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontem kullanmilmistir (102). 0.1 M pH 6.9 fosfat tamponu icindeki
bilesiklerin farkli konsantrasyonlarina (100-1000 pg/ml, 50 ul), 0.5 U/ml a-glukozidaz (100
ul) ilave edilmis ve mikroplaka iginde 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan
sonra 4-pNPG (50 pl) ilave edildikten sonra yeniden 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmis ve absorbans, mikroplaka okuyucu kullanilarak 405 nm'de Ol¢iilmiistiir.
Calismada pozitif kontrol olarak akarboz kullanilamistir. Tiim deneyler alti tekrarh
gerceklestirilmigtir.  Numunelerin artan konsantrasyonuna karsi a-glukozidaz enzim

inhibisyonu yukarida verilen formiilden hesaplanilmistir.
3.2.8. Istatistiksel Analiz

Deneyler ii¢ tekrarli gergeklestirilmistir. Sonuglarin hesaplanmasinda GraphPad
Prism 6.0 ve Microsoft Excel Windows 13 programlar kullanilmustir. Istatistiksel analiz tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan enzim inhibisyonu i¢in Tukey testleri ile
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 karsilagtirmak i¢in T-testi

kullanilmistir. p<0.05 ise ortamalar arasi fark anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR
4.1. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayinleri

B fraksiyonu diger fraksiyonlara gore daha yiiksek aktivite sergiledigi i¢in bu fraksiyon
tizerinden izolasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. A. pseudocartalinica’nin toprak iistii

kisimlarindan iki bilesik izole edilip yapilar1 aydinlatilmistir.

4.1.1. Kersetin 7-O--D-glukopiranozil-3-O-f-D-glukuronopiranozit

HOH,C

Sekil 18. Kersetin 7-O-$-D-glukopiranozil-3-O-4-D-glukuronopiranozit (CAP-1)

CAP-1 kodlu bilesik sar1 renkli ve amorf yapida elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizinde giin 15181inda ve UV254 nm’de sar1 renk gozlenmistir. Vanilin/H2SOg4 reaktifi ile
110°C’de 2 dakika 1sitildiginda sar1 renk vermesi bilesigin flavonoit olabilecegini

gostermistir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda aromatik bdlgede bilesige ait toplam 5 protona
karsilik gelen 5 sinyal goriilmektedir (Sekil 19). *H-NMR spektrumunda aromatik bolgede
sirastyla on 6.255 (d, J = 2.1 Hz, 1H) ile 64 6.181 (d, J = 2.1 Hz, 1H) ppm’de goriilen
sinyallerin flavonoit A halkalarinin H-8 ve H-6 protonlarina ait oldugu ve A halkasinin 5 ve
7 numaral1 pozisyonlardan olmak {izere disiibstitiie oldugu tespit edilmistir. Ayrica 6y 7.387
(s, 1H), on 7.265 (d, J = 8.4 Hz, 1H) ile on 6.683 (d, J = 8.4 Hz, 1H) sinyalleri B halkasinin
3', 4'-disubstitiie oldugunu gostermistir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak bilesigin kersetin

aglikonu icerdigi tespit edilmistir.

'H-NMR ve BC-NMR spektrumlarinda goriilen 54 5.037 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 614.812
(d, J =7.6 Hz, 1H) ve 6c 101.98, 6¢c 99.65 anomerik proton sinyalleri diger oz sinyalleri ile

birlikte degerlendirildiginde B-glukoz’a ait oldugu anlasilmaktadir. Anomerik protonlarinin
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Heterontikleer Coklu Bag Korelasyonlar1 (HMBC) ve ilgili aromatik karbonlar, 2 seker
tinitesinin kersetin aglikonuna 3,7-disubstitlisyonunu ortaya ¢ikarmistir. Degisken spin kilit
siiresine sahip 1D Toplam Korelasyon Spektroskopisi (TOCSY) yardimiyla, seker
birimlerindeki hidroksil olmayan tiim protonlarin sandalye konformasyonlarinda piranozil
halkalarinin eksenel pozisyonlarinda oldugu bulunmustur. Kersetin'in hidroksil grubuna 3.
pozisyondan bagli olan sekerin 6. pozisyonda bir CH, grubu igermedigi tespit edilmis,
dolayisiyla bir uronik asitin varhigi distinilmistiir. 3-O-glukuronopiranozitin karboksilik
asit kismmm 2C sinyali ®*C NMR spektrumunda goriinmemesine ragmen sekerin

protonunun H-5 ile bir HMBC korelasyonunun gézlemlenmesiyle varligi kanitlanmistir.

