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ONSOZ

Alchemilla cinsi diinyada 1000'in ftzerinde; tiilkemizde ise 74 tiirle temsil
edilmektedir. Ancak iilkemizde yetisen tiirlerle ilgili yurti¢i ¢calisma sayisi olduk¢a
azdir. Bu tez galismasinda tilkemizde yetisen Alchemilla mollis ve Alchemilla persica
tirleri tizerinde fitokimyasal c¢alismalar, farmakope analizleri ve antimikrobiyal
aktivite ¢alismalar1 yapilarak, Alchemilla cinsinin Tirkiye'de yetisen tiirleri tizerine

dikkat ¢cekmek ve bilime katki saglamak amag¢lanmuistir.

Calismalarim esnasinda benden hicbir sekilde bilgisini, tecriibesini, emegini ve
samimiyetini esirgemeyen; beni yonlendiren; destegini, sabrin1 ve hosgoriisiinii her
zaman hissettigim; birlikte calismaktan onur ve mutluluk duydugum; Sayin ve
sevgili danigsman hocam Dog¢. Dr. Ozlem BAHADIR ACIKARA'ya en icten

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢aligmamin yiiriitilmesinde gerekli olanaklar1 saglayan Farmakognozi Anabilim
Dal1 Baskan1 Sayim hocam Prof. Dr. Giilgin SALTAN ISCAN'a, calismalarimda bana
her tiirlii yardim1 saglayan ve bilgi ve birikimlerinden faydalandigim Farmakognozi
Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi hocalarima ve benden destegini esirgemeyen arastirma

gorevlisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Caligmalarimda Merkez Laboratuvarmi kullanmama olanak saglayan Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekan1 Saym Prof. Dr. Giilbin OZCELIKAY'a

tesekkiirlerimi sunarim.

Bitkisel materyalin toplanmasinda yardimlarini gérdiigiim Saym Yrd. Dog. Dr.
Mehmet TEKiN'e tesekkiir ederim.
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Hakan GOKER'e tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Alchemilla L. Rosacea familyasina ait, tiir agisindan olduk¢a zengin cinslerden
biridir. Bu tiirler Avrasya'da yetismekle birlikte Avrupa, Dogu Afrika, Kuzey
Amerika ve Avustralya'da yayilis gostermektedir (Davis, 1982). Giiniimiizde Avrupa
ve Akdeniz bolgesinde yaklasik 541 tiirii oldugu diisiiniilmektedir. Tirkiye'de 74
adet Alchemilla tiiri kayithidir ve yetisen tiirler gogunlukla Kuzey ve Dogu Anadolu
Bolgesi'nde yayilis gostermektedir (Aymerich ve Saez, 2015; Davis, 1982;
Hayirlioglu ve Beyazoglu; 1997; Kaya ve ark., 2012; Ozhatay ve Kiiltiir, 2006,
Ozhatay ve ark., 2011).

Alchemillacinsi i¢inde en ¢ok dikkat ¢eken tiir Alchemilla vulgaris L.'tir. Avrupa’da
Lady's mantle, Bear's foot, Lions's foot gibi isimlerle bilinmekte ve halk arasinda
dahilen menopoz sikayetlerinin giderilmesinde, dismenore ve menoraji gibi
jinekolojik  problemlerde,  menstriial  agrilarda,  gastrointestinal  sistem
rahatsizliklarinda, iltihabi rahatsizliklarda ve kilo kontroliinde, gargara olarak ise
agiz ve bogaz iltihaplarinda kullanlmaktadir. Yaralarda, ekzema ve kizariklik gibi
cilt problemlerinde ise haricen kullanilmaktadir (PDR for Herbal Medicines, 2000;
Said ve ark., 2012; Tasic, 2012). Avrupa Farmakopesi'nde kayithdir. Almanya'da
Saglik Bakanligi biinyesinde bulunan Komisyon E tarafindan spesifik olmayan
diyarede bitkinin kullanimi onaylanmistir (Komisyon E, 1986). ESCOP
monograflarinda ise spesifik olmayan diyarede, gastrointestinal sikayetlerde ve
dismenorede kullanimi klinik caligmalar ve uzun siireli kullanimina dayanilarak

onaylanmistir (ESCOP Monographs, 2013).

UlkemizdeA.vulgaris yetismemektedir.Alchemilla tiirleri halk arasinda findik otu
veya aslan pengesi gibi isimlerle bilinmekte veyapilan etnobotanik caligmalarda
genel olarak toprak iisti kisimlar yara iyi edici (Sarag ve ark., 2013; Kaval ve ark.,
2014; Giizel ve ark., 2015; Miikemre ve ark., 2015), sakinlestirici (Sara¢ ve ark.,
2013), antidiyareik, tonik ve diiiretik olarak (Baytop, 1999; Altundag ve Oztiirk,
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2011; Akbulut ve Bayramoglu, 2013), menstiirasyon diizensizliklerinde (Polat ve
ark., 2011), jinekolojik problemlerde (Sagiroglu ve ark., 2012; Kalankan ve ark.,
2015), karaciger enflamasyonunda, solunum giigliiglinde (Sagiroglu ve ark., 2012),
astim, bronsit tedavisinde ve Oksiiriik kesici olarak (Polat ve ark., 2015), diyabet,
bobrek, barsak ve mide hastaliklarinda (Akbulut ve Ozkan, 2014; Akbulut ve
Bayramoglu, 2014), antienflamatuar olarak ve deri hastaliklarinda (Kaval ve ark.,
2014) kullanilmaktadir.

Alchemilla tiirleri tizerinde yapilan biyoaktivite ¢alismalar1 bitkilerin anjiyoprotektif,
antikanserojenik, antioksidan, yara iyi edici, antimikrobiyal, antiviral aktiviteye sahip
olduklarimi gostermektedir (Condrat ve ark., 2009; Kiipeli ve ark., 2015).

Alchemilla tiirlerinin drog olarak kullanilan toprak {stii kisimlari fitokimyasal
bilesikler acisindan zengin bir icerige sahiptir. Yapilan fitokimyasal g¢aligmalar
Alchemilla tiirlerinin tanen, flavonozit, proantosiyanidin, triterpen ve fenolik
bilesikleri igerdigini gostermektedir (Condrat ve ark., 2009; Makau ve ark., 2013;
Ergene ve ark., 2014; Kiipeli ve ark., 2015).

Bu tez caligmasinda iilkemizde yaygin olarak 6zellikle Karadeniz Boélgesi ile Sivas,
Yozgat civarinda yetisen Alchemilla mollis (Buser) Rothm. ve Dogu Anadolu'da
yayilis gosteren Alchemilla persica Rothm. tiirlerinin kimyasal igeriklerinin
arastirtlarak, bu tiirlerin Avrupa Farmakopesi'nde kayitli olan A.vulgaris yerine
kullanilabilirliginin  degerlendirilmesi amaglanmistir. A.mollis igeren "Herba
Alchemilla" olarak bilinen ticari preparat Avrupa'da geleneksel tedavide anstrenjan,
diiiretik, antispazmodik olarak ve siddetli menstrilasyon ile yara tedavisinde
kullanilmaktadir (Makau ve ark., 2013). Ulkemizde de Alchemilla tiirleri halk
arasinda benzer amaglarla kullanilmaktadir. Duckstein ve ark., (2013) tarafindan
yapilan fitokimyasal calismada A.mollis ve A.vulgaris tiirlerinin toprak isti

kisimlarinin kimyasal iceriklerinin olduk¢a benzer oldugu da ortaya konmustur.
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1.1. Botanik Ozellikler

1.1.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Alchemilla L. cinsinin sistematik siniflandirmasi:

Alem : Plantae (Bitkiler)

Bolim . Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler, Cicekli Bitkiler)
Alt Bolim  : Angiospermae (Kapali Tohumlu Bitkiler)

Sinif : Dicotyledones (ki ¢enekliler)

Alt Sif : Dialypetalae (Ayripetalliler)

Takim : Rosales

Familya : Rosaceae

Alt Familya : Rosoideae
Cins : Alchemilla L.
(Davis, 1982; Tanker ve ark., 2014)

1.1.2. Rosaceae (Giilgiller) Familyasimin Botanik Ozellikleri

Bu familyanin bitkilerine diinyanin her yerinde yaygin olarak rastlanmakla birlikte,
Kuzey Yarikiirede yetisenler daha fazla gelismistir. Cogunlukla ¢ok yilliktirlar, tek
yillik olanlara da rastlanir. Otsu veya odunsu yapida,bazen de dallanmis olarak
bulunurlar. Yapraklari alternan dizilisli, ¢ogunlukla stipulalidir. Basit veya bilesik
yaprak seklinde olabilir. Yaprak kenarlar1 genellikle dislidir. Cigek durumu agaglarda
ve ¢alilarda ¢ogunlukla mahmuz seklinde siirgiin verir. Cigekler hermafrodit veya tek
eseyli, aktinomorf, epigin veya perigin ve 4-5 sepallidir, genellikle hipantiyum
bulunur. Petaller 4-5 tane ve bagimsizdir. Stamenler petal sayisi kadar veya daha
fazladir. Ovaryum tist veya alt durumlu olabilir. Karpeller sadece alt durumlu

ovaryuma sahip cinslerde birlesik olarak bulunur. Meyveler yas veya kuru, ¢igek
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tablast veya hipantiyum {iizerinde, aken tipi, drupa ve ¢ekirdeklidir. Tohumlar
endosperma tasimaz. Besin maddesi kotiledonda toplanmistir. Yeryiiziinde 115
kadar cins, 3200 tiir; Anadolu'da 35 kadar cins ve 250 tiirii yetisir. Meyveleri (elma,
armut, cilek, erik, kiraz, kayis1) nedeniyle ekonomik degeri yiiksektir (Davis, 1982;
Tanker ve ark., 2014).

1.1.3. Alchemilla L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Alchemilla tiirleri ¢ogunlukla Avrasya'da yayilis gosterir ancak Avrupa, Dogu
Afrika, Kuzey Amerika ve Avustralya'da da yetismektedir. Tiirkiye'de yetisen tiirler
cogunlukla Kuzey Anadolu Bolgesi'nde yayilis gostermekle birlikte Kirim, Kafkasya
ve Iran'da da bu tiirlere rastlanmaktadir. Cok yillik bitkilerdir. Odunsu rizomlara
sahiptirler. Yapraklari1 palmat veya lobludur. Sezon sonu biiyiimesinde veya kesilme,
otlatilma sonrasindaki biiyiimede yaprak sekli ve tiiylenme farklilik gosterebilir. Bu
nedenle teshis sirasinda yaprak i¢in olgun, taban yapraklari, siniis i¢in ise iki taban
lobu arasindaki a¢1 veya bosluk degerlendirilir. 4-5 cicek birlesik salkim seklinde
gozlenir. Hipantiyum urseolattir. Epikaliks vardir, stamenler 4-5 tanedir. Meyve tek,
aken, tamamen veya kismen ince, kuru hipantiyumla kapanmistir. Avrupa'da yetisen
tirlerin bir ¢ogu eseysiz iireme ile gogalir. Polenler biiyiikk olgiide gelismemistir

(Davis, 1982; Sepp ve Paal, 1998).

1.1.4. Alchemilla mollis ve Alchemilla persica Tiirlerinin Tayin Anahtar:
Tiirkiye’de yetisen Alchemilla cinsi“Flora of Turkey and The East Aegean Islands
Cilt 4" 'te morfolojik 6zelliklerine gére A,B,C,D ve E olmak iizere bes grup altinda

toplanmistir. Gruplar ile C grubunda yer alan A.mollis ve A.persica igin tayin

anahtarlar1 asagida verilmistir(Davis, 1982).
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1. Yapraklar tabandan veya tabana yakin pargali (Subsect. Chirophyllum)

A GRUBU

1. Yapraklar loblu
2. Sepaller hipantiyumdan uzun; dis kaliks loblar1 sepallerle ayn1 veya daha uzun;

aken tipi meyvesi hipantiyumdan uzun (Subsect. Calicanthum)

B GRUBU
3. Dallar ve yaprak saplar1 tiiylii

C GRUBU
3. Dallar ve yaprak saplar tiiysiiz veya yatik tiiylii
4. Hipantiyum kismen tiiylii

D GRUBU
4. Hipantiyum tiiysiiz

E GRUBU

C GRUBU

1. Tiim ¢igek saplar1 yogun sekilde tiiylii
2. Sepal ve epikaliks loblart tiiysiiz
3. Kokler, yaprak saplari ve ¢icek saplari dik-yayik tiiylerle kapli;
yaprak loblar1 5-8 esit hemen hemen esit disler
3. Kokler, yaprak saplar1 ve ¢igek saplar1 yayik tiiylerle kapli; yaprak
loblar1 7-11 esit olmayan disli
2. Sepal ve epikaliks loblar1 seyrek kirpikli
4. Glomeruller yogun, uzun, 3 katina kadar uzunlukta;
yapraklar genis bosluklu
4. Glomeruller gevsek, kisa; yapraklar dar veya kapali
bosluklu
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1. Tiim ¢igek saplar tiiysiiz veya bazilarinin sadece proksimal kismi seyrek tiiylii
5. Biitiin yapraklarin iki yiizli de yogun tiiyli
6. Yaprak loblar1 1/7-1/4
7. Cigekler 3.5-5 mm genisliginde (bazen daha genis); biitiin
cicek saplari tiiysiiz
8. Kokler neredeyse tamamen tiiylii (en az
uzunlugunun 5/6's1 kadar); yapraklar dar veya kapali
bosluklu
9. Yaprak loblar1 trunkat degil, yariklar yok; 6-
10 disli

29. mollis

5. Yapraklarin en azindan iist yiizi tiiysiiz veya seyrek tiiyli
10. Hipantiyum kismen tiiylii
11. En azindan baz1 yapraklarin {ist yiizii tiiylii
12. Yaprak loblar kavisli, yuvarlaga yakin veya yari-
eliptik
13. Kokler neredeyse tamamen tiiylii; yaprak
loblar1 yariksiz

35. persica

1.1.5. Alchemilla mollis (Buser) Rothm. Tiiriiniin Botanik Ozellikleri

Govde 25-80 cm, giir, sert, dik olarak yiikselmis, tliyleri yayik, yaprak sap1 da dahil
boylu boyunca tiiylii. Yapraklar dairemsi veya dairemsi-bobrek seklinde, 13x15,5
cm'ye kadar, dar veya kapali a¢il, iki yiizii de yogun tiiylii, 9-11 loblu, loblar 1/7-4-
13, yay seklinde veya yar1 dairemsi, yuvarlak ama tepesi diiz degil, digsiz yarik yok.
Govde yapraklar biiyiik, ¢iceklenme genis, ¢icek kiimeleri yakinlagmas, ¢igek saplari
tiystiz. Cigekler (3-)3,5-5(-6) mm genisliginde, hipantiyum yayik tiylii, dis kaliks
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loblar1 ovat veya ovat-lanseolat, genellikle bir kiig¢iik disli, ¢ogunlukla oval

sepallerden uzun. Ayn1 zamanda sivri ve genellikle tliysiiz (Davis, 1982).

Yetisme yerleri: Kuzey Anadolu. Bursa: Uludag, Bolu: Aladag; Kartalkaya tepesi
1600-2000m; Kastamonu: Ilgaz 1350-2100 m; Cankir1: 1450 m; Sinop: Cangal Dagi,
Ayancik'in yukarisi, 900 m; Amasya: Ak Dag, 1400-1800 m; Giimiishane: Tempede;
Sivas: Ak Dag'in kuzeyi, 1400 m. Romanya, Gliney Rusya, Kafkasya, Giircistan,
Sovyet Ermenistan, Kuzey Iran (Davis, 1982).

