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OZET
BAZI GENTIANA TURLERIN 1NFARMAKOGNOZ'E YONUNDEN INCELENMESI
Hiilya Tuba Kiyan
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak, 2017
Damisman: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

Gentiana tirleri halk arasinda sindirimi kolaylastirici, antidiyabetik, antiinflamatuvar,
hepatoprotektif ve antihipertansif gibi pek c¢ok tibbi amagla kullanilmaktadir. Gentiana
asclepiadea L., G brachyphylla Vill., G cruciata L., G gelida Bieb., G olivieri Griseb., G
pyrenaica L., G septemfida Pallas., G verna L. subsp. pontica (Soltok.) Hayek, G verna L.
subsp. balcanica Pritchard ve lilkemiz i¢in endemik olan G bossieri Schott et Kotschy ex
Boiss. tlrlerinden elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin LC/MS-IT-TOF ile analizlerinde;
sekoiridoitler; gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin, loganin, svertianolin, norsvertianolin, 3'-
asetil sverozit, flavon glikozitleri; 6stomoruzzit viteksin ve orientin bellidin, bellidifolin ve
ksanton-C glikozitleri; mangiferin ve oleanolik asit tespit edilmistir. Biyolojik aktivite
sonuclarma gore; G boissieri, G brachyphylla, G cruciata metanol ekstreleri belirgin DNA
hasar1 koruyucw; G cruciata, G asclepiadea ve G boissieri metanol ekstreleri yiliksek metal
selatlayici; G verna subsp. pontica metanol fraksiyonu yiiksek ABTS'+ radikal katyon
renksizlestirici;, G brachyphylla etil asetat ve metanol fraksiyonlar1 yiiksek DPPH' serbest
radikal stiptiriicii antioksidan aktivite; G pyrenaica, G. brachyphylla ve G verna subsp. pontica
metanol ekstreleri ile G pyrenaica, G. brachyp hylla metanol fraksiyonlar ¢ok yiiksek MAO -
A ve MAO-B inhibitor; G olivieri metanol ekstresi ¢ok yiiksek BChE inhibitor ve orta diizeyde
COX-2 inhibitor etki gostermistir. Ayrica Gentiana ekstrelerinin genotoksik etkiye sahip
olmadig1 gorilmiustiir. Tez kapsaminda, G boissieri, G brachyphylla, G gelida, G pyrenaica,
G verna subsp. balcanica ve G verna subsp. pontica tirlerinin antioksidan, antiinflamatuvar,
antikolinesteraz etkileri; G asclepiadea, G cruciata, G boissieri, G brachyphylla, G gelida.,
G olivieri ve G septemfida tiirlerinin MAO-A, MAO-B inhibitor etkileri ve G asclepiadea
harig¢ diger tiirlerin genotoksik etkileri ilk kez ¢alisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Gentiana sp., LC/MS-1T-TOF, antioksidan, MAO, BChE inhibitor.



ABSTRACT
PHARMACOGNOSTICAL fNVESTTGATTONS ON. SOME GENTIANA TAXA
Hiilya Tuba Kiyan
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School ofHealth Sciences, January, 2017
Supervisor: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

Gentiana species are traditionally used as digestive, antidiabetic, antiinflammatory,
hepatoprotective, antihypertensive and for many medicinal purposes. According to the LC/MS-
IT-TOF analysis ofthe extracts obtained from Gentiana asclepiadea L., G brachyphylla Vill.,
G cruciata L., G gelida Bieb., G olivieri Griseb., G pyrenaica L., G.septemfida Pallas., G
verna L. subsp. pontica (Soltok.) Hayek, G verna L subsp. ‘balcanica Pritchard and G
boissieri Schott et Kotschy ex Boiss. which is endemic for Turkey species; secoiridoids;
gentiopicroside, sweroside, swertiamarin, loganin, swertianolin, norswertianolin, 3'-acetyl
sweroside and eustomorusside; flavone glycosides; vitexin and orientin; xanthone-C
glycosides; bellidin, bellidifolin, mangiferin and also oleanolic acid were found. The methanol
extracts of G boissieri, G. brachyphylla, G cruciata showed significant DNA damage
preventive; G cruciata, G asclepiadea and G boissieri extracts showed strong metal chelating;
G verna subsp. pontica methanol f'action showed strong ABTS decolorization; G
brachyphylla ethyl acetate and methanol fractions showed strong DPPH scavenging
antioxidant; G pyrenaica, G. brachyphylla and G verna subsp. pontica methanol extracts also
G pyrenaica, G. brachyphylla methanol fractigns exhibited very strong MA0O-A and MAO-B
inhibitory; G olivieri methanol extract showed very strong BChE inhibitory but moderate
CO0X-2 inhibitory effects. Gentiana extracts did not show genotoxic effects. To the best of our
knowledge this is the f1'st study on the antioxidant, antiinflammatory, anticholinesterase effects
of G boissieri, G brachyphylla, G gelida, G pyrenaica, G verna subsp. balcanica and G
verna subsp. pontica; MAO-A, MAO-B inhibitory effects of G asclepiadea, G cruciata, G
boissieri, G brachyphylla, G gelida., G olivieri and G.septemfida and genotoxic effects

of species except G asclepiadea.

Keywords: Gentiana sp., LC/MS-IT-TOF, antioxidant, MAO, BChE inhibitory.
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; c¢alismamin hazirhk, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler icin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢gahsmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan "bilimsel intihal tespit programiyla tarandigimm ve
hicbir sekilde "intihal jcermedigini" beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Hiilya Tuba KIYAN
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1. GIRIS VE AMAC

Gentianaceae familyasina ait Gentiana tiirlerinin K6k ve rizomlar1 gastrointestinal
ve antiinflamatuvar hastaliklarin tedavisinde bitkisel ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Diinyada 400 kadar tiirti kayith olan cinsin ofisinal tiirii olan G lutea L., halk arasinda
ates diisiirticli, antidepresan, yara iyilestirici ve acl glikozitlerinden dolay: istah agici
amaglarla yaygin sekilde kullanilmaktadir (European Medicines Agency [EMA], 2009).
Diinyada yaklasik 400 tiirti olan Gentiana cinsinin tilkemizde G [utea L. ve endemik olan
G boissieri Schott & Kotschy ex Boiss. disinda 10 tiirii daha bulunmaktadir. Bu tiirler;
G asclepiadea L., G aquatica L., G brachyphylla Vill., G cruciata L., G gelida Bieb.,
G nivahs L., G olivieri Griseb., G pyrenaica L., G septemfida Pallas, G verna L.
olarak sayllmaktadir (Davis, 1978). Turlerden G aquatica L. ve G nivalis L. tek yillik
bitkjler olup, digerleri ¢ok yillik, otsu formdadir (Pritchard, 1978, s. 184).