Bilesiklerin kimyasal kayma degerleri ve multiplet desenleri, dnceki farmakognozik
calismalarda izole edilen dogal bilesiklere ait bulgular ve literatiir verileriyle karsilagtirilarak
bilesik kersetin 7-O-4-D-glukopiranozil-3-O-f-D-glukuronopiranozit olarak tanimlanmistir
(Sekil 19-23) (103).

Kersetin 7-O-p-D-glukopiranozil-3-O--D-glukuronopiranozit (1): *H NMR (D0,
400 MHz): 6 = 7.387 (s, 1H, H-2"), 7.265 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-6"), 6.683 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
H-5", 6.255 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.181 (d, J = 2. 1 Hz, 1H, H-6), 5.037 (d, J = 7.4 Hz,
1H, H-1"), 4.812 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-1"), 3.876 (dd, J = 12.5, 2.2 Hz, 1H), 3.680 (dd, J =
12.5,5.0 Hz, 1H), 3.618 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 3.555 (dd, J = 9.6, 7.4 Hz, 1H), 3.525 (dd, J =
9.4, 8.9 Hz, 1H), 3.519 (dd, J = 9.7, 8.6, 1H), 3.494 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 3.450 (dd, J = 9.7,
7.6, 1H), 3. 431 (ddd, J = 9.6, 5.0, 2.2 Hz, 1H), 3.385 (dd, J = 9.6, 8.6 Hz, 1H) ppm. 13C
NMR (D20, 101 MHz): § = 177.40, 175.26 (sadece HMBC), 162.14, 159.58, 157.30, 155.48,
147.59, 143.41, 134.02, 122.66, 120.91, 116.38, 115.44, 105.79, 101.98, 99.65, 99.30, 95.51,
77.25, 76.00, 75.64, 75.35, 73.58, 72.75, 71.72, 69.37, 60.56 ppm.
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Sekil 19. Kersetin 7-O-4-D-glukopiranozil-3-O-p-D-glukuronopiranozit (CAP-1)’in *H-
NMR Spektrumu
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Sekil 20. Kersetin 7-O-4-D-glukopiranozil-3-O-$-D-glukuronopiranozit (CAP-1)’in $3C-
NMR Spektrumu
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4.1.2. a-[(2-formil-5 hidroksimetil)pirol-1-ilJaspartik asit

O
A\ Y
5

4 = 8

COOH

3

2 COOH

HO

Sekil 23. a-[(2-formil-5 hidroksimetil)pirol-1-il]Jaspartik asit (CAP-2)

CAP-2 kodlu bilesik beyaz renkli ve amorf yapida elde edilmistir. Bilesigin ITK
analizinde vanilin/H2SO4 reaktifi ile 110°C’de 2 dakika sitildiginda mor renk verdigi

gbzlenmistir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda aromatik bolgede bilesige ait toplam 8 protona
karsilik gelen 8 sinyal goriilmektedir (Sekil 24). Kimyasal kayma degerleri ve COSY
korelasyonlari, sirastyla 2 ve 5 pozisyonlarinda bir formil grubu ve bir hidroksimetil grubu
ile siibstitiie edilmis bir pirol halkasinin varhigina isaret etmektedir (Sekil 24-27). Bir
protonun 0n=>5,723 ppm ve C-2 (6c=133,33 ppm) ve C-5 (6c=145,9 ppm) karbonlari ile
beklenmedik bir HMBC korelasyonunun ortaya ¢ikmasi pirol halkasinin N-siibstitiisyonunu
disiindiirmustir. Stbstitientin HSQC ve HMBC desenlerinin analizinden sonra, bilesik
(2)'nin yapisinin a-[(2-formil-5-hidroksimetil)pirol-1-il]aspartik asit oldugu diisiintilmiis ve

mevecut literatiir verileri ile yap1 dogrulanmistir (101).

o-[(2-formil-5-hidroksimetil)pirol-1-ilJaspartik asit (2): ‘H NMR (CDsOD, 400
MHz): 6 = 9.349 (s, 1H), 7.134 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 6.363 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.723 (br dd,
J=9.2, 7.1 Hz, 1H), 4.683 (m, 2H), 3.195 (dd, J = 17.3, 9.2 Hz, 1H), 2.860 (dd, J = 17.3,
7.1 Hz, 1H) ppm. ¥C NMR (CD3OD, 101 MHz): & = 180.81, 177.37, 177.34, 145.90,
133.33, 127.54, 111.64, 56.73, 56.64, 38.55 ppm.
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4.2. Toplam Fenolik ve Flavonoit Icerik

Toplam fenolik ve flavonoit icerik analiz sonuglar1 Tablo 9-10'de sunulmustur. En

yiiksek toplam fenolik igerige sahip ekstreler sirasiyla kok n-butanol alt ekstresi (688.92 +
23.04 mg GAE/g kuru agirlik), kok metanol ekstresi (432.31 + 3.60 mg GAE/g kuru agirlik)
ve kok diklorometan alt ekstresi (409.55 + 11.30 mg GAE/g kuru agirlik) olarak

bulunmustur. En yiiksek toplam flavonoit icerigine sahip ekstreler ise sirasiyla toprak tistii

diklorometan alt ekstresi (135.01 + 7.28 mg QE/g kuru agirlik), toprak tistii n-hekzan alt

ekstresi (84.67 + 5.57 mg QE/g kuru agirlik) ve toprak iistii metanol ekstresi (70.05 + 3.91

mg QE/g kuru agirlik) olmustur. Genel olarak, kok ekstrelerinin toplam flavonoit igerigi

toprak istii kisimlardan hazirlanan ekstrelere kiyasla daha diisiik ¢ikmasina ragmen toplam

fenolik madde iceriginin kok ekstrelerinde daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Tablo 9. Ekstrelerin ve alt ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit i¢erikleri

Toplam fenolik madde

Toplam flavonoit

Ekstre mg GAE/g kuru mg QE/g kuru
agirhk agirhk
Kok metanol ekstresi 432.31£3.60 15.37+0.61
Kok n-hekzan alt ekstresi 264.46+4.20 14.37+1.44
Kok diklorometan alt ekstresi 409.55+11.30 4.85+0.40
Kok n-butanol alt ekstresi 688.92+23.04 14.44+1.20
Kok su alt ekstresi 331.95+14.50 15.36+3.58
Toprak tiistii metanol ekstresi 262.37+7.24 70.05+£3.91
Toprak {istii n-hekzan alt ekstresi 232.91+4.75 84.67+5.57
Toprak tistii diklorometan alt ekstresi 280.36+10.38 135.01£7.28
Toprak iistii n-butanol alt ekstresi 302.64+7.03 20.28+1.44
Toprak tistii su alt ekstresi 288.77+13.90 7.05+0.88

66



Tablo 10. Fraksiyonlarin toplam fenolik icerikleri

Toplam fenolik madde

Fraksiyon mg GAE/g kuru
agirhk

A fraksiyonu 62.37+6.37

B fraksiyonu 430.46+15.46

C fraksiyonu 452.24+6.40

D fraksiyonu 356.72+24.38

E fraksiyonu 311.41+12.30

4.3. Sivi Kromatografisi -Kiitle Spektrometresi Analiz Sonuclar:

Kok metanol ekstresi ve toprak iistii metanol ekstresi 'nin kimyasal analizi LC-

MS/MS teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 28). Daha 6nce gelistirilmis ve valide

edilmis bir yontem kullanilmistir (97). Yonteme ait validasyon parametreleri Tablo 11°de

verilmigtir.
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Sekil 28. (St) LC-MS/MS yo6ntemi ile incelenen standart fenolik bilesikleri gdsteren
kromatogram, (kok metanol ekstresi ve toprak iistii metanol ekstresi) ile LC-MS/MS
yontemi ile analiz edilen ekstrelerin kromatogrami
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Ekstrelerdeki fitokimyasallarin kantitatif tayin sonuglar1 Tablo 12'de sunulmustur.

Toprak iistii metanol ekstresinde yiiksek konsantrasyonda elajik asit (38,42 mg/g ekstre)

varligi tespit edilirken, kok metanol ekstresinde katesin (185,30 mg/g ekstre) en fazla

miktarda bulunmustur.

Tablo 12. Ekstrelerdeki fitokimyasallarin kantitatif tayini (mg/g)

Bilesenler Kok metanol ekstresi Toprak iistii metanol ekstresi
Kinik asit 5.22 16.938
Fumarik asit 0.175 0.195
Akonitik asit 0.011 0.437
Gallik asit 0.286 2.401
Protokatesik asit 0.099 0.29
Katesin 185.296 N.D.
Gentisik asit 0.122 0.176
Klorojenik asit N.D. 0.292
Protokatesik aldehit N.D. 0.009
Tannik asit 0.101 0.322
Epikategin N.D. 2.981
Kafeik asit 0.029 N.D.
Pikeit 0.114 N.D.
p-kumarik asit 0.07 0.039
Salisilik asit 0.013 N.D.
Sinarozit 0.097 3.097
Miguelianin 0.333 32.962
Rutin N.D. 0.25
[zokersitrin 0.126 5.028
Hesperidin N.D. 0.117
Elajik asit 7.665 38.424
Kozmosiin 0.019 0.69
Kersitrin N.D. 0.196
Astragalin 0.022 0.337
Nikotiflorin N.D. 0.022
Kersetin N.D. 0.303
Naringenin 0.052 N.D.
Luteolin 0.014 0.081
Genistein 0.015 0.007
Kemferol N.D. 0.023
Apigenin 0.003 0.093
Amentoflavon 0.003 0.002
Akasetin 0.005 0.013

N.D.: Tespit edilemedi
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4.4. Biyolojik Aktivite Calismalarina Ait Bulgular
4.4.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi Bulgular:

Ekstrelerin ve fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi, Tablo 13’de
sunulmustur. Kok n-butanol alt ekstresi (8.25 + 1.32 ug/ml) ve kdk metanol ekstresi (8.71 =
1.90 pg/ml) test edilen ekstreler arasinda en yiiksek radikal siipiiriicii etkiyi gostermistir.

Fraksiyonlar arasinda en yiiksek etkinlik B'de (4.92 + 0.59 pg/ml) bulunmustur.

Tablo 13. Ekstrelerin, alt ekstrelerin ve fraksiyonlarin DPPH radikal siipiirme aktivitesi

% DPPH Radikal Siipiirme AKtivitesi 1Cs0

50 ng/ml 100 pg/ml 200 pg/ml (ng/ml)
Kok metanol ekstresi 72.09+1.47  89.92+40.20  91.69+0.03 8.71 + 1.90™
Kok n-hekzan alt ekstresi 30.50+1.36 50.23+0.52 74.12+2.76 95.15+4.53
I;(‘)Slt‘rgélidommetan alt 4456+0.86 71.62+0.09 87.53+048  56.12+1.15
Kok n-butanol alt ekstresi  84.83+1.22  90.48+0.14  90.64+0.12 8.25+1.32"M
KOk su alt ekstresi 48.39+0.31 75.62+0.84 90.24+0.35 49.19+0.78
Toprak Gistii metanol 36.8541.14  61.3941.01  86.6440.60  72.34+2.10
ekstresi
Toprak Gistii n-hekzanalt 3 o)1 co 41284138 69.5622.71  117.2047.20
ekstresi
Toprak istii diklorometan g 65 1 17 55304072 69.26£047  96.16+2.54
alt ekstresi
gﬁgigg dsti n-butanolalt 0 oe 1 3¢ 73634429 91354017  60.67+3.92
Toprak Ustii su alt ekstresi  49.75+2.42  85.09+1.11  91.30+0.14 42.854+3.73
Fraksiyon A 31.45+0.58  45.12+1.65 78.69£0.65  95.01+2.66
Fraksiyon B 90.87£0.15  91.82+0.16  92.52+0.16  4.92+0.59"
Fraksiyon C 90.37+0.09 91.21+0.24  91.48+0.01 6.93+0.42"
Fraksiyon D 88.0740.13  89.84+0.14 90.26+0.22  7.02+0.68"
Fraksiyon E 83.6140.87 86.25+0.28  88.79+0.08 11.72+1.63"
Gallik asit 90.24+0.07 90.07+0.12  94.83+0.24 12.74+1 46

ns: pozitif kontrole kiyasla anlamli degil
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4.4.2. Fosfomolibdenyum indirgeyici Antioksidan Kapasitesi

Ekstrelerin alt ekstrelerin ve fraksiyonlarin fosfomolibdenyum indirgeyici
antioksidan kapasitesi (PRAP) aktivitesi, Tablo 14’de sunulmustur. K6k n-butanol alt
ekstresi ve toprak tstii diklorometan alt ekstresi test edilen ekstreler arasinda en yiiksek
fosfomolibdenyum indirgeyici antioksidan kapasitesine sahiptir. Fraksiyonlar arasinda en

yiiksek etkinlik D'de bulunmustur.

Tablo 14. Ekstrelerin, alt ekstrelerin ve fraksiyonlarin PRAP degerleri

Absorbans

50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
K&k metanol ekstresi 0.068+0.007 0.132+0.007  0.280+0.012
Kok n-hekzan alt ekstresi 0.026+0.007 0.050£0.002  0.112+0.007
Kok diklorometan alt ekstresi 6 44,0003 0.103+0.005  0.220+0.014
K&k n-butanol alt ekstresi 0.079+0.009 0.179+0.007  0.366+0.005
Kok su alt ekstresi 0.038+0.003 0.085+£0.006  0.189+0.008
Toprak iistii metanol ekstresi 0.026+0.008  0.050+0.00 0.126+0.001
Toprak listii n-hekzan alt ekstresi 53,0001 0.054£0.00  0.112+0.005
Toprak dstii  diklorometan alt
ekstresi 0.068+0.007 0.139+0.005  0.286+0.007
Toprak iistii n-butanol alt ekstresi 0.015+0.003 0.039+0.001  0.093+0.002
Toprak iistii su alt ekstresi 0.019+0.002 0.057+0.002  0.104+0.003
Fraksiyon A 0.002+0.002 0.008+0.007  0.036+0.005
Fraksiyon B 0.041+0.006 0.117+0.001  0.220+0.004
Fraksiyon C 0.042+0.003 0.102+0.00  0.209+0.002
Fraksiyon D 0.065+0.002 0.138+0.01  0.203+0.001
Fraksiyon E 0.036+0.003 0.143£0.001  0.201+0.002
Kersetin (QE) 0.156+0.014 0.326+0.014  0.600+0.02
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4.4.3. Metal Selat Yapma Kapasitesi ve Demir Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi

Gergeklestirilen analizler sonucunda ekstrelerin metal selat yapma kapasitesi ve
demir indirgeyici antioksidan kapasitesine (FRAP) ait kullanilan konsatrasyonlarda herhangi
bir etkinlik gozlenmemistir. Kullandigimiz ekstrelerin ¢6ziinme kapasitesi nedeniyle
kullanilan konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlara ¢ikilmasi miimkiin

olmamistir. Bu nedenle deney sonuglarina ait herhangi bir veri tespit edilememistir.

4.4.4. Tirozinaz ve a-Glukozidaz inhibitor Etki Calismalarina Ait Bulgular

Koklerin metanol ekstresi ve toprak istii kisimlarin su alt ekstresi, 200 pg/ml'de
sirastyla %64.96 + 1.56 ve %62.40 + 3.79 inhibisyon yiizdeleri ile en yiiksek tirozinaz
inhibitor etkilerine sahipken, kojik asit 200 pg/ml'de %96.94 + 2.40 inhibisyona sahip
oldugu tespit edilmistir (Tablo 15). Kok metanol ekstresi ve toprak {istii metanol ekstresi

strastyla 31.55 + 2.76 ve 56.42 + 8.60 pg/ml ICsp degerleri ile en yiiksek tirozinaz inhibitor

akvite gostermistir.

Tablo 15. Ekstrelerin, alt ekstrelerin ve fraksiyonlarin tirozinaz enzim inhibisyonu

sonugclari
Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Sonuclar1 (%) 1Cso
(ng/ml)

50 ng/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
Kok metanol ekstresi 54.31+0.09 58.52+3.17 64.96+1.56 31.55+2.76
Kok n-hekzan alt ekstresi 35.234£5.90 55.89+2.20 38.77£1.10 >200
Kok diklorometan alt ekstresi 47.87+5.36 50.43+4.78 51.3842.73 >200
Kok n-butanol alt ekstresi 60.35+0.58 54.88+0.27 48.724+5.50 >200
Kok su alt ekstresi 49.80+0.67 50.90+5.99 61.08+7.69 >200
Toprak {istii metanol ekstresi 39.21+4.20 43.57+1.46 32.0744.65 56.42+8.60
Toprak ilstil n-hekzan alt 33624174 40484349 42564608  >200
ekstresi
Toprak istil diklorometan alt 59 55 070 4p 344504 54634502 >200
ekstresi
Toprak iistii n-butanol alt 38774474 44495123 57.004523  >200
ekstresi
Toprak {istii su alt ekstresi 38.17+£3.44 41.61+2.42 62.40+£3.79 119.47+21.87
Kojik asit 89.75+0.20 93.52+1.57 96.94+2 .40 14.03+£2.21
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Fraksiyonlar arasinda ise, en yiiksek aktiviteye sahip olan B fraksiyonu'nun ICso

degeri 58,81 + 7,50 pg/ml olarak hesaplanmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Fraksiyonlarin tirozinaz enzim inhibisyonu sonuglari

Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Sonuclari (%) ICso
(ng/ml)

50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
A fraksiyonu nd 3.98 +0.22 6.33+0.49 >200
B fraksiyonu nd 4397+ 3.44 70.58 + 4.81 58.81+7.50
C fraksiyonu nd 33.89+0.77 59.15+£3.80 87.99 +9.41
D fraksiyonu 3.60 +0.03 24.67 +0.48 43.69 +2.63 125.54 £ 17.33
E fraksiyonu 2.15+£0.02 28.93+1.33 67.66 =4.18 84.31 +£7.73
Kojik asit 76.50+£0.25 89.75+£2.58 93.52 +1.69 14.03 +£2.21

nd: tespit edilemedi

Hem toprak {istli kisimlarin hem de koklerin su alt ekstreleri incelendiginde 200
ng/ml'de her iki ekstrede de sirastyla %85.74 + 2.03 ve %96.86 = 1.07 ile a-glukozidaz
inhibitor aktivite gozlenirken, akarbozun 200 pg/ml'de %73.13 £ 1.06 inhibisyona sahip
oldugu tespit edilmistir. Kok metanol ekstresi, kok diklorometan alt ekstresi ve kok su alt
ekstresi 'nin a-glukozidaza karsi ICso degerleri Tablo 17-18'de gosterildigi gibi sirasiyla
10.20 +£2.00 pg/ml, 18.30 = 0.47 pg/ml ve 20.85 + 0.38 ng/ml olarak hesaplanmistir. Bu {i¢
ekstrenin diger alt ekstrelere gore daha yliksek etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozdan (48.13 + 4.55 pg/ml) daha etkili oldugu

bulunmustur.
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Tablo 17. Ekstrelerin ve alt ekstrelerin a-glukozidaz enzim inhibisyonu sonuglari

a-glukozidaz Enzim Inhibisyonu

Sonuclar (%) 1Cso

Sopg/ml 100 pg/ml 200 pg/mi &MY
K6k metanol ekstresi 73.63£1.82 81.76+2.84  93.58+1.30 10.20 £2.00™"
Kok n-hekzan alt ekstresi 426+0.55 8.65+2.53 17.08+5.64 >200
Kok diklorometan alt ekstresi 49.02+ 1.18 56.72+4.51 75.094£3.77 58.59+6.75
K&k n-butanol alt ekstresi 66.93+0.56  80.57+0.94  91.01+0.83 18.30+0.47
Kok su alt ekstresi 65.92+0.55 92.21£1.35 96.86+1.07 20.85 +0.38™
Toprak {istii metanol ekstresi 24.17+€1.17  50.53+3.34 64.50+4.69 114.48 £ 13.46
ggggl; dstil n-hekzan alt 3794053 13714472 17.73£0.85  >200
EES%?ZI; usti diklorometanalt 4 9698 11204195  21.44£0.54  >200
Toprak (st n-butanol alt 270031 10.78+0.99  15.64+3.84  >200
Toprak istii su alt ekstresi 53.204£5.69  69.48+4.33 85.74£2.03 43.77 £ 11.47™
Akarboz 49.76x£1.47 64.18+1.61 73.13+1.06 48.13 £4.55

***n<0.0001 vs pozitif kontrol.

Test edilen fraksiyonlar arasinda ise, C ve D fraksiyonlarinin sirasiyla 1.75 + 0.74 ve
1.70 £ 0.73 pg/ml ICso degerleri ile glukozidaz {izerinde en yiiksek inhibitor etkileye sahip

oldugu tespit edilmistir.

Tablo 18. Fraksiyonlarin a-glukozidaz enzim inhibisyonu sonuglari

a-glukozidaz Enzim Inhibisyonu Sonuclar1 (%)  1Cso (ug/ml)
50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
A fraksiyonu 2.36+1.54 4.55+1.75 16.24+2.69 >200
B fraksiyonu 82.02+3.09 88.86+0.31 90.50+0.75 15.25+2.42™"
C fraksiyonu 95.97+1.30 96.92+0.33 97.40+0.26 1.75+£0.74™
D fraksiyonu 41.40+8.02 91.19+0.92 92.134+2.26 1.70 £0.73™
E fraksiyonu 65.15+5.40  90.71+0.99 90.91+0.78 7.45+£0.97™
Akarboz 31.98+0.85 49.76+1.47 64.18+1.61 48.13 £4.55

***p<0.0001 vs pozitif kontrol
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Izole edilen bilesiklerin ve analitik numune olarak saglanan ve karsilastirma igin
kullanilan kersetin aglikonun a-glukozidaz ve tirozinaz inhibitdr 6zellikleri Tablo 19'da
gosterilmistir. Bilesiklerin a-glukozidaz ve tirozinaz inhibitor etkilerine ait ICso degerleri
200 uM'n tizerinde bulunmustur. 1 ile karsilastirmak i¢in kullanilan kersetinin ICso degerleri
a-glukozidaz iizerinde 56.82 + 5.89 uM ve tirozinaz lizerinde 150.13 + 5.87 uM olarak
hesaplanmistir. Bu da 3,7-di-O-f-glukuronopiranozit gruplarinin varliginin her iki enzimin

inhibitor aktivitesini azalttigini ortaya koymustur.

Tablo 19. izole edilen bilesiklerin a-glukozidaz ve tirozinaz inhibitdr etkileri

Bilesenler a-Glukozidaz Tirozinaz
(ICs0 (uM)) (1Cs0 (uM))

1 >200 >200

2 >200 >200

Kersetin 56.82 + 5.89*** 150.13 +£5.87

Akarboz 85.85 + 8.64 -

Kojik asit - 31.27+3.28

***n<0.0001 vs pozitif kontrol.

4.4.5. Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Test edilen ekstreler ve alt ekstrelerin biitirilkolinesteraz ve asetilkolinesteraz
enzimlerine kars1 tespit edilen inhibisyon degerleri incelendiginde, ekstrelerin higbirinin
onemli asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibitdr aktivitesine sahip olmadigi tespit
edilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin 1Cso (ng/ml) degeri 22.45+ 0.48

Olgtilmiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerden ekstrelerin ve potansiyel ilag hammaddelerinin elde edilmesi ve
farmakolojik aktivitelerinin arastirilmasi ¢alismalari, Tiirkiye florasinda yetisen bitkilerin
ilag endiistrisine kazandirilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Diinyada 1000'den fazla,
Tiirkiye'de ise 77 Alchemilla tiirti bulunmaktadir (2, 3, 4, 5). Tiirkiye Florasi incelendiginde
Alchemilla tiirlerinin ¢gogunlugunun Kuzey Anadolu Bolgesi’nde yogun bir sekilde yayilis
gostermekle birlikte, lilkenin tamamina dagilmis durumda oldugu goriilmistiir (5, 6).
Alchemilla tiirlerinin genis yayilisina bagli olarak halk arasinda hastaliklarin tedavisinde
kullanildigina dair literatiir verileri bulunmaktadir (7). Alchemilla tiirlerinden izole edilen
ve ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilen birgok molekiil bulunmaktadir.
Alchemilla tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal analiz ve biyolojik aktivite ¢aligmalari
tilkemizde dogal olarak yetismeyen A. vulgaris tiirii iizerinde yogunlagmustir (18, 19, 42).
Ulkemizde o6zellikle Karadeniz ve Dogu Anadolu Bélgelerinde yayilis gosteren A.
pseudocartalinica tiirtiniin halk arasinda ishale karsi, ditiretik ve tonik olarak kullanildigi
kayith olmasina ragmen literatiirde iizerinde yapilmig bir izolasyon c¢alismasina
rastlanmamustir. Buradan yola ¢ikilarak planlanan ¢aligmada A. pseudocartalinica’nin gesitli
biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi ve aktif bulunan ekstrenin fitokimyasal igeriginin

kromatografik tekniklerle aydinlatilmasi amaclanmastir.

Calisma kapsaminda A. pseudocartalinica’nin toprak Ttstii kisimlarindan ve
koklerinden %80 metanol ekstreleri ve ham ekstrelerden sivi-sivi ekstraksiyonu yontemi ile
n-hekzan, diklorometan, n-butanol ve su alt ekstreleri elde edilmistir. Tim ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri, asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz, tirozinaz ve a-glukozidaz

inhibitor etkinlikleri in vitro ¢alismalarla arastirilmistir.

Literatiirde Alchemilla tiirlerinin antioksidan aktivitesini bildiren birgok g¢alisma
bulunmaktadir. A. persica, A. arvensis ve A. mollis’in toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
metanol ekstresi ile etil asetat alt ekstrelerinin yiiksek DPPH serbest radikal siiptiriicti
aktivite gosterdigi bildirilmistir (63, 64, 66). Bir baska ¢alismada A. acutiloba'nin toprak
istii  kisimlarinin - ve koklerinin  gesitli  ekstrelerinin  antioksidan aktivitelerinin
konsantrasyona bagli oldugu DPPH ve ABTS™" yontemleri ile tespit edilmis ve toprak tstii
kisimlardan hazirlanan ekstreler koklere gore daha aktif bulunmustur (25). Calismamizda

ise test edilen ekstreler arasinda kok n-butanol alt ekstresi (8.25 = 1.32 ug/ml) ve kdk
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metanol ekstresi (8.71 + 1.90 pg/ml) en yiiksek DPPH radikal siipiirme aktivitesi
gostermistir. Koklerde aktivitenin daha yiiksek bulunmasi dikkat cekicidir. Literatiirde
Alchemilla tiirlerinin kokleri tizerinde yapilmis olan ¢alismalar kisitlidir. Calismamizda da
hem toprak iistii hem de kok metanol ekstrelerinin i¢erigi LC-MS/MS yontemi kullanilarak
karsilastirilmis, major bilesenler acisindan farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Toprak iistii
metanol ekstresinde elajik asit (38.42 pg/g) ve kok metanol ekstresinde ise katesin (185.30

ng/g) bilesiklerinin en yliksek oranda bulunan bilesikler oldugu tespit edilmistir.

Bunun yani sira en yiiksek tirozinaz inhibitor akvite, sirasiyla 31.55 = 2.76 ve 56.42
+ 8.60 pg/ml ICsg degerleri ile kok metanol ekstresi ve toprak iistii metanol ekstresinde tespit
edilmistir. Alt ekstrelere ait veriler karsilastirildiginda, en yliksek tirozinaz inhibitor etkiye
sahip olan ekstrenin toprak iistii kisimlarin su alt ekstresi (200 pg/ml'de %62.40 £+ 3.79)
oldugu tespit edilmistir. Tirozinaz inhibitor etkinlik ¢aligmasinda pozitif kontrol olarak
kullanilan kojik asit 200 pg/ml'de %96.94 + 2.40 inhibisyon gostermistir. a-glukozidaz
inhibitor aktivite testinde pozitif kontrol olan akarboz 200 pg/ml'de %73.13 £ 1.06
inhibisyon gosterirken, hem toprak iistii kisimlarin hem de kdoklerin su alt ekstreleri
incelendiginde 200 pg/ml'de her iki ekstrenin de sirastyla %85.74 + 2.03 ve %96.86 + 1.07
ile a-glukozidaz inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu sonuglar, bazi Alchemilla
tiirlerinin halk arasinda antidiyabetik olarak kullanilmasi ile uyumlu bir sonugtur.
Calismamizda toprak iistii ekstrelerin de aktivitesinin pozitif kontrole gore dikkat ¢ekici
bulunmasi ve toprak alt1 kisimlardan elde edilen ekstrenin miktarinin izolasyon ¢aligmalari
icin yeterli olmamasi1 nedeniyle izolasyon caligmalarina toprak iistii kisimlara ait ekstre
tizerinden devam edilmistir.

DPPH deneyinde, fraksiyonlar arasinda en yiiksek etkinlik Fr B'de (4.92 + 0.59
ug/ml) bulunmustur. Fr A disinda, tiim fraksiyonlar a-glukozidazi pozitif kontrolden daha
belirgin bir sekilde inhibe etmistir. Tirozinaz inhibitor aktivite testinde ise Fr B (58.81 +7.50
png/ml) fraksiyonlar arasinda en yiiksek inhibitor etkiyi gostermistir. Bu bulgulardan yola
cikilarak aktif alt ekstre agik kolon kromatografisi, vakum sivi kromatografisi ve orta
basinglt s1vi kromatografisi gibi kromatografik yontemler kullanilarak fraksiyonlanmistir.
En aktif bulunan fraksiyondaki major maddenin yapisi kersetin 7-O-f-D-glukopiranozil-3-
O-p-D-glukuronopiranozit olarak aydinlatilmistir.

A. barbatiflora'nin toprak isti kisimlari izerinde aktivite yoOnlendirmeli

fraksiyonlama teknigi ile yapilan bir ¢alismada, ekstrelerin antioksidan etkileri, tirozinaz, a-
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glukosidaz ve asetilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri incelenmis, en aktif bulunan su alt
ekstresinin aktif fraksiyonlarindan katesin ve bir katesin dimer dahil olmak iizere yedi
metabolit (prosiyanidin B3, kersetin-3-O- #-D-glukuronik asit (miquelianin), kersetin-3-O-
p-D-galaktozit (hiperozit), kersetin-3-O- g-D-arabinozit (guaiaverin), kemferol-3-O-mID-
ksilopiranozit, kemferol-3-O-(6"-kumaroil-s-D-glikozit) (tilirozit) izole edilmistir (20).
Calismamizda da aktif bulunan fraksiyondan bir kersetin tiirevi izole edilmis olmasi literatiir
verilerini desteklemektedir. izole edilen bilesiklerin ve analitik numune olarak saglanan ve
karsilastirma icin kullanilan kersetin aglikonun a-glukozidaz ve tirozinaz inhibit6r
ozellikleri arastirilmis, kersetinin ICso degerleri a-glukozidaz {izerinde 56.82 + 5.89 uM ve
tirozinaz tizerinde 150.13 £+ 5.87 uM olarak hesaplanirken izole bilesiklerin a-glukozidaz ve
tirozinaz inhibitor etkilerine ait ICso degerlerinin 200 pM'in iizerinde oldugu bulunmustur.
Literatiirdeki kersetin tiirevleri iizerinde yapilan calismalar da goz 6niine alindiginda seker
yapisina sahip olmalarinin serbest hidroksilleri ve buna paralel olarak da aktiviteyi azalttig
ileri siiriilebilir. Calismamizda kok ekstrelerinden elde edilen antioksidan aktivite sonuglari,
kokler tizerinde ¢aligmanin timit vaadedici olabilecegini géstermistir.

Ilag endiistrisinin temel basvuru kaynagi olma 6zelligine sahip farmakopelerde,
tedavide kullanilan bitkisel hammaddelerin genel 6zellikleri ve bunlara bagli olusturulan
ortak kalite standartlar1 listelenmektedir (104). Ulkemizde dogal olarak yetismeyen
Alchemilla tiirlerinden biri olan A. vulgaris’in Avrupa Farmakopesi monografi
bulunmaktadir (105). Alchemilla tiirleri iizerinde yapilan fitokimyasal ve biyolojik aktivite
caligmalarinin artmasi, tllkemizde yetisen Alchemilla tiirlerine ait monograflarin
hazirlanmasi igin gerekli bilgi birikiminin eldesine, bunun yan1 sira Alchemilla tiirlerinin

tibbi bitki olarak ve ilag hammaddesi eldesinde kullanilabilmesine imkan saglayacaktir.
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