1.1.6. Alchemilla persica Rothm. Tiiriiniin Botanik Ozellikleri

Govde yesil veya sarimsi-yesil, 30-70(-100) cm, giir, dik olarak yiikselmis, yayik
tiiylii, yukarilarda daha seyrek. Yapraklar genis, sert, bobrek seklinde veya dairemsi-
bobrek seklinde, kivrimli, oldukga genis agili, loblar (1/5-)1/4 - belli belirsiz yarikli
veya yarik yok; 9-11 loblu, parabolik, disler 6-9(-12), esitimsi, meyilli liggenimsi,
akutumsu, birbirine yaklasmis, tepe yanlardan biraz kiigiik. Yapraklarin iki yiizi
seyrekten yoguna kadar tiyli, genellikle alt yilizii yogun; nadiren bazi yapraklar
tiystiz. Cigek kiimesi gevsek; cicek saplari tiiysiiz. Cigekler 3,5-5,5(-6) mm
genisliginde; hipantiyum seyrek veya yogun yayik tiiylii (nadiren tiiysiiz); sepaller
ovat-licgenimsi, + akut, tliysiiz; dis kaliks loblar1 sepallerle ayni boyda veya
sepallerden biraz uzun, genellikle her ¢icek 1(-2) kiigiik disli (Davis, 1982).

Yetisme yerleri: Dogu Anadolu. Kars: Kagizman'n dogusundaki daglar, Akgay-
Cumagay yolunda 20.km, 2200 m; Bitlis: Meleto Dag1, 2750 m; Van: Pelli'nin 10 km
giineydogusu; Van: Hosap, Kepir Dagi, 2800 m; Hakkari: Cilo Dagi, Diz Deresinin
yukarisi, 2500 m. Kafkasya, Kuzey ve Kuzeydogu Iran, Kuzey Irak (Davis, 1982).
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1.2. Alchemilla L. Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar
1.2.1. Fitokimyasal Calismalar

1.2.1.1. Fenolik Asitler

Alchemilla jumrukczalica Pawl. ve A.vulgaris bitkisinin yapraklar1 sulu-metanol ile
ekstre edilmis ve ekstre GC-KS yontemiyle analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda
ekstrede; B-fenilpiriivik asit, salisilik asit, trans-sinnamik asit, vanilik asit, gentisik
asit, protokatesik asit, siringik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, sinapik asit hem bagh
hem de serbest formda; benzoik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit,
B-rezorsilik asit, mandelik asit, gallik asit, 3,4,5-trimetoksimandelik asit ise sadece
bagli formda tespit edilmistir (Sekil 1.1.) (Nikolova ve ark., 2012).

(o] OH
o,
A
on N N = i
oH oH S OH
OH
OH

OH

Klorojenik asit Kafeik asit

HO OH
OH

Gallik asit

Sekil 1.1. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi fenolik asitler
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Duckstein ve arkadaslari (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada A.mollis ve A.
vulgaris sapli yapraklarinin sulu-asetonlu ekstreleri hazirlanmis, her iki bitkinin de

klorojenik asit i¢erdigi LC-KS/KS yontemiyle tespit edilmistir.

1.2.1.2. Flavonoitler

D'Agostino ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada A.vulgaris L.'in
toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresi su ve biitanolle partitisyona tabi tutulmus
ve sefadeks kolona uygulanmistir. Kolondan metanolle eliisyon yapilarak birlestirilen
fraksiyonlardan yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) ile kersetin-3-O-3-
D-glukopiranozit, kersetin-3-O-B-D-rutinozit, kersetin-3-O-a-D-arabinofuranozit, 3-

O-kemferol-6"-O-0O-(p-kumaroil)-p-D-glukopiranozit izole edilmistir.

Alchemilla xanthochlora Rothm. bitkisinin ¢i¢ekli toprak iistii kisimlarindan kersetin
3-O-a-L-arabinopiranozit (gujaverin) bilesigi izole edilmistir (Sekil 1.2.) (Fraisse ve
ark, 2000).

A.mollis'in ¢igekli toprak Tstii kisimlart metanolle ekstre edilerek etanolle
partitisyona tabi tutulmustur. Elde edilen etanollii ekstre sefadeks kolona
uygulanarak cis- ve trans-tilirozit, rodioljin, hiperozit, izokersitrin, mikuelianin ve
sinokrazozit D2 bilesikleri izole edilmistir (Sekil 1.2.) (Trendafilova ve ark., 2011).

Alchemilla achtarowii Pawl. bitkisinin toprak {istii kisimlart metanol ile ekstre
edilmis, ¢oziicii ugurulduktan sonra elde edilen kuru ekstre petrol eteri, kloroform ve
etil asetat ile partitisyona tabi tutulmustur. Etil asetat fraksiyonusefadekskolona
uygulanarak flavonoit bilesikleri igeren fraksiyonlar elde edilmistir. Bu
fraksiyonlardan orta basingli sivi kromatografisi kullanilarak kemferol 3-O-p-p-(6"-
Z-p-kumaroil)-glukopiranozit (cis-tilirozit), kemferol 3-O-B-pb-(6"-Z-p-kumaroil)-
glukopiranozit (trans-tilirozit), kemferol 3-O-B-p-glukozit (trifolin), kemferol 3-O-
(4"-E-p-kumaroil)-robinobiozit (variabilozit G), kersetin 3-O-a-L-arabinopiranozit
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(qujaverin),  kersetin  3-O-B-galaktopiranozit  (hiperozit), kersetin  3-O-f-
glukopiranozit (izokersetin), kersetin 3-O-B-p-glukuronit (mikuelianin) bilesikleri
izole edilmistir (Sekil 1.2.) (Trendafilova ve ark., 2012).

OH O

HO
OH

Kersetin-3-O-B-D-rutinozit (Rutin)

OH

LOH

“oH

Kersetin-3-0-a-D-arabinofuranozit (Gujaverin)

Sekil 1.2. Alchemilla tiirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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OH

Hiperozit

zokersitrin

Sekil 1.2. Alchemilla tiirlerinden izole edilen baz1 flavonoitler

OH
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Sinokrazozit D2 Trifolin

Variabilozit G

Sekil 1.2. Alchemilla tiirlerinden izole edilen baz1 flavonoitler

Kaya ve arkadaslar1 (2012a, 2012b) tarafindan yapilan bir dizi YPSK ve ince tabaka
kromatografisi (ITK) analizi sonucunda; farkli Alchemilla tiirlerinde luteolin-8-C-
glikozit (orientin), apigenin-8-C-glikozit (viteksin), kersetin-3-O-rutinozit (rutin),
kersetin-3-O-galaktozit ~ (hiperozit), kersetin-3-O-glukopiranozit  (izokersetin),
kersetin-3-O-ramnozit (kersitrin) bilesikleri tespit edilmistir (Sekil 1.2., Sekil 1.3.)
(Cizelge 1.1.).
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Orientin Kersitrin

OH O
Viteksin

Sekil 1.3. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi flavonoitler

Cizelge 1.1.Alchemilla tiirlerinde YPSK analizi ile tespit edilen flavonozitler

Orientin | Viteksin | Rutin | Hiperozit | izokersetin | Kersitrin

A.procerrima Frohner + +

A.stricta Rothm. + + + +
A.armeniaca Rothm. + + +

A.ciminensis B.Pawl. + + + +

A.orduensis B.Pawl. + T+ T
A.ikizdereensis Kahl. + + + +

A.hirsutiflora (Buser) Rothm. | + + + +
A.erzincanensis B.Pawl. + +

A.orduensis B.Pawl. + + T
A.oriturcica B.Pawl. + + +

A.bursensis B.Pawl. + + + +

A.mollis ve A.persica Rothm. 'nin toprak istii kisimlarinin metanol-sulu ekstreleri
tizerinde YPSK ile hiperozit ve izokersetin miktar tayininin yapildig1 bir ¢aligmada;
LOD (Limit of detection-teshis sinir1) ve LOQ (Limit of quantification -tayin sinir1)
degerleri sirastyla hiperozit i¢in 3,16 £0,28 pg/ml ve 5,49+0,21 pg/ml; izokersetin
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icin 9,16£0,36 pg/ml ve 14,76+ 0,27 pg/ml olarak tespit edilmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda ise A.mollis'te hiperozit ve izorkersetin miktarlar1 sirasiyla
0,236+0,002 ve 0,622+0,003 mg/g; A.persica'da ise 0,223+0,001 ve 0,534+0,001
mg/g olarak bulunmustur (Kiipeli ve ark., 2015).

1.2.1.3. Tanenler

A. vulgaris’in tanen igeriginin Avrupa Farmakopesi ve ESCOP monograflarinda
pirogallol iizerinden hesaplanmak iizere en az % 6.0 olmasi gerektigi rapor edilmistir
(Avrupa Farmakopesi, 2007; ESCOP Monographs, 2013). Ozellikle elajitanenler (%
5-8); agrimonin (% 3.5-3.8), levigatin F ( % 0.9), pedunkulagin (%1.2)
bulunmaktadir (ESCOP Monographs, 2013; Wichtl, 2004). Ayrica monomerik ve
oligomerik elajitanenler; sanguin H-10, Kkastalagin/veskalagin, galloil bis
hekzahidroksidifenoil heksoz ve gallik asit varligi A. mollis ve A. vulgaris toprak
tstii kisimlarinda LC-KS/KS ile tespit edilmistir (Sekil 1.4.) (Duckstein ve ark.,
2012)

OH

OH
OH

Agrimoniin

Sekil 1.4. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi tanenler
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OH OH
OH
OH
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o) OH OH
OH OH
OH
(8}
0 0.
)
[0}
oH OH
OH
OH o] OH
OH
Sanguin
OH
O OH

Kastalagin Veskalagin

Sekil 1.4. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi tanenler
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Bitkisel droglarin tanen igeriklerinin YPSK-KS ve spektrofotometriyle tayin edildigi
fitokimyasal bir ¢alismada A.vulgaris'in sulu ekstresinde gallik asit, elajik asit ve
klorojenik asit saptanmuistir (Condrat ve ark., 2010; Moller ve ark., 2008).

1.2.1.4. Terpenik Bilesikler

1.2.1.4.1. Triterpenler

Bir ¢calismada A. faeroensis bitkisinin toprak istii kisimlar1 petrol eteri ve etanolle
ekstre edilmis, etanollii ekstre silikajel kolona uygulanarak diklorometan:metanol ve
metanol:su ¢Oziicii sistemleriyle eliisyon yapilmig, bitkiden ursolik asit, 2a-
hidroksiursolik asit, 2a,19a-dihidroksiursolik asit (tormentik asit), 2a,3a,19a-
trihidroksiurs-12-en-28-oik asit (6skophik asit) ve oleanolik asit izole edilmistir
(Sekil 1.5.) (Olafsdottir ve ark., 2001).

Ursolik asit Oleanolik asit

Tormentik asit Oskophik asit
Sekil 1.5. Alchemilla tiirlerinden izole edilen bazi triterpenler
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1.2.1.4.2. Ugucu Bilesikler

Aalpina L. em. Busermin toprak istii kisimlarinin ugucu yag bilesiminin
arastirtlmas1 amaciyla GK-FID (Gaz Kromatografisi-alev iyonizasyon dedektorii) ve
GK-KS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi) analizleri yapilmis ve bu
analizler sonucunda bitkinin ugucu yaginda major bilesenler olarak a-terpineol,
linalol, (Z)-3-hekzenol, 2-feniletanol, benzil alkol, nonanal, dillapiol, B-pinen tespit
edilmistir (Falchero ve ark., 2008). Falchero ve arkadaglari (2009) tarafindan A.
xanthochlora Rothm. iizerinde yapilan bir baska GK-FID ve GK-KS analizi
sonucunda ise ugucu yag bilesiminde major bilesen olarak cis-3-hekzenol, linalol,
okt-1-en-3-ol, nonanal, mirtenol, hekzadekanoik asit, cis-3-hekzenil asetat ve o-

terpineol bilesiklerine rastlanmigtir (Sekil 1.6.).

OH
OH
= =4 NS
a-terpineol linalol (2)-3-hekzenol
OH
OH
©/\/ ©/\ /\/\/\/\/O
=
2-fenil etanol Benzil alkol Nonanal
=

oW

CHB\O 0
W
_0
CHs OH

Dillapiol B-pinen Okt-1-en-3-ol

Sekil 1.6. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi ugucu bilesikler
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0

OH J.k 0
CHs )-L —
o CH) i o T

Mirtenol Hekzadekanoik asit cis-3-hekzenil asetat

Sekil 1.6. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi ugucu bilesikler

1.2.1.4.3.Yag asitleri

Kuzeydogu Anadolu'da yetisen 23 Alchemilla L. tiirii {izerinde yapilan fitokimyasal
bir ¢aligmada; bitki yapraklar1 kloroform-metanol ile ekstre edilmis, sodyum Kloritle
hidrofilik kirlilikler uzaklasitirilarak GK analizleri yapilmistir. Bu analizler sonucu
bitkilerde tespit edilen yag asitleri Cizelge 1.2.'de gosterilmis ve C16:0 (palmitik
asit), C18:2 (linoleik asit) ve C18:3 (a-linolenik asit) asitlerinin Alchemilla cinsi igin
taksonomik markérler olabilecegi bildirilmistir (Sekil 1.7.) (Ayaz ve ark., 1999).

0

JL /CHg

OH (CH3) 14

Palmitik asit
o]
OHM\W
Linoleik asit
0]
OH 7 z Tz

a-linolenik asit
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Sekil 1.7. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen bazi yag asitleri

Cizelge 1.2. Alchemilla tiirlerinde tespit edilen yag asitleri
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= palmitik asit, 16:1

miristik asit, 16:0

im= iz miktarda; 12:0= laurik asit, 14:0

18:0

a-linolenik asit, 20:0= arasidik asit,

oleik asit, 18:2= linoleik asit, 18:3

stearik asit, 18:1=

serotik asit, 28:0= montanik asit (Ayaz ve ark., 1999).

behenik asit, 24:0= lignoserik asit, 26:0

22:0
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1.2.1.5. Diger Bilesikler

Bat1 Kafkasya'da endemik olarak yetisen A.tredecimloba L. yapraklarindan aspartik
asit, treonin, serin, glutamik asit, glisin, alanin, valin, metiyonin, izoldsin, l0sin,
tirozin, fenilalanin, histidin, lisin, arjinin amino asitleri izole edilmistir (Babayan ve

Chelombitko, 2007).

A. vulgaris’in ayrica saponozit, lesitin (Clair, 2009) ve manganez (II) igerdigi de
tespit edilmistir (Mutaftchiev ve Tzachev, 2003).

1.2.2. Biyoaktivite Calismalari

1.2.2.1.Anjiyoprotektif Aktivite

Arteriyel hipertansiyonlu siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada A.vulgaris'in
flavonoitler lizerinden standardize edilmis kuru ekstresi 10 giin siiresince 300 mg/kg
dozda uygulanmis ve eritrositler lizerindeki etkileri incelenmistir. Bunun sonucunda
ekstrenin eritrosit membranlarinda lipit icerigini arttirdigi ve fosfolipit miktarim

normalize ettigi tespit edilmistir (Plotnikov ve ark., 2006).

Flavon monoglikozitleri agisindan zengin A.vulgaris ekstresinin anjiyoprotektif
etkisinin arastirilldig1 siganlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada 30 ve 60 mg/kg
dozlardaki ekstreler kardiyak korumayi sirasiyla %28 ve %30,1 oraninda arttirmistir
(ESCOP, 2013).

Sigan aort damarlar tizerinde yapilan ¢alismada A.vulgaris'in metanollii ekstresinin

vaskiiler etkileri in vitro olarak arastirilmistir. Ekstre 0,01-1mg/ml arasinda doza
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bagli olarak noradrenalin ve potasyum kloritle uyarilmig rat aortunda vazordlaksan
etkiyle rahatlama saglamistir. Metanollii A. vulgaris ekstresi ile 10mg/ml dozda
yapilan tedavide kontraksiyonlar azalirken sulu ekstrede kasilmalarin arttigi
gorilmistiir. Metanollii ekstrenin total flavonoit igeriginin sulu ekstrede ise gallik
asit igeriginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Etki, ekstrenin igerdigi flavonoit
tirevi bilesiklere baglanmistir. Metanollii ekstrenin vaskiiler endotel aracili

mekanizmalarla etkili oldugu diistiniilmektedir (Takir ve ark.,2014).

Takir ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir bagka calismada ise PGF,, ve
potasyum klorit ile hipertansif hale getirilen si¢anlara 2 hafta boyunca giinliik 300
mg/kg dozda A.vulgaris metanollii ve sulu ekstresi oral yolla verilmis ve bu siire
sonunda sicanlarin  mezenterik  arterlerinde, ekstrelerin  direkt  etkileri
karsilastirilmistir. Metanollii ekstrenin vazordlaksan etki nedeniyle artmis olan kan
basincint  belirgin bir bi¢imde diislirdiigi gozlenmistir. Metanollii ekstrenin
mekanizmasinin ortaya konmasi gerektigi, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve

genellikle hipertansif hastaliklarda kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

1.2.2.2. Antienflamatuar Aktivite

Silybum marianum, Alchemilla vulgaris , Equisetum arvense, Glycine soja, Triticum
vulgare, Medicago sativa, Raphanus sativus igeren standardize ekstrenin elastaz
enzim inhibisyonunun incelendigi ¢alismada, ekstrenin domuz pankreatik elastaz ve
insan 16kosit elastaz inhibisyon degerleri sirasiyla %41 ve %50 olarak bulunmustur

(Benaiges ve ark., 1998).

A.vulgaris'in sulu-alkollii ekstresinin arasidonik asit metabolizmasi {izerindeki
etkilerinin arastirildig bir ¢alismada ekstrenin yaklasik 0,52 mg/ml konsantrasyonda
arasidonat 5-lipooksijenaz enzim inhibisyonu yaptigi bu nedenle de yiiksek

antienflamatuar etki gdsterdigi bulunmustur (Trouillas ve ark., 2003).
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Liyofilize A.vulgaris ekstresi prostaglandin biyosentezi iizerinde inhibitor aktivitesi
icin test edilmistir ancak etki tespit edilememistir. Ayni ekstre notrofillerde platelet
aktive edici faktor (PAF) nedenli ekzositozu inhibe etmistir ( % 91 £ 4 ) (ESCOP,
2013).

Flavon monoglikoziti (0.16 mg/ml konsantrasyonda) igeren A. vulgarisfraksiyonu
pankreatik elastaz enzim aktivitesini % 50 oraninda inhibe etmistir. Tripsin ve o-
kimotripsin lizerinde gosterdigi inhibitor aktivite ise daha diisiik bulunmustur
(Jonadet ve ark., 1986). Alchemilla gigcek ve yapraklarindan hazirlanan etanollii (%
50) ekstre 25ug/ml dozda elastaz enzim aktivitesini % 94 oraninda inhibe etmistir

(ESCOP, 2013).

Yumurta koriyo allantoik zarlari {izerinde yapilan bir ¢alismada A.vulgaris'in sulu
etanollii ekstresi 500 pg dozda membran irritasyonunu %91-%100 oraninda inhibe

etmistir (ESCOP, 2013).

1.2.2.3. Antimikrobiyal Aktivite

A.vulgaris yapraklarinin %10'luk sulu ekstresinin antimikrobiyal etkisi agar diliisyon
metoduyla test edilmistir. MIK (Minimum inhibitér konsantrasyonu) degerleri
Staphylococcus warneri 215 ve Staphylococcus hominis 214 suslari i¢in 125 mg/ml,
S. hominis 218 susu i¢in 750 mg/ml, Yersinia enterocolitica ve Morganella
morganii igin 1000 mg/ml, Citrobacter freundi,Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Enterococcus faecolis, Klebsiella oxytoca,
Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Staphylococcus aereus ve S.hominis 217

suslart i¢in 1000 mg/ml'nin iizerinde bulunmustur (Djipa ve ark., 2000).

Alchemilla pedata Hochst.x A.Rich.'nin %80 metanollii-sulu ekstresi sirasiyla petrol
eteri, kloroform, aseton ve metanolle partitisyona tabii tutularak elde edilen

fraksiyonlarin ve total ekstrenin antibakteriyel ve antifungal etkileri agar diflizyon
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yontemiyle dl¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge 1.3."te verilmistir (Taddese ve
ark., 2003).

Cizelge 1.3. mm'de inhibe edilen zon sayis1

Fraksiyonlar | Konsantrasyon Ec Pa Sa Ca Tm
(mg/ml)

Petrol eteri 25 32,0 (0,57) 25,0 (1,36) 35,0 (0,60) 38,0 (1,20) 38,0 (1,92)
5 - 16,0 (1,17) 25,0 (1,7) 24,0 (2,24) 15,0 (0,33)

Kloroform 25 - 19,0 (1,0) 21,5 (1,76) -
5 - - 15,5 (0,76) 18,0 (0,60) -

Aseton 25 15 (1,00) 20,0 (0,87) 21,0 (0,67) 25,0 (1,35) 22,0 (0,17)
5 14 (0,67) 18,0 (0,58) 17,0 (0,33) 18,0 (0,44) 16,5 (0,76)

Metanol 25 - 16,5 (0,44) 19,0 (0,73) 20,0 (1,44) 14, (0,76)
5 - 13,5 (0,50) 14,5 (0,58) - -

Total (%80 25 15(0,17) 17,5 (0,50) 22,0 (1,45) 20,0 (0,93) 15,0 (0,32)

metanol) 5 14 (0,17) 14,0 (0,17) 18,0 (0,29) 15,5 (0,67) 13,5 (0,74)

Ec: Escherichia coli; Pa: Pseudomonas aeroginosa; Ca: Candida albicans; Tm:
Trichophyton mentagrophytes (Taddese ve ark., 2003)

A.rizeensis bitkisinin ¢igek, tohum ve toprak iistii kisimlari metanolle ekstre edilmis,
elde edilen ekstre kloroform ve suyla partisyona tabi tutularak antimikrobiyal
aktiviteleri agar dillisyon yontemiyle tayin edilmistir. Cizelge 1.4.'te antimikrobiyal

aktivite test sonuglart verilmistir (Buruk ve ark., 2006)

Cizelge 1.4. Alchemilla rizeensis ekstrelerinin MIC degerleri. C: ¢icek, T: tohum, TU:
toprakiistii kisim, S-: Suda ¢oziinmeyen kisim, S+:suda ¢dziinen kisim (Buruk ve ark., 2006)

C+T(S-) C+T(S+H) TU (8- TU (S

Escherichia coli - - - -

Staphylococcus aureus 0,312 >1000 - 0,625
Branhamella catarrharis >1000 0,312 - 0,312
Bacillus subtilis - >1000 - >1000
Helicobacter pylori >1000 0,625 - 0,078
Candida albicans - - - -

Trichophyton rubrum 0,625 <1000 <1000 0,625

C: cicek, T: tohum, TU: toprakiistii kisim, S-: Suda ¢dziinmeyen kisim, S+:suda ¢dziinen
kisim (Buruk ve ark., 2006)

Keshavarzi ve Hesami (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada A.vulgaris'in etanollii
ekstresinin Candida albicans ve Malassezia furfur kiiltiirleri iizerindeki etkileri test
edildiginde ekstrenin MIK degeri C.albicans i¢in 2,5 mg/ml, M.furfur igin ise 5

mg/ml olarak bulunmustur.
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Bir c¢alismada Alchemilla glabra Neyg'nin asetonlu ekstesinin antimikrobiyal
etkinligi agar difiizyon teknigiyle arastirilmis; test edilen mikrorganizmalarda MIKsg
degerleri, Staphylococcus aureus ATCC 6538P i¢in 2,5; Staphylococcus aureus
ATCC 25923 i¢in 0,25; Proteus vulgaris G i¢in 0,1; Klebsiella pneumoniae i¢in 25
olarak bulunmustur (Denev ve ark, 2014).

Alchemilla glabra, Alchemilla monticola Opiz, Alchemilla fissa Giinther &
Schummel ve Alchemilla viridiflora Rothm.'nin Helicobacter pylori iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesinin arastirildig1 bir calismada bitkilerin toprak iistli kisimlari
siklohekzan, diklorometan ve metanolle ekstre edilerek bakteri suslari lizerinde test
edilmistir. Metanol ekstrelerinin diger ekstrelere gore daha etkili oldugu ve bu
ekstrelerin MIK degerlerinin sirasiyla 4-32 ug/ml; 4-16 pg/ml; 4-32 pg/ml; 4-32
pg/ml araliklarinda oldugu saptanmistir. Bu etki metanol ekstrelerindeki elajik asit ve

kersetin-3-O-B-glukozite baglanmistir (Krivokuca ve ark., 2015).

A.mollis'in sulu ve etanollii ekstreleri hazirlanmis ve HIN1, H3N2 ve HS5N2
influenza viriislerine etkileri tavuk kirmizi kan hiicreleri {izerinde hemaglutinasyon
testi kullanilarak incelenmistir. Ekstrelerin her ii¢ viriis partikiiliiyle de dogrudan
etkileserek infektivitesini baskiladigi, viriislerin hemaglutinasyon yetenegini inhibe
ettigi bulunmustur. Ayn1 ¢alismada A.mollis ekstresinin ticari antiviral bir ilag olan
zanamavirle kombinasyonu test edilmis, bu kombinasyonun viriis replikasyonu

tizerinde sinerjik etki gosterdigi tespit edilmistir (Makau ve ark.,2013).

1.2.2.4. Antioksidan Aktivite

A. vulgaris (0.5g/100 ml) sulu ekstresinin 2,2°—azinobis (3—etilbenzotiyazolin—6—
siilfonik asit (ABTS) radikal dekolorizasyonu yontemi ile Ol¢iilen antioksidan
aktivitesi, trolox ekivalan olarak, 4.79 + 0.14 mM bulunmustur (Kiselova ve ark.,

2006). Benzer bir ¢alismada bitkinin metanollii ekstresinin de antioksidan aktivitesi
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tespit edilmistir. Antioksidan aktivitenin polifenolik igerik ile pozitif korelasyon

gosterdigi gozlenmistir (Kiselova ve ark., 2011).

A. vulgaris etanollii ekstresinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikaline karsi
stiptiriicli etkisinin test edildigi bir ¢alismada antioksidan etki mol kersetin esdegeri
olarak hesaplanmis ve 4,97+0,14 (*1000) olarak bulunmustur. Bu etki ekstrenin
igerdigi flavonoitlere baglanmistir (Condrat ve ark, 2009).

A.vulgaris'in %50 etanol ile hazirlanan ekstresinin, hidrojen peroksit (H,O;) nedenli
sitotoksisiteyi (47,0+%3) ve DNA hasarini1 inhibe ederek (37,2+%3,6) antioksidan
etki gosterdigi, DPPH radikalini siipiiriicii (%71,8+4,1) ve demir iyonu indirgeyici
(84,06+3,8) antioksidan aktivite testlerinde, etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.
Bitkiden hazirlanan sulu etanollii ekstrenin plazmid DNA'y1 oksidatif hasardan
korumasi, H,O,ve menadionun Escherichia coli' de antioksidan gen uyarimi ile
arastirilmistir. Ekstre uygulandigi ortamda E.coli gelisiminin H,O,ve menadionun
sebep oldugu oksidatif stresten daha az etkilendigi, ayrica ekstrenin antioksidan gen
uyarimint  da arttirdigi  tespit edilmistir. Calisma sonucunda H,O, nedenli
sitotoksisitenin %47+3 oraninda ; H,Ojkaynakli DNA hasarmin ise %37,2+3,6
oraninda inhibe edildigi tespit edilmistir. Flavonoitlerden daha ¢ok tanen igeriginin
antioksidan aktivite ile korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (Oktyabrsky ve ark.,
2009).

A. persicanin toprak dstii kisimlarinin ve koklerinin antioksidan aktiviteleri
hazirlanan sulu-metanollii ekstrelerinin  DPPH radikalini siipiiriicti  etkisi ve
malondialdehit (MDA) seviyesi tlizerine etkisi test edilerek arastirilmistir. DPPH
radikal siipiiriicii aktivite toprak tistii kisimlar igin 0.055 mg/ml, kokler igin ise 0,051
mg/ml bulunmustur. TBARS (Tiyobarbiitirik asit reaktif iirtinleri) testinde ise MDA
seviyesi toprak {istii kisimlar i¢in 5,9 nmol/ml, kokler i¢in ise 19,08 nmol/ml olarak
Olciilmiistiir.Her iki deney degerlendirildiginde bitkinin toprak stii kisimlarinin
koklerinden daha fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Ergene
ve ark., 2010).
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A.vulgaris'in 2mg/ml konsantrasyonda hazirlanan sulu ve etanollii ekstrelerinin lipit
peroksidasyonu inhibe etme yetenekleri ol¢lilmiistiir. Etanollii ekstrede inhibisyon
goriilmemis, sulu eckstrede ise 10, 30, 40 ul dozlarda, doza bagli bir aktivite
gbzlenmistir (ESCOP, 2013).

A.glabra Neyg. toprak iistii kistmlart sulu-asetonlu ekstresinin antioksidan aktivitesi
ORAC (Oksijen radikali absorbans kapasitesi), TRAP (Tartarat rezistan asit fosfataz)
ve HORAC (Hidroksil radikali engelleme kapasitesi) yontemleriyle test edilmis ve
aktivitesi sirasiyla 1337+85 pmol troloks ekivalani/g , 1815+£38 umol troloks
ekivalani/g , 1999+70 pmol gallik asit ekivalani/g olarak bulunmustur. Bunlarin
yaninda ekstrenin lipit peroksidasyonu inhibe ettigi de goriilmiistiir (Denev ve ark.,
2014).

Farkli lokalitelerden toplanan Alchemilla bulgarica Rothm., Alchemilla viridiflora
Rothm., Alchemilla erythropoda Juz., Alchemilla monticola Opiz, Alchemilla crinita
Buser, Alchemilla gracilis Opiz, Alchemilla glabra, Alchemilla subcrenata Buser,
Alchemilla glaucescens Wallr., Alchemilla vulgaris, Alchemilla obtusa Buser,
Alchemilla cinerea Buser, Alchemilla mollis toprak tistii kistmlarinin sulu-metanollii
ekstreleri hazirlanarak fenolik madde miktar tayini ve antioksidan aktivite caligsmalari
yapilmistir. Tespit edilen en diisiik ve en yiiksek fenolik madde miktarlar1 ile DPPH
radikali stipiiriicii aktiviteleri ICso degeri olarak Cizelge 1.5'te verilmistir. Veriler
degerlendirildiginde bitkilerdeki total fenolik madde ile antioksidan aktivite arasinda

pozitif bir iligki oldugu agiklanmustir (Vitkova ve ark., 2015).

1.2.2.5. Antitiimor ve Sitotoksik Aktivite

Fare melanoma hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada A.vulgaris sulu-alkolli
ekstresinin yliksek konsantrasyonlarda (0,5 mg/ml'den fazla) deri tiimdrleri tizerinde

antiproliferatif etki gdsterdigi bulunmustur (Trouillas ve ark., 2003).
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Malign noroblastoma hiicrelerinde doza bagimli tiimorisidal aktivitenin incelendigi

calismada A. vulgaris ekstresi 1.766 mg/ml LCsy degeri ile orta derecede aktif

bulunmustur (Mazzio ve Soliman, 2009).

Cizelge 1.5.Alchemilla tiirlerinin fenolik madde miktarlar1 (mg GAE(Gallik asit esdegeri)/g
ekstre) ve antioksidan aktiviteleri (1Cs)

Max. total fenolik | Min. total fenolik | Max. ICso (mg/ml) | Min. ICs, (mg/ml)

madde (mg GAE/ g | madde (mg GAE/

ekstre) g ekstre)
A.bulgarica 47,53+1,76 33,75+1,90 47,83 34,03
A. viridiflora 64,85+2,61 37,84+0,76 33,85 23,33
A .erythropoda 71,88+2,32 33,75+1,90 47,83 17,46
A. monticola 64,85+2,61 33,75+1,90 47,83 17,46
A. crinita 62,21£1,57 36,47+0,42 35,41 17,46
A. gracilis 44,45+2,13 44,45+2,13 33,563 33,53
A. glabra 82,71+0,36 33,75+1,90 47,83 15,57
A.subcrenata 71,88+2,32 44,45+2,13 47,74 16,03
A. glaucescens | 71,88+2,32 37,84+0,76 47,74 16,03
A. vulgaris 71,88+2,32 44,4542,13 42,57 16,03
A. obtusa 72,27+2,49 37,84+0,76 38,07 13,08
A. cinerea 36,55+3,45 36,47+0,42 35,41 35,22
A. mollis 67,12+0,13 67,12+0,13 17,85 17,85

A.erythropoda, A.ikizdereensis, A.oriturcica, A.trabzonica yapraklarinim sulu alkolli

ekstrelerinin HelLa kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerinin

arastirildigl bir ¢alismada Cizelge 1.6.'daki sonuglar elde edilmistir (Tiirk ve ark.,

2011).

Cizelge 1.6.Alchemilla ekstrelerinin apoptotik ve nekrotik etkileri.

Ekstre Apoptotik indeks (%) Nekrotik indeks (%)

mg/ml | 11 11 (\Y | 1 11 vV
0 1+1 1+1 1+1 1+1 1+1 1+1 1+1 2+1
50 2+1 3+1 5+1 5+1 2+1 2+1 3+1 4+1
100 4+1 6+1 7+1 10+1 3+1 5+1 5+1 9+1
150 10+1 8+1 12+1 1642 4+1 8+1 12+1 1742
200 12+1 9+1 14+2 24+2 642 10+3 1842 25+2

I: A.erythropoda, II: A.ikizdereensis, I11: A.oriturcica, IV:A.trabzonica
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1.2.2.6. Kadin Hastaliklar1 Uzerine Etki

Endometriyozis modeli olusturulmus sicanlar iizerinde yapilan bir calismada, A.
mollis ve A. persica min toprak istii kisim ve koklerinin sulu-metanollii ekstreleri
100 mg/kg dozda verilmis; A.persica toprak iistii kisminin endometriyomu azalttigi,
A.mollis toprak istlii kisimlariin sistik formasyonu , yapisikligi azalttigi, ayrica
TNF-o (Tumor necrosis factor), VEGF (Vascular endothelial growth factor) ve
IL(interlokin)-6 seviyelerini A. persica’ya oranla daha etkin bir bi¢imde azalttigi
bulunmugtur. Her iki tirtin, A.mollis ve A.persica toprak istii kisimlarinin
endometriyozis tedavisinde faydali olabilecegi one siiriilmiistiir (Kupeli Akkol ve

ark., 2015).

Romanya’da 11-17 yaslar1 arasindaki bireylerde yapilan bir ¢aligmada, 341 kadin
tizerinde A.vulgaris'in menstruasyon periyodundaki etkileri arastirilmistir. Tanen
icerigi % 5.8 ve flavonoit glikozitleri % 2.2 olarak ayarlanmis sivi ekstrenin agirt
menstrual kanamayi azaltict etkisi incelenmistir. Sivi ekstre giinde 50-60 damla
dozda 3 veya 5 kez olacak sekilde verilmis ve katilimcilar alti yil boyunca
gozlenmistir. Menstruasyon periyodundan 10-15 giin 6ncesinde kullanildiginda agiri

kanama fi¢ ila bes giin icerisinde durmus, akis hiz1 diismiistiir (Tobyn ve ark., 2011).

1.2.2.7.Yara lyi Edici Etki

Agiz ilserli 4-44 yaglar1 arasinda 48 hasta iizerinde yapilan bir ¢alismada hastalara
A.vulgaris'in %3'liik gliserinli ekstresini igeren Aphtarine® preparatinin giinde 3 kez
uygulamasi sonrasinda, rahatsizlik hissi ve tamamen iyilesme deneklerin %60,4'tinde
2 giin i¢inde, % 75’inde 3 giin i¢inde saptanmigstir, herhangi bir tedavi almayan hasta
grubunda ise bu iyilesme 4-7 giin igerisinde ger¢eklesmistir. Aphtarine® GMP
kurallarina uygun olarak tretilmis, gliserin igerisinde % 3 A. vulgaris ekstresi

tasimakta olan bir {irtindiir. % 0.08 oraninda tanen tasir ve tanen miktarinin % 3.8’1
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elajik asittir. Flavonoit igerigi ise % 0.02 kersetin, % 0.002 luteolin olarak YPSK ile
belirlenmistir. Yapilan bu klinik ¢aligmada Aphtarine® preparat1 ile gilivenli, iyi

tolere edilebilen ve oldukga etkili bir tedavi saglanmustir.(Shrivastava ve John, 2006).

A. vulgaris’in % 3 gliserol igindeki s1vi ekstresinin in vitro olarak “Chang” karaciger
hiicrelerinde “MDBK” Madin Darby Sigir Bobrek epitel hiicrelerinde ve rat aortik
miyofibroblast hiicrelerinde hiicre gelisimi iizerine etkileri incelenmistir. MDBK,
miyofibroblast ve karaciger hiicrelerinde hiicre sayisinda A. vulgaris % 0.1-1’lik
ekstreleri ile sirasiyla % 21.3 £ 2.1; % 15.5 £ 2.25; % 10.6 + 0.6 oraninda artis tespit
edilmistir. Hiicrelerde herhangi bir morfolojik degisiklik veya sitotoksisite

gozlenmemistir. Ayn1 ¢alismada A.vulgaris toprak st kisimlarmin  %3'lik
ekstresideri lezyonu olusturulan si¢anlara topikal olarak uygulanmis ve Cizelge
1.7.'deki sonuglar elde edilmistir. A. vulgaris ekstresi ile tedavi edilen ratlarda
gliserine gore daha erken iyilesme goriilmiistiir. Bu etki 4. vulgaris’in epitelyum
hiicreler ve miyofibroblastlardaki promitotikaktivitesine baglanmistir(Shrivastava,

2007).

Cizelge 1.7.A.vulgaris ekstresi (%3)ile tedavi edilen lezyonlarin iyilesme tizerine etkisi

Tedavi Ortalama lezyon ¢ap1 (mm)

1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7. giin
Distile su 7,9+0,2 8,0+0,1 6,9+0,5 5,1+0,5 3,7+0,7 1,4+0,7 0,24+0,3
Gliserin 7,8+0,3 7,840,3 5,840,6 4,040,7 3,2+1,0 1,6+0,7 0,24+0,3
A.vulgaris %3 | 8,0+£0,1 7,240,6 5,340,7 3,5+0,6 2,8+0,6 0,6+0,7 0,1+0,1

A.vulgaris'in tek bagina ve 1:1 oraninda Mimosa tenuiflora ekstresiyle karigtirilarak,
%0,3-5 arasindaki konsantrasyonlarda, epitel ve fibroblast hiicre gelisimi {izerine
etkilerinin incelendigi ¢alismada, %3 konsantrasyondaki A.vulgaris ekstresi epitel ve
fibroblast hiicrelerinin gelisiminde sirasiyla %26,67+0,73 ve %10,35+1,22 oraninda
etki gostermistir. Bu degerler ekstre karigiminda %57.7+0.54 ve %43.09+1.22 olarak
bulunmustur. Calismada %35 konsantrasyonda uygulanan ekstrelerin ise gézlenen

aktivitede diisiise sebep oldugu tespit edilmistir (Shrivastava, 2011).

Paralel olarak yiiriitiilen klinik bir ¢alismada alt ekstremitelerinde derin yara veya

yaralar olan erigkin hastalar {izerinde yapilan bir calismadaA.vulgaris'ten elde edilen
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proantosiyanidin ekstresi (%1,5) gliserol ve bal ile karisitirilip %3 konsantrasyonda
hazirlanarak 6 hafta siire ile 52 hastaya uygulanmistir. Plasebo kontrol grubu ile
birlikte toplam 93 hasta ile yapilan ¢alismada, deney sonunda yara yiizey alani ve
hacmindeki azalma 6l¢iilmiis ve ekstrenin belirgin aktivite gosterdigi tespit edilmistir

(Shrivastava, 2011).

1.2.2.8. Diger Aktiviteler

A. wvulgaris tentilirliniin inkiibe tavuk yumurtasi koryoallantoik membraninda
anjiogenezi inhibe edici etkisi in vitro olarak test edilmis ve etkili bulunmustur. A.
vulgaris tentiirinden 10 pL veya liyofilize edildikten sonra 1 mL agaroz ¢ozeltisi
icinde uygulanmugtir. A. vulgaris herbasindan % 43 etanol a/a kullanilarak hazirlanan
tentlir, agrimoniin, levigatin F ve pendunkulagin gibi bilinen elajitanenleri ve ayrica
flavonoitler, 16kosiyanidinler ve kafeik asit tiirevleri gibi bilesikleri de igermektedir.
Alchemilla vulgaris tumor hastaliklarinda, romatoid artiritte ve diger kronik
enflamatuar hastaliklarda, psoriazis, retinopati ve periodontal enflamasyonlarda
anjiyogenezi inhibe etmektedir. Tentiirii kuru madde olarak 20 mg-2 g doz araliginda

ayarlanmalidir (Paper ve Franz, 1998).

A. vulgaris ekstresinin anksiyolitik etkisi, sekiz giinliikk tavuklara i.p. enjeksiyonla
verilen sulu-alkollii ekstrenin sedasyon, formalin enjeksiyonu ile olusturulan agri,
endise durumlarinda meydana getirdigi degisikliklerin gozlenmesi ile arastirilmistir.

Tedavi sonucunda herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir (Sufka ve ark., 2001).

Arteriyel hipertansiyonlu ve kan vizkozitesi artmis sigcanlar iizerinde yapilan bir
calismada 10 giin siiresince 300 mg/kg/giin flavonoitleri iizerinden standardize
edilmis A.vulgaris ekstresinin eritrosit ylizey morfolojisinde ve eritrosit
membranlariin lipit kompozisyonunda olumlu etkileri oldugu, eritrositlerin

deformasyonunu da diizelttigi tespit edilmistir (Plotkinov ve ark., 2006).
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A.xanthochlora'dan izole edilen elajitanenlerin taze insan kan hiicrelerindeki
astrenjan etkisi arastirllmis ve agrimoniin, pedunculagin ve laevigatin F en yliksek

aktiviteyi gostermistir (Plotnikov ve ark., 2006).

A. wvulgaris’ten hazirlanan polisakkarit tasiyan fraksiyon ile standardize insan
plazmas1 kullanilarak yapilan ¢alismada, fraksiyonun 12.5 mg/ml dozda pihtilasmay1
onledigi tespit edilmistir (Pawlaczyk ve ark., 2009).

Alchemilla vulgaris, Olea europaea L., Mentha longifolia L. yapraklari ile Cuminum
cyminum L. tohumlarindan hazirlanan bitkisel karisimin 4 hafta siireyle verildigi
tavuklarda belirgin bir kilo kaybi1 gozlenmistir. Ayrica bu bitkisel karisimin,
sicanlarin interskapular kahverengi adipoz dokularinda termojenez meydana getirdigi

tespit edilmistir (Said ve ark., 2011).

Ayni karisim (Alchemillavulgaris, Oleaeuropaea L., Menthalongifolia L. yapraklar
ile Cuminumcyminum L. tohumlari) kilo ve viicut kiitle indeksi {izerine etkisi igin
arastirilmistir. Randomize, ¢ift korlii, plasebo kontrollii calismada, bitkisel karisimin,
haftada 0.75 kg kilo kayb1 sagladig1 tespit edilmistir (Said ve ark. 2010). Ayni
bitkisel karigimin kullanildigi diger bir ¢calismada ise, benzer sekilde 3 ay boyunca
haftada 1 kg kilo kayb1 gozlenmis ve preparatin deney grubunda bulunan seker, kalp
ve tansiyon hastasi olan bireylerin ilaclariyla herhangi bir etkilesimi veya yan etkisi

gorilmemistir (Said ve ark., 2011).

A. xanthochlora’nin sicak su ile hazirlanan liyofilize ekstresi izole tavsan kolonunda
antisekretuar etkisi i¢in test edilmis ancak belirgin bir etki tespit edilememistir. A.
xanthochlora’dan izole edilen elajitanenlerin astrenjan etkisi iSe taze insan kanini
hemoliz etme yetenegi ve metilen mavisine afinitesi belirlenmek suretiyle test
edilmistir. Agrimonin, pedunkulagin ve levigatin F en yiiksek aktiviteyi
gostermislerdir (ESCOP, 2013).

Izole kobay barsaginda spontan, asetilkolin veya baryum klorit nedenli

kontraksiyonlarda A. vulgaris’in % 50 h/h metanollii ekstresi antispazmodik
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aktivitesi i¢in 800 pg/ml doza kadar test edilmis ancak belirgin bir etki
gozlenmemistir (ESCOP, 2013).

A.vulgaris'in  polifenol igeren fraksiyonunun tiroid bezi Ttzerindeki -etkisinin
arastirildigi  c¢alismada, si¢anlar tizerinde bitkinin 10 mg/kg dozda tiroid

hormonlarinin sentezini stimule ettigi bulunmustur (ESCOP, 2013).

A.vulgaris kuru yapraklarmin ve dekoksiyonunun normal ve streptozotosin ile
diyabetik hale getirilmis farelerde glukoz homeostazi {iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bitkisel materyal diyetle, dekoksiyonu ise icecek su ile birlikte (1
2/400 ml su) verilmistir. 12 giinliik tedavi sonunda Alchemilla ile tedavide hiperfaji,
polidipsi, kilo kaybi, hiperglisemi ve hipoinsiilinemi gelisimde koruyucu bir etkinlik

gozlenmemistir (ESCOP, 2013).

Bir ¢alismada A.vulgaris'in sulu ve metanollii ekstrelerinin i¢erdigi etken maddelerin
asetilkolinesteraz (AChE) ve tirozinaz enzim inhibitorii etkileri aragtirilmis, Cizelge
1.8. ve Cizelge 1.9.'da verilen sonuglar elde edilmistir (Neagu ve ark., 2015)

Cizelge 1.8.A. vulgaris’in AChE inhibitorii aktivitesi

Numune AChE inhibisyonu (%)

3 mg/mi 1.5 mg/ml 0.75 mg/mi
Alchemilla vulgaris (sulu ekstre) 84,56+5,64 71,36+3,54 50,76+5,78
Alchemilla vulgaris (etanollii ekstre) 96,50+4,93 78,56+2,45 56,83+3,25
Elajik asit 75,61+1,32 60,28+5,36
Kersetin 62,73+7,61 51,62+3,23
Klorojenik asit 75,34+2,39 54,11+5,24
Rutin 59,46+3,65 31,234+2,57

Cizelge 1.9.A. vulgaris’intirozinaz enzim inhibitorii aktivitesi

Numune Tirozinaz inhibisyonu (%)

3 mg/mi 1.5 mg/ml 0.75 mg/mi

Alchemilla vulgaris (sulu ekstre) 60,00+2,78 53,21+6,78 39,21+5,29

Alchemilla vulgaris (etanollii ekstre) 71,55+4,39 59,12+2 51 45,1244,26
Elajik asit 4577+1,71 25,42+1,52
Kersetin 62,60+3,65 33,45+2,59
Klorojenik asit 58,09+2,31 41,45+2,83
Rutin 47,23+6,54 32,30+1,37
2. GEREC VE YONTEM
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2.1. Gereg

2.1.1. Bitkisel Materyal

Bu tezde ¢alisma materyali olarak Sivas, Sariyar bdlgesinden toplanan A.mollis ile
Erzincan, Kop Gecidi'nden toplanan A.persica'nin toprak iistii kisimlar1 ve kdkleri
kullanilmistir. A.mollis, Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik
Botanik Anabilim Dali'ndan Yrd.Dog¢.Dr. Mehmet TEKIN; A.persica, Gazi
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii'nden Prof.Dr.Hayri DUMAN
tarafindan teshis edilmistir.A.mollis Cumhuriyet Universitesi Fen Bilimleri Fakiiltesi
Herbaryum'unda CUFH 1344herbaryum numarast ile,A.persica ise Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryum'unda AEF 26731 herbaryum numarasi
ile muhafaza edilmektedir.

Bitkiler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde uygun kosullarda kurutulduktan
sonra; A.mollis'in toprak iistii kisimlart izolasyon ¢alismalarinda; A.mollis (Sekil 2.1.)
ve A.persica (Sekil 2.2.)bitkilerinin toprak tstii kisimlar1 ve kokleri farmakope

analizlerinde kullanilmistir.
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Sekil 2.1. A.mollis'in dogadaki goriiniisii
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Sekil 2.2. A.persicanin dogadaki goriiniisi
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2.2. Yontem

2.2.1. Fitokimyasal Calismalar

2.2.1.1. izolasyon Cahsmalar

2.2.1.1.1. Ekstraksiyon Calismalari

A.mollis'in toprak istii kisimlari uygun kosullarda kurutulup toz edildikten sonra
995,96 g tartilarak metanol:su (80:20) ¢oziicii sistemiyle 24 saat boyunca oda
sicakliginda masere edildi ve ardindan 30 dk ultrasonik banyoda karistirilarak pilili
stizgec kagidindan siiziildi. Elde edilen ekstre rotavaporda diisiik basingta 40 °C'yi
gecmeyecek sicaklikta yogunlastirildi ve kalan ekstre liyofilize edilerek suyundan
kurtarildi.

Elde edilen liyofilizeekstre suyla disperse edildi ve ayirma hunisinde sivi sivi
ekstraksiyona tabi tutuldu. Sirasiyla 6nce petrol eteriyle, ardindan kloroform ve en
son etilasetat ile sivi sivi fraksiyonlama yapildi. Her bir fraksiyon rotavaporda

kuruluga kadar yogunlastirildi. Kalan sulu faz ise liyofilize ederek kurutuldu.

2.2.1.1.2. Kromatografi Calismalari

2.2.1.1.2.1. Silikajel Kolon Uygulamalar:

Sivi-sivi ektraksiyon ile elde edilen petrol eteri, kloroform, etilasetat ve sulu
fraksiyonlariTK ile kontrol edildi. Plaklar iizerinde UVass Ve UVsgs nm'lerde
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gozlenen lekeler degerlendirilerek etilasetatli fraksiyonun izolasyon galismalarinda
kullanilmasma karar verildi ve silikajel ile hazirlanan kolona uygulandi.Kolon
hazirlanmasinda silikajel 60 (230-400 mesh, 0.040-0.063 mm, Merck ASTM) 400 g
tartildi ve etilasetat ile karistirilarak 6x80 cm biiylikliiglinde kolona dolduruldu.
Etilasetath ekstre (21,4730 g) ayn1 agirliktaki silikajel ile karistirtlarak kurutuldu ve
kolona kuru halde tatbik edildi. Eliisyon islemi igin etilasetat : metanol : su
(100:13,5:10) ¢6ziicii karigimi kullanildi.Fraksiyonlar 100 ml'lik hacimlerde toplandi
(EKB fraksiyonlar1). Kolonu yikamak amaciyla metanol kullanildi. Elde edilen
fraksiyonlar ITK ile UVys4 Ve UVags nm'de ayrica vanilin-H,SO, (Siilfirik asit)
reaktifi ile muamele edildikten sonra kontrol edildi ve benzer fraksiyonlar
birlestirildi.

2.2.1.1.2.2.Sefadeks Kolon Uygulamalar:

Sefadeks LH-20 (25-100 pum, Sigma-Aldrich) {izerini ortecek kadar metanol
icerisinde 30 dk birakilip sigsmesi saglandi. Daha sonra 3,5 cm ¢apinda, 60 cm
uzunlugunda cam kolona dolduruldu. Musluktan metanol gegirilerek bir siire akis
saglandi. Kolon bir siire bekletildi ve sefadeksin oturmasi saglandi. EKB14-16
(1,3943 g) ve EKB17-18 (0,4771 g) numarali fraksiyonlar metanolde ¢oziilerek
kolona ayr1 ayr1 uygulandi. Her iki fraksiyonun eliisyonu i¢in de metanol kullanild:
vel0 ml hacimde alt fraksiyonlartoplandi. Toplanan fraksiyonlar silika jel 60 RP-18
Fasss kapli hazir plaklar (Merck, 1.05559) kullanilarak ITK ile kontrol edildi. Aym
zamanda fraksiyonlarin YPSK analizleri yapildi. Kromatogramlar ve ITK plaklari

karsilastirildi, benzer fraksiyonlar birlestirildi.

2.2.1.1.2.3. ince Tabaka Kromatografisi

Sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen fraksiyonlar,izolasyona devam edilecek
fraksiyonu belirlemek ve kolon kromatografisi i¢in uygun ¢dziicli sistemini saptamak

amaciylaCizelge 2.1.'de Dbelirtilen ¢6ziicii sistemleri kullanilaraksilikajel 60
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Fasa(Merck, 1.05554) vesilika jel 60 RP-18 Fjs4s (Merck, 1.05559) kapli hazir plaklar

uzerinde incelendi.

Silikajel kolondan toplanan fraksiyonlarin ITK analizleri silikajel 60 normal faz
plaklar (Merck, 1.05554) {izerinde etilasetat : metanol : su (80:13,5:10) ¢0ziicii
sistemi ve silikajel 60 ters faz plaklar (Merck, 1.05559) iizerinde metanol:su (1:1)
coziicii sistemi kullanilarak incelendi. Plaklar vanilin-siilfirik asit reaktifiyle

muamele edilerek 110 °C'lik etiivde bekletildi ve lekeler tespit edildi.

Cizelge 2.1. Ekstraksiyon sonucu elde edilen fraksiyonlarin incelenmesinde kullanilan
¢Oziicii sistemleri

Hekzan:metanol:etilasetat (3:5:7)

Hekzan:etilasetat:metanol (2:8:2)

Hekzan:etilasetat:metanol (3:7:3)
Hekzan:etilasetat (6:4)

Diklorometan:metanol (8:2)
Kloroform:metanol:su (64:50:10)
Hekzan:kloroform (8:2)
Etilasetat:metanol:su (50:13,5:10)
Etilasetat:metanol:su (70:13,5:10)
Etilasetat:metanol:su (80:13,5:10)
Etilasetat:metanol:su (100:13,5:10)
Metanol:su (5:5)

EKB14-16 ve EKB17-18 fraksiyonlarinin uygulandigi sephadex kolonlardan elde
edilen fraksiyonlarin ITK analizleri ters faz plaklar (Merck, 1.05559) iizerinde

metanol:su (1:1) ¢oziicl sistemi kullanilarak gerceklestirildi

2.2.1.1.2.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Analizleri
Kolon kromatografisi sonucunda toplanan ve birlestirilen fraksiyonlar ile izole edilen

maddelerin YPSK analizleri yapildi. Analizlerde Cizelge 2.2.'de verilen akis sistemi

ve agagida verilen analiz kosullar1 kullanildi.
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YPSK Sistemi : Agilent 1260 G1315 DAD

Kolon : ACE 5, C18, (250 x 4,6 mm; 5 um partikiil biiytikligii)
Hareketli Faz A : %0,2 fosforik asit iceren su

Hareketli Faz B - Asetonitril

Akis Tipi : Gradient eliisyon

Akis Hizi : ImL/dak

Sicaklik :40°C

Enjeksiyon Hacmi  : 10 uL
Dalga Boyu : 254 nm, 210 nm

Cizelge 2.2.YPSK analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dak) Hareketli Faz A (%)  Hareketli Faz B (%) Akis Hiz1 (mL/dak)
0 90 10 1
20 40 60 1
20,01 0 100 1
25 0 100 1

2.2.1.1.3. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayini

Izole edilen bilesiklerin saflastiriimasi preparatif ITK ve ¢oktiirme islemi ile yapilds.
Saflastirilan bilesiklerin yapilart spektroskopik yontemlerle; KS, *H, C ve 2D NMR
(HMBC) tayin edildi.

2.2.1.1.3.1.Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Bilesiklerin détorometanol(MeOD) ve dimetilsiilfoksit (DMSO-d6) iginde hazirlanan
¢ozeltilerinin "H-NMR ve *C-NMR ayrica HMBC spektrumlart Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari II’de bulunan Varian Mercury 400, 400
MHz High Performance Digi NMR Spektrometre cihazi kullanilarak alindi.
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2.2.1.1.3.2. Kiitle Spektroskopisi

Izole edilen bilesiklerin kiitleleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari II’de bulunan Waters 2695 Allia Micromass ZQ marka LC/KS (Liquid
chromatography- cihaz1 ile 6lgiildii. Ornekler metanol iginde ¢oziiliip, diliie
edildikten sonra asagida verilen sartlar altinda 10 pL enjekte edilerek analizler

yapildi.

LC/KS Sartlar:

YPSK Sistemi : Waters Alliance
Kolon : C-18

Hareketli Faz A : Metanol:Su (50:50)
Hareketli Faz B - Asetonitril

Akis Hizi : 0,5mL/dak
Sicaklik :25°C

Enjeksiyon Hacmi  : 10 uL

2.2.1.2. Farmakope Analizleri

2.2.1.2.1. Tanen Miktar Tayini

Tanen miktar tayini calismalar1 Avrupa Farmakopesi 6.0'daki"Determination of

Tannins in Herbal Drugs" yontemi esas alinarak yapildi.

A.mollis ve A.persica’nin toprak listii kisimlari ile kokleri toz edildi. Her birinden 0,5
g tartilarak 150 ml su ile sicak su banyosunda 30 dk isitildi. Su ile 250 ml'ye

tamamlanarak pileli siizge¢ kagidindan siiziildii. Siizlintiiniin ilk 50 ml'si atildi.
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Ekstrelerden 5 ml alinarak suyla 25 ml'ye tamamlandi. Her birinden 2 ml alindi ve
tiiplere aktarildi. Tiiplere 1 ml fosfomolibdotungustik asit reaktifi (Sigma-Aldrich) ve
10 ml su eklendi. %29'luk sodyum karbonat (Na,COs3) (Atabay) ¢ozeltisi ile 25 ml
've tamamlandi. Ekstreler 30 dk bekletildikten sonra 760 nm'de kore karsi

absorbanslar1 6l¢iildii.

Bitki ekstrelerinden 10'ar ml alinarak her biri 0,10 g deri tozuyla 60 dk boyunca
calkalandi. Pileli siizge¢ kagidindan siiziildii ve siiziintiilerden 5'er ml alinarak suyla
25 ml'ye tamamlandi. Cozeltilerin her birinden 2 ml almarak 1 ml
fosfomolibdotungustik asit (Sigma-Aldrich) ve 10 ml su eklendi. %29'luk
Na,CO3(Atabay) ¢ozeltisi ile 25 ml'ye tamamlandi. 30 dk bekletilerek 760 nm'de

kore kars1 absorbanslar 6l¢iildii.

Standart olarak kullanilan gallik asit 50 mg tartilarak 100 ml suda ¢6ziildii ve farkli
konsantrasyonlarda (0,5; 0,1; 0,05; 0,025 mg/ml) sulu ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltilerin her birinden 2 ml alinarak 1 ml fosfomolibdotungustik asit (Sigma-
Aldrich) ve 10 ml su ile karistirildi. %29'luk Na,CO3(Atabay)g¢ozeltisiyle 25 ml'ye
tamamlandi. 30 dk bekletilerek 760 nm'de kore karsi absorbansi olgiildii.

Kor ¢ozelti olarak su kullanildi. Biitiin ¢alismalar karanlik ortamda yiiriitiildii.

Standart c¢ozeltilerden elde edilen absorbans degerleri konsantrasyona kars1 grafige
gecirilerek bir kalibrasyon egrisi ve kalibrasyon denklemi olusturdu. Ekstrelerin
absorbans degerleri bu denklemde yerine yazilarak total polifenol miktarlar
hesaplandi. Ayn1 denklem kullanilarak deri tozu (Sigma-Aldrich) ile muamele edilen
ekstrelerin absorbans degerlerine karsilik deri tozu ile adsorbe olmayan polifenol
miktarlar1 hesaplandi. Total polifenol miktarindan deri tozu (Sigma-Aldrich) ile
absorbe olamayan polifenol miktar1 c¢ikartilarak bitkilerdeki tanen yiizdeleri

hesaplandi.
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2.2.1.2.2. ince Tabaka Kromatografisi Analizleri

Avrupa Farmakopesi6.0 "ALCHEMILLA-Alchemillae herba" monografindaki

analizler esas alinarak yapildi.

A.mollis ve A.persica toprak tistii kisimlari ile kokleri toz edilerek 0,5 g tartildi ve 5
ml metanol eklendi. 70 °C sicak su banyosunda 5 dk bekletildi. Sogutuldu ve pileli
stizgec kagidindan siiziildii.

Referans bilesik olarak kafeik asit ve klorojenik asit kullanildi. 1 mg kafeik asit ve

klorojenik asit 10 ml metanolde ¢oziildii.

Normal faz silikajel plaklar (Merck, 1.05554) ve susuz formik asit:su:etilasetat

(8:8:84 v/v/v) ¢oziicii sistemi kullanildi.

Ekstreler ve referans ¢ozeltiler ayni plak tizerinde 10 cm yiiritildi. Vanilin-siilfirik
asit reaktifiyle muamele edildi. 110 °C'lik etiivde bekletildi ayrica 366 nm dalga
boyundaki 1s1k altinda incelendi.

Herbal Drugs and Phytopharmaceuticals (Wichtl, 2004) isimli eserde A.vulgaris igin
yapilan analizler esas alinarak ITK analizi yapildi. A.mollis ile A.persica'nin toprak
st kism ve kokleri 1'er g tartilarak 5'er ml metanol ile 10'ar dk su banyosunda
1sit1ldi, sogutularak siiziildii. Klorojenik asit, rutin ve hiperozit 5 mg tartilarak 5 ml
metanol icerisinde ¢oziildi. Ekstreler ve referans maddeler normal faz silikajel plak
(Merck, 1.05559) tizerinde etilasetat:susuz formik asit:su (80:8:12) ¢oziicii sistemiyle
8 cm yiiriitiildii. Vanilin-siilfirik asit reaktifiyle muamele edildi. 110 °C'lik etiivde 10
dk bekletildi. 366 nm dalga boyundaki 151k altinda incelendi.
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2.2.1.3. Miktar Tayini Calismalari

Alchemilla tiirlerinin toprak tstii kisimlart ve kokleri katesin, gallik asit, klorojenik
asit, kafeik asit ve izole edilen mikuelianin ile elajik asit i¢erikleri agisindan kalitatif
ve kantitatif olarak arastirildi. Kantitatif tayin retansiyon zamani ve UV spektrumlari
kiyaslanarak yapildi. Kalitatif olarak varligi tespit edilen katesin, mikuelianin ve

elajik asit analiz edildi.

A.mollis ve A.persica'nin toz edilmis toprak iistii kistm ve koklerinden 0,5 g tartildi,
metanol:su (80:20) ¢oziicii sisteminden 10 ml ilave edilerek ultrasonik banyoda 30
dk bekletildi. Hazirlanan ekstreler siiziildii ve eksilen hacim balonjojede 10 ml'ye
metanol:su (80:20) karisimi ile tamamlandi. Her bir ekstre 0,45 um filtrelerden

stiziiliip YPSK cihazinda 3'er kez enjekte edildi.

Katesin, mikuelianin ve elajik asit 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25 mg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanarak 3'er kez enjekte edildi. Yapilan enjeksiyonlarda
verilen konsantrasyonlara karsilik okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek
dogru denklemi elde edildi. Eldeedilen grafikte Alchemilla ekstrelerinde okunan pik
alanlar1 yerine konarak yapilan hesaplama sonucunda miktar tayinleri yapildi. Miktar
tayini yapilan her bir standart i¢cin LOD ve LOQ degerleri sinyal/giiriiltii orani
sirastyla 3 ve 10 olacak sekilde hesaplandi ve belirlenen konsantrasyonlarda her bir

standart 6'sar kez YPSK cihazina enjekte edildi.

Miktar tayini YBSK analizlerinde asagidaki analiz kosullari ile Cizelge 2.3.'te verilen

gradient akis sistemi kullanildu.

YPSK Sistemi : Agilent 1260 G1315 DAD

Kolon : ACE 5, C-18, (250 x 4,6 mm; 5 um partikiil biiytikliigii)
Hareketli Faz A - 9%0,2 fosforik asit igeren su

Hareketli Faz B - Asetonitril

Akis Tipi : Gradient Eliisyon
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Akis Hizi : 0,5 mL/dak
Sicaklik . 25°C
Enjeksiyon Hacmi  : 10 uL

Dalga Boyu : 254 nm, 210 nm

Cizelge 2.3.YPSK miktar tayini analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dak) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%0) Akis Hizi (mL/dak)
0 92 8 0,5
20 85 15 0,5
40 75 25 0,5
50 50 50 0,5
55 0 100 0,5
60 0 100 0,5

2.2.2. Biyoaktivite Calismalari

2.2.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

A.mollis ve A.persica’nin toprak istii kisimlart ve koklerinin sulu-metanollii
ekstreleri ile A.mollis'in toprak stii kisimlarindan izole edilen bilesikler mikuelianin
ve elajik asit Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture Collection)
29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslari
tizerindeki antibakteriyel etkisi ve Candida albicans ATCC 10231 susu iizerindeki
antifungal etkisi test edildi.

European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2013) ve
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2013) 6nerileri géz 6niine alinarak

ekstrelerin ve maddelerin MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi.
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Ekstreler ve maddeler %20 DMSO i¢inde ¢oziilerek azalan miktarda iki kath
diliisyonlar1 Mueller-Hinton Broth besiyeri i¢inde hazirlanmis (10 mg/ml-0,078
mg/ml araliginda) her bir kuyucuk esit miktardaki 18-24 saatlik mikroroganizma
kiltlirii ile inokiile edildi. Plaklar 35+1 °C'de, 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda iireme goriilmeyen son kuyucugun konsantrasyonu MIK degeri

olarak kaydedildi (mg/ml).
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3. BULGULAR

3.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

3.1.1. izolasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.1.1.1. Ekstraksiyon Calismalarina Ait Bulgular

A.mollis'in toprak iistii kisimlar1 metanol:su (80:20) ¢oziicii sistemiyle ekstraksiyona
tabii tutuldu. Liyofilize edilerek suyundan kurtarilmasiyla 284,4801 g liyofilize
ekstre elde edildi.

250,0566 g liyofilize ekstrenin sivi-sivi ekstraksiyonu sonucunda 64,7894gr
etilasetat; 15,0525 g kloroform ve 5, 4229 g petrol eteri faz1 elde edildi.

3.1.1.2. Kromatografi Calismalarina Ait Bulgular

3.1.1.2.1. Ince Tabaka Kromatografisine Ait Bulgular

Sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen fazlar iizerinde izolasyona devam edilecek
fazin belirlenmesi i¢in ITK ¢alismalar1 yapildi. Plaklar iizerinde gdzlenen lekeler ve
madde miktarlar1 da dikkate alinarak etilasetat faziyla devam edilmesine karar
verildi. Kolon kromatografisinde kulanilacak ¢6ziicii sistemi olarak bilesiklere ait

lekelerde en iyi ayrim goriilen etilasetat:metanol:su (100:13,5:10) segildi.
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Silikajel (230-400 mesh, 0.040-0.063 mm, Merck ASTM) kolondan elde edilen
fraksiyonlarin etilasetat:metanol:su (80:13,5:10) ¢oziicli sistemiyle normal faz
plaklarda (Merck, 1.05554 ) (Sekil 3.1.) ve metanol:su (1:1) ¢oziicli sistemiyle ters
faz plaklarda (Merck, 1.05559 ) (Sekil 3.2.) ITK analizleri yapildi 254 nm ve 366 nm
dalga boyunda UV 1s1k altinda incelendi.

Sekil 3.1. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlarin etilasetat : metanol : su (80:13,5:10)
¢oziicli sistemiyle normal faz ITK uygulamasi (Vanilin-H,SO, reaktifi ile muamele
edildikten sonra)
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Sekil 3.2. Silikajel kolondan elde edilen fraksiyonlarin metanol:su (1:1) ¢oziicii sistemiyle
ters faz ITK uygulamas: (Vanilin-H,SO, reaktifi ile muamele edildikten sonra)

3.1.1.2.2. Silikajel Kolon Uygulamalarma Ait Bulgular

Sivi-sivi ekstraksiyon sonucu elde edilen etilasetat fazi1 21,4730 g tartildi ve silikajel
(230-400 mesh, 0.040-0.063 mm, Merck ASTM) kolondan etilasetat:metanol:su
(100:13,5:10) ¢oziicii sistemiyle izokratik akis ile eliieedilerek 62 fraksiyon toplandi.
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Toplanan fraksiyonlarin ITK analizleri yapilarak benzer kimyasal yapilart igerdigi

diistiniilen fraksiyonlar Sekil 3.3.'te goriildiigii gibi birlestirildi ve tartildi.

1-3
(1,4992 g)
4-5
(3,7696 g)
6-10
(3,1174 g)
Silikajel kolon; (121'31: )
etilasetat:metanol:su ' g
(100:13,5:10) ¢oziicii
sistemi 14-16
(1,3943 g)
Etil asetat
ekstresi
17-18
0,4771 g)
19-22
(0,2277 g)
23-25
(0,1539 g)
26-30
(0,2730 g)
31-33
(0,1087 g)
34-46
(0,1965 g)
47
(0,1227 g)
48-59
(0,3869 g)
60-62
(2,4993 g)

Sekil 3.3. Silikajel kolon sonucu elde edilen fraksiyonlar
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Silikajel kolondan elde edilen EKB34-46 numarali fraksiyonda ¢okelek olusumu
gozlendi. Siiziilerek alinan ¢okelegin YPSK analizi yapildi ve bilesige AML1 kodu
verildi.izole edilen bilesik 31,2 mg olarak tartildi. AML1 bilesiginin izolasyon

semasi sekil 3.4.'te verilmistir.

Petrol eteri ile
ekstraksiyon

Kuru
ekstre

A.mollis toprak iistii Metanol:su (80:20) ile Kll(otrofokr_m ile
kistmlart ekstraksiyon eKstraksiyon

Etilasetat ile
ekstraksiyon

Kolon kromatografisi
(silikajel,

AMLL 34-46 etilasetat: metanol:su (100:13,5:10)
(31,2 mg) numarali
fraksiyon

Sekil 3.4. AML-1 bilesiginin izolasyon semasi

3.1.1.2.3. Sefadeks Kolon Uygulamalarina Ait Bulgular

Silikajelkolondan elde edilen EKB14-16 ve EKB17-18 fraksiyonlari sirayla sefadeks
kolona uygulanarak metanol ile eliie edildi. EKB14-16 fraksiyonundan 115; EKB17-
18 fraksiyonundan 88 fraksiyon toplandi. Fraksiyonlarin ters faz silikajel plaklar
(Merck, 1.05559) kullanilarak metanol:su (1:1) ¢oziicii sistemiyle ITK profillerine
bakildi. Benzer kimyasal yapilar1 tagidig: diistintilen fraksiyonlar Sekil 3.5. ve Sekil
3.6.'da goriildigl gibi birlestirildi.
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1-18

Sefadeks kolon;
metanol:su (1:1)

EKB14-16
(21,3943 gr)

Sekil 3.5. EKB14-16 fraksiyonun sefadeks kolondan elde edilen alt fraksiyonlar

55-57

19-21
22-23
24-28
29-30
31
32-33
34
35
36-38
39-41
42-43
44-45
46-48
49-54
58-59
60-62
63-65
66-69
70
71-93
94-108
109-115
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EKB17-18 fraksiyonunun uygulandig1 sefadeks kolondan toplanan ve birlestirilen

42-50 numarali fraksiyonda bekleme sonunda ¢okme gerceklesti. Fraksiyonun

Whatman kagidindan siiziilmesiyle elde edilen ¢okelek YPSK ile analiz edildi.

Analiz sonucunda saf oldugu tayin edilen bilesigin AML-1 kodlu bilesik ile ayni

oldugu goriildii.
1-8
9-11
12-13
14-16
17-18
19
20
21-23
24
Sefadeks kolon;
metanol:su (1:1) 25-26
27-28
EKB17-18 29-30
(0,4771 gr)
31-33
34
35-37
38-40
41
42-50
51
52-54
55-56
57
58-61
62-68
69-74
75-88

Sekil 3.6. EKB17-18 fraksiyonun sefadeks kolondan elde edilen alt fraksiyonlari
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EKB17-18 fraksiyonunun sefadeks kolonundan toplanarak birlestirilen 62-68
numarali fraksiyonda bekleme sonucunda c¢okelek olusumu gozlendi. Whatman
kagidindan siiziilerek alinan ¢okelegin YPSK analizi yapilarak yeterince temiz
olmadigina karar verildi. Metanol:su ¢oziicii sistemi ve ters faz silikajel plaklar
kullanilarak preperatif ITK yapildi ve siiriiklenme sonucunda altta kalan bant
kazinarak alindi. Bilesik metanolde ¢oziilerek silikjelden uzaklastirildi ve ¢oziicii
ucuruldu. Bilesigin YPSK analizi yapildi ve AML-1 bilesigi ile ayn1 oldugu tespit
edildi.

EKB14-16 fraksiyonunun sefadeks fraksiyonlamasinda elde edilen 49-54 numarali
fraksiyonda bekleme sonucunda ¢okme gozlendi. Cokelek siiziilerek YPSK analizi
yapildi. Bilesik AML-2 olarak isimlendirildi ve 16,1 mg olarak tartildi. AML-2

bilesiginin izolasyon semas1 sekil 3.7.'de verilmistir.

Petrol eteri ile
ekstraksiyon

Kuru
ekstre

Kloroform ile

A.mollis toprak iistii Metanol:su (80:20) ile ekstraksiyon

kisimlari ekstrasyion

Etilasetat ile
ekstraksiyon

Kolon kromatografisi
(silikajel,
etilasetat:metanol:su (100:13,5:10))

EKB14-16
fraksiyonu

Kolon kromatografisi
(sefadeks, metanol)

lllfl?l-:lilll AML-2
fraksiyon (16,1 mg)

Sekil 3.7. AML-2 bilesiginin izolasyon semasi
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3.1.1.2.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisine Ait Bulgular

Kolon kromatografisinin her asamasinda, fraksiyonlar ile izole edilen AML-1 ve
AML-2 bilesiklerinin YPSK analizleri yapildi. Izolasyon calismalarina ait YPSK
kromatogramlar1 ile bilesiklerin UV spektrumlar1 verilmistir (sekil 3.8, sekil 3.9,
sekil 3.10, sekil 3.11).

DADL B, Sig=254,4 Ref=off (EKIN62MT\MT000025.D)
mAU |

.306

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

0 Py

T T T T T
0 10 20 30 40 50 min

Sekil 3.8. AML-1 bilesiginin YPSK kromatogrami, 254 nm

*DAD1, 40.351 (1752 mAU, - ) Ref=39.224 & 41.524 of MT00
mAU —
1600 -
1400 -
1200
1000 -
800 -
600
400 -
200 -

0,

200 225 250 275 300 325 350 375 nm
Sekil 3.9. AML-1 bilesiginin UV spektrumu
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (EKIN62MT\MT000032.D)

1600 -

1400

1200 -

1000

800

600 -

400

200
o

T T T T
o] 10 20 30 40

T
50 min

Sekil 3.10. AML-2 bilesiginin YPSK kromatogrami, 210 nm

*DAD1, 42.196 (1604 mAU, - ) Ref=41.683 & 42.843 of MTOO
mAU
1600 —
1400 é
1200 é
1000 é

800 é
600 é
400 é
200 é

200 225 250 275 300 325 350 375 nm
Sekil 3.11. AML-2 bilesiginin UV spektrumu

3.1.1.3. izole Edilen Bilesiklerin Yapilarinin Aydinlatiimasi

3.1.1.3.1. AML-1 Bilesiginin Yap1 Tayini ile Tlgili Bulgular
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Sekil 3.12. AML-1 bilesiginin KS spektrumu
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Sekil 3.13. AML-1 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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Sekil 3.14. AML-1 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Cizelge 3.1. AML-1 bilesiginin 'H ve **C NMR bulgular

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)
C-1 -
C-2 113.36
C-3 -

- - C-4 149.05

7.25 (2H, s) H-5 C-5 -

- - C-6 107.55
C-7 159.95
C-1' 113.36
C-2' 135.90
C-3 -

- - C-4' 149.05

7.25 (2H, s) H-5' C-5' -

- - C-6' 107.55
c-7 159.95

AML-1 kodlu bilesiginYPSK analizi ve UV spektrumu incelendiginde A. mollis
toprak {stli ekstresinde bulunan major maddelerden biri oldugu goriilmiis ve
Alchemilla tiirlerinde daha o6nce varhigi tespit edilen elajik asit olabilecegi
disiiniilmistiir. Yapilan YPSK analizi sonucunda standart olarak alinan elajik asit
(Sigma Aldrich) ile karsilastirilmistir. Elajik asit ve AML-1 kodlu bilesigin UV
spektrumlart (sekil 3.9) yaninda retansiyon zamanlarinin (sekil 3.8) da ayni oldugu
goriilmiistiir. AML-1 kodlu bilesigin, ESI-KS (sekil 3.12) ile 6l¢iilen molekiil agirlig
301.47 [M-H] olarak tespit edilmis, ayrica *H ve **C NMR spektrumlari (¢izelge 3.1)
da alinarak literatiir bilgileri ile kiyaslanmistir. 'H-NMR spektrumu (sekil 3.13)
incelendiginde 6 7.25 ppm’de goriilen (2H, s) sinyalin aromatik halkaya bagh iki
protonu (H-5 ve H-5")isaret etmektedir. **C-NMR spektrumunda (sekil 3.14)5 karbon
atomuna 96113.36 (C-1, C-1"), & 135.90 (C-2, C-2"), 6 149.05 (C-4, C-4'), 5 107.55
(C-6, C-6), 6 159.95 (C-7, C-7"ait sinyal gozlenmistir. Tim bu veriler literatiir
verileri ile kiyaslandiginda (Li ve ark., 1999) AML-1 kodlu bilesigin elajik asit
oldugu ortaya konmustur (sekil 3.15).
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OH OH
(O
HO N
\ \ 0
0]

OH OH
Molekiil Adi Elajik asit
Molekiil Agirhg 302,197
Molekiil Formiilii C14HeOg
Ozelligi Sarims1 beyaz, amorf toz

Sekil 3.15. AML-1 bilesiginin yap1 tayini bulgular
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ini ile Tlgili Bulgular

3.1.1.3.2. AML-2 Bilesiginin Yap1 Tay
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Sekil 3.16.AML-2 bilesiginin *H-NMR spektrumu

75



0z 0¥ 09 08 00T 02T 0%T 09T 08T 0oz oze

Pt_‘rE\»L‘.LIr[LLIELL,rW:,__,__V_.FLPFTV:_:__.__pLF:___L_P___:,._,_P_ter~k>,_:,._ | AT WA ST AT B

B it

T

utw 6¢ ‘IY 9 SWF3 Te3OoL

9€SS9 9ZT8 Ia

ZH §°'0 bButuepeoxaq surq
ONISSADO¥d VIVA

pajernpow 9T-ZLTYM

uo Arsnonuyjuod

4P 8€ I9MmOod
ZHW PTEILLI"00% ’‘TH HTdN0DAA
ZHW 000T¥Z9°00T ‘E€TID HANASHO
suorjriedex pg

ZH 9°STISZ YIPTM

o098 y0g’T swry “bow

go9a1bop (-G °8Tnd

088 000°'T Aerep °"xeray

Tawua :xojzexado
X T°L6Z / D 0°pZ "dway

ST0Z 0€ des :uo paj3oa[To2 e3RQ
POEPD :3juaATos
(tndzs) Nogyv¥D :edusnbag asTng

JUIIIND :STTIPTA
TO0 0€60STOZ Z-THY
:£z103091Tp 91dwes
ejep/sdsawua / TIWwuA /swoy /
:A210309ITP SATYDIY
00pAInoxsuw- (0 pAIndraw
:uo pa3daTToD eled
Z-TAY

WN_UO_Q:—_UQ._. :_U__m< :oweN a7dwes

Z-TWY

Sekil 3.17.AML-2 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Sekil 3.18.AML-2 bilesiginin HMBC spektrumu
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Cizelge 3.2. AML-2 bilesiginin 'H ve **C NMR bulgular

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)
C-2 159.71
C-3 135.67
C-4 179.38
- - C-5 163.01
6.18 (1H, d, J=2.4 Hz) H-6 C-6 99.95
- - C-7 166.03
6.36 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 94.78
- - C-9 158.48
- C-10 105.71
- H-1' C-1' 122.84
7.79 (1H, d, J=2.0 Hz) H-2' C-2' 116.13
- H-3' C-3 145.94
- H-4' c-4 149.90
6.84 (1H, d, J=8.4 Hz) H-5' C-5' 117.72
7.54 (1H, dd, J=2.0, 8.8 Hz) H-6' C-6' 123.18
5.31 (1H, d, J=7.6 Hz) H-1" c-1 104.40
H-2" c-2" 77.90
H-3" c-3" 77.38
3.67-3.00 H-4" Cc-4" 75.53
H-5" C-5" 73.17
H-6" C-6" 174.46

AML-2 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu (sekil 3.16) incelendiginde & 6.18 (1H,
d, J=2.4 Hz) ve ¢ 6.36 (1H, d, J=2.0 Hz) ppm’lerde gozlenen sinyaller birbirine gore
meta konumda yer alan, sirasiyla H-6 ve H-8 konumlarini; 67.79 (1H, d, J=2.0 Hz), 6
6.84 (1H, d,J=8.4 Hz) ve 6 7.54 (1H, dd, J=2.0, 8.8 Hz) ppm’lerde gozlenen
sinyaller ise trisiibstitiie aromatik halkayi, sirasiyla H-2', H-5" ve H-6" konumlarin
isaret etmektedir. *C-NMR spektrumunda (sekil 3.17) 21 karbon atomuna ait
sinyalg6zlenmistir. & 179.38 ppm’de goézlenen kuaterner karbon atomuna ait sinyal
karbonil grubunun varligini (C-4) isaret etmektedir. Bu veriler AML-2 kodlu
bilesigin kersetol tirevi oldugunu ortaya koymaktadir. *H-NMR spektrumunda
anomerik protona ait olan 6 5.31 ppm’de gozlenen dublet (J= 7.6 Hz, 1H)
pozisyondan bagli bir ozun varhigint diisiindiirmektedir. BC-NMR spektrumunda
gorilen & 174.46 ppm’de gozlenen kuaterner karbon atomuna ait sinyal ikinci
karbonil grubunun varligin1 gostermektedir ki bu ozun karbonil grubu tasidigina

isaret etmektedir.

'H-NMR ve *C-NMR verileri (gizelge 3.2) degerlendirildiginde kersetol halkasi
yaninda glukronik asit halkasinin varligi goriilmektedir. HMBC spektrumunda 6 5.31
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ppm’deki anomerik proton sinyalinin 6 135.67 ppm’deki karbon atomu sinyali ile
etkilesmesi glukuronik asitin kersetol halkasina 3. konumdan baglandigini
gostermektedir. Bu bilgiler AML-2 kodlu bilesigin kersetol-3-O-B-glukronit yani
mikuelianin oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica elde edilen veriler literatiir verileri
ile kiyaslanmigtir vee AML-2 bilesiginin daha 6nce A. vulgaris’den izole edilen
mikuelianin (sekil 3.19) bilesigi oldugu dogrulanmistir (Nugroho ve Lee., 2014,
Vijayalakshmi ve Madhira, 2014).

OH

HO

OH
HO OH
O O COCH
oH ©

Molekiil Adi Kersetin-3-O-glukuronit (mikuelinin)
Molekiil Agirhg 478,366
Molekiil Formiilii C1H18013
Ozelligi Sar1, amorf toz

Sekil 3.19. AML-2 bilesiginin yap1 tayini bulgular

3.1.2. Farmakope Analizlerine Ait Bulgular

3.1.2.1. Tanen Miktar Tayinine Ait Bulgular

Gallik asidin farkli konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlara ait okunan absorbans
degerleri ile olusturulan kalibrasyon grafigi ve kalibrasyon denklemi sekil 3.20.'de

verilmistir.
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Sekil 3.20. Gallik asit i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi

Bitki ekstrelerinin absorbans degerleri denklemde yerine konarak ekstrelerdeki total
polifenol miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) tizerinden hesaplandive ¢izelge 3.3'te

verildi.

Cizelge3.3. Bitki kisimlarindaki total polifenol miktarlar1 (mg GAE/g bitki)

Total polifenol miktar1 (mg GAE/q bitki)
A.mollis (toprak iistii) 298,52+89,87
Amollis (k6k) 244,00+72,73
A.persica (toprak iistii) 295,22+80,00
A.persica (kok) 331,69+117,27

Deri tozu ile muamele edilen bitki ekstrelerine ait absorbans degerleri aym
kalibrasyon denkleminde yerine konarak deri tozu tarafindan absorblanmayan
polifenollerin miktar1 hesaplandi. Cizelge 3.1.'de verilen total polifenol miktarlar ile
deri tozu tarafindan absorblanmayan polifenol miktarlar1 arasindaki fark

hesaplanarak bitkilerdeki tanen miktarina ulasildi (Cizelge 3.4.).

Cizelge3.4. Bitki kisimlarindaki tanen miktar1 (g/100 g bitki materyali)

tanen (g/100 g bitki materyali)
A.mollis (toprak iistii) 8,3
A.mollis (kok) 5,68
A.persica (toprak iistii) 12,95
A.persica (kik) 11,3
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Avrupa Farmakopesi'ne gore A.vulgaris toprak iistii kisimlarinda tanen miktari
%6'n1n iizerinde olmalidir. A.mollisve A.persicakok ve toprak istii ekstreleri bu sarti

saglamaktadir.

3.1.2.2. ince Tabaka Kromatografisi Analizlerine Ait Bulgular

Avrupa Farmakopesi 6.0 ve Herbal Drugs and Phytopharmaceuticals kitabindan
yararlanilarak yapilan ITK analiz sonuglar sirasiyla sekil 3.21. ve sekil 3.22.'da

verilmigtir.

Sekil 3.21. Bitki ekstrelerinin ve standartlarin Avrupa Farmakopesi'e gére ITK analizleri;
Lekeler sirasiyla A.mollis toprak dstii kismi,A.mollis kok, A.persica toprak istii kismi,
A.persica kok ekstresi, klorojenik asit ve kafeik asita:Gortiniir dalga boyu b:UV,s, nm dalga
boyu ¢:UV3ss nm dalga boyu d:Vanilin-H,SO, reaktifi ile muamele edildikten sonra
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Sekil 3.22. Bitki ekstrelerinin ve standartlarinHerbal Drugs andPhytopharmaceuticals
kitabina gorelTK analizleri; Lekeler sirastyla A.mollis toprak iistii kismi, A.mollis kok,
A.persica toprak stii kismi, A.persica kok ekstresi, Klorojenik asit, hiperozit ve rutina:
Goriiniir dalga boyu b:UV,s, nm dalga boyu ¢: UVse nm dalga boyu d: Vanilin-H,SO4
reaktifi ile muamele edildikten sonra

Plaklar incelendiginde hiperozite ait bantlar A.mollis ve A.persica toprak iistii
kistmlarinda tespit edildi. Yapilan ITK calismalar1 sonucunda A.mollis ve A.persica
kok ekstrelerinde ise klorojenik asite ait bantlar goriildii. Ancak YPSK analizleri
sirasinda bitki ekstrelerinde klorojenik asite ait piklere rastlanmadi. Bu durum YPSK

ekstrelerindeki klorojenik asit miktarinin tespit limitinin altinda olmasina baglandi.

82



3.1.3. YPSK ile Miktar Tayini Calismalarina Ait Bulgular

Miktar tayini ¢alismalar1 sirasinda A.mollis ve A.persica toprak istii kisim ve
koklerinden hazirlanan ekstreler AML-1, AML-2 ve katesin bilesiklerinin kantitatif
analizi i¢in test edildi. Standart olarak kullanilan maddelerin konsantrasyonlari; 0,01;
0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25 mg/ml olarak ayarlandi. Ekstrelere aitkromatogramlar sekil
3.23.; 3.24; 3.25; 3.26'de verilmistir.

DADI B, Sig=254,4 Ref=off (EKIN62MT\MT000003.D)
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Sekil 3.23.A.mollis toprak istii kisimlarina ait YPSK kromatogramlari; sirasiyla UV 54 NM
(a) ve UV nm (b)
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DADI B, Sig=254,4 Ref=off (EKIN6ZMT\MT000009.D)
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Sekil 3.24.A.persica toprak tstii kisimlarina ait YPSK kromatogramlari; sirastyla UV 5, nm
(a) ve UV nm (b)
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Sekil 3.25.A.mollis koklerine ait YPSK kromatogrami; UV
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Sekil 3.26.A.persica koklerine ait YPSK kromatogrami; UV

84



Katesin, AML-1 ve AML-2 bilesiklerininretansiyon zamanlar1 (gizelge 3.5) ve UV
spektrumlar1 ekstrelerle karsilastirildiginda A.mollis ve A.persica'nin toprak tistii
kisimlarinda AML-1 ve AML-2; A.mollis ve A.persica’nin kok ekstrelerinde ise
katesin oldugu tespit edildi. Katesinin YPSK kromatogrami ve UV spektrumu sekil

3.27'de verilmistir.

Cizelge 3.5.Standart maddelerin (AML-1, AML-2, Katesin) retansiyon zamanlar1 (dk)

Standart madde

Katesin

AML -1 AML-2

Retansiyon zamanlari

23,44

40,75

42,25

DADI A, 5ig=210,4 Ref=off (EKIN62MT\MT000015.D)

200~

.290

*DADL, 23.311 (1820 mAU, - ) Ref=20.524 & 24.064 of MT0O
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Sekil 3.27. Katesinin 210 nm'deki YPSK kromatogrami ve UV spektrumu

A

Maddelerin farkli konsantrasyonlarmin YPSK analizleri sonucu elde edilen pik

alanlarinin ortalamas: alindi. Konsantrasyonlar ve pik alanlarinin ortalamalar

kullanilarak kalibrasyon grafikleri ve kalibrasyon denklemleri olusturuldu (Sekil
3.28, Sekil 3.29, Sekil 3.30).
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Sekil 3.28.
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Sekil 3.29. AML-1 bilesigi icin kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 3.30. AML-2 i¢in kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Katesin i¢in elde edilen kalibrasyon denkleminde A.mollis ve A.persica kok
ekstrelerindeki katesinin pik alani degerleri yerine konularak ekstrelerdeki katesin
miktarlar1 hesaplandi. A.mollis ve A.persica toprak iistii kisim ekstrelerinde tespit
edilen AML-1 ve AML-2 maddelerinin pik alani1 degerleriAML-1 ve AML-2'ye ait
kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak her bir ekstredeki miktarlar1 hesaplandi

(Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6.Alchemilla tiirlerinin katesin, AML-1 ve AML-2 miktarlar

Bitki kisimlarindaki madde miktarlar: ( g/100 g bitki materyali)
Katesin AML-1 AML-2
A.mollis (toprak tsti kisim) - 1,56+0,01 0,39+0,02
A.mollis (kok) 3,11+0,37
A.persica (toprak st kisim) - 1,23+0,01 0,34+0,00
A.persica (kok) 6,69+0,05

Referans maddelerin LOD ve LOQ degerleri sinyal/giiriiltii oran1 sirasiyla 3 ve 10
olacak sekilde hesaplandi. Katesin, AML-1 ve AML-2 igin hesaplanan LOD ve LOQ
degerleri ¢izelge 3.7'de verildi.

Cizelge 3.7. Katesin, AML-1 ve AML-2'ye ait LOD ve LOQ degerleri

Standart maddeler
Katesin AML-1 AML-2
LOD (pg/ml) 0,152 2,6740 0,249
LOQ (pg/ml) | 0,508 8,913 0,829

2.2.2. Biyoaktivite Calismalarina Ait Bulgular

2.2.2.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Yapilan antibakteriyel ve antifungal aktivite tayinlerine ait MIK degerleri ¢izelge

3.8. ve ¢izelge 3.9.'da verilmistir.
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Ekstreler ve maddeler test edilen konsantrasyon araliginda E.coli ATCC 25922
bakterisine karsi antibakteriyel etki gostermemistir. Calisilan her iki Alchemilla
tirtiniin de toprak istii kisimlarindan hazirlanan ekstrenin B.subtilis ATCC 6633
susuna karsi antibakteriyel etkisi saptanmamustir.E.faecalis ATCC 29212 susuna
karst A.mollis kok ekstresi antibakteriyel aktivite gostermemistir. Aktivite gosteren

ekstrelerin MIK degerleri 2,5-10 mg/ml arasinda tespit edilmistir.

Cizelge 3.8. Ekstrelerin test edilen mikroorganizmalar i¢in MIK degerleri (mg/ml)

Test edilen mikroorganizmalar i¢in MIK degerleri (mg/ml)
P.
S. aureus E. faecalis B. subtilis E. coli aeruginosa | C. albicans
Ekstreler ATCC 29213 | ATCC 29212 | ATCC 6633 | ATCC 25922 ATCC ATCC 10231
27853
Kok 5 10 25 10 10
A.persica ["Toprak
ustil 5 5 5 10
kisim
Kok 5 - 10 10 10
A.mollis Toprak
ustil 5 5 10
kisim

Cizelge 3.9.izole edilen maddelerin test edilen mikroorganizmalar igin MIK degerleri

(mg/ml)
Test edilen mikroorganizmalar i¢in MIK degerleri (mg/ml)
Maddeler S. aureus E. faecalis B. subtilis E. coli P. aeruginosa C. albicans
ATCC ATCC 29212 | ATCC 6633 ATCC ATCC ATCC
29213 25922 27853 10231
AML-1 1.25 5 - - 25
AML-2 4 - 4 4

AML-1 ve AML-2 bilesikleri E.faecalis ATCC 29212 ve E.coli ATCC 25922
suslarma kars1 aktivite gostermemistir AML-1 bilesiginin P.aeruginosa ATCC
27853; AML-2 bilesiginin ise B.subtilis ATCC 6633 suslarina karsi antibakteriyel
etki gostermedigi saptanmistir. Maddeler i¢in tespit edilen diger MIK degerleri 1,25-

4 mg/ml konsantrasyon araliginda tespit edilmistir.

S.aureus ATCC 29213 susu tizerinde A.mollis toprak iistii kisimlarindan izole edilen,

ayni zamanda A.persica toprak toprak {istii kisimlarinda da tespit edilen AML-1 ve
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AML-2 bilesiklerinin aktivite gostermesi bitki ekstrelerinin antimikrobiyal etkisine

bu maddelerin katkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.

AML-2'nin, P.aeruginosa ATCC 27853 susu iizerinde A.mollis toprak iistii kisim

ekstresinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonda etki gostermistir.

C.albicans ATCC 10231 iizerinde A.mollis toprak {iistii ekstresi haricindeki ekstreler
icin MIK degerleri 10 mg/ml olarak tespit edilmis; AML-1 ve AML-2 bilesikleri i¢in

ise MIK degerleri sirasiyla 2,5 ve 4 mg/ml olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA

Alchemilla cinsi diinyanin bir ¢ok yerinde yayilis gostermekle birlikte iilkemizde
Kuzey ve Dogu Anadolu bolgesinde yetismekte ve 74 tiirle temsil edilmektedir.
Avrupa Farmakopesi'ne kayitli olan ancak iilkemizde yetismeyenA.vulgaris dahilen
jinekolojik  problemlerde, gastrointestinal sistem rahatsizliklarinda, iltihabi
rahatsizliklarda; haricen ise ekzema ve kizariklik gibi cilt problemlerinde yetistigi
bolgelerde kullanilmaktadir. Ayni cinse ait bir diger tiir olan A.mollis de Avrupa'da
"Herba Alchemilla™ isimli ticari preparati halinde geleneksel tedavide anstrenjan,
ditiretik, antispazmodik olarak ve siddetli menstriiasyon ile yara tedavisinde

kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada Erzincan, Kop Gegidi'nden toplanan A.persica ile Sivas,Sariyar'dan
toplanan A.mollis bitkileri tizerinde farmakognozik aragtirmalar yapilmis, her iki
tirtin toprak dstii kisimlarive kokleriAvrupa Farmakopesi'min A.vulgaris i¢in
belirledigi kalite ozellikleri agisindan test edilmistir. Bu amagla tanen igerikleri
ayrica total fenol miktarlari tayin edilmis ve ince tabaka kromatografisi ile klorojenik
asit ve kafeik asit analizleri yapilmigtir. Tanen miktar  tayini pirogallolun

alinamamasi sebebiyle gallik asit lizerinden yapilmistir.

A.mollis ve A.persica bitkilerinin toprak istii kisim ve koklerinin tanen igerikleri
sirastyla % 17,41; 6,76 ve 15,76; 16,46 olarak bulunmustur. Avrupa Farmakopesi'ne
gore en az % 6 olmasi gereken degerin lizerinde olmasi nedeniyle tanen igerigi
acisindan her iki tiriin de farmakopeye uygunluk gosterdigi tespit edilmistir.
Ulkemizde yetismekte olan her iki tiiriin de ESCOP ve Komisyon E monograflarinca
onaylanmis antidiyareik kullanim i¢in tanen igerikleri acisindan uygun oldugu

diistiniilmektedir.

Ince tabaka kromatografisi analizlerinde her iki bitkinin de kok ve toprak {istii

kisimlari, referans olarak segilen kafeik asit, klorojenik asit, hiperozit ve rutin ile
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karsilagtirillmistir. Kok ekstrelerinde klorojenik asit, toprak istii kisimlarindaise
hiperozit varlig1 tespit edilmistir. Avrupa Farmakope'sine gore A.vulgaris toprak iistii
kisimlarinda kafeik asit ve klorojenik asit bulunmaktadir. Ancak bu ¢alismada
kullandigimizA.mollis ve A.persicanin toprak istii kisimlarinda bu bilesiklere

rastlanmamustir ITK analiz sonuglar1 YPSK sonuglar ile de dogrulanmistr.

A.mollis bitkisinin toprak iistii kisimlarindan yapilan izolasyon ¢aligmalar: sonucunda
etil asetatli fazdan silikajel ve sefadeks kolon kromatografileri kullanilarak kersetin-
3-glukuronit (mikuelianin) ve elajik asit bilesikleri izole edilmistir. Izole edilen

maddelerin yapi tayini spektroskopik yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

A.mollis ve A.persica toprak istii kisimlarinda ve koklerinde YPSK analizleri
yapilarak izole edilen bilesiklerin ve ayrica katesinin miktar tayini yapilmistir.
Bitkilerin toprak iistii kisimlarinda kersetin-3-glukuronit sirasiyla; 0,39 ve 0,34 g/100
g bitki materyali; elajik asit 1,56 ve 1,23 g/100 g bitki materyali olarak saptanmstir,
katesin tespit edilmemistir. Kok ekstrelerinde ise yalnizca katesin tespit edilmis ve

miktarlarlar1 sirasiyla 3,11 ve 6,69 g/100 g bitki materyali olarak hesaplanmistir.

Kersetin-3-glukuronit  bilesigi daha Once yapilan c¢aligmalarda A.vulgaris,
A.achtarowiive A.mollis bitkilerinden izole edilmis olan bir flavonoittir.A. vulgaris
toprak ustli kisminda baslica bulunan flavonoit olarak rapor edilmistir. Yapilan
biyolojik aktivite ¢aligmalarinda mikuelianin bilesiginin DPPH radikal siipiiriicti etki
gosterdigi (Shirai ve ark., 2006), arteriosklerozda rol alan vaskiiler endotel hiicre
adezyon molekiilleri ve kemokinlerin antienflamatuar nedenli artigini inhibe
ettigi(Lodi va ark., 2009; Tribolo ve ark., 2008), antiodem etki gosterdigi ve vaskiiler
permeabiliteyi azalttigi (Fan ve ark., 2011), sitokinle stimule edilmis COX-2
ekspresyonunu doza bagli olmaksizin inhibe ettigi (O'Leary ve ark., 2004),
antidepresan ve anti-stres aktiviteye sahip oldugu (Nugroho ve ark., 2014) rapor
edilmistir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda kersetin-3-glukuronitin antimikrobiyal
aktivitesi (MIK degerleri) Streptococcus mitis, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans ve Porphyromonas gingivalis igin 0,25 mg/ml'nin iizerinde,
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Fusobacterium nucleatum i¢in ise 0,25 mg/ml olarak bulunmustur (Shahzad ve ark.,
2015). Bu galismada ise S. aureus ATCC 29213, P. Aeruginosa ATCC 27853 ve C.
albicans ATCC 10231 iizerinde 4 mg/ml konsantrasyonda antimikrobiyal etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Elajik asit varligi Alchemilla tiirleri yapilan fitokimyasal ¢alismalarda A.vulgaris
toprak istii kisminda YPSK-KS yontemiyle tespit edilmistir. Elajik asitin ¢ok sayida
biyolojik aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. Kardiyovaskiiler etkilerinin arastirildigi
in vitro ¢alismalarda; prostoglandin indiiklii insan monositleri tizerinde prostoglandin
ve prostoglandin sentezinde rol oynayan enzimlerin seviyelerini azaltarak
antienflamatuar etki gosterdigi,endotel matriks metalopeptidaz-12 aktivitesi
gostererek anjiyogenezi engelledigi, sigan aort diiz kas hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu ve hiicre siklusunu baskilayarak ve tirozinkinazi inhibe ederek
aterosklerotik plak olusumunu engelledigi, insan aort endotel hiicrelerinde ICAM-
1(Hiicre i¢i adezyon molekiilii) veVCAM-1 (Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii)
ekspresyonu ile oksijen radikali formasyonunu inhibe ederekantienflamatuar ve
kardiyoprotektif etki gosterdigi bulunmustur. Elajik asitin anjiyoprotektif etkilerinin
arastirlldigr bir ¢alismada in vitro olarak LDL (Diisiik yogunluklu lipoprotein)
oksidasyonunu inhibe ettigi gdzlenmistir (Larrosa ve ark., 2010). Insan agiz, kalin
barsak ve prostat timorleri lizerinde yapilan bir ¢alismada; elajik asitin 12,5-100
w/ml doz araliginda agiz tiimorlerindeki proliferasyonu %26-88; kolon kanseri
hiicrelerinde %14-76; prostat tiimorlerinde ise %43-94 oraninda inhibe ettigi
goriilmiistiir (Seeram ve ark., 2005). Bagka bir ¢alismada ise elajik asitin 1-100
umol/L. doz araliginda insan akciger, kalin barsak, meme ve prostat kanseri
hiicrelerinde sitotoksik ve antiproliferatif etki gdsterdigi bulunmustur (Sepulveda ve
ark., 2011).Antimikrobiyal etkinligine dair ¢alismalar da bulunmaktadir.
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, Actinomyces
naeslundii, Actinomyces viscosus, Lactobacillus rhamnosus, Porphyromonas
gingivalis ve Bacteroides forsythusgibi agiz patojenlerinin gelisimini inhibe ettigi
(Loo ve ark., 2010), Staphylococcus epidermatis, Bacillus cereus,
KlebsiellapneumoniaveSalmonella typhi bakterilerine karsi gentamisin ve neomisin

ile kiyaslandiginda daha giiclii antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Ghudhaib
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ve ark., 2010). Ayrica Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus’a karst 1.25 mg/ml (Cai ve Wu, 1996),
S.aureus ATCC 9538 S.epidermidis NCTC 11047 Micrococcus luteus NCTC 9341
E.coli NCTC 8196 B.subtilis ATCC 6633 C.albicans ATCC 10231’e kars1 0.31-2.5
mg/ml konsantrasyon araliginda (Thiem ve Goslinska, 2004), H.pylori G2lve
H.pylori 10K’ye sirasiyla 0.002mg/ml ve 0.01 mg/ml (Martini ve ark., 2009)

konsantrasyonda antimikrobiyal etkinlik gortldiigi bildirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda ise elajik asitin S. aureus ATCC 29213, B. subtilisATCC
6633ve C. albicansATCC 10231 mikroorganizmalarina karst MIK degerleri sirasiyla
1.25, 5 ve 2.5 mg/ml olarak belirlenmistir.

A.mollis ve A.persica bitkilerinin toprak tistii kisimlar1 ve kokleri ile A.mollis toprak
iistli kisimlarindan izole edilen kersetin-3-glukuronit ve elajik asitin antimikrobiyal
aktiviteleri bu calismada toplamda 5 bakteri ve 1 maya iizerinde test edilmistir.
Ekstrelerde antimikrobiyal aktivitenin izole edilen maddelerden daha yiiksek
konsantrasyonda goriilmesi, izole edilen bilesiklerin bitkinin aktivitesine katkida
bulundugunu ortaya koymaktadir. Yara iyilestirici etkinlikleri i¢in kullanilan
Alchemilla tiirlerinin antimikrobiyal etkilerinin de yara iyilesmesinde rolii oldugu

distiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Alchemilla tiirleri tizerinde yapilan g¢alismalara bakildiginda fitokimyasal agidan
zengin olduklar1 ve ¢ok sayida biyolojik etkilerinin oldugu gériilmektedir. Uzerinde
en fazla ¢alisma yapilan ve Avrupa Farmakopesime kayitli olan tiir A.vulgaris
olmasma karsin bu tiir Tiirkiye'de yetismemektedir. Bununla birlikte Tirkiye'de
yetisen Alchemilla cinsleri lizerindeki ¢alismalarin sayis1 olduk¢a azdir. Bu galisma,
tilkemizde yetisen A.mollis ve A.persica tiirlerinin Avrupa Farmakopesi'ne
uygunlugunun arastirilarak A.vulgaris ile karsilastirilmasi amaciyla yapilmistir.Bu
tiirler, lizerinde yapilan ¢alismalarin sinirli sayida olmasi, iilkemizde yaygin olarak
yetisen tiirler olmalar1 ve geleneksel kullanimlari goz oOniinde bulundurularak

secilmistir.

Alchemilla tiirleri {izerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar flavonozit, tanen ve
proantosiyanidin gibi fenolik bilesikler agisindan zengin olduklarin1 ortaya
koymaktadir. Biyoaktivite ¢alismalari ise bu bitkilerin antioksidan, antimikrobiyal,
yara 1yi edici, antienflamatuar, anstrenjanetkili olduklarim1 ve jinekolojik

hastaliklarda kullanilabileceklerini gostermektedir.

Yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alisma sonuclar1 literatlir verileri ile
karsilastirildiginda yapilan diger ¢alismalarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Bitkilerin toprak iistii ve kok ekstreleri ile izole edilen maddelerin antimikrobiyal
aktivite ¢aligmalari paralel olarak yiiriitiilmis, kersetin-3-glukuronit ve elajik asitin

bu bitkilerdeki antimikrobiyal etkiden sorumlu bilesikler olabilecegi goriilmiistiir.

A.mollis ve A.persica bitkilerinde Avrupa Farmakopesi esas alinarak tanen miktar
tayini ve ince tabaka kromatografisi analizleri yapilmistir. Her iki tiiriin de
A.vulgaris'in etkisinden sorumlu oldugu diisiiniilen tanen igerigi agisindan Avrupa
Farmakopesi standartlarina uygun oldugu ortaya konmustur. Komisyon E ve ESCOP

monograflarinca onaylanmis antidiyareik kullanimi i¢in A. mollis ve A. persica

94



tirleri tanen igerikleri agisindan uygundur. Ayrica A.vulgaris'in major flavonoit
tiirevi mikuelianin bilesiginin her iki tlirlin de toprak iistli kisimlarinda bulunan major
bilesikler arasinda yer aldig1 tespit edilmistir. Ancak toprak tiistli kisimlarinda Avrupa
Farmakopesi'ne gore bulunmasi gereken kafeik asit ve klorojenik asit her iki tiirde de
bulunamamistir. Antidiyareik etkinlik disindaki biyolojik etkiler igin bu iki tiirin A.
vulgaris yerine kullaniminin belirlenebilmesi igin etkiden sorumlu maddelerinin

belirlenmesi ve biyolojik aktivite testlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alisma Tiirkiye'de yetisen A.mollis ve A.persica bitkilerinin fitokimyasal
iceriklerinin aydinlatilmasina ve ilkemizde yetisen diger Alchemilla tirleri
tizerindeki ¢aligmalara yol gosterici olacaktir. Alchemilla tiirleri {izerindeki
fitokimyasal caligmalarin ve biyolojik aktivite c¢aligmalarinin yetersiz oldugu
goriilmektedir. Daha ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi bu konudaki bilimsel eksikligin

giderilmesi agisindan énemlidir.
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OZET

Tiirkiye'de Yetisen Baz1 Alchemilla Tiirleri Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Alchemilla L. cinsi Rosaceae familyasina ait olup Tiirkiye'de 74 tiir ile temsil edilmektedir.
Bu tiirler 6zellikle Kuzey ve Dogu Anadolu Bolgesi'nde yayilis gostermektedir. Bu cins
icinde en fazla calisilan tiir A.vulgaris'tir. Ulkemizde yetisen Alchemilla tiirleri ile ilgili
caligmalar sinirli sayidadir. Bu nedenle Tiirkiye'de yetisen A.mollis ve A.persica bitkileri tez
konusu olarak segilmis; farmakopeye uygunlugunun, fitokimyasal igeriginin ve
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaglanmisgtir.

Bitkilerin toprak iistii kisimlar1 ve kokleri arastirilarak tanen miktar tayini ve ince tabaka
kromatografisi analizleri Avrupa Farmakopesi 6.0'a gore gergeklestirilmistir. Tanen miktar
tayini sonuglar1 farmakopeye uygunluk gostermistir.A.mollis bitkisinin toprak {istii
kisimlarinda izolasyon ¢aligmalar1 yapilmis, kolon kromatografisi kullanilarak iki bilesik
izole edilmistir. izole edilen maddelerin yapr aydinlatmalar1 *H-NMR, **C-NMR ve LC/KS
spektroskopik yontemleri ile yapilarak kersetin-3-glukuronit (mikuelianin) ve elajik olarak
tespit edilmistir.

A.mollis ve A.persicanin toprak istii kissm ve kok ekstreleri ile izole edilen maddelerin
antimikrobiyal aktivitesi 5 farkli bakteri ve bir maya tizerinde mikrodiliisyon yontemiyle test
edilmistir. A.mollis toprak istii kisimlari, kokleri; A.persica toprak iisti kisimlari, kokleri;
elajik asit ve kersetin-3-glukuronit S.aureus'a karsi; A.persica toprak tstii kisimlari, kokleri
ile A.mollis toprak istii kisimlar1 E.faecalis'e karsi; A.mollis ve A.persica kokleri ile elajik
asit B.subtilis'e karsi; A.mollis toprak iistii kisimlari, kokleri; A.persica toprak tstii kisimlari,
kokleri ile kersetin-3-glukuronit P.aeruginosa'ya karsi; A.mollis toprak iistii kisimlari;
A.persica toprak tistii kisimlari, kokleri; elajik asit ve kersetin-3-glukuronit ise C.albicans'a
kars1 etkili bulunmustur.

Anahtar Sézciikler:Alchemilla, Alchemilla mollis, Alchemilla persica, Rosaceae, fitokimya

96



SUMMARY

Pharmacognostical Studies on Some Alchemilla species Growing in Turkey

The genusAlchemilla L. whichbelongs to Rosaceae family, is represented with 74 species in
Turkey. These species are distrubuted especially at the North and East Anatolia. A.vulgaris is
the most studied species in this genus. Number of studies on Alchemilla species which grow
in Turkey, are limited. Therefore, Turkish species A.mollis and A.persica has been selected
as subjects andaimed to determine of pharmacopoeial compatibilities; phytochemical
compositions and antimicrobial activities.

Aerial parts and stems of the plants were analyzed according to European Pharmacopoeia
6.0, determined their tannin contents and performed their thin layer chromatography
analyses. Results of tannin determination were observed to compatibility with
pharmacopoeia. Isolation studies were perfomed on aerial parts of A.mollis and two
compound were isolated by using column chromatography.The structures of the isolated
compounds were determined by using spectroscopic methods such as *H-NMR, *C-NMR
and LC/MS and detected as quercetin-3-glucuronide (miquelianin) and ellagic acid.

Antimicrobial activity of extracts of aerial parts and stems of A.mollis ve A.persica and
isolated compounds were tested on 5 different bacteria and one yeast by microdilution
method. Antimicrobial activities was found on aerial parts and stems of A.mollis and
A.persica, ellagic acid and quercetin-3-glucuronide against to S.aureus; on aerial parts and
stems of A.persica, aerial parts of A.mollis against to E.faecalis; on stems of A.mollis ve
A.persica and ellagic acid against to B.subtilis; on aerial parts and stems of A.mollis and
A.persica and quercetin-3-glucuronide against to P.aeruginosa; on aerial parts of A.mollis,
aerial parts and stems of A.persica, ellagic acid and quercetin-3-glucuronide against to
C.albicans.

Keywords:Alchemilla, Alchemilla mollis, Alchemilla persica, Rosaceae, phytochemistry
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