Geniiana tirleri halk arasinda ¢ok eski zamanlardan beri istah agici, sindirim
stimtilani, antikonviilzan, antihipertansif, antidiyabetik, antihepatotoksik, antinosiseptif,
antiinflamatuvar, antitilserojenik, sedatif, antioksidan, antidepresan ve antianemik olarak
kullanilagelmektedir. Tim Gentiana tirleri basta kok olmak iizere biitiin bitki
kisimlarinda bulunan sekoiridoit glikozitlerinden dolay1 ac tatlariyla karakterizedir. Bu
acl tat nedeniyle Avrupa'da bir¢ok istah agic1 preparatin bilesiminde stimulan ve midevi

tonik olarak bulunmaktadir (Senol vd., 2012, s. 802).

Gentiana cinsine ait bitkiler, son otuz yildir fitokimya ve farmakoloji alaninda
yapilan pekcok calismaya konu olmustur. Yapilan kaynak taramalarinda, ilkemizde
yetisen tiirler arasindan G [lutea subsp. symphyandra (Murb.) Hayek koklerinin iridoitleri
ve farmakolojik aktiviteleri (Oztiirk, 1997), G olivieri Griseb.'in iridoitleri ve
farmakolojik aktiviteleri (Ersoz, 1988) hakkmda doktora tezleri, yine G olivieri
Griseb.'in in vitro antitiimoral aktivitesi hakkinda bir yiiksek lisans tezi, (Yalim, 2014),
ayrica G pyrenaica L., G verna subsp. balcanica Pritchard ve G verna subsp. pontica
(Soltok.) Hayek'in toprak istii kisimlarinin monoamin oksidaz-A (MAO-A) inhibitor
etki leri hakkinda bir doktora tezi (Kaya, 2013) ve G olivieri Griseb., G asclepiadea L.,
G cruciata L., G gelida Bieb. ve G septemfida Pallas'in izoorientin igerigi konulu bir
yiiksek lisans tezi (Edis, 2003) bulunmaktadir. Bunlarin disinda ise s6z konusu tiirleri ile

ilgili ¢ok sayida fitokimyasal ve biyolojik aktivite ¢alismasi bulunmaktadir. Bunlarin



bazilart; tiirlerin toprak tistii kisimlart ve kdklerinden hazirlanan ekstrelerde gentiopikrin,
gentiopikrozit (Savikin-Fodulovic vd., 2003, s. 380; Ozturk vd., 2006, s. 292), sekoiridoit
(Garcia vd., 1989, s. 998), alkaloit (Mansoor vd., 2000, s 108) iceriklerinin
aragtirllmasidir.  Tirlerin biyolojik aktivite c¢alismalar1 genellikle halk arasinda
kullanimlarindan yola ¢ikilarak gergeklestirilmistir. Kaynaklarda farkli Gentiana tiirleri
ile ilgili hepatoprotektif (Deliorman Orhan vd., 2003, s. 2275), antidiyabetik (Sezik vd.,
2005, s 1224), antiinflamatuvar (Kupeli vd., 2004, s. 787), radyoprotektif (Menkovic
vd., 201 O, s. 1694), antioksidan (Hudecova vd., 2012, s. 105), in vitro kolinesteraz
(asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz)inhibisyonu (Senol vd., 2012, s. 803), genotoksik
ve sitotoksik (Hudecova vd., 201 O, s. 23), antimikrobiyal (Mihailovic vd., 2011, s. 1165)
ve MAO-A inhibitér (Kaya vd., 2014, s. 505) etki ¢alismalar1 goze ¢arpmaktadir.

Bu calismada, G asclepiadea L., G boissieri Schott & Kotschy ex Boiss., G
brachyphylla Vill., G cruciata L., G. gelida Bieb., G olivieri Griseb., G pyrenaica L.,
G.sepiemfida Pallas, G. verna subsp. balcanica Pritchard ve G verna subsp. pontica
(Soltok.) Hayek'in toprak fistii kisimlarindan hazirlanan ham metanol ekstreleri ile
diklorometan, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin fitokimyasal bilesimlerinin yani sira
antioksidan ak.tiviteleri ABTS-+ Radikal Katyon Renksizlestirme Yontemi, Rediikleyici
Gii¢ Olgiimii, Metal Selatlayici, DNA Hasar1 Koruyucu ydntemi ile; Asetilkolinesteraz
(AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibitér aktiviteleri Ellman testi ile;
antiinflamatuvar aktiviteleri Siklooksijenaz-1 (COX-1) ve Siklooksijenaz-2 (COX-2)
Inhibitdr Testi ile; Monoamin oksidaz inhibitor aktiviteleri Monoamin oksidaz A (MAO-
A) ve Monoamin oksidaz B (MAO-B) Inhibitdr Testi ile ve genotoksik etki ise molekiiler
belirtecler yardimi ile incelenmistir. Gentiana ekstre ve fraksiyonlarmin kimyasal

bilesimleri ise ¢esitli kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gentianaceae Familyasi

Tek yillik, iki ya da ¢ok yillik otlar. Yapraklar glabros (tiiysiiz), tam, tabanda
genellikle bir rozet seklinde, govdedekiler genellikle opozit (karsilikli) ve sessi! (sapsiz),
siklikla tabanda konnat. Cicekler 4-8 pargali, aktinomorfik. Kaliks + derince boliinmis.
Koralla loplar1 tomurcuk icinde burusuk halde, genellikle tiiysiiz. Stamen]er korolla tiipii
icinde; anterler tabanda hafif kordat, basifiks ya da nadiren versatil. Ovaryum stiperior,
tek lokuluslu, 2 parietal plasental;, oviiller ¢ok sayida. Meyveler 2 valf ile acgilan bir

kapstl (Davis, 1978, s. 176).
2.2. Gentiana L. Cinsi (Davis, 1978, s. 176).

Cok wyillik (nadiren tek yillik) bitkiler. Habit (goriinisleri) cesitli: bazen =*
dallanmis, sik dokulu siirliniicii yapida, bazen etli bir rizomdan ¢ikan bir veya birkag
govdeli. Cicekler 4-5(-'9) parcall. Kaliks derince boliinmis, loplar bir i¢ membran ile
kismen birlesmis. Koralla hipokrateriformdan (yayik laminali boru seklinde)
infundibulara (huni seklinde) kadar, uguk ya da koyu menekse rengi-mavi, sar ya da krem
(nadiren beyaz), genellikle ana loplar ile daha Kkii¢iik olan ikincil loplar (kivrimlar)
alternat dizilimli; bogaz i¢ kisimda fimbriat (sagakli) degil. Anterler bazifiks. Ovaryum
kisa bir stilus ilizerinde daralmis ya da mevcut degil; stigma iki, diisiicii. Nektarlar

ovaryum tabaninda mevcut. Kapsiil elipsoidden oblonga kadar, stipitat (sapli) ya da sessi!
(sapsiz).

1 Bazal yapraklar ¢ok genis (40x25 cm'e kadar); korolla %:'sinden fazla béliinmiis,

parlak sar 1 lutea

1 Bazal yapraklar 15x3 cm'e kadar (siklikla daha kisa); korolla Y2'sinden az bolinmuts,

beyaz, acik sarl, mavi ya da menekse rengi

2. Govdeler uzun, genellikle 30 cm'den yiiksek, yanlarda cigekli

3. Yapraklar akut; cicekler 5 pargal;; anterler konnat 2. asclepiadea
3. Yapraklar obtus; cicekler 4 pargali; anterler serbest 3. cruciata

2. Govdeler daha kisa, genellikle 30 cm'den kisa, cigekler terminal ya da terminal-lateral



4. Tek yillik bitkiler
5. Korolla agik mavi, loplar obtus; kapsiil stipitat -: 5. aquatica
5. Korolla parlak mavi, loplar akut; kapstil sessil 12. nivalis
4. Cok yillik bitkiler
6. Rizom apeksi fibroz bir halka ile sarilmis; govde dik, 1040 cm 4. olivieri

6. Rizom apeksi fibroz halka ile sarili degil; govdeler genellikle prokumbent ya da 10

cm'den daha kisa
7. Korolla acik sari 9. gelida
7. Korolla mavi (nadiren beyaz)

8 Cicekler yanlarda bas seklinde toplanmis cicek durumlar halinde, 3 ya da daha fazla
sayida; govdeler basit 7. septemfida

8 Cigekler genellikle tek tek, terminal; govdeler basit ya da dallanmig
9. Cigekli govdeler 11 ya da daha fazla intemodlu; govdeler basit, prostrat
8. boissieri

9. Cicekli govdeler I 1'den daha az internodlu; govdeler genellikle tabanda ¢ok dallanmus,
sik dokulu (hali gibi)

10, Ikincil korolla loplari, ana toplara + esit, korolla 10parcali; intemodlar + esit
6. pyrenaica

10. Ikincil korolla loplar1 kiiciik ana lobun “4'sinden daha kisa; internodlar ¢iceklenme

sonrasi uzamis§

11. En uzun rozet yapraklar goévde yapraklarindan daha uzun; korolla (20-)28 mm ya da

daha uzun 10. verna
11. Rozet yapraklar govde yapraklaria =+ esit; koro lla 20 mm'den kisa

11. brachyphylla



1. G asclepiadea 1.

Gorsel 2.1. G asclepiadea L.

100 an kadar olabilen robust (kuvvetli) bitkiler. Govide ¢ok sayida, basit, 14-20
intemodlu; cicekler iistteki yaprak koltuklarinda, + uzamus bir bas seklinde. Yapraklar
ovat-lanseolattan lanseolata kadar, gévde tepesine dogru daha dar ve daha yogun,
genellikle 5 damarly, yesil. Cigekler genellikle 5 parcali, sessi) (sapsiz). Kaliks 12-20 mm,
yaklagik yarisia kadar dar, (tepe) akut (sivri) ve yayik loplu. Korolla orta maviden koyu
maviye kadar, nadiren beyaz, 30-50 mm, loplann 1/6'sina kadar boliinmiis, loplar
triangular, (tepede) akut; yan loplar daha kiigiik ve+ diizensiz. Kapsiil elipsoid, kisaca
stipitat.

Ciceklenme: Agustos-Eyliil
Yetistigi yerler: Otluk alanlar ve ormanlik agikliklar
Yiikseklik: 300-2000 m

Toplandig: yer: Kastamonu (Ilgaz Dagr)



2. G boissieri Scbott & Kotschy ex Boiss.

Gorsd 22. G boissieri Schott & Kotscby ex Boiss.

G septemfida'min kiigiik formlarina benzer. Govdeler 4-1 Ocm, prostrat, genellikle
1 ¢igekli. Yapraklar ovat, subakut, 3 damarl, 10x5 mm'ye kadar. Kaliks ¢. 15 mm,
1/3'ine kadar boliinmiis; loplar 1,5-2 mm eninde. Koralla. 25-30 mm, 1/6'sina kadar
boliinmiis; loplar triangular; yan loplar c. %'si kadar uzunlukta, 3-4 disli.

Ciceklenme: Temmuz-Eyliil
Yetistigi yerler: Kiregtagi turbaliklari
Yiikseklik: 2400-2700 m

3. G brachyphylla Vill.

G verna'ya benzer, fakat tiim kisimlar1 ona gore daha kiigiiktiir. Rozet yapraklar
1055 mm'ye kadar, yogun imbrikat, eliptik ya da spatulat, obtus. Cigekler sesi!. Kaliks
8-12 mm, %'line kadar boliinmiis, tiip kanath ya da koseli. Korolla 15-20(-28) mm, loplar
obtus; tiip, muhtemel olarak ¢igekte daha az yayik olan loplar ile G verna'ninkine gore
daha dar.

Ciceklenme: Temmuz-Agustos
Yetistigi yerler: Alpin cayirlar
Yiikseklik: 2500-2800 m

(Pritchard, 1978, s. 183-190).



4. G cruciata L.

Gorsel 2.3. G cruciata L.

50 cm'ye kadar yiikselebilen robust bitkiler. Govdeler basit, kalin, bazalda rozet
yapraklar tizerinde siklikla ¢ok sayida, 6-10(-12) intemodlu; cigekler bir yan bascikta ve
st yaprak aksi! (Koltuk alti)lerinde. Yapraklar 30- 100 x 1030 mm, ovat-lanseolat,
(tepede) subakut, 3 damarh, tabanda+ konnat ve 6zellikle alttakiler kin seklinde. Cicekler
4 pargaly, sessi!. Kaliks 8-15 mm, loplarin %:'sine kadar triangular. Korolla mavi, siklikla
morumsu ve yesil ¢izgili, 15-30 mm, intermediat loplar diizensiz, kisa. Kapsiil dar, sessi!

ya da subsessil.
Ciceklenme: Temmuz-Eyliil
Yetistigi yerler: Orman kenarlar ve otlaklar

Yiikseklik: 800-2500 m



5. G gelida Bieb.

Gorsel 24. G gelida Bieb.

G septemfida'ya ok benzer ama siklikla daha robust, 40 cm'ye kadar yiikselen gévdeler
20 kadar internodlu. Cigekler ¢ogunlukla 5 parcali Kaliks 16-30 mm; loplar linear-
lanseolat, akut. Korolla agik sar1 ya da krem, 30-45(-50) mmy; yan loplar+ dentat.

Ciceklenme: Agustos-Eyliil
Yetistigi yerler: Acik otlaklar ve meralar
Yiikseklik: 2000-3200 m

6. G olivieri Griseb.

Gorsel 2.5. G olivieri Griseb.

Rozet yaprakli bir tabandan yiikselen ¢icekli govdeler 1-3, dik, 10-30(-40) cm.
Rizom u¢ kisminda fibréz bir halka ile sarilmis. Internodlar az, iyi gelismis govde
yapraklariin oldugu st kisimlar disinda. Rozet yapraklar 15 cm'ye kadar, oblanseolat,



obtus ya da subakut; govde yapraklari 6 an'ye kadar, lanseolat, tabanda perfoliat ve
govdeyi sarar. Cigekler (1-)3-1 O terminal bir bas seklinde, 5 parcali. Kaliks 12-15 mm,
Y4'sine kadar boliinmiis. Korolla mavi, i kisimda+ beyaz ¢izgili, 20-30 mm, yan loplarin
Y5 uzunlugu kadar yaklagik 1/3'tine kadar boliinmiis. Kapsiil stilusa dogru daralir ve kisa
saplt.

Ciceklenme: Nisan-Temmuz
Yetistigi yerler: Kiregtasi, marn ya da killi otlaklar
Yiikseklik: 350- 2300 m

1L G pyrenaica L.

Gorsel 2.6. G pyrenaica L.

Dallanmis bir rizomdan yiikselen siklikla ¢ok sayida govdeli bitkiler, kiimeler
halinde ya da kisaca siiriinticiiler seklinde. Govdeler 2-5 cm, + kiime olusturan alt
yapraklardan dallandiginda her dalda 6'ya kadar intemodlu; cicekler tek tek, terminal.
Yapraklar dar lanseolattan lineara kadar, 15x4 mm'ye kadar, en alttaki ¢ok kiigiik ve pul
benzeri. Cigekler 5 pargali, fakat yan loplar ¢ok genisledigi icin 10 pargali gibi goriiniir.
Kaliks 12-20 mm, c¢. 1/zx korolla boyu kadar, c. “'line kadar boliinmiis. Korolla koyu
mavi ya da menekse rengi-mavi, 20-30 mm, c. 4'li kadar bolinmiis; loplar ovat, obtus,

yayik; yan loplar apeks + dentat. Kapsiil stipitat.
Ciceklenme: Mayis-Agustos
Yetistigi yerler: Alpin turf

Yiikseklik: 1800-3100 m



8. G septemfida Pallas

Gorsel 2.7. G septemfida Pallas

Prostrat ya da yiikselici bitkiler; govdeler gok sayida, 5-30 cm, 10-16 internodlu,
basit ya da tist yapraklarin aksillerinde 15 gigekli+ terminal ?agciklar halinde. Yapraklar
ok cesitli; alt kisimlarda pul benzeri,+ ovat, {ist kisimlarda dereceli daralan lanseolattan
lineara kadar; bazen kordat tabanlar boyunca genislemis; yaprak tabanlar1 en tepedekiler
haricinde bir kin seklinde birlesmis; yanlarda 40x25 mm'ye kadar. Cicekler 5-6(-7)
parcall. Kaliks 12-24 mm, korolla boyunun yarisindan daha kisa, ¢ %'sine kadar
bolinmiis; loplar gesitli, + lanseolat, akut, eni 3 mm'ye kadar. Koralla koyu maviden
koyu mavi-mora kadar, (25-)30-40 mm, 1/6'sina kadar boliinmdis, loplar triangular, akut
ya da subakut; yan loplar uzunlugunun 1/3-%'si kadar, fimbriat. Kapsiil kisaca stipitat.

Ciceklenme: Temmuz-Agustos
Yetistigi yerler: Alpin cayirlar, alpin su basma bolgeleri vedbies orman agikliklar
Yiikseklik: 1800-3200 m

9. G verna L.

Cok yillik bitkiler, govdeler cicekte 10 cm'ye kadar fakat genellikle meyvede
uzamus. Yapraklar tabanda yogun, rozet seklinde, genisten dara kadar eliptik ya da ovat,
bazen kenarlarda papilloz, 20x8 mm'ye kadar; govde yapraklar1 2-3 pargali, genellikle
daha dar. Cicekler tek tek, 5 parcali. Kaliks 12 parcali, 1/3'tne kadar bolinmiis,
koselerde+ kanath. Koralla koyu mavi, goze benzeyen beyaz lekeli, loplar genisce obtus
ve yayik; yan loplar kiigiik ve dar.
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8. G septemfida Pallas

Gorsel 2.7. G septemfida Pallas

Prostrat ya da yiikselici bitkiler; govdeler gok sayida, 5-30 cm, 10-16 internodlu,
basit ya da iist yapraklarin aksillerinde 15 ¢igekli+ terminal bagciklar halinde. Yapraklar
ok cesitli; alt kissmlarda pul benzeri,+ ovat, tst kisimlarda dereceli daralan Ianseolattan
lineara kadar; bazen kordat tabanlar boyunca genislemis; yaprak tabanlar1 en tepedekiler
haricinde bir kin seklinde birlesmis; yanlarda 40x25 mm'ye kadar. Cigekler 5-6(-7)
parcali. Kaliks 12-24 mm, korolla boyunun yarisindan daha kisa, ¢ %'sine kadar
boliinmiis; loplar gesitli, + lanseolat, akut, eni 3 mm'ye kadar. Koralla koyu maviden
koyu mavi-mora kadar, (25-)30-40 mm, 1/6'sina kadar béliinmiis, loplar triangular, akut
ya da subakut; yan loplar uzunlugunun 1/3-%'si kadar, fimbriat. Kapsiil kisaca stipitat.

Ciceklenme: Temmuz-Agustos
Yetistigi yerler: Alpin cayirlar, alpin su basma bolgeleri ve Abies orman agikliklar
Yiikseklik: 1800-3200 m

9. G verna L.

Cok yillik bitkiler, govdeler ¢icekte 10 cm'ye kadar fakat genellikle meyvede
uzamus. Yapraklar tabanda yogun, rozet seklinde, genisten dara kadar eliptik ya da ovat,
bazen kenarlarda papilloz, 20x8 mm'ye kadar; govde yapraklari 2-3 parcali, genellikle
daha dar. Cigekler tek tek, 5 parcali Kaliks 12 par¢ali, 1/3'tne kadar bolinmiis,
koselerde+ kanatl. Korolla koyu mavi, goze benzeyen beyaz lekeli, loplar genisce obtus
ve yayik; yan loplar kiiciik ve dar.
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L Korolla (20-)28-37(-39) mm; rozet yapraklar+ dar eliptik, genellikle boyu eninin 2V
katindan uzun, subakut 3 su bsp. balcanica

1. Korolla (38-)40-46 mm; rozet yapraklar ovattan eliptige kadar, genellikle boyu eninin
2% katindan uzun degil, + obtus subsp. pontica

G verna subsp. balcanica Pritchard

v s
] . - ] :

Gorsel 2.8. G verna subsp. balcanica Pritchard

Ciceklenme: Mayis-Haziran

Yetistigi yerler: Alpin meralar, kiregtast yamaglari ve yamag eteklerinde biriken
tas, toprak yiginlar

Yiikseklik: 1800-2225 m



G. verna subsp. pontica (Soltok.) Hayek

Gorsel 2.9. G verna subsp. pontica (Soltok.) Hayek

Ciceklenme: Mayis-Temmuz
Yetistigi yerler: Alpin otlaklar ve turbaliklar

Yiikseklik: 1830-3660 m

2.3. Gentiana Tiirlerinin Fitokimyasal Bilesimi

Gentiana cinsinin igerdigi tiirlerin kimyasal bilesiminde; toplamda 593 bilesik
olmak {izere iridoit, ksanton, flavonoit, alkaloit ve triterpen yapisinda bilesikler ile gesitli
sekonder metabolitler tespit edilmistir (Pan vd., 2016, s. 108).

2.3.1. iridoitler

N O-Glukoz

Sekil 2.1. Iridoit Glikozit Iskeleti
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Iridoitler, siklopentanopiran halkasina sahip ac1 lezzetli monoterpen laktonlardir.
Yapilarinda bir o:-piran bir de siklopentan olmak lizere iki siklik halka bulunmaktadir.
Gentiana tirlerinin bilesiminde 120'den fazla iridoit ve sekoiridoit bilesigi izole
edilmistir. Bu cinse ait tiirlerde tespit edilen iridoitlerde, 1 ve 7. karbon atomuna (CI ve
C7) bagh oksijen konumlanmis olup ¢ok bilinen iridoitlerden loganin, loganik asit ve
tiirev terinde oldugu gibi 11. karbon atomuna karboksil (COOH) veya ester grubu baghdir.
Bazen aldehit (HO-C) grubu karboksil grubu (C=0) ile oksijenlenmistir (6rnegin; 2'-0-
(2,3-dih idroksibenzoil)- 7-ketologanin ve 2 3',6'-tri-O-asetil-4'-0-[ (E)-4-0-,B-D-
glukopiranozi lkumaroil |- 7-ketologaninde oldugu gibi). Loganetinde oldugu gibi karbon
atomuna bagh oksijene bir ,B-0-glukopiranozil grubu bagh olabilir.

R
@)

0-Glukoz

Sekil 2.2. Sekoiridoit Glikozit Iskeleti

Sekoiridoitler ise iridoitlerin siklopentan halkasinin par¢alanmasi ile olusan
maddelerdir. Bunlar genellikle glikozit halinde bulunurlar. Yapilarinda bulunan HO-C ve
C 11-00H arasindaki laktan halkas: ile karakterize olup gentiopikrozit, svertiamarin,
sverozit ve tiirevleri en bilinen sekoiridoit ornekleridir. Ayrica 2'-O-feruloilloganin,
gentiotriflorozit, gentioumozit A-E, sekologanol, &stomozit, oOstomoruzzit, 3'-O-
asetilsverozit, rodantozit A-C, gentimakrozit, makrofillozit A, Kkingizit, skabrazit,
septemfidozit, oliverozit A ve B farkh Gentiana tirlerinden izole edilen iridoitlere

ornektir (Pan vd., 2016, s. 108).

Gentiana tirlerinden farkli yapida yeni iridoitlerin de izole edildigi rapor edilmistir.
Izole edilen yeni iridoit glikozitlere iridoit-sekoiridoit yapisinda olan gentiournozitler A-
C ornek verilebilir. Sekoiridoit yapisinda olan rodantozitler A-C, G rhodantha'dan,
acillenmis sekoiridoit yapisinda olan 2'-0-(2,3-dihidroksibenzoil)gentiopikrozit ve 2'-O-
(2,3-dihidroksibenzoil) svertiamarin ile 3'-0-(2,3-dihidroksibenzoil) sverozit G

rigescens'ten izole edilmistir (Suyama vd., 2013, s. 166).
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Iridoitler Gentiana tiirlerinde bulunan ana bilesikler degillerdir ancak Gentianaceae

familyasinda gok belirgin bir role sahiptirler.

Gentiana tirlerinde en yaygn bulunan loganik asit, gentiopikrozit, sverozit ve
svertiamarin iridoitlerinin Gentiana cinsi agisindan karakteristik olmalarinin yanisua bu
cinsteki iridoitlerin biyosentetik yolakta anahtar rol oynadigi diistiniilmektedir.
Gentianaceae familyasmda biyosentetik yolak 1967 ve 1976 yillar1 arasinda arastirilmis
ve biyosentetik yolagin mevalonolaktonla baslaylp gentiopikrozitle sonuglandigi

bulunmustur (Xu vd., 2005, s. 669).
2.3.2. Ksantonlar

Farkli Gentiana tiirlerine ait toprak istii kisimlardan 60'a yakin ksanton bilesigi
izole edilmistir. Bunlardan bazilar;; 1,5-dihidroksi-3-rnetoksiksanton, izogentisin,
gentiozit, svertianin 7-0-primeverozit, gentiakaulein, desasetilgentiabavarutinozit,
dekuzzatin, izobellidifolin, mangiferin ve lanserin'dir. Dekuzzatin, gentiakaulein ve
mangiferin en yaygmn olanlardlr. Lanserin ve mangiferin gibi bazi ksantonlar C-

glikozitlerinden olugmaktadir.

Mangiferin ve onun 0-glikozidik tiirevleri olan mangiferin 7-0-.8-D-glukopiranozit
(neomangiferin) ve mangiferin 6-0-P-D-glukopiranozit 2-C-glikozilksantonlardir (Pan
vd., 2016, s. 108). Ayrica Gentiana tiirlerinden farkli yapida yeni ksanton bilesikleri de
tespit edilmistir. Ornegin, G campestris'in toprak istii kisimlarindan izole edilen

kampestrozit, dogada kesfedilen ilk tetrahidroksantondur (Kaldas vd., 1978, s. 295).

2.3.3. Flavonoitler

Sekil 2.3. Flavonoit Iskeleti
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Gentiana flavonoitleri, serbest ya da glikozit formunda bulunurlar. Tirlerde en
yaygin bulunan flavonoitler; izoorientin, izoviteksin'. ve bunlarin 4'-glikozit tiirevlerinin
olmasi izoorientin ve izoviteksin'in tiirlerdeki flavonoitlerin biyosentetik yolakta anahtar
bilesikler olduklarina isaret etmektedir (Pan vd., 2016, s. 108). G lutea kok kabuklarindan
izole edilen (2E)-1-(2-hidroksifeni 1)-3-{ 5'-[3-(2-hidroksifenil)-3-okzopropil]-2',6-bis[(3-
metilbut-2-en-1-i1)oksi)-bifenil-3-il} prop-2-en-1-on, Gentiana cinsinde bulunan tek

flavonoit dimerdir (Haraguchi vd., 2004, s. 2255).

2.3.4. Alkaloitler

Farkli Geniiana tlirlerinden terpenoit yapida olan gentianin, gentianidin,
gentianadin, gentianain, gentianal, gentianamin, gentiananin, gentiatibetin, gentioflavin,
oliveramin, bromogentioflavin, ve oliveridin olmak iizere toplam 12 alkaloit izole
edilmistir (Pan vd., 2016, s. 108). Yapilan caligmalarda, gentiopikrozit ve svertiamarin
iridoitlerinin sulu amonyak (NH3) ¢ozeltisiyle muamelesi" sonucu bir monoterpenoit
alkaloit olan gentianin'e doniisebildigi bildirilmistir (Kubota ve Kamikawa, 1962, s.

1046).

2.3.5. Triterpenler

Gentiana tiirlerinde bulunan triterpenler yapilarindaki farkli karbon iskeletlerine
gore; dammaran, oleanan, ursan, lupan, hopan, ¢iratan, sterol ve skualen tipte olmak iizere
8'e ayrilmaktadir. Tirlerin tiim kisimlarinda en yaygin bulunan triterpenler oleanan ve
ursan tipindedir. Diger taraftan rizomlar ve kokler; dammaran, lupin, hopan ve ¢iratan tip
triterpenlerce zengindir. Yiiksek oranda oksijen tagiyan ursan tipi triterpenlerden;
(2/3,3/3)-3,25-epid ioksi-2,24-d ihidroksiurs- 12-en-28-oik asit ve (2/J,3/3)-3,25-ep idioksi-
2,24-dihidroksiurs-12,20(30)-dien-28-oik asit, G aristata ve G rigescens'ten izole
edilen yeni triterpenlerdir. Ayrica, gentirigeozitler A-E ve aglikon gentirigenik asit
iceren (20S),25-epoksidammaran iskeletine sahip triterpenler G rigescens koklerinden
izole edilmistir. 2,3-seko-triterpenlerden 2,3-seko-3-okzooolean-12-en-2-oik asit, roburik
asit ve 2,3-seko-3-okzours-12-en-2-oik asit sadece Gentiana cinsinde bulunmaktadir (Pan

vd., 2016, s. 108).
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2.3.6. Diger bilesikler

Gentiana tiirlerinden ligninler, siklitoller, benzoatlar, fenolik ve ugucu bilesikler
gibi farkli yapida maddeler de izole edilmistir. Gentiana tiirlerinde bulunan anofinik asit,
makrofillozit C ve D siklitollere; pranferin ve eskuletin alkollere; montanik, stearik ve
palmatik asit sterollere; (-)-loliolit pironlara; (+)-8-hidroksipinorezinol ve L-sesamin
lignanlara; D-siikroz ve gentiobiyoz sakkaritlere; salisilik asit, ferulik asit ve pirenozit
fenolik bilesiklere; (2S)-2,3-dihidroksipropil  1,6,8-trihidroksi-3-metilantrakinon-2-
karboksilat antrakinonlara; vanillolozit ve rinkozit-D fenilkarbinollere; 8,9-dihidro-4H-
nafto[ 1,2-c:4,5-c'd'] dipiran-4, I 1(6H)-dion naftodipiranodiona; rodantenonler A-C
benzofenonlara; pedisellanin ve pedisellin 6-aril-2-pironlara; gentizitler A-K benzoatlara;
4-(/3-D-glukopiranozi loksi)-6-meti 1-a-tetralon a-tetralonlara; pedisellozit ve pediglukozit
benzofuranlara; hekzanal ve oktana! aldehitlere; oktan-3-ol ve heptan-J-ol alkollere;
dodekanoik asit ve oleik asit asitlere; 6jenol ve elemisin aromatik bilesiklere; butil asetat
ve metil linoleat esterlere; 2-etil foran ve 2-pentil furan furanlara; neril asetat ve geranil
asetat ketonlara; oktan ve dekan alifatik hidrokarbonlara; a-pinen ve p-simen monoterpen
hidrokarbonlara; a-karyofillen ve a-muurolen seskiterpen hidrokarbonlara; spatulenol ve
viridiflorol ~ oksijenli  seskiterpenlere; 2,6, 10,14-tetrametilhekzadekan  diterpen
hidrokarbonlara; famesil aseton ve izofitol oksijenli diterpenlere 6rnektir (Pan vd., 2016,

s. 108).
2.4. Gentiana Tiirleri Uzerinde Yapilnus Cahsmalar

Gentiana tirleri tizerinde 1988 yilina kadar yapilan kimyasal ¢alismalar; 'Gentiana
olivieri Griseb. Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar' isimli doktora tezinde (Erséz,
1988), 1997 yilina kadar yapilmis olan calismalar, anabilim dalimizda tamamlanmis olan
'Gentiana lutea ssp. symphyandra Murb. (Hayek) Iridoitleri' isimli doktora tezinde
(Oztiirk, 1997), 2013 yilina kadar olan fitokimyasal ve farmakolojik¢alismalar ise 'Bazi
Gentiana Tirleri Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar' isimli doktora tezinde
derlenmistir (Kaya, 2013). Bu tezde ise -tekrardan kaginmak amaciyla- 2013 yilindan
glinimiize kadar yapilmis olan fitokimyasal ve farmakolojik ¢aligmalar derlenerek

verilmistir.
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2.4.1. Fitokimyasal calismalar

0-Glukoz 0-Glukoz 0-Glukoz

Sekil 2.4. Sverozit Sekil 2.5. Gentiopikrozit Sekil 2.6. Svertiamarin
Gentiana algida Pall.

G algida Pall.'in toprak tstii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinin (% 60;
1:20) fraksiyonlanmasi sonucu loganik asit, gentiopikrozit, sverozit, svertiainarin, 2'-(2",
3'-dihidroksibenzoil)  sverozit, = 6'-(2",3'-dihidroksibenzoil)  sverozit,  2'-(2",3'-
dihidroksibenzoil) svertiamarin, 6'-(2",3'-dihidroksibenzoil) svertiamarin, triflorozit
[(2',3',6'-triasetil-4'-(2"-hidroksi-3"-,8-D-glikoziloksibenzoil)  sverozit] ve rindozit
[(2',3",6'-triasetil-4'-(2"-hidroksi-3"-,8-D-glikoziloksibenzoil) svertiamarin] ile algidizit I
ve algidizit I gibi iridoit glikozitleri tespit edilmistir (Olennikov ve Chirikova, 2016, s.
637-641).

G algida, G decumbens, G macrophylla ve G triflora tirleri fitokimyasal olarak
incelendiginde G decumbens'in % 60 metana! ekstresinde izoorientin (luteolin-6-C-,8-D-
glikozit),  lutonarin  (izoorientin-7-O-,8-D-glikozit),  izoorientin-4'-O-,8-D-glikozit,
izoviteksin  (apigenin-6-C-,8-D-glikozit), saponarin (izoviteksin-7-O-,8-D-glikozit),
izosaponarin (izoviteksin-4'-O-,8-D-glikozit) ve izoskoparin (3'-metoksiluteolin-6-C-,8-
D-glikozit), loganik asit, loganik asit-6'-O-,8-D-glikozit ve sveiliamarin ile oleanolik asit
tespit edilmistir. Gentiana dekoksiyonlarinda tespit edilen iridoitler; loganik asit-6'-O-,8-
D-glikozit (G. decumbens, G macrophylla, G triflora), loganik asit, svertiamarin (tliim
orneklerde), gentiopikrozit (G. algida, G macrophylla, G triflora) ve sverozit (G. algida,
G macrophylla) olarak belirlenmistir. Aynca tiim 6rneklerde lutonarin, izoorientin-4'-O-
glikozit, saponarin, izoorientin ve izoviteksin tespit edilmistir. izosaponarin G
decumbens ve G triflora’da, izoskoparin G decumbens, G macrophylla ve G triflora’da

bulunurken, ksanton C-glikozit ise sadece G triflora'da bulunmustur. G algida'da ise,
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izoorientin, izoorientin-4 ~O-glikozit, orientin, izoskoparin, sveitisin, svertijaponin,
izoviteksin, lutonarin ve saponarin isimli :flavonoitler tespit edilmistir (Olennikov vd.,

2015, s. 19174).

S6z konusu 4 tiirlin ¢aylarinin (act Gentian dekoksiyonlar1) fitokimyasal profilleri
incelenmis, en fazla gentiopikrozit miktar1 G algida ¢ayinda (259.57 pug/mL), en diisiikse
G triflora (J5.59 pg/mL) ve G macrophylLa'da (7.08 pg/mL) bulunurken; en yiiksek
sverozit ve svertiamarin miktar1t G algida'da (23.03 ve 26.38 ug/mL), en diisiik ise G
macrophylla'da 291 ve 4.02 pg/mL) belirlenmistir. Ayrica G decumbens ve G. triflora
caylarmin, en yiiksek loganik asit-6'-O-,B-D-glikozit konsantrasyonuna (523 .1 Ove 592.41
Lg/mL) sahip oldugu tespit edilmistir. izoorientin'e sadece G algida ¢ayinda (173.60
pg/mL) rastlanmis, izoorientin-4'-O-,B-D-glikozit ve mangiferin ise en fazla G triflora'da

(204.43 pg/mL, 19.89 pg/mL) tespit edilmistir (Olennikov vd., 2015, s. 20017).
G apiata N. E. Br.

G apiata ugucu yaglart ultrasonik mikrodalga ve mikrodalga ekstraksiyonu
yontemleriyle elde edilmis ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi (GC/MS) sistemi
ile analiz edildiginde bilesimlerinde bulunan ana bilesikler: oleik asit, fenol, 2,2'-
metilenbis-[6-(1, I-dimetilletil)], linoleik asit, palmitik asit ve stearik asit olarak tespit

edilmistir (Xu vd., 2015, s. 11).
G asclepiadea 1.

G asclepiadea koklerinden hazirlanan metanol ekstresinin kloroform, etil asetat ve
n-butanol farksiyonlarmin bilesiminde Yiiksek basingli sivi kromatografisi-Diyot dizisi
dedektdr (HPLC-DAD) ile analizi sonucu bulunan ana sekonder metabolitler; sverozit,
svertiamarin ve gentiopikrin'dir. En yiiksek miktardaki sekoiridoit gentiopikrin bulunmus
olup en yliksek miktarda n-butanol fraksiyonunda (442.89 mg/g) tespit edilmistir. En
yiiksek toplam fenolik, :flavonoit, flavonol ve gallotanen madde miktar1 etil asetat
fraksiyonunda tespit edilmis olup sirasiyla 146.64 mg Gallik Aside Esdeger (GAE/g),
44.62 mg Rutine Esdeger (RUE/g), 22.71 mg RUE/g ve 099 mg GAE/g olarak
bulunmustur (Mihailovic vd., 2013, s. 812,813).
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G. asclepiadea'ya ait toprak ustii kisimlar ve koklerden hazirlanan metanol
ekstrelerinin HPLC-DAD sistemi ile analizi sonucu her iki ekstrenin bilesiminde de ¢ok
yuksek konsantrasyonlarda sverozit, svertiamarin ve gentiopikrin tespit edilmistir

(Mihailovic vd., 2013, s. 83).
G cephalantha Franchet ex Forbes & Hemsley

G. cephalantha ekstresinin HPLC analizi sonucu bilesiminde % 1.35-9.67
gentiopikrozit, % 0.08-0.18 svertiamarin ve % 00 1-0.11 sverozit tespit edilmistir (Wang
vd,, 2015, s. 516).

G cruciata L.

G. cruciata kok ve toprak Ustli kisimlarindan hazirlanan metana! ekstrelerinin
bilesimlerinde major olarak; ii¢ sekoiridoit glikozit (svertiamarin, gentiopikrin ve
sverozit) ve dort fenolik bilesik (orientin, viteksin ve izoviteksin 4',7-diglikozit,
izoviteksin glikozit) bulunurken, loganik asit ve mangiferin de tespit edilmistir

(Mihailovic vd., 2015, s. 49,55).

G. cruciata toprak Ustii ve koklerinden hazirlanan metana! ekstreleri HPLC sistemi
ile analiz edilmis ve gentiopikrin, svertiamarin ve sverozit igerdigi belirlenmistir

(Mihailovic vd., 2014, s. 1795).

G lutea L.

G. lutea L. kok ekstresinin suda ¢oziildiikten sonra sirasiyla n-hekzan, etil asetat ve
n-butanolle ekstraksiyonu ile elde edilen fraksiyonlann HPLC analizinde loganik asit 7-
(2'-hidroksi-3'-0-,8-D-glukopiranozil) benzoat, 5-hidrok.simetil-2-furfural, furan-2-
karboksilik asit, 2,3-dihidroksibenzoik asit, gentiopikrozit, izoviteksin, gentisin 7-O-
primeverozit, izogentisin 3-O-primeverozit, gentisin, izogentisin, vanilik asit, loganik
asit, sverozit, 6'-0-glukozilgentiopikrozit, svartiajapozit D, anofinik asit ve 2-

metoksianofinik asit tespit edilmistir (Amakura vd., 2016, s. 78-82).

Ayrica, Amaro Sibilla® isimli aa likor; gentian, kina kina, tarcin, karanfil, yildiz
anasonu, portakal ve ravent kabuk, kok, cicek ve meyvelerinin alkol ekstrelerinin

karisimina geker veya diger tatlandiricilarin eklenmesiyle hazirlanmakta olup % 34 alkol
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G asclepiadea'ya ait toprak istii kisimlar ve koklerden hazirlanan metanol
ekstrelerinin HPLC-DAD sistemi ile analizi sonucu her iki ekstrenin bilesiminde de ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda sverozit, sveitiamarin ve gentiopikrin tespit edilmistir

(Mihailