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OZET
iki Alchemilla L. (Rosaceae) Turii Uzerinde Fitokimyasal Arastirmalar

Alchemilla cinsi, Rosaceae familyasina ait olup Turkiye’de 35’i endemik olmak
Uzere 82 tir ile temsil edilmektedir. Bitkinin cesitli tirleri Avrupa’da ve Anadolu’da halk
arasinda jinekolojik rahatsizliklarda, menopoz sikintilarinda, gastrointestinal hastaliklarda
dahilen; egzama, yara, ¢iban, kasinti ve kizariklik tedavisinde haricen yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Alchemilla cinsi lzerinde yapilan calismalarda tlrlerin fenolik icerik
bakimindan zengin oldugu; tanenler, proantosiyanidinler, flavonoitler, fenolik asitler ve
triterpenleri ihtiva ettikleri raporlanmistir. Derinin ana yapisal proteinlerinden biri olan
kollajen cildin elastikiyetinde; elastin ise yaralanmalarda cildin onariminda etkin rol oynar.
Ayrica yaralanmalarda siklooksijenaz aktivitesi artarak inflamasyon yanitin olusmasi
saglanir. Tasarlanan bu c¢ahsmada Turkiye’de dogal olarak yetisen Alchemilla
daghestanica Juz. ve Alchemilla minusculiflora Buser bitkilerinin kok ve toprak Ustu
kistmlarindan metanol ekstreleri hazirlanmig (Alda herba, Alda kok, Almin herba, Almin
kok), ekstrelerin yara iyilesmesi ile baglantili olabilecek siklooksijenaz 2 (200 pg/mL
konsantrasyonda; Alda kdk % 91.89 £ 1.27, Almin kok % 91.82 + 0.56 ve pozitif standart
diklofenak % 73.87 + 1.93 inhibisyon), elastaz (Alda herba 1Cso 72.22 pg/mL, Almin kék
ICs0 40.35 pg/mL, pozitif standart epigallokatesin gallat 1Cso 9.35 pg/mL), kollajenaz
enzimlerini inhibe etme kapasiteleri incelenmistir. Yapilan aktivite calismalarinda bitki
kok ekstrelerinin daha kuvvetli biyolojik aktivite gosterdikleri; bu ekstrelerin katesin (Alda
kok 50,433 ug/g, Almin kok 65,806 pg/g) ve ellajik asit (Alda kok 2,799 ug/g, Almin kdk
6,725 upg/g) bilesiklerince zengin olduklari tespit edilmistir. Alchemilla tdrlerinin
genellikle toprak st kisimlarinin geleneksel kullanimda yer aldigi bilinmektedir. Kok
kisimlarin da eczacilikta kullanim agisindan potansiyel etkilere sahip oldugu bu calisma ile

ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Alchemilla daghestanica Juz., Alchemilla minusculiflora Buser,

enzim inhibisyonu, fenolik bilesikler, LC-MS/MS, yara iyilestirici

Xi



ABSTRACT
Phytochemical Investigation on Two Alchemilla L. (Rosaceae) Species

The genus Alchemilla, belonging of Rosaceae family, comprises 82 species in
Turkiye, 35 of which are endemic. Various species of the genus are extensively utilized by
the public in Europe and Anatolia for the treatment of gynecological illnesses, menopausal
issues, gastrointestinal ailments, eczema, wounds, boils, pruritus, and erythema. Research
on the Alchemilla genus indicates that species are abundant in phenolic compounds,
including tannins, proanthocyanidins, flavonoids, phenolic acids, and triterpenes. Collagen,
one of the main structural proteins of the skin, plays a role in skin elasticity; elastin, on the
other hand, plays an active role in skin repair during injuries. Additionally, in injuries,
cyclooxygenase activity increases, leading to the formation of an inflammatory response.
In this designed study, methanol extracts (Alda herba, Alda root, Almin herba, Almin root)
were prepared from the roots and aerial parts of Alchemilla daghestanica Juz. and
Alchemilla minusculiflora Buser, which naturally grow in Turkey. The capacities of these
extracts to inhibit cyclooxygenase 2 (at a concentration of 200 ug/mL; Alda root 91.89 +
1.27%, Almin root 91.82 + 0.56%, and positive standard diclofenac 73.87 + 1.93%
inhibition), elastase (Alda herba 1Cso 72.22 pug/mL, Almin root ICso 40.35 pg/mL, positive
standard epigallocatechin gallate 1Cso 9.35 pg/mL), and collagenase enzymes were
investigated. In the conducted activity studies, it was determined that the root extracts
exhibited stronger biological activity; these extracts were found to be rich in catechin (Alda
root 50.433 pg/g, Almin root 65.806 pg/g) and ellagic acid (Alda root 2.799 ug/g, Almin
root 6.725 ug/g) compounds. The aerial components of Alchemilla species are commonly
utilized in ethnobotanical applications. The research has shown that the root components

has potential use in pharmacology.

Keywords: Alchemilla daghestanica Juz., Alchemilla minusculiflora Buser. Enzyme

inhibiton, LC-MS/MS, phenolic compounds, wound healing

Xii



1. GIRIS ve AMAC

Dunyada yaklasik olarak 425 bin bitki ¢esidi oldugu bilinmektedir. Bu bitkilerin 50
bin ile 70 bin kadar1 ise tibbi bitki tiirii olarak tammlanmstir. Diinya Saglik Orgliti
(WHO) verilerine gore ise glniimizde tedavi edici amaciyla kullanilan tibbi bitki sayisinin
20 bin civaninda oldugu bilinmektedir. Ulkemiz, bitki biyolojik cesitliligi acisindan
dunyada zengin Ulkeler arasinda yer almaktadir. Dinyanin diger ulkelerinde oldugu gibi
Turkiye’de de tibbi bitkilerin blyik bir kismi dogadan dogal yollarla elde edilmektedir (1).

Turkiye’de yetisen 6nemli tibbi bitkiler arasinda yer alan Rosaceae familyasinin en genis
yayilim gdsteren cinslerinden biri Alchemilla L. dir. Bu bitki cinsi diinyada yaklasik olarak
1000’in Gzerinde tur ile temsil edilirken llkemizde 35 tanesi endemik olmak (izere son
yillarda yapilan kapsamli ¢alismalar sonucunda 82 tur tespit edilmistir (2, 3). Turkiye’de
yetismekte olan Alchemilla tlrleri cogunlukla Turkiye’nin kuzey bdlgesinde yer
almaktadir. Ayrica Avrupa ve Asya’da genis yayilisa sahiptir. Bircok bolgede peyzaj
amach kullanildigi gorulebilmektedir (4).

Alchemilla turleri Avrupa ulkelerinde Lady's mantle, Bear's foot, Lions's foot gibi isimlerle
bilinmekte ve halk arasinda yaygin sekilde tibbi amagcl: olarak kullaniimaktadir. Alchemilla
tdrlerinin toprak Ustt kisimlar: dahilen menopozal rahatsizliklarin tedavisinde, dismenore,
menoraji ve menstrial agri gibi jinekolojik rahatsizliklarda, gastrointestinal sistem
rahatsizliklarinda, iltihabi rahatsizliklarda kullaniimaktadir. Yaralarda, egzama, kasinti ve
kizariklik gibi hasssas cilt problemlerinde ise tedavi edici olarak haricen kullaniimaktadir.
Ayrica yine halk arasinda diuretik, astrenjan, antispazmodik ve yara iyilestirici etki igin
kullanildig1 bilinmektedir (5-7). Avrupa Fitoterapi Bilimsel Kooperatifi (European
Scientific Cooperative on Phytotherapy — ESCOP) Alchemilla vulgaris L. tdrinin
dismonere, diyare ve gastrointestinal bozukluklarda tedavi edici olarak kullanimin
tanimlanmstir.  Bitkinin bu tir bozukluklarda etkili olabilmesi igin tanen igeriginin

pirogallol turevli olmasi gerektigi bildirilmistir (8).

Alchemilla turlerinin toprak Ustt kisimlar: tGlkemizde de halk arasinda yara iyilestirici,
astrenjan, antidiyareik, didretik etkili olarak ve ayrica menstriasyon problemlerinde,
jinekolojik rahatsizliklarda, astim, bronsit, Oksurik, diyabet, bobrek ve mide
rahatsizliklarinin tedavisinde iyilestirici ve tedavi edici olarak kullanilir. Halk arasinda
cogunlukla “findik otu”, “’keltat’” veya “aslan pencesi” adiyla bilinmektedir (6, 9).
Calismaya konu olan Alchemilla minusculiflora Buser tirti Avrupa-Sibirya elementi bir
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bitkidir ve Ulkemizde cicek ve yapraklarindan cesitli yemekler yapilmaktadir (10), ayrica
bitkinin yaprak ve ciceklerinden hazirlanan inflizyonunun ¢iban tedavisinde kullanimi
oldugu bilinmektedir (11).

Literattrde cesitli Alchemilla turleri Gzerinde yapilan ¢alismalarda cinsin tanenler,
flavonoitler, proantosiyanidinler, triterpenler ve fenolik asitlerce zengin oldugu
saptanmistir (9, 12). Yapilan literattr incelemelerinde tespit edilen fitokimyasal ¢alismalar
Bolim 2.2. Alchemilla Turleri Uzerine Yapilan Kimyasal Cahismalar kisminda

listelenmistir.

Ayrica literatlir taramasinda, hazirlanan farkli polaritelerdeki ekstrelerin ve
bitkilerden izole edilen saf bilesiklerin (zerinde hepatoprotektif, antidiyabetik (6),
antimikrobiyal, antiinflamatuvar (9, 13), gastroprotektif (14), antioksidan (7, 15, 16),
noroprotektif (17), asetilkolinesteraz ve a—glukozidaz enzim inhibisyonu (7), dismenore
uzerine etki (17), sitotoksik etkiler (13) gibi gesitli biyolojik aktivite calismalarina
rastlanmaktadir. Literatlirde tespit edilen detayh biyolojik aktivite calismalari Bolim 2.3.

Alchemilla Turleri Uzerinde Yapilan Farmakolojik Calismalar bashg: altinda 6zetlenmistir.

Kollajen cildimizin ana yapisal proteinidir ve cildin gug, esneklik ve
saglamhigindan sorumludur. Kollajenaz enzimi kollajen proteinini parcalayan enzimdir ve
inhibisyonu dokunun yeniden yapilanmasi, dokularin ve sistemlerin normal isleyisi ve
gelisimsel surecleri yara iyilesmesinde 6nemli bir gérev Ustlenmektedir (18). Cildin ve bag
dokunun elastikiyeti elastik liflerle birlikte saglanmaktadir. Elastin proteini ise hiicre dis
bir matris proteinidir ve cilt elastikiyetini olusturan yapilardan biridir. Elastaz enzimi
heliks yapida olan elastinin ayrilmasina ve bu sekilde cildin elastik lifinin bozulmasinda ve
sarkmasinda gorev alir. Bu nedenle elastaz enziminin inhibisyonu cildin elastikiyet
yapisinin bozulmasinda ve cildin yaslanmasinin 6niine gecilmesinde etkili bir yontemdir
(19,20). Ciltteki yaralanmalarin iyilesme silirecinde siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitesinin
artmasi, inflamasyon cevabinin artmasiyla ve deride yara izi olusumuna sebep oldugu;
COX-2'nin selektif inhibisyonunu hedeflemenin yetiskin cildinde yara izi olusumunu

sinirlamak icin kullanilabilecek bir yontem oldugu bilinmektedir (21).

Bitkiler icerdikleri aktif sekonder metabolitler ile antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antioksidan ve hicre stimile edici 6zellikler gibi biyolojik etkinlikler gostererek yara
iyilesmesini hizlandirabilirler. Alchemilla tirlerinin yaralarda ve enfeksiy6z durumlarda

geleneksel olarak kullanimina dayanarak yara ile iliskili olabilecek bilimsel calismalar
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planlanmaktadir (17). Alchemilla mollis (Buser) Rothm. ve Alchemilla persica Rothm.
tarlerinin kok ve toprak stu kisimlarindan hazirlanan metanol: su (80:20) ekstrelerinin
biyolojik etkinlikleri; in vivo hayvan deneyi ile lineer insizyon ve sirkular eksizyon yara
modellerinde, in vitro deneyler ile antiinflamatuar ve antioksidan modellerde test edilmis
ve toprak Ustl kisimlarin pozitif standart ile benzer etkinlikte oldugu belirlenmistir (3).
Ellajik asidin kutantz lipid peroksidasyonunu onleyebildigi, UV-B isinlarinin neden
oldugu kolajen yikimin: ve inflamasyon tepkilerini dnleyebildigi; kersetin glikozitinin ve
ellajik asitin kolajen tretimini iyilestirerek yara iyilesme hizint arttirabildigi gosterilmistir
(17). Sodyum lauril silfat le tahris edilmis cilt zerine uygulanan Alchemilla ekstresi
icerikli kremin doza bagiml: olarak antiinflamatuar etki gosterdigi raporlanmstir (22). A.
vulgaris kok ve toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan metanollli ekstrelerin yiiksek fenolik
madde icerigine sahip oldugu, antimikrobiyal ve antioksidan etkinliklerinin yaninda
siklooksijenaz-1 (COX-1) ve COX-2 (zerinde inhibisyon etki gosterdikleri saptanmistir
(23). A. vulgaris toprak st kisimlarindan hazirlanan farkl: karakterdeki ekstrelerin yara
iyilestirici etki potansiyellerinin incelenmesi icin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
yontemi ile antioksidan kapasiteleri test edilmistir, L929 fibroblast hiicreleri lzerinde in
vitro yara modeli ve in vivo cilt bariyerini yenileme modelinde ¢ahsilmistir. Tim
ekstrelerin yara iyilesme surecini hizlandirdigi, etanollii ekstrenin fibroblastlar Uzerine

etkisinin en yuksek oldugu rapor edilmistir (24).

Alchemilla tir sayisinin yiksek olmasi, yaygin sekilde yetismesi ve tum dinyada
halk arasinda siklikla kullanilmas: ve deneysel calismalarda yiiksek etkinliklerinin tespit
edilmesine ragmen cins Uzerinde eczacihk bakimindan c¢alisma sayisi maalesef cok
dustktir. Tasarlanan bu ¢alismanin amaci; Tirkiye’de yetisen ve daha once Uzerinde
herhangi bir sekonder metabolit analizi ve biyolojik aktivite c¢alismas: yapilmamis
A. daghestanica Juz. ve A. minusculiflora Buser turlerinin toprak 0sti ve kok
kistmlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin in vitro antioksidan, COX-1/COX-2
selektivite, elastaz ve kollajenaz enzim inhibisyonu aktivitelerinin test edilmesi ve her iki
bitki tlru icin en yiksek aktiviteyi gosteren total ekstrenin kimyasal icerik profilinin LC-

MS/MS analizi ile ortaya konulmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Ozellikler
2.1.1.Rosaceae Familyasimin Botanik Ozellikleri

Rosaceae familyasinin bitkileri, dinya genelinde yaygin olarak bulunmakla birlikte,
Ozellikle Kuzey Yarimkire’de daha fazla yayilis gostermektedir. Bu bitkiler cogunlukla
cok yillik olsa da tek yillik olanlarina da rastlanmaktadir. Bitkiler otsu veya odunsu yapida
olabilir ve bazen dallanmis olarak bulunabilirler. Yapraklar: genellikle alternatif dizilisli ve
stipulalidir. Yapraklar basit veya bilesik yaprak seklinde olabilir ve yaprak kenarlar
cogunlukla dislidir. Cigek durumu, agaclarda ve calilarda genellikle mahmuz seklinde
stirguin verir. Cigekler hermafrodit veya tek eseyli olabilir, aktinomorf, epigin veya perigin
yapida ve 4-5 sepallidir. Cogunlukla hipantiyum bulunur. Petaller 4-5 tane ve bagimsizdir.
Stamenler petal sayisi kadar veya daha fazla olabilir. Ovaryum (st veya alt durumda
olabilir. Karpeller, sadece alt durumlu ovaryuma sahip cinslerde birlesik olarak bulunur.
Meyveler yas veya kuru olabilir ve cicek tablas: veya hipantiyum Uzerinde, aken tipi, drupa
ve cekirdekli olabilir. Tohumlar endosperma tasimaz ve besin maddesi kotiledonda
toplanmigtir. Rosaceae familyasina ait kabul edilmis 222 cins ve 6000 civarinda tir
bulunmaktadir (25). Anadolu, Rosaceae familyas: icin hem tir cesitliligi hem de ekonomik
Onemi acisindan dikkat cekici bir bolgedir. Bolgedeki 35 kadar cins ve 250 tiir, bu
familyanin biyolojik zenginligini ve tarimsal ©6nemini ortaya koymaktadir. Meyve
cesitliligi nedeniyle, Rosaceae familyast Anadolu tariminda 6nemli bir rol oynamaktadir
(26).

2.1.2. Alchemilla L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Alchemilla tirleri, ¢ogunlukla Avrasya'da yayilis gostermekle birlikte Avrupa,
Dogu Afrika, Kuzey ve Gineybati Amerika ve Avustralya'da da yetismektedir. Turkiye'de
ise bu turler daha ¢cok Kuzey Anadolu Bolgesi'nde gorulirken, Kirim ve Kafkasya'da da
rastlanmaktadir. Bu bitkiler ¢ok yillik olup odunsu rizomlara sahiptirler. Yapraklar: palmat
veya lobludur. Teshis sirasinda yapraklarin olgun ve taban yapraklari, sinus igin ise iki
taban lobu arasindaki agi veya bosluk dikkate alinir. Cicekleri 4-5 adet birlesik salkim
seklinde gozlemlenir. Hipantiyum urseolat seklindedir. Epikaliks bulunur ve stamenler 4-5
tanedir. Meyveleri tek, aken tipinde olup, tamamen veya kismen ince, kuru hipantiyumla

kaplidir. Avrupa’da yetisen tlrlerin ¢cogu eseysiz olarak ¢ogalir ve polenleri buyuk 6lglide



gelismemistir. Ayrica bu bitkiler peyzaj amacl: olarak da kullanilmaktadir. Sezon sonu

biylmesinde veya kesilme, otlatilma gibi durumlarda yaprak sekli ve tiylenmesinde
farkliliklar gorilebilmektedir (26).

Turkiye florasinda Alchemilla cinsi 82 tir ile temsil edilmektedir (3).

Alchemilla L. cinsinin sistematik olarak siniflandirmas: asagidaki gibidir (26):

Alem : Plantae

Bolim : Spermatophyta
Alt Bolim : Angiospermae
Sinif : Dicotyledones
Alt Sinif : Dialypetalae
Takim : Rosales
Familya : Rosaceae

Cins : Alchemilla L.

M _ Native B _Introduced

Sekil 1. Alchemilla L. tarlerinin diinyadaki yayilisi1 (27)



Turkiye’de, Alchemilla cinsine ait toplam 82 tlr bulunmaktadir. Endemik takson sayisi
35°tir (28). Bunlar;

Alchemilla L. Lektotip tir A. vulgaris

Alchemilla abchasica Buser

Alchemilla akdoganica Kalheber (E)
Alchemilla amoena (Czeczott) Rothm. (E)
Alchemilla ancerensis Kalheber (E)
Alchemilla armeniaca Rothm. (E)
Alchemilla ayazii Kalheber (E)
Alchemilla ayderensis Kalheber (E)
Alchemilla barbatiflora Juz.

Alchemilla basakii Kalheber (E)
Alchemilla beyazoglui Kalheber (E)
Alchemilla boluensis Menemen & Hamzaoglu (E)
Alchemilla bornmuelleri Rothm. (E)
Alchemilla bursensis Pawl. (E)
Alchemilla buseriana Rothm. (E)
Alchemilla caucasica Buser

Alchemilla chlorosericea (Buser) Juz.
Alchemilla cimilensis Kalheber (E)
Alchemilla ciminensis Pawl. (E)
Alchemilla compactilis Juz.

Alchemilla crinita Buser

Alchemilla daghestanica Juz.
Alchemilla dura Buser

Alchemilla elevitensis Kalheber (E)
Alchemilla ellenbergiana Rothm.
Alchemilla epipsila Juz.

Alchemilla erythropoda Juz.

Alchemilla erzincanensis Pawl. (E)
Alchemilla fissa Gunther & Schummel
Alchemilla gigantodus S. E. Frohner
Alchemilla glabricaulis Lindb. (E)
Alchemilla grossheimii Juz.

Alchemilla hamzaoglui Yild. (E)
Alchemilla haraldi Juz.

Alchemilla hayirliogluorum Kalheber (E)
Alchemilla hemsinica Kalheber (E)
Alchemilla hessii Rothm.

Alchemilla heterophylla Rothm.
Alchemilla hirsutiflora (Buser) Rothm. (E)
Alchemilla hirtipedicellata Juz.
Alchemilla holocycla Rothm. (E)
Alchemilla holotricha Juz.

Alchemilla ikizdereensis Kalheber (E)
Alchemilla kackarensis Kalheber (E)
Alchemilla lithophila Juz.
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Alchemilla microscopica S. E. Fréhner
Alchemilla minusculiflora Buser
Alchemilla mollis (Buser) Rothm.,
Alchemilla monticola Opiz

Alchemilla oligotricha Juz.

Alchemilla orduensis Pawl. (E)
Alchemilla oriturcica Pawl. (E)
Alchemilla orthotricha Rothm.
Alchemilla ovitensis Menemen & Hamzaoglu (E)
Alchemilla oxysepala Juz.

Alchemilla paracompactilis Ponert (E)
Alchemilla pectiniloba S. E. Frohner
Alchemilla persica Rothm.

Alchemilla plicatissima S. E. Fréhner
Alchemilla plicatula Gand.

Alchemilla porrectidens Juz.
Alchemilla procerrima S. E. Frohner (E)
Alchemilla pseudocartalinica Juz.
Alchemilla pseudomollis Juz.
Alchemilla retinervis Buser

Alchemilla rivularis Ponert,
Alchemilla rizensis Pawl. (E)
Alchemilla sciadiophylla Rothm. (E)
Alchemilla sericata Rchb.

Alchemilla sericea Willd.

Alchemilla sintenisii Rothm. (E)
Alchemilla smirnovii Juz.

Alchemilla speciosa Buser.

Alchemilla stevenii Buser

Alchemilla straminea Buser
Alchemilla stricta Rothm.

Alchemilla surculosa S. E. Frohner
Alchemilla tiryalensis Pawl. (E)
Alchemilla trabzonica Hay.-Ayaz & Beyazoglu (E)
Alchemilla transcaucasica Rothm.
Alchemilla valdehirsuta Buser
Alchemilla venosa Juz.

Alchemilla ziganadagensis Pawl. (E)

Bu calismada Alchemilla daghestanica Juz. ve Alchemilla minusculiflora Buser tirleri
uzerinde fitokimyasal arastirmalar yapilmastir.
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2.1.3. Alchemilla daghestanica Juz.

Cok yillik ve koyu yesil renkli bir bitkidir. Govde 20-40 cm uzunlukta ince fakat
oldukca dayanikli, egik ve tamamen adpres tlylerle kapldir. Yapraklar reniform agik
sinuslu 4.5-5.2 cm genislikte ve genellikle 9 loblu; loblar ovat ya da dairemsi ve kisa
yariklarla ayrilir. Yaprak disleri 6-8 adet, kii¢giik akut ya da obtus, az ¢ok esit ve apikal dis
uzunlugu yan disler kadardir. Yapragin st yizeyi, kenarlarda ve kivrimlarda tuyld, alt
yuzey ise tamemen tlylidar. Petioller 12 cm uzunlukta ve adpres tlylerle kaplidir. Govde
yapraklar1 iyi gelismistir. Cicek durumu dar, cicekler 3-3.5 mm genisliktedir. Hipantiyum
uzamig abkonoit yapida, 2mm uzunlukta ve tuystzddr. Sepaller hipantiyumdan kisa (1.5
mm’ye kadar) tuysuz, epikaliks loblar: sepallerin yarisi kadar uzunlukta, fakat daha dar ve

tlysuz, pediseller tiysuz sekildedir (29).

Ciceklenme zamani: Mayis- Temmuz ay1

Yetisme ortami: Daglardaki ¢cimenlikler ve otlu ¢aliliklar, 1750-1800m.

Tipus: Leningrad.

Turkiye’deki Yayilist:

AT Trabzon: Zigana Dag tesislerinin dogu tarafindaki yamag, 1750-1800 m, (29)

Sekil 2. Alchemilla daghestanica ¢igegin Ustten ve yandan gorinasu


https://tr.wikipedia.org/wiki/Alchemilla_daghestanica

g

Sekil 3. Alchemilla daghestanica turtinun Turkiye’deki yayilis (30)

Sekil 4. Alchemilla daghestanica



2.1.4. Alchemilla minusculiflora Buser

Cok yillik, oldukga narin ve ince olan govde 12 cm boyunda ve oldukca seyrek
adpres tlyld. Petioller 2.2-4 cm uzunlukta, tlyslz veya ¢ok seyrek yatik tlyll. Yapraklar
orbikular-reniform sekilde, kapali ya da dar sinuslu, 1.8-3 cm genislikte 7-9 loblu ve loblar
oldukca genis, yuvarlak-trunkat ve belirgin dissiz yariklarla ayrilir. Yaprak disleri 5-6 adet,
esit ve tepesi akut, apikal dis iki yandaki dislerden daha kisa sekildedir. Yapraginin (st
yuzeyinde tly bulunmaz, alt yuzeyinde ise sadece damarlarda tiiy gérilmektedir. Cicekler
2.5-3 mm genisliktedir ve pediseller tlysuzdir. Hipantiyum ise tlysuz ve 1.7-2.0 mm
uzunluktadir. Sepaller ya hipantiyum kadar ya da ondan kisa ve epikaliks loblar1 gibi
tlysuzdur (26,29).

Ciceklenme zaman = Haziran — Temmuz ay1
Yetisme ortami = Alpin cayirhiklar ve su akintilari, 1850-2400 m
Tipus = [Gurcistan ] Abchasia in Jugo Bzybico, Albow.

Tirkiye’deki Yayilist:

AT Trabzon: Zigana dagi, Cakir Gol, 2600 m, 16.08.1993, (28)
A8 Trabzon: Caykara, Soganl Dagi, Kemer civarlari, 2200 m

AT Trabzon: Zigana Dagi, 2300-2400 m
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Sekil 5. Alchemilla minusculiflora turiinin Tarkiye’deki yayilisi (30)

Sekil 6. Alchemilla minusculiflora
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2.2. Alchemilla Turleri Uzerinde Yapilan Kimyasal Calismalar

Yapilan literatir inceleme calismalarinda Alchemilla turleri Gzerinde yapilmis

sekonder metabolit izolasyonu calismalarinda yapisi aydinlatilan bilesikler Tablo 1’de

listelenmistir.

Tablo 1. Alchemilla tiirlerinden izole edilen bilesikler

Tur Ach Kullanilan Izole Edilen Bilesikler Kaynak
Kisim/Ekstre

Alchemlla Toprak Ustl Kersetin 3-O-glukozit (Izokersetin) Kersetin 3-O-

achtarowii metanol ekstresi glukuronik asit (mikuelianin) [31]

Pawl Kemferol 3-O-glukozit (astragalin) Kemferol 3-O-(6"-
E-kumaroil-p-D-glukozit) (tilirosit)

Alchemilla Toprak Gstii/ Gallik asit, Gentisik asit, Kemferol [32]

acutiloba Opiz  Toprak alt: Astragalin, Nikotiflorin, Kersetin
metanol Rutin, Hiperozit, izokersetin, Kafeik asit, Ferulik
Ekstresi asit, Rosmarinik asit

A.armeniaca  Toprak Usti Apigenin 8-C-glukozit (viteksin) [33]
%80 metanol Kersetin 3-O-galaktozit (hiperozit)
ekstresi Luteolin 8-C-glukozit (orientin)

A Toprak st Kemferol 3-O-(6"-E-kumaroil-p-D-glikozit)- [34]

barbatiflora metanol (tilirozit),
ekstresi Prosiyanidin B3, Katesin,

Kersetin 3-O-glukuronik asit
Kersetin 3-O-arabinosit
Kojik asit

A. bursensis Toprak Ustl Kersetin 3-O-rutinozit (rutin) [33]
%80 metanol Kersetin 3-O-glukozit (isokersetin) [34]
ekstresi Kersetin 3-O-galaktozit (hiperozit)

A. caucasica Toprak st Apigenin, Katesin,
metanol Kersetin 3-O-glukuronit [14]
ekstresi

Luteolin 8-C-glukozit (orientin)

A. cimilensis Toprak Ustl Kerset!n 3-O-rutinozit_(rut_in) _ [33]
%80 metanol Kersetin 3-O-galaktozit (hiperozit) [34]
ekstresi Kersetin 3-O-glukozit (izokersetin)

A. Toprak Ustl Kersetin 3-O-glukozit (izokersetin) 33

i ; %80 metanol N Q. L [33]
Erzincanesis ) Apigenin 8-C-glukozit (viteksin)
ekstresi

Alchemilla Rutin, Hiperozit, Katesin, Gallik

glabra Toprak Ustii  asit Epikatesin, Kafeik asit, Ellajik [35]
%80 metanol asit, 3,4 dihidroksibenzoik asit, [36]

Neygenf ekstresi Klorojenik asit, Kersetin 3-O- [31]

Glukuronik asit
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Tablo 1.Devam

A.
hirtipedicellata

A.
ikizdereensis

A. mollis

A. orduensis

A.
persica

A.
speciosa

Alchemilla
viridiflora
Rothm

A. vulgaris

Toprak Usti
etanol ekstresi

Toprak Ustl
%380 metanol
ekstresi

Toprak Usti
etanol ekstresi

Yapraklarinin
%380 metanol
ekstresi

Toprak Usti
metanol
ekstresi

Toprak Ustl
metanol
ekstresi

Toprak Ustl
metanol
ekstresi

Toprak Usti
etanol ekstresi

Orietin, Viteksin

Viteksin, Orientin, Rutin

Cis- ve Tans- Tiliroside,

Rodiolgin, Hiperozit, izokersetin, Mikuelianin,
Sinokrassosit D2,

Gossipetin-3-0--D

galaktopiranozil- 7-O-o-L-

ramnopiranozit

[zokersetin, Kersetin, Viteksin
Orientin, Hiperozit

Ellajik asit, Pedunkulagin, Kasuariktin, Katesin,
Epikatesin, Prosiyanidin, Metil-gallat, Galloyi-HHDP
heksoz

Astragalin, Kemferol glukopiranozit, Uronik asit,
Kersetin-Mikuelanin, Kersetin-Hiperozit, Sinarozit,
Skolimosit

Pedunkulagin, Sanguiin H-10 izomeri,
Agrimoniin, Galloil-HHDP heksoz,
Pentagalloiglukoz

Kersetin-3-O-arabinozit-7-O-glukuronit, izokersitrin,
Guajverin, Avikdlerin, Rutin, Kemferol,
Mikuelianin, Hiperozit,

Brevifolin, Gallik asit, Rutin, Agrimonin,
Arjungenin, Morin, Ellajik asit

[12]

[33]

[31]
[12]

[13]

[33]

[37]
[22]
[38]
[12]
[4]

[40]
[39]
[41]
[42]

[4]
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2.3. Alchemilla Turleri Uzerinde Yapilan Farmakolojik Cahsmalar
2.3.1. Geleneksel Kullanim

Alchemilla bitkisi Alman botanikgciler tarafindan "Kadin Mantosu (Ladys’ Mantle)"
ismiyle adlandirilmistir ¢lnk( eski zamanlarda bitkinin yapraklarinin sekli rahibelerin
giysilerinin yakalarina benzetilmistir. Fransizlar ise bitkinin yapraklari aslan pencesi
seklinde yarikli bir yapiya sahip oldugu icin bitkiye "Pied de lion™ adin1 vermislerdir (4).

Anadolu'da "Yildiz nisani” veya "Findik otu” olarak bilinen A. pseudocartalinica
bitkisinin yapraklar: ile "Aslan ayagi" olarak bilinen A. arvensis (L.) Scop. bitkisinin kok
ve yapraklar: kabiz etkili, kuvvet verici ve idrar artirict olarak kullaniimaktadir (32). A.
vulgaris bitkisinin toprak Ustl kisimlari, Avrupa’nin bir¢cok bdlgesinde yetisir ve halk
arasinda cesitli amaclarla kullanilmaktadir. Bu bitkinin en yaygin bilinen kullanim alan
jinekolojik rahatsizliklarin tedavisidir. Bitki 6zellikle menoraji, dismenore ve adet agrisi
gibi sorunlarin tedavisinde kullanilir. Ayrica, A. vulgaris'in didretik, astrenjan,
antispazmodik ve yara iyilestirici 6zellikleri oldugu bilinmektedir. Bunlarin yani sira,
konvulsif hastaliklarin tedavisinde ve asiri menstirasyonda kir olarak da kullanildig:
belirtilmektedir. Ozetle, bu bitki geleneksel tipta genis bir kullamm yelpazesine sahiptir
(17). Bu calismaya konu olan A. minusculiflora tirt, Avrupa- Sibirya elementi bir bitkidir
ve Ulkemizde cicek ve yapraklarindan cesitli yemekler yapilmaktadir (10), ayrica bitkinin
yaprak ve ciceklerinden de hazirlanan inflizyonunun ¢iban tedavisinde kullanimi oldugu
bilinmektedir (11).

ESCOP monografinda, A. vulgaris'in toprak st kisimlarinin genital bdlge
kasintilari, uterus kanamasi ve adet agrilarinin tedavisinde etkin madde olarak kullanilmasi
Onerilmistir (8). Uluslararas: birincil saglik hizmetleri siniflandirmasinda (International
Classification of Primary Care - 2 (ICPC-2)) tanimlanan hastalik kategorilerine gore cesitli
Alchemilla tiirlerinin endikasyonlari tanimlanmistir. Kadin genital organlar: hastaliklarinin
tedavisinde (A. vulgaris, A. mollis, A. hirsutiflora ve A. cryptantha), cilt hastalig
tedavisinde (A. vulgaris, A. mollis ve A. hessii) veya sindirim hastaliklarinin tedavisinde
(A. vulgaris, A. pedata, A. mollis, A. xanthochlora, ve A. alpina) kullanimi {izere

tamimlama yapilmistir (43).
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2.3.2. Antioksidan Aktivite

Alchemilla tlrlerinden elde edilen preparatlarin genis bir polifenol spektrumu
(flavonoitler, tanenler, fenolik asitler) icermesi nedeniyle, yapilan ¢cok sayida arastirmada
antioksidan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Cogu kaynak, DPPH (2,2-Difenil-1-
Pikrilhidrazil) ve ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil- benztia-6-sulfonik asit)) testlerini kullanarak
A. vulgaris, A. mollis, A. persica ve A. alpina ekstreleri ve bu ekstrelerin fraksiyonlar ile
antioksidan bir etkiden bahsedilmistir (44).

Yapilan bir calismada A. mollis bitkisinin yaprak ve kok ekstrelerinin antioksidan
kapasiteleri arastirilmistir. Yaprak ekstrelerinin ABTS radikal suptrme aktivitesi 6l¢cilmus
ve dustk bulunmustur (3.08 £ 6.74 mmol/l E vitamini analogu). Kok ekstreleri arasinda ise
etanol (2.45 = 0.003 mmol/l Trolox) ve butanol (2.35 + 0.02 mmol/l Trolox) ekstrelerinin
en yuksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu aktiviteler, E vitamini
ve Trolox esdegerleri kullanilarak olgtlmustur. Sonuglar, A. mollis'in farkli kisimlarinin
farkl antioksidan potansiyellere sahip oldugunu gostermistir (4). Baska bir calismada; A.
mollis toprak Ustl kistmlarinin, serbest radikalleri temizleyici aktivitesini incelemek Uzere
metanolli ekstresi ve bu ekstreden elde edilen alt ekstrelerin DPPH antioksidan aktivitesi
olculmiistur. Olcuimlerin sonucunda metanol ekstresinden elde edilen etil asetat alt

ekstresinin en aktif radikal temizleyici oldugu tespit edilmistir (1Cs0 9.8 + 1.8 ng/mL) (31).

A. acutiloba bitkisinin toprak Usti ve toprak alti kistmlarindan elde edilen cesitli
ekstrelerin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin DPPH ve ABTS yontemleri
kullanilmis ve tim testler 96 kuyulu mikro plakalar kullanilarak gerceklestirilmistir.
Radikal supiriict aktivitenin konsantrasyona bagl oldugu belirlenmistir. 50 pg/ml’lik bir
dozda yapilan testlerde, A. acutiloba’nin toprak Ustii ekstresinin DPPH radikal temizleme
kapasitesi etil asetat (% 94.85 = % 0.30) ve bitanol (% 87.31 + % 0.17) fraksiyonlari i¢in
en yuksek degerleri gostermistir. ABTS analizinde ise AH-B (4-hidroksibenzoik asit)
icerigi en yuksek (% 80.56 + % 0.17) antioksidan etki gostermistir. Calisma kapsaminda
pozitif  kontrol olarak L-askorbik asit, Trolox (E vitamini analogu) ve
etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu dihidrat (Na2EDTA*2H20) kullanilmistir (32).

A. wvulgaris bitkisinin toprak st kisimlarinin etanol ekstresinin antioksidan
kapasitesi DPPH, ferrik indirgeyici antioksidan etki, bakir indikleme yontemi ve total
antioksidan kapasitesi yontemleri kullanilarak test edilmistir. Yapilan analiz sonucunda

ekstrelerin fenolik asit, flavonoit ve tanen bilesiklerini iceren kisimlar: yiiksek antioksidan
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kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir (41).

2.3.3. Antiinflamatuar Aktivite

inflamasyon cesitli hastaliklarin olusumunda 6nemli bir rol oynar ve eski
zamanlardan beri bitkiler veya bitkisel kaynakli drinlerle birlikte tedavi edilmeye
cahsilmistir (45). Ug Alchemilla turtinin (A. vulgaris, A. persica ve A. mollis)
antiinflamatuar aktivitelerini test etmek amaciyla yapilan bir calismada; dnceki 14 gln
boyunca herhangi bir antiinflamatuar veya steroid ilag almamis saglikli bireylerden kirmizi
kan hicresi (HRBC) toplanmistir. Bitkilerin  antiinflamatuar aktivitesi, HRBC
membraminin 1s1 kaynakli hemolizine Kkarsi stabilizasyon kapasitesinin 6lgilmesiyle
belirlenmistir. A. mollis toprak Usti kistmdan hazirlanan %80 metanol ekstresi HRBC
membran stabilize edici etki gosterirken (ICsq 1.22 + 0.07 mg/mL), A. persica kok ekstresi
en dislk aktiviteyi (ICso 1.82 + 0.14 mg/mL) gostermistir. Ekstreler (A. mollis ve A.
persica, %80 metanol), standart olarak kullanilan asetilsalisilik aside kiyasla HRBC
membranlarint hemolize karsi 6nemli 6lglide korudugu raporlanmistir. Ayrica, ¢alismada
etkiden sorumlu olabilecek molekillerin izolasyonu yapilmis ve A. mollis'ten ellajik asit ve
mikuelianin izole edilmistir. Mikuelianin molekilinun, A. mollis (ICsy 1.23 = 0.02
mg/mL) ekstresine benzer aktiviteye sahip oldugu, ellajik asidin ise ¢ok daha etkili bir
antiinflamatuar ajan oldugu (ICsp 0.57 + 0.01 mg/mL) rapor edilmistir (9).

A. vulgaris su ve %70 etanol ekstreleri Gizerinde yapilan bir calismada, bitki su
ekstresinin varhiginda soya fasulyesinden elde edilen 15-lipoksijenaz enzim aktivitesinin
inhibisyonu oOlgtlmustur. Sonuglar, ekstrenin arasidonik asit metabolitlerinin dontsimuni
ylksek oranda inhibe edici aktivitesi oldugu ve ICs, degeri (0.52 mg/mL) tespit
edilmistir (46). Ayrica, % 70 etanol ile hazirlanan A. vulgaris ekstresi, LPS kaynakl IL-8
salintmint azalttigi ve TLR2 ve TLR4 sinyal yollarinin uyariimasini engelledigi; 6te
yandan, bu ekstrenin NF-xB p65 translokasyonuna kars: etkili olmadigi bulunmustur (47).

2.3.4. Antimikrobiyal Aktivite

Ilag direncli patojenlerin artan sayisi, patojenik bakterilerle micadele icin
alternatifler saglayabilen bitki kaynakli terapotikleri belirlemeye yonelik bir ihtiyac
olusturmaktadir (48).
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Yapilan bir ¢calismada A. mollis bitkisinin farkli ¢ozicllerde hazirlanmis olan
ekstrelerinin antimikrobiyal etkileri tzerinde durulmustur. Bu c¢alismada ekstrelerin
Enterococcus faecalis (ATCC 29212),), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Klebsiella
pneumoniae (klinik sus) mikroorganizmalarina karst farkli  konsantrasyonlarda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir, ancak ayni ekstrelerin Candida albicans

(ATCC 90028)’a kars1 herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadig: tespit edilmistir (13).

A.vulgaris kok metanol ekstresinin bilesenlerinin kantitatif analizi yuksek salisilik
ve ellajik asit iceriginin yan1 sira kersetin ve katesin icerdigini gostermistir. Tespit edilen
bilesiklerin sinerjik etkisinin Alchemilla bitkilerinin antibakteriyel aktivitesinde dnemli bir

rol oynayabilecegi vurgulanmistir (49).

A. vulgaris yapraklarinin etanolli ekstresi gram pozitif bakteriler olan S. aureus ve
Staphylococcus epidermidis’ in Uzerinde, disk diflizyon yontemi kullanilarak 10 mg/mL
konsantrasyonlarda antimikrobiyal aktivite agisindan incelenmistir. Bunun sonucunda tibbi
bitkilerin mikroorganizmalarin blylmesini sinirlamak icin gerekli olan cok sayida
fitokimyasal bilesen icerdigi belirlenmistir. Bu arastirma, bu bitkilerin yaprak ekstrelerinin
S. aureus, S. epidermidis, E. coli, K.pneumoniae, P. aeruginosa ve C. albicans'in her

birine kars1 iyi diizeyde aktiviteye sahip oldugu sonucuna varmistir (50).
2.3.5. Yara lyilestirici Aktivite

A. vulgaris'in yara iyilesmesindeki rolt 6nemli olup, hiuicre ¢ogalmas: Uzerinde
blylk bir etkiye sahip oldugu ve yaralarin kapanmasinda kritik bir rol oynadig:
bilinmektedir. Alchemilla tirleri, yliksek tanen icerigi sayesinde yara iyilestirici 6zelliklere
sahiptir ve bu nedenle halk arasinda geleneksel olarak uzun yillardir kullaniimaktadir. A.
vulgaris toprak Ustl ekstresi yara iyilestirici etkisi L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak in
vitro ¢izik analizinde arastirillmistir. Ekstrede fenolik maddeler, flavonoit ve tanen igerigi
tespit edilmistir. YUlksek fenolik madde olmasi antioksidan aktiviteye sahip olusunun
yaninda ayrica fibroblast goglni saglamas: ve ylksek oranda agik yara kapanmasini
saglacig tespit edilmistir. Icerigindeki ellagallik asit sayesinde kolajen dretimini
artirdigini ve yara iyilesmesini hizlandirdig: tespit edildi. Ekstre icinde bulunan diger bir
madde kersetin-3-O-f glukuronit’in ise kollajen sentezini uyardigi ve doksisiklin etkin
maddesinden daha etkin oldugu tespit edilmis bu sayede yara ve yanik iyilesmesinin yani

sira dermatit, akne ve foto yaslanma gibi deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi
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tespit edilmistir (17).

% 2 lik A. vulgaris sulu veya etanolik veya % 6 lik propilen glikolik ekstresi iceren
jellerin, topikal uygulamasimin L929 fibroblastlarla “cizik” testinde yara kapanmasini
hizlandirdigi, ayn1 zamanda hasarli cilt bariyerini de destekledigi tespit edilmistir. A.
vulgaris'in antioksidan 6zellikleri, fenolik asitce zengin ekstreler ile jellerin tatmin edici
uygulama ve yapiskan ozellikleri, dogal nemlendirme oOzellikleri ve disuk pH1

muhtemelen arastirilan jellerin genel yara iyilestirme potansiyelini géstermistir (42).

A. wvulgaris'in in vitro ortamda "Chang" karaciger hicreleri, "MDBK" epitel
hicreleri ve farelerin aortik miyofibroblast htcrelerinde c¢ogalmay: artirdigi tespit
edilmistir. Ayrica in vivo olarak erkek sicanlar Gzerinde yapilan calismalarda, gliserin ile
uygulandiginda yara iyilesmesini 6nemli Olciide hizlandirdigi gozlemlenmistir. Bu
bulgular, A. vulgaris'in yara iyilestirici potansiyelini ve mekanizmalarin1 anlamak

acisindan oldukga 6nemlidir (51).

Yapilan bir ¢alismada, tanence zengin bitkilerin kronik yara iyilestirici 6zellikleri
arastirnlmis ve 128 bitki incelenmistir. Bu arastirma sonucunda, A. vulgaris ve Mimosa
tenuiflora (Wild.) Poir. bitkilerinin farkli konsantrasyonlarda yara iyilesmesini hizlandiran
epitelyum ve fibroblast hiicrelerinin ¢cogalmasint olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir.
Bu bulgular, séz konusu bitkilerin yara iyilesme sireglerinde potansiyel terapdtik rollerini
ortaya koymaktadir (13).

4-44 yas araligindaki 48 saglikli erkek ve kadin hastada yaygin min6r oral Glser
yaralar1 Uzerinde A. vulgaris bitkisinin gliserin icindeki standart % 3'lik ekstresinin
(Aphtarine®) olas: iyilestirici Gzelliklerini ve tolere edilebilirligini belirlemek icin bir
calisma yurutdlmastir. Aphtarine, A. vulgaris’in standart hidrogliserinlenmis  6z(itu
kullanilarak GMP gerekliliklerine uygun olarak dretilen bir Grindir. Aphtarine®” in
icerigi HPLC ile belirlendigi Uzere % 0.08 tanenden olusmaktadir. Bunlarin % 3.8'i ellajik
asit, % 0.02’si kersetin ve % 0.0002’si luteolin olarak tespit edilmistir. Uretici firma
tarafindan hazirlanan Aphtarine® isimli jelin agizda olusan kiiciik Glserlere giinde t¢ defa
topikal uygulanmasiyla rahatsizhig:r giderdigi gorulmustir ve hastalarin % 60.4° (inde 2

gun iginde ve % 75'inde 3 giin icinde tam iyilesme saglandigi rapor edilmistir (52).

A. mollis ve A. persica’min toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan sulu metanol
ekstreleri, yara modelleri kullanilarak yara iyilestirme aktivitesi agisindan
degerlendirilmistir. Farelere 0.05 mL ksilazin (% 2 Alfazine®) ve 0.15 mL ketamin (% 10
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Ketasol®) ile anestezi uygulanmis ve farelerin arka govde killar: tiras edilip % 70 alkol ile
temizlenmistir. Her iki tarafta dorsal orta hattan 1.5 cm uzaklikta steril bir bigakla 5 cm
uzunlugunda iki adet lineer-paravertebral kesi olusturulmustur. Her biri 1 cm araliklarla (¢
cerrahi dikis atilmistir. Test merhemleri, referans ila¢c (Madecassol®) ve merhem bazi 9
gin boyunca her hayvan grubundaki sirt yaralarina gunde bir kez topikal olarak
uygulanmistir. Son giin tim dikisler ahinmistir. Tedavi edilen derinin gerilme mukavemeti
bir tansiyometre kullanilarak élctlmastdr. A. mollis ve A. persica’nin toprak Ustl ekstreleri
kesi yarasi modelinde sirasiyla % 39.3 ve % 33.3 ¢cekme mukavemeti degerleri ve
eksizyon yarast modelinde sirasiyla % 51.4 ve % 43.5 blzulme degerleri ile 6nemli
derecede yara iyilestirme aktivitesi gostermistir (22).

A.mollis ekstrelerinin veya preparatlarinin yara iyilestirici 6zelliklerinin yaninda A.
mollis'in etanol-su ekstresinin anti-aging aktivitesi test edilmistir. Bu calismada on alti
tilysiiz fareye giines lambalartyla UVB 1s1m1 uygulanmustir. ilk hafta, haftada yedi kez 100
mJ/cm? ve sonraki dokuz hafta boyunca haftada iki kez 200 mJ/cm? seklinde maruziyet
uygulanmistir. Deney fare gruplarindan biri % 0.1 A. mollis ekstresi iceren bir diyetle
beslenirken, ikinci grup % 1 A. mollis ekstresi i¢eren bir diyetle beslenmistir. Tedavi edilen
gruplarda fare derilerinin kontrol grubuna gore daha pirizsiz ve daha ince oldugu ve
etkinin doza bagl oldugu bulunmustur. Ayrica A. mollis ekstresi uygulanan grupta kolajen
liflerinin yogunlugu 6nemli 6l¢ude daha ylksek olarak belirlenmistir (53).

2.3.6. Enzim Inhibisyonu Aktivitesi

Yapilan bir arastirmada A. vulgaris bitkisinden c¢esitli polaritelerde ekstreler
hazirlanmis, % 70 etanol ekstresi en yiksek antiasetilkolinesteraz potansiyeline sahip
ve % 80 metanol ekstresi en gucli batirilkolinesteraz inhibisyonu gostermistir. Amilaz
inhibitorleri olarak gorev yapan ekstrelerin aktiviteleri en yiksekten en dislge su sekilde
siralanmistir: Su > % 70 etanol > % 80 metanol > etil asetat. En yuksek gallik asit, kafeik
asit, katesin ve kersetin igerigine sahip ekstrelerin aynt zamanda en yiksek aktiviteyi
gosterdigi tespit edilmistir (54). Ayrica, Alchemilla bitki ekstrelerinin, tirozinaz aktivitesini
inhibe etmeleri nedeniyle kozmesotik arastirmalar i¢in 6nem arz ettigi vurgulanmaktadir.
Mevcut aragtirmalar sunu belirtmektedir: A. vulgaris'in % 70 etanol ekstresinin gigcli
aktivitesi ve 3 mg/mL'de tirozinazin % 71.55 = 4.39 inhibisyonu A. vulgaris'in su-
metanollli ekstresinin biyoanaliz kilavuzlugunda fraksiyonlanmasi, kolajenaz inhibitor

aktivitesine sahip flavonoitlerin tanimlanmasina ve izolasyonu saglanmistir (55).
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2.3.7. Kardiyovaskdler Aktivite

A. vulgaris bitkisinin metanol ve su ekstrelerinin kan basincini disuruci etkisinin
test edilebilmesi icin tasarlanan calismada; 5 hafta boyunca ilgili ekstrelerin her birinden
300 mg/kg/giin dozunda olacak sekilde fareler beslenmistir. Islemlerin sonunda farelerin
kan basinci ol¢ulmustir. Metanol ekstresinin uygulanmasindan sonra kan basinci 119.60
mmHg, su ekstresinin uygulanmasindan sonra kan basinci 138.50 mmHg ve kontrol grubu
156.50 mmHg olarak ol¢ilmustir. Ek olarak, her iki ekstrede de gevsemeler
gozlemlenirken, ekstreler K™ ile dnceden kasilmis arterlere uygulandiginda ise zit
vaskiler etki fark edilmistir (56). Farelere 10 gun boyunca 300/mg/kg/giin dozda
uygulanan ekstre, lipit icerigini arttirmis ve eritrosit membranlarinin  fosfolipit
kompozisyonunu normallestirmistir ve bu geri donulemez sekilde degistirilmis eritrosit
seviyelerinde azalmaya ve eritrosit deforme edilebilirliginde bir iyilesmeye yardimci

olmustur (57).
2.3.8. Sitotoksik Aktivite

A. vulgaris toprak st kisminin ekstrelerinin (metanol, etanol, etilasetat) sitotoksik
etkileri insan gogst MCF7 ve geleneksel kemoterap6tik direngli istilacit kanser hatlari da
dahil olmak tzere gesitli kanser hiicre hatlar1 Gizerinde test edilmistir. Etilasetat ekstresinin
iceriginde oldugu belirlenen kafeik asit ve gallik asidin ¢ok cesitli timor tiplerinde gucli
antiproliferatif ve sitotoksik Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu fenolik asitlerin
hiicre dongusiniln ilerlemesi ve hicre 6lumiyle ilgili ana sinyal yolaklarina mudahale,
daha sonra da epitelyal/mezenkimal migratif 0zelliklere muidahale gibi cesitli

mekanizmalar yoluyla oldugu belirtilmistir (17).

Yapilan bir arastirmada 347 farkl bitki ekstresinin ndroblastoma hicreleri
uzerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmigtir. A. vulgaris bitkisinin de orta derecede

sitotoksik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (58).

Yapilan bir calismada Alchemilla tirlerinden hazirlanan bitki ekstrelerinin HelLa
hlcreleri Uzerindeki etkileri incelenmistir. Doza bagl sitotoksiste ve ekstrelerin apoptotik
ve nekrotik etkileri oldugu da kaydedilmistir. Ozellikle A. trabzonica tiriiniin diger
tirlerden (A. erythropoda, A. ikizdereensis, A. oriturcica) daha ylksek toksik, apoptotik ve
nekrotik etki gosterdigi vurgulanmistir. Bu g¢alismanin sonucunda, Alchemilla tirlerinin

gelecekte kanser calismalarinda 6nemli bir yere sahip olabilecegi saptanmigtir (34).
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A. vulgaris toprak Ustl etanol ekstresi antitimor kapasitesi MCF-7, A375, A549
ve HCT116 hicre hatlari Gzerinde test edilmistir. Bu hiicre hatlar1 tzerinde gugcli
stipresyon tespit edilmistir. Stpresyon etkinin hicre bolinmesini bloke etmesi, kaspas

bagimli apoptoz ve otofajik hiicre 6lumu yolaklar: tizerinden oldugu tespit edilmistir (41).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve markalar

Cihazin Adh Marka

Buzdolab1 (+4 °C) Arcelik

Derin dondurucu (-20 °C) Arcelik

Hassas analitik terazi Ohaus

Manyetik karistirict Heidolph MR

UV-Vis Spektrofotometre Thermo Scientific Multiskan Go

Orbital calkalayict
Otomatik pipetler

pH metre

Rotary evaporator

Su banyolu galkalayici
Sogutmal: santrif(j
Elektroforez gli¢ kaynag:
Gorunttleme sistemi
Vorteks

Bio-Rad UltraRocker™ Rocking platform
Socorex

Ohaus

Heidolph

Memmert

Sigma

Bio-Rad

Bio-Rad

Wisd
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3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Kullanilan kimyasal maddeler ve ekipmanlar Tablo 3*de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasallar, marka ve kodlar

Kimyasal Adh Marka/ Kodu
Altminyum klorir (AICI5) Fluka/ 06220
Amonyum asetat (NH,CH,CO,) Isolab/ 903.026.1000
2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) Sigma Aldrich/ D9132
Elastaz Sigma Aldrich/E1250
Epigallokatesin gallat Sigma Aldrich/E4143
N-(3-[2-Furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) Sigma Aldrich/EF5135
Folin-Ciocalteu fenol reaktifi Sigma Aldrich/ F9252
Gallik asit Sigma Aldrich/ G7384
Kollajenaz Sigma Aldrich/ C9891
96 Kuyulu plaka Nest/ 701001

Metanol Isolab/ 947.046.2500
N-Suksinil-Ala-Ala-Ala-nitroanilit (AAAPVN) Sigma Aldrich/ S4760
Siklooksijenaz yontem Kiti Cayman Chemical 701050
Trisma baz Sigma Aldrich/ 93362

3.1.3. Kullamlan Cozeltiler

5 mL 2 N Folin-Ciocalteu fenol reaktif ¢ozeltisi deiyonize suyla hacmi 20 mL’ye

tamamlanarak 0.5 N Folin reaktifi ¢dzeltisi hazirlanmistir.

5 mg gallik asit, 500 pL metanolde ¢ozilerek 10 mg/mL konsantrasyonda gallik

asit ¢ozeltisi hazirlanmistir.

% 10’luk Na,COj3 ¢ozeltisinin hazirlanmas: icin; 5 g Na.COs, 25 mL deiyonize

suda ¢ozulip hacmi 50 mL’ye tamamlanmastir.

10 mg kersetin, 1000 pL metanolde ¢ozllerek 10 mg/mL konsantrasyonda stok

cozelti hazirlanmstir.

1 M amonyum asetat ¢6zeltisinin hazirlanmasi igin 1.5416 g amonyum asetat, 20

mL deiyonize suda ¢ozulmustr.
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0.2 mM DPPH ¢0zeltisi i¢in 6.4 mg DPPH 81.152 pL metanolde ¢ozulmustur.

0.22 U/mL elastaz ¢Ozeltisinin hazirlanmast igin 0.26 mg elastaz enzimi tartilip 50

mM pH=8 Tris-HCI tamponu ile 1 mL’ye tamamlanmstir.

10 mg/mL epigallokatesin gallat stok c¢dzeltisi icin 10 mg epigallokatesin gallat
tartilip metanol ile 1 mL’ye tamamlanmustir. Trisin tamponunun hazirlanmas: igin; 2.24
gram trisin tartithp 250 mL distile suda ¢6zulir, ardindan 111 mg CacCl, tartilir ve 100 mL
distile suda ¢ozulir, son olarak 2.34 g NaCl tartilir 100 mL’de ¢6zulir. Ardindan 100 mL
trisin, 10 mL CaCl, ve 90 mL NaCl karistir1lip seyreltik NaOH ile pH 7.5’e ayarlanmustir.

Kollajenaz enziminin deneye uygulanabilir hale getirilmesi i¢in 1.8 mg kollajenaz
enzimi tartilir ve 40 mL trisin tamponunda c¢6zulerek 5.6 U/mL stok enzim cozeltisi

hazirlanir. Stoktan 3.571 mL alindiktan sonra 16.428 mL trisin tamponuyla seyreltilerek
1.1 U/mL’ye seyreltilmistir.

FALPGA substratinin hazirlanmasinda 1.2 mg FALPGA tartilir 2.5 mL trisin

tamponuyla ¢6ziulmustdr.
3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Materyalleri

A. daghestanica ve A. minusculiflora bitkileri ¢icekli durumda iken kok ve toprak
Ustli kisimlar 28 Mayis 2022 tarihinde Dr. Ogr. Uyesi Nurdan Yazici Bektas tarafindan

Trabzon, Caykara, Sultan Murat Yaylasi’ndan toplanmstir.

Bitki turlerinin tayini Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik
Anabilim Dali 6gretim (yesi Dog. Dr. Yeter Yesil Cantlrk tarafindan yapilmistir.

A. daghestanica bitkisine ait bir 6rnek ISTE 118080 kodu ile, A. minusculiflora
bitkisine ait bir érnek de ISTE 118078 kodu ile Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu (ISTE)’nda saklanmaktadir.

Toplanan materyaller acik havada, gélgede ve serin ortamda kurutulmus ve hava

almayacak sekilde ambalajlanarak saklanmstir.
3.2.2. Ekstraksiyon Islemleri

Bitkiler kok ve toprak Gstl kisimlarina ayrilmis, bitki degirmeninde toz edilmis ve

tartilmigtir. Her bir kissm metanol:su (80:20) ile 24 °C de 8 saat masere edilmistir.
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8 saat sonunda bakiye suziulmustir ve islem 3 kez tekrarlanmigtir. Sizuntuler
birlestirilmistir. Metanol ortamdan rotary evaporator kullanilarak uzaklastirilmis ve

ardindan sulu bakiye liyofilizatore koyularak ekstre tamamen kurutulmustur. (17)

Islem sonunda; A. daghestanica kok (Alda kok), A. daghestanica toprak dstii
(Alda herba), A. minusculiflora kok (Almin kok), A. minusculiflora toprak tstl (Almin
herba) kuru ekstreleri hazirlanmistir ve tasarlanan galismalarda yapilacak islemler igin

kullanilmak Uzere +4 °C’de saklanmastir.

Bitki ekstreleri tzerinde yapilan biyolojik aktivite calismalarn Karadeniz Teknik
Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda Dog. Dr.

Burak Barut’un destekleri ile gergeklestirilmistir.
3.2.3. Toplam Fenolik ve Flavonoit Madde Miktar Tayini

Bitki ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoit madde miktar1 tayini

spektrofotometrik yontem kullanilarak tespit edilmistir.
3.2.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Ekstrelerin  toplam fenolik madde miktar1 tayini Folin-Coicalteu reaktifi
kullanilarak spektrofotometrik olarak incelenmistir (59). Calismada Uger tekrar olacak
sekilde 5 mg/mL konsantrasyondaki ekstrelerden 20 pL alinarak deney tiplerine
eklenmistir. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanilmigtir. Deney tiplerine farkl:
konsantrasyonlarda gallik asit eklenmistir. Her bir tipe 400 pL 0.5 N Folin-Coicalteu
reaktifi, 680 pL deiyonize su ve 400 puL %210’luk Na,CO; eklenip karistirilmistir. Elde
edilen kanigimlar 120 dakika karanlikta bekletildikten sonra 96 kuyucuklu plakaya
aktarilmigtir. Spektrofotometre cihaziyla 760 nm’de metanolden olusan kore Kkarsi
absorbanslart 6lgtilmustir. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar: gallik asit kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak mg gallik asit esdegeri (GAE)/ekstrenin gram kuru agirlig: olarak

verilmistir.
3.2.3.2. Toplam Flavonoit Madde Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit madde miktar1 tayini aliminyum nitrat kolorimetrik
yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismada Uger tekrar olacak sekilde 2.5 mg/mL
konsantrasyondaki ekstrelerden 250 pL alinarak deney tiplerine eklenmistir. Standart
bilesik olarak kersetin kullanilmistir. Deney tiplerine farkli konsantrasyonlarda kersetin
eklenmistir. Daha sonra her deney tupine sirasiyla 25 pL % 10’luk AICI;, 25 pL 1M
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NH4CH3CO, ve 700 pL deiyonize su eklenmistir. Karisimlar 30 dakika karanlikta
inkibasyona birakildiktan sonra 96 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve 415 nm’de etanolden
olusan kore kars1 absorbanslari spektrofotometrik olarak 6lctlmustir. Ekstrelerin toplam
flavonoit madde miktart mg kersetin esdegeri (KE)/ekstrenin gram kuru agirhg: olarak

verilmistir (59).
3.2.4. Antioksidan Aktivitenin incelenmesi
3.2.4.1. DPPH Radikal Sipurme Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin DPPH radikal stipurme etkinligi spektrofotometrik yontem kullanilarak
incelenmistir. DPPH radikal stpirme etkinliginin saptanmasinda pozitif standart bilesik
olarak gallik asit kullanilmigtir. Ekstreler farkli konsantrasyonlarda (20-200 pg/mL)
hazirlanarak 96 kuyucuklu plakaya eklenmistir. Her kuyucuga 200 puL 0.2 mM DPPH
cozeltisi eklenmis ve 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakilmistir. 517 nm’de absorbans
degerleri spektrofotometrede 6l¢tlmustir (A;). Kor olarak da metanolde hazirlanmig 0.2
mM DPPH c¢ozeltisinin 517 nm’deki absorbans degerleri o6lgtlmustir (A). DPPH
radikallerinin inhibisyonu farkli konsantrasyonlar igin asagida verilen “Esitlik 1” denklemi
ile hesaplanmigir. Her bir deney U¢ glinde g tekrarli olarak gerceklestirilmistir ve

degerlerin standart sapmasi da hesaplanmistr.

%inhibisyon = 22 x 100 (Esitlik 1)
Ao

Ao: Numunelerin ilavesi olmaksizin olgilen absorbans; As: ekstrelerin ilavesi sonrasinda glctilen
absorbans.

3.25.  Enzim inhibisyon Calismalan
3.2.5.1. COX 1/2 Enzim Inhibisyonu

Ekstrelerin COX 1/2 enzim inhibisyonu spektrofotometrik yontem ile incelenmistir
(60). COX inhibitor etkinligi, ticari kolorimetrik tarama Kkitleri (COX Colorimetric
Inhibitor Screening Assay Kit, Cayman Chemical 701050) kullanilarak incelenmistir.
Bunun igin kit protokoliinde bulunan basamaklar uygulanacaktir. Pozitif kontrol olarak
diklofenak kullanilmistir. Tim deneyler (¢ tekrarli gergeklestirilmistir. Sonuclar Esitlik 1

kullanilarak hesaplanmistir.
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3.2.5.2. Elastaz Enzim Inhibisyonu

Ekstrelerin elastaz inhibisyon etkinligi spektrofotometrik yontem ile incelenmistir
(61). ilk olarak toplam hacim 200 uL olacak sekilde, Tris-HCI (pH 8.0) tamponu
ortaminda 1 pg/mL elastaz enzimi ve 25 pL ekstrelerin ¢esitli konsantasyonlari (20-200
ug/mL) eklenmis ve karisim 15 dakika inkibe edilmistir. Bu slire sonunda substrat olarak
0.8 mM N-Siksinil-Ala-Ala-Ala-nitroanilit (AAAPVN) ilave edildikten sonra karisim 20
dakika inklbasyona birakilmistir. Ardindan karisimlarin  absorbanslari 402 nm’de
Olculmustlr. Pozitif kontrol olarak epigallokatesin gallat kullanilmistir. Tim deneyler (¢

tekrarh gergeklestirilmistir. Sonuclar Esitlik 1 kullanilarak hesaplanmastir.
3.2.5.3. Kollajenaz Enzim Inhibisyonu

Ekstrelerin  kollajenaz inhibisyon etkinligi spektrofotometrik yontem ile
incelenmistir (61). Ilk olarak toplam hacim 200 puL olacak sekilde, trisin (pH 7.5) tamponu
ortaminda 1.1 U/mL kollajenaz enzimi ve 25 uL ekstrelerin cesitli konsantasyonlar: (20-
200 pg/mL) eklenmis ve karisim 15 dakika inklbe edilmistir. Bu sire sonunda substrat
olarak 1 mM N-[3-(2-Furil)akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALPGA) ilave edildikten sonra
karistm 15 dakika inkubasyona birakilmistir. Ardindan karisimlarin absorbanslari 340
nm’de oOlgUlmustir. Pozitif kontrol olarak epigallokatesin gallat kullaniimigtir. Tim

deneyler (¢ tekrarh gerceklestirilmistir. Sonuclar Esitlik 1 kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.5.4. istatistiksel Analiz

Toplam fenolik madde miktari, toplam flavanoid madde miktari, antioksidan ve
enzim inhibisyonu deneyleri (¢ tekrarli gergeklestirilip sonuglar Microsoft Excel
Windows10 ve GraphPad Prism 5.0 programlar: kullanilarak hesaplandi. Toplam fenolik
ve flavanoid madde miktar1 sonuglarinin istatistiksel analizleri igin one way Tukey testi,
antioksidan ve enzim inhibisyonlar1 deneylerinde ise twoway ANOVA testi, gruplar

arasindaki iliskinin ortaya konulmasi iginde Bonferroni posttests analizleri kullanildi.
3.25.5. LC-MS/MS Analizinin Gergeklestirilmesi

Enzim inhibisyonu ¢alismalart sonucunda iki bitki i¢in de en yiksek etkinlige sahip
ekstre tespit edilmistir ve sekonder metabolit profili LC-MS/MS cihaz:1 kullanilarak
incelenmistir. Analiz calismalar1 Dicle Universitesi Eczacilik Fakiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dali 6gretim Uyesi Do¢. Dr. Mustafa Abdullah Yilmaz’in destekleri ile
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gerceklestirilmistir.

Analizleri gerceklestirmek tizere Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde bulunan Shimadzu Neexera Ultra Yiksek Performansh Sivi
Kromatografi (UHPLC) cihazi ve Shimadzu LC-MS 8040 model ardisik kitle

spektrometre cihazi kullaniimistir.

Ters faz ultra ylksek performansl sivi kromatografisi igin SIL-30AC model oto
ornekleyici, CTO-10ASvp model kolon firin1 (40 °C), LC-30AD model pompa, DGU-
20A3R model degazer kullanilmistir. Kromatografik ayrim icin Agilent Poroshell 120 EC-
C18 model (150 mm x 2,1 mm, 2.7 pm) analitik kolon kullanilmistir. Gradient mobil faz
icin Cozlcu A (su + 5 mM amonyum format + % 0,1 formik asit) ve Cozlici B (metanol +
5 mM amonyum format + % 0,1 formik asit) kullanilmis ve 0-25. dakikada % 20-
100 Gozucu B, 25-35. dakikada % 100 Cozucu B, 35-45. dakikada % 20 Cozicu B
kolondan 0,5 m/dk akis hizi ile gegirilmistir. Numune kolona 5 pL hacim ile enjekte
edilmistir (62).

Standart olarak kullanilan 53 maddenin ve ekstrelerin kalitatif ve kantitatif kitle
spektroskopik tayinlerinde Shimadzu LCMS-8040 model pozitif ve negatif iyonizasyon
modlar1 bulunan elektrospray iyonizasyon (ESI) kaynagi sirali kitle spektroskopisi
kullanilmigtir. LC-ESI-MS/MS verileri Shimadzu LabSolutions yazilimi ile islenmistir.
Fitokimyasallarin miktar tayini igcin MRM (multiple reaction monitoring, ¢oklu reaksiyon
izleme) modu kullanilmistir. MRM metot, belirlenen oncil fitokimyasal-fragment iyon
gecislerinin taranmasina dayal olarak fitokimyasal bilesikleri secici olarak tespit etmek ve
miktarin1 belirlemek icin optimize edilmistir. Carpisma enerjileri (CE), optimum
fitokimyasal parcalanma ve istenen Griin iyonlarinin maksimum iletimini saglamak igin
optimize edilmistir. MS calisma kosullart su sekilde uygulanmistir: kurutma gazi (azot)
akisi: 15 L/dk; nebulize edici gaz (azot) akisi: 3 L/dak; DL sicakhigt: 250 °C; 1s1 blogu
sicakhigi: 400 °C ve arayiiz sicakhgt: 350 °C (62).
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4. BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon Bulgular:

13.2 g kurutulmus A. dagestanica toprak usti kisimlarindan % 15 verim ile 1.98 g
kuru ekstre (Alda herba), 18.75 g kuru kék drogundan % 12 verim ile 2.25 g kuru ekstre
(Alda kok) elde edilmistir.

A. minusculiflora turiinin 1.1 g kurutulmus toprak Ustd kistmlarindan % 20 verim
ile 0.220 g (Almin herba) ve 4.22 g kurutulmus kék drogundan % 22 verim ile 0.929 ¢
kuru ekstre (Almin kok) elde edilmistir.

4.2. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 tayini spektrofotometrik yoéntemler
kullanilarak incelenmistir. Sonuclar Tablo 4’de gosterilmektedir. Almin koék toplam
fenolik madde miktar1 188.30 + 2.68 mg GAE/g kuru agirlik bulunurken, alda kok ise

144.32 + 7.46 mg GAE/g kuru agirhik ile en yiksek fenolik icerige sahip ekstre
oldugu tespit edilmistir. Ekstreler arasinda en disuk etkinlik Alda herbada

goralmustdr.

Tablo 4. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar:

Toplam fenolik icerik

mg *GAE/g kuru agirhk

Alda kok 144.32 + 7.46
Alda herba 6.37 £0.95
Almin kok 188.30 + 2.68**
Almin herba 24.18 +9.98

*GAE: Gallik asit es degeri. **p<0.0001, diger ekstrelerle kiyaslandiginda.
4.3. Toplam Flavonoit Madde Miktar Tayini

Ekstrelerin  flavonoit madde miktar1 tayini spektrofotometrik ydntemler
kullanilarak incelenmistir. Sonuclar Tablo 5’te gosterilmektedir. Almin herbanin toplam
flavonoit madde miktar1 160.42 + 9.25 mg KE/g kuru agirlik bulunurken, Alda herbanin ise
156.18 + 2.82 mg KE/g kuru agirlik ile en yiksek flavonoit igerige sahip ekstre oldugu

tespit edilmistir.
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Tablo 5. Ekstrelerin toplam flavonoit madde miktar

Toplam flavonoit icerik

mg *KE/ g kuru agirhk

Alda kok -
Alda herba 156.18 £ 2.82
Almin kok -
Almin herba 160.42 + 9.25™

*KE: kersetin es degeri, ns: istatistiksel olarak farklilik yok, diger ekstreyle kiyaslandiginda

4.4. Antioksidan Aktivitenin Incelenmesi
4.4.1. DPPH Radikal Stipurme Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstrelerin radikal stpirme etkileri, DPPH yontemi kullanilarak incelenmistir.
Sonuglar Tablo 6’da sunulmustur. Bu calismada pozitif kontrol olarak gallik asit
kullanilmistir. Sonuglara incelendiginde ekstrelerin konsantrasyona bagli olarak radikal
stpirme etkinligi gosterdigi ortaya konulmustur. Almin kok 50 ve 200 pg/mL’de %
81.33 £ 3.05 ve % 91.58 + 0.15 oranlarinda inhibisyon gostermistir. Pozitif kontrol
kullanilan gallik asit ile kiyaslandiginda ekstrelerin disuk DPPH radikal supurme

etkinligine sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 6. Ekstrelerin DPPH aktivitesi (%)

pg/mL 10 50 200
Alda kok 30.98 + 1.09 68.70 + 1.58 91.58 £ 0.19™
Alda herba 18.55 £ 2.00 40.66 + 5.96 82.70 £ 8.39
Almin kék 24.75 + 3.95 81.33+3.05 91.58 £ 0.15™
Almin herba 17.78 £ 1.00 53.26 £ 1.90 89.41+2.73
Gallik asit 92.10+0.20 91.99 + 0.02 91.98 £ 0.15

ns: pozitif kontrol ile ayn1 konsantrasyonda kiyaslasdiginda istatistiksel olarak farklilik yok.
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4.5. Enzim Inhibisyonlarinin incelenmesi
4.5.1. COX 1/2 Enzim Inhibisyon Etkinliginin Belirlenmesi

Ekstrelerin COX 1/2 enzimlerine ait inhibisyon calismalari spektrofotometrik
yontem kullanilarak incelenmistir. Sonuclar Tablo 7 ve 8’de verilmistir. Bu ¢alismada
pozitif kontrol olarak diklofenak kullanilmistir. Tablo 7°de goruldugl Gzere Almin kok
ekstresinde 50 pg/mL ve 200 pg/mL’de % 71,48 = 5.84 ve % 83.99 + 0.53 oranlarinda
inhibisyon gorulmustur. Calisma sonuclar: incelendiginde Alda kok ekstresi ile 200 pg/mL
konsantrasyonda % 85.79 + 2.58 oraninda COX-1 enzimine kars1 inhibisyon goérulmustr.
Her iki ekstrenin COX-1 enzimi uzerine 1Cso degerleri incelendiginde Alda kok 11.25

pg/mL, Almin kok ise 38.64 pg/mL olarak belirlenmistir.

Ekstrelerin COX-2 enzimine kars1 etkinlikleri incelendiginde ise konsantrasyona
bagl olarak etkinlik tespit edilmistir. Ekstreler arasinda en yiiksek etkinlik Almin kok ve
Alda koke ait bulunmustur. Her iki ekstrenin COX-2 enzimi I1Cso degerleri incelendiginde
Alda kok 27.57 pg/mL, Almin kok ise 37.04 pg/mL olarak belirlenmistir. Ekstrelerin
selektiflik indeksi incelendiginde; Alda kok ekstresinin COX-2 enzimini daha selektik
sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir.

Tablo 7. Ekstrelerin COX-1 etkinligi (%)

pg/mL 10 50 200 1Cs0 (ug/mL)
Alda kok nd 57.34 £ 3.02™ 85.79 £ 258" 11.25
Alda herba nd 13.14+£0.92 76.48 +0.95™ 137.29
Almin kok 8.56 + 1.67 71.48 +5.84™ 83.99 + 0.53™ 38.64
Almin herba nd 50.15+11.17 79.19+1.83™ 49.19
Diklofenak 57.55+0.73 61.91+1.14 60.00 + 0.91

Nd: Aktivite yok, ***p<0.001 pozitif kontrol ile ayn: konsantrasyonda kiyaslasdiginda
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Tablo 8. Ekstrelerin COX-2 etkinligi (%)

pg/mL 10 50 200 I1Cso (Mg/mL)
Alda kok 16.00 £ 4.21 59.26 + 2.18 91.89+1.27™ 37.04
Alda herba 12.54 £ 2.58 37.30£1.32 73.42 £5.35™ 116.49
Almin kok 24.97 £ 0.93 68.24 + 7.89™ 91.82+0.56™ 27.57
Almin herba 14.63+£591 52.92 £ 2.88 83.29+5.35" 45.84
Diklofenak 72.62 £ 0.44 72.29 £ 1.46 73.87 £1.93

ns: pozitif kontrol ile ayn1 konsantrasyonda kiyaslasdiginda istatistiksel farklihk yok, *p<0.05 pozitif
kontrol ile ayn1 konsantrasyonda kiyaslasdiginda, ***p<0.001 pozitif kontrol ile ayn1 konsantrasyonda

kiyaslasdiginda

Tablo 9. Ekstrelerin COX-1/COX-2 orani

ICs (COX-1/COX-2)

Alda kok 0.30
Alda herba 1.18
Almin kok 1.40
Almin herba 1.07

4.5.2.Elastaz Enzim Inhibisyon Etkinliginin Belirlenmesi

Ekstrelerin elastaz enzim inhibisyonu spektrofotometrik yontem kullanilarak

incelenmistir. Sonuclar Tablo 10°da verilmistir. Bu calismada pozitif kontrol olarak

epigallokatesin gallat kullanilmistir. Calisma sonuglari incelendiginde ekstreler arasinda

Almin kok ekstresinin 1Cso degerinin 40.35 pg/mL ile en distk degere sahip oldugu

gozlenmistir. Bu veri Almin kok ekstresinin en guiclu inhibisyon gdsteren ekstre oldugunu

ortaya koymustur.
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Tablo 10. Ekstrelerin elastaz inhibisyon etkinligi (%)

pg/mL 10 50 200 1Cs0 (ug/mL)
Alda kok nd 29.71 + 3.87 54.20 + 4.89 90.15
Alda herba 27.83 £ 5.62 49.23+0.33 51.27 + 2.87 72.22
Almin kok 33.61+5.44 54.14 + 4.58™ 59.13+3.23 40.35
Almin herba 32.31+£2.05 50.83 £ 2.27 55.49 + 1.67 54.12
*EPG 51.95 + 3.26 63.06 + 5.63 77.27 £5.26 9.35

*EPG: Epigallokatesin gallat, ns: pozitif kontrol ile ayn1 konsantrasyonda kiyaslasdiginda istatistiksel
farklilik yok

4.5.3. Kollajenaz Enzim inhibisyon Etkinliginin Belirlenmesi

Ekstrelerin kollajenaz enzim inhibisyonu spektrofotometrik yontem kullanilarak
incelenmistir. Sonuclar Tablo 11°de verilmistir. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak
epigallokatesin gallat kullanilmistir.  Calisma sonuclart incelendiginde ekstrelerin
kollajenaz enzimine karsi inhibitor 6zellik gostermedigi tespit edilmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan epigallokatesin gallat’in 200 pg/mL’da % 84.22 + 0.22 gosterdigi

belirlenmistir.

Tablo 11. Ekstrelerin kollajenaz inhibisyon etkinligi (%)

pg/mL 10 50 200 1Cso
(Mg/mL)

Alda kok nd nd nd nd
Alda herba nd nd nd nd
Almin kok nd nd nd nd
Almin herba nd nd nd nd
*EPG - - 84.22 +0.22 -

*EPG: Epigallokatesin gallat, nd: Aktivite yok.

4.6. LC-MS/MS Analiz Sonuglarn

Yapilan biyolojik aktivite calismalarinda Alchemilla daghestanica bitkisinden
hazirlanan ekstrelerden Alda kok kodlu ekstre ve Alchemilla minusculiflora bitkisinden

hazirlanan ekstrelerden Almin kok kodlu ekstre daha yiiksek etkili olarak belirlenmistir ve

33



fenolik bilesikler yonlnden fitokimyasal igerik profili LC-MS/MS yontemi ile
incelenmistir. Yapilan LC-MS/MS analizinde 53 fitokimyasal bilesik standart olarak
kullanilmis (Sekil 5) ve Alchemilla minusculiflora Almin kék kodlu ekstre (Sekil 6)
Alchemilla daghestanica Alda kok kodlu ekstre (Sekil 7) analiz edilmistir. iki ekstrede de

major molekil olarak katesin (Alda kok 50.433 pg/g ve Almin kok 65.806 pg/g, Tablo 12)
ve ellajik asit (Alda kok 2.799 ug/g ve Almin kok 6.725 pg/g, Tablo 12) tespit edilmistir.
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Sekil 7. Standart bilesiklerin LC-MS/MS analizine ait kromatogram
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Sekil 8. Almin Kok ekstresi LC-MS/MS analizine ait kromatogram
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Sekil 9. Alda Kok ekstresi LC-MS/MS analizine ait kromatogram
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Tablo 12. Almin Kok ve Alda Kok Ekstrelerinin LC-MS/MS Analiz Sonuclan

No Bilesikler RT* Ana Parcalanma Iyon  Almin Kék Alda Kok
iyon iyonlari modu  (ng/g) (na/g)
(m/2)

1 Kinik asit 3.0 1908 93.0 Neg 1.022 0.359

2 Fumarik asit 39 1152 409 Neg 0.13 -

3 Akotinik asit 40 1728 1290 Neg - -

4 Gallik asit 44 1688 79.0 Neg 0.217 0.09

5 Epigallokatesin 6.7 3048 2190 Neg - -

6 Protokatesik asit 6.8 1528 108.0 Neg 0.091 0.078

7 Katesin 74 2888 2031 Neg 65.806 50.433

8 Gentisik asit 83 1528 109.0 Neg 0.079 0.064

9 Klorojenik asit 84 353.0 850 Neg - -

10 Protokatesik aldehit 85 1372 920 Neg 0.039 0.037

11 Tannik asit 92 1828 780 Neg 0.238 0.074

12 Epigallokatesin gallat 9.4  457.0 305.1 Neg - -

13 Sinarin 98 5150 1910 Neg - -

14 4-OH Benzoik asit 105 1372 650 Neg - -

15 Epikatesin 116 289.0 203.0 Neg - -

16 Vanilik asit 118 166.8 108.0 Neg - -

17 Kafeik asit 121 179.0 1340 Neg  0.03 0.029

18 Siringik asit 126 1968 166.9 Neg - -

19 Vanilin 139 1531 125.0 Poz - -

20 Siringik aldehit 146 1810 1511 Neg - -

21 Daidzin 152 4171 199.0 Poz - -

22 Epikatesin gallat 155 4410 289.0 Neg - -

23 Piseid 172 391.0 135/106.9 Poz 0.028 0.047

24 p-Kumarik asit 178 163.0 930 Neg 0.056 0.049

25 Ferulik asit 18.8 1928 149.0 Neg - -

26 Sinapik asit 189 2228 193.0 Neg - -

27 Kumarin 209 1469 103.1 Poz - -

28 Salisilik asit 218 137.2 65.0 Neg - -

29 Sinarozit 23.7 4470 284.0 Neg 0.033 0.073

30 Mikuelianin 241 477.0 1509 Neg 0.566 0.361

31 Rutin 256 6089 301.0 Neg - -

32 Izokersitrin 256 4630 271.0 Neg  0.06 0.135

33 Hesperidin 258 6112 4490 Poz - -

34 o-Kumarik asit 261 1628 930 Neg - -

35 Genistin 26.3 431.0 239.0 Neg - -

36 Rozmarinik asit 266 359.0 1970 Neg - -

37 Ellajik asit 276 301.0 284.0 Neg 6.725 2.799

38 Kosmosiin 282 431.0 269.0 Neg - 0.01

39 Kersitrin 29.8 4470 3010 Neg - -

40 Astragalin 304 447.0 2550 Neg - 0.028

41 Nicotiflorin 30.6 5929 255.0/284.0 Neg - -
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Tablo 12. Devam

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Fisetin
Daidzein
Kersetin
Naringenin
Hesperetin
Luteolin
Genistein
Kempferol
Apigenin

Amentoflavon

Krisin
Akasetin

30.6
34.0
35.7
35.9
36.7
36.7
36.9
37.9
38.2
39.7
40.5
40.7

285.0
253.0
301.0
270.9
301.0
284.8
269.0
285.0
268.8
537.0
252.8
283.0

163.0
223.0
272.9
119.0
136.0/286.0
151.0/175.0
135.0
239.0
151.0/149.0
417.0
145.0/119.0
239.0

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

*RT: Retention time (Alikonma zamani)
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5. TARTISMA ve SONUC

Alchemilla L. cinsi Dunya’da kuzey yarim kirede yayilim gdstermektedir ve
yaklasik bin tur ile temsil edilmektedir (63). Ulkemizde Alchemilla cinsinin ¢ogunlugu

Karadeniz bolgesinde yayilim gosteren 82 tir ile listelenmistir (3).

Alchemilla turleri Anadolu’da aslan pencesi ve findik otu isimleri ile bilinirler.
Dogu Karadeniz bolgesinde bitkinin cesitli turleri dekoksiyonu halinde dahilen karaciger
iltihaplanmasi, mide agrisi, bronsit, nefes darhigi, bogaz enfeksiyonu, romatizma, kadin
hastaliklarinin ve adet bozukluklarinin tedavisinde; haricen ezilerek lapa halinde yara ve
kesik tedavisinde kullaniimaktadir (3). Bitki Avrupa’da “Lady’s mantle” ismi ile
bilinmektedir ve halk arasinda tibbi etkiler igin kullanilmaktadir. Bitkinin toprak Ustu
kisimlarindan hazirlanan infizyon velveya etanol ekstresinin diyare, gastrointestinal
rahatsizliklar ve dismenore tedavisinde kullanim: ESCOP (European Scientific
Cooperative on Phytotherapy) monograflarinda ve Avrupa Farmakopesinde kayitlidir ve
cogunlukla A. vulgaris tirt kullanilmaktadir (8).

Bitkiden hazirlanan ekstrelerin genel olarak antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflamatuar, noroprotektif etki gosterebildigi ve bu etkilerden sorumlu ana kimyasal
bilesenlerin tanenler, fenolik asitler ve flavonoitler oldugu bilimsel ¢alismalar ile ortaya
konmustur (63).

Dokunun butlnliginin bozulmasina ve dokunun isleyisinin bozulmasina yara
denir. Yara iyilesme sureci hemostaz ve inflamasyon, koagtilasyon, granilasyon dokusu
olusumu, reepitelizasyon ve hiicre dis1 matrisin (ECM) yeniden sekillenmesi gibi fizyolojik
olaylar1 icermektedir (65). Ayrica hiicre dist matrisin buyume faktéri aktivasyonu ile
baglantili olarak hiicresel slrecler icin 6nemli sinyalleri donustirme yetenegi ile yara
iyilesme surecinde aktif bir rol oynadigi bulunmustur. Dermisteki hiicre dist matris
molekdlleri kolajen, elastin, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardan olusmaktadir.
Kolajen, yara iyilesme sirecinin tim asamalarinda rol oynarken elastin deriye ve diger
dokulara esneklik kazandirmaktadir. Kollajenaz enziminin inhibisyonu ile dokunun
yeniden yapilanmasi, yaranin iyilesmesi ve dokularin normal isleyisine kavusma surecine
katki saglanabilmektedir (18). Elastaz enziminin aktivasyonu ile elastinin heliks yapisinin
bozulmasi, cildin elastik formunun deformasyonu ve cilt sarkmasina ilerleyen sirec
meydana gelmektedir. Elastaz inhibisyonu ile cildin yaslanmasinin 6nline gecilmesi ve

stirecin tersine dondurulmesi amaglanmaktadir (19). Ayrica yaralanan dokuda reaktif
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oksijen 0rin olusumu artmakta ve yara iyilesme sirecini olumsuz etkilemektedir. Bu
nedenle antioksidan etkili bilesiklerin yara iyilesme sturecinde kullanilmasi 6énemli hale
gelmektedir (65). COX-1, ¢ogu hicrede yaygin olarak bulunurken, COX-2 fibroblast,
makrofaj ve diger bagisiklik hucrelerinde bulunan ve inflamasyon yanit icin Uretimi
indUklenir. Pek cok inhibitdr molekdl inflamasyonun sitotoksik etkilerini kontrol etmek
Uzere COX-2 uzerine etki etmeyi hedeflemektedir. COX-1 inhibitorleri gastrointestinal
mukozaya zararli etki yaparken, COX-2'nin glvenli oldugu bulunmustur. COX
inhibitorleri, postoperatif prosedirden sonra rutin olarak inflamasyonu gecici olarak
hafifletmek ve yara kapanmasini saglamak igin kullanilir (66). Yara iyilesme sirecinde iz
olusumunda inflamasyonun etkisi blyiktir. inflamasyon yanitin azaltilmasi, COX-2
inhibisyonu hedeflenerek iz olusumunu sinirlamak ve izsiz yara iyilesmesine etkili olmak
mimkunddr (21). Bitkiler icerdikleri aktif sekonder metabolitler ile antioksidan,
antiinflamatuvar, antimikrobiyal, hiicre stimule edici 6zellikler gibi biyolojik etkinlikler
gostererek yara iyilesmesini hizlandirabilirler. Alchemilla tirlerinin yaralarda ve
enfeksiydz durumlarda geleneksel olarak kullanimina dayanarak yara ile iliskili olabilecek

bilimsel calismalar tasarlanmaktadir (17).

Yapilan bu calismada Anadolu’da Karadeniz bdlgesinde dogal olarak yetisen A.
daghestanica ve A. minusculiflora turlerinin toprak alti ve toprak uUstli ekstrelerinin
antioksidan, antiinflamatuar  etkinliklerinin incelenmesi, cilt Uzerine kullanim
potansiyelinin degerlendirilmesi ve etkiden sorumlu olabilecek fitokimyasal igeriginin
ortaya konmasi amaclanmistir. Bu bolimde elde edilen bulgularin literatlr ile

karsilastirmal sekilde incelenmistir.

Calismada A. daghestanica tlrinden iki adet (Alda kok, Alda herba); A.
minusculiflora tdrinden iki adet (Almin kok, Almin herba) ekstre hazirlanmistir.
Ekstrelerin total fenolik ve total flavonoit madde miktar1 tayinleri spektrofotometrik
yontemler ile yapilmistir. ki bitki icin de kok ekstreleri fenolik bilesikler bakimindan daha
zengin bulunmustur. Alda kok 144.32 + 7.46 mg GAE/g kuru agirlik ve Almin kok 188.30
+ 2.68 mg GAE/g kuru agirlik miktarinca fenolik madde igerdikleri tespit edilmistir (Tablo
4). Toplam flavonoit miktar tayini analizlerinde Alda kdk ve Almin kok ekstrelerinde
deger hesaplanamamis; Alda herba ekstresi icin 156.18 + 2.82 mg KE/g kuru agirlik ve
Almin herba icin 160.42 + 9.25 mg KE/g kuru agirhk bulunmustur (Tablo 5). DPPH
yontemi ile ekstrelerin antioksidan kapasiteleri ortaya konmustur. Tablo 6’da gosterildigi
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gibi 200 pg/mL dozda standart olarak kullanilan gallik asit % 91.98 + 0.15, Alda kok
ekstresi % 91.58 + 0.19 ve Almin kok ekstresi % 91.58 + 0.15 radikal stpdrici etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Bitkilerde kok ekstrelerinin daha kuvvetli antioksidan
kapasiteye sahip olduklar: goriilmektedir. Fenol ve flavonoit grubu bilesiklerin antioksidan
kapasitelerinin yuksek oldugu bilinmektedir (67). A. mollis Uzerinde yapilan bir tez
calismasinda bitkinin toprak Ustt kisimlarindan cesitli polaritelerde ekstreler hazirlanmis
ve total fenol ve total flavonoit miktar tayini yapilmistir. su, % 70 metanol, butanol,
metanol, etil asetat ve hekzan ekstrelerinin hazirlandigi ¢alismada total fenol miktar: en
fazla olan ekstre su ekstresi (172.60 = 1.26 mg GAE/g ekstre) ve total flavonoit miktar:
(50.63 £ 0.59 mg RE (rutin)/ g ekstre) ve DPPH radikal stpurucu etkisi (1Csy 0.21 mg/mL)
en yiksek olan ekstre ise metanol ekstresi olarak tespit edilmistir (17,25) A. vulgaris tur(
Uzerinde yaptiklar: bir calismada bitkinin kok (AVA) ve toprak tsti (AVR) kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinin total fenolik ve total flavonoit miktar tayinleri,
antioksidan kapasiteleri (DPPH, ABTS ve hidroksil radikal stpdriici yontemler ile) test
edilmistir. AVA ekstresinin total fenolik icerik miktar1 (558.19 + 4.83 mg GAE/g kuru
ekstre) AVR ekstresinin ise total flavonoit miktar: (19.80 + 0.35 mg Rutin/g) daha ylksek
bulunmustur. Antioksidan aktivite ¢alismalarinda ise AVA daha aktif bulunmustur. DPPH
icin AVA 596 £+ 0.21 pg/mL, AVR 11.86+0.56 pg/mL ICsq degere sahip oldugu
gosterilmistir (24). Sapko ve ekibinin (2016) yaptigi ¢alismada ise A. vulgaris kok ve
toprak Usti kisimlarindan hazirlanan % 70 etanol ekstrelerinin total fenolik ve total
flavonoit miktar tayinleri analiz edilmis; kok ekstresinde total fenolik miktar: yuksek (80.2
+ 3.54 mg/g kuru ekstre), toprak usti ekstresinde ise total flavonoit miktarinin (28.26 +
2.21 mg/g kuru ekstre) diger ekstreye gore daha fazla yuksek oldugu tespit edilmistir. A.
vulgaris kok etilasetat ekstresinin (ICso 0.06 + 0.01 pg/mL) DPPH sipdrici aktivitesi
toprak Ustl etil asetat ekstresinden (ICso 0.08 = 0.01 pg/mL) daha yiksek oldugu
gosterilmistir (68). Shilpee ve arkadaslari (2021) A. vulgaris tdrunin toprak Usti
kistmlarindan hazirladiklar: etil asetat ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik icerik
miktarlarini incelemis ve sirasiyla 547.333 ve 386.86 ug GAE/mL ekstre olarak; total
flavonoit miktarlar1 ise 153.33 ve 275.00 pg rutin ekivalan/mL esktre olarak
saptamiglardir. Ekstrelerin antioksidan kapasiteleri DPPH yontemi ile analiz edilmis ve etil
asetat ekstresi 1Csy 66.71 mg/mL, metanol ekstresi 1Csy 23.47 mg/mL olarak rapor
edilmistir (69). Uzunkaya ve ekibi (2024) A. pseudocartalinica turiinin kokleri ve toprak

usti  kisimlarindan hazirlanan gesitli - polaritelerdeki ekstreler Uzerinde yaptiklart
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calismalarda kok n-butanol alt ekstresinin total fenolik miktarinin (688.92 + 23.04 mg
GAE/g kuru ekstre) daha yiksek oldugunu, toprak Ustu diklorometan alt ekstresinin ise
daha ylksek miktarda total flavonoit icerdigini (135.01 £ 7.28 mg Kersetin/g kuru ekstre);
kok n-butanol ise DPPH radikal slpuricu aktivitesinin diger ekstrelerden daha fazla
oldugunu raporlamistir (1Csq 8.25 + 1.32 pug/mL) (64).

Alda kok, Alda herba, Almin kdk ve Almin herba ekstrelerinin antiinflamatuar
aktivitelerini belirlemek amaciyla COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyonlar: incelenmistir.
Iki bitki turi icin de tim ekstreler 200 pg/mL konsantrasyonda standart olarak kullanilan
diklofenaktan daha yuksek inhibisyon aktivitesi gostermis; en kuvvetli inhibisyon kok
ekstrelerinde saptanmistir. 200 pg/mL konsantrasyonda pozitif standart diklofenak COX-1
enzimini % 60.00 £ 0.91, Alda kok % 85.79 £ 2.58, Almin kok % 83.99 + 0.53 oraninda
inhibe etmistir. Benzer sekilde 200 pg/mL konsantrasyonda diklofenak COX-2 enzimini
% 73.87 + 1.93, Alda kok % 91.89 + 1.27 ve Almin kok % 91.82 + 0.56 oraninda inhibe
etmistir. Boroja ve arkadaslar1 (2018) A. vulgaris kok ve toprak st metanol ekstrelerinin
antiinflamatuar etkilerini COX enzimleri zerinde 50 pg/mL konsantrasyonda test etmis;
iki ekstrenin de COX-1 enzimini % 44 oraninda indometasinden (% 49.63) daha zayif
sekilde inhibe ettigi; COX-2 enzimini ise toprak ustli metanol ekstresinin (% 63.56) pozitif
standart NS-398’den (% 40.72) daha gugll inhibe ettigi raporlanmistir (24). A. vulgaris
kok ve toprak Ustli kistmlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin yiksek fenolik igerige
sahip oldugu, antioksidan ve antimikrobiyal etkinliklerinin yaninda COX-1 ve COX-2
Uzerinde inhibisyon etki gosterdikleri gosterilmistir (17). A. vulgaris % 70 etanol
ekstresinin LPS ile indiuklenmis modelde IL-8 salintmint azalttigi, TLR2 ve TLR4 sinyal
yolaklart Gzerinden inhibisyon etki gosterdigi, bunlarin yaninda NF-kB p65

translokasyonuna etki etmedigi gosterilmistir (47).

Alda kok, Alda herba, Almin kék ve Almin herba ekstrelerinin cilt Gizerine etkileri
icin in vitro sistemlerde elastaz ve kollajenaz enzimlerini inhibe etme potansiyelleri
arastirnnlmistir. Epigallokatesin gallatin pozitif standart olarak kullanildig: ¢alismalarda
ekstreler 10, 50 ve 200 pg/mL konsantrasyonda test edilmis ve higbir ekstrede kollajenaz
enzim inhibisyonu saptanamamistir. Bunun yaninda elastaz enzimi Uzerinde inhibisyon
g6zlemlenmistir. Alda ekstreleri arasinda en yuksek inhibisyonu Alda herba (ICsq 72.22
pg/mL), Almin ekstreleri arasinda en yiksek inhibisyonu Almin kok (1Csq 40.35 pg/mL)
gostermis ve epigallokatesin gallattan (ICsg 9.35 pg/mL) daha zayif etkinlik
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gostermislerdir.

A. mollis ve A. persica tirlerinin kok ve toprak Usti kisimlarindan hazirlanan
metanol: su (80:20) ekstrelerinin biyolojik etkinlikleri; in vivo hayvan deneyi ile lineer
insizyon ve sirkular eksizyon yara modellerinde, in vitro Whittle metodu ile
antiinflamatuar modelinde test edilmis ve toprak ustli ekstrelerinin kuvvetli etkinlik
gosterdigi saptanmistir (22).

Kurtul (2022) ve ekibi de ayni bitkilerden hazirladiklar: ekstreler Gizerinde cesitli
biyolojik aktivite ve izolasyon ¢alismas: yuriitmis; insan kirmizi kan hicreleri Uzerinde
antiinflamatuar etkinligi en yiiksek olan ekstrenin A. mollis toprak Ustu ekstresi oldugu
tespit edilmistir (ICso 1.22 £ 0.07 mg/mL). Etkiden sorumlu olabilecek molekullerin
izolasyonu yapilmis, ellajik asit ve mikuelianin izole edilmistir. Mikuelianin (ICsy 1.23 £
0,02 mg/mL) ekstreye benzer antiinflamatuar etki gosterirken ellajik asit ¢cok daha ylksek
etki gostermistir (ICso 0.57 £ 0,01 mg/mL) (9). A. vulgaris tir tzerinde yapilan bir
biyolojik aktivite yodnlendirmeli izolasyon calismasinda; kollajenaz inhibisyonundan
tanenlerin degil flavonoit grubu bilesiklerin sorumlu oldugu, en etkili bulunan bilesigin
kersetin-3-O-B-glukuronit (mikuelianin) oldugu ve FDA tarafindan kollajenaz inhibitori
olarak onayh olan doksisiklinden daha kuvvetli etki gosterdigi raporlanmigtir (70). A.
vulgaris tlrinden hazirlanan cesitli polaritedeki ekstreler yara iyilesmesi (zerine etkisi
L929 fibroblast hticrelerinde in vitro ve cilt bariyeri yenileme in vivo modellerde test
edilmis; en etkili ekstrenin etanol ekstresi oldugu ve icerigindeki major bilesiklerin ellajik
asit, izokersetin ve morin oldugu tespit edilmistir (42). Ayrica ellajik asidin kutandz lipid
peroksidasyonunu o6nleyebildigi, UV-B isinlarinin neden oldugu kolajen yikimini ve
inflamasyon tepkilerini onleyebildigi; kersetin glikozitinin ve ellajik asitin kolajen

uretimini iyilestirerek yara iyilesme hizint arttirabildigi gosterilmistir (17).

Yapilan tez calismasinda biyolojik aktivite ¢alismalarinda kok ekstrelerinde daha
umit vaad edici etkiler goraldtgi icin fitokimyasal icerik analizleri Alda kok ve Almin kok
esktreleri tzerinde gerceklestirilmistir. Fenolik ve flavonoit yapisindaki bilesiklerin tespit
edilmesi icin LC-MS/MS analizleri uygulanmistir. Alda kok ekstresinde tanen grubu
katesin (50.433 ug/g), ellajik asit (2.799 ng/g), gallik asit (0.09 ug/g), protokatesik asit
(0.078 ng/g), tannik asit (0.074 ug/g), bir fenolik asit olan kinik asit (0.359 ug/g) ve
flavonoit turevi olan mikuelianin (0.361 ug/g), izokersitrin (0.135 pg/g) ve sinarozit (0.073
ng/g) tespit edilmistir. Almin kok ekstresinde major olarak tanen turevi katesin (65.806
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ug/g), ellajik asit (6.725 pg/g), tannik asit (0.238 pg/g), gallik asit (0.217 ug/g); fenolik
asit yapisinda kinik asit (1.022 ng/g), flavonoit tiirevi olan mikuelianin (0.566 ng/g) ve
izokersitrin (0.06 pg/g) tespit edilmistir.

Etnobotanik ¢alismalarda Alchemilla turlerinin daha c¢ok toprak st kisimlarinin
kullanildigi, monograf ve farmakopelerde bitkinin toprak Ustu kisimlart konusunda
kullanimlarin derlendigi gortilmektedir (8,63). Bunun yaninda yapilan gesitli ¢alismalarda
Alchemilla kok ekstrelerinin fenolik icerikten; toprak wstl ekstrelerin ise flavonoit tirevi
bilesiklerce zengin oldugu gorulebilmektedir (64,9). A. pseudocartalinica koklerinin
fenolik bilesikler bakimindan toprak Ustl kisimlardan daha zengin oldugu Ozellikle
kuvvetli antioksidan etkisi ile 6ne ¢ikan katesin iceriklerinin ylksek oldugu gosterilmistir
(64,71,6). Kok ekstrelerinde major molekil olarak katesin ve turevlerine rastlanmaktadir.
Bu tip molekillerin yiksek antioksidan etkiye sahip oldugu ve cesitli biyolojik
aktivitelerden sorumlu olabildikleri pek ¢ok calismada gosterilmistir (13,71,72) A. vulgaris
kok ve toprak ustli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin ortopoks virtisiine kars: etkileri test
edilmis ve kok ekstrelerinin toprak st ekstresinden daha aktif; katesin icerigi yliksek olan
kok ekstresinin de diger kok ekstresinden daha aktif oldugu raporlanmistir (71). A. mollis
kok ve toprak Usti metanol ekstrelerinin 100 ve 200 mg/kg dozda karacigerde karbon
tetraklorir ile olusturulmus hasar modelinde hiicresel hasar1 onarabildigi, ALT
seviyelerinde dusme saglayabildigi, kok esktrelerinin toprak Ustu ekstrelerden daha etkili

oldugu ve etkiden fenolik bilesiklerin ve flavonoitlerin sorumlu olabilecegi bildirilmistir
(6).

Bu calisma ile ilk defa A. daghestanica ve A. minusculifolia turlerinin fitokimyasal
icerikleri incelenmis ve biyolojik etkinlikleri degerlendirilmistir. Elde edilen veriler
literatdr ile paralellik gostermekte ve tlkemiz florasinda yetisen 80’in tzerinde Alchemilla
tirindn tibbi bitki olarak ve ilag hammaddesi eldesinde degerlendirilmesi igin Gmit

vadedici veriler sunmaktadir.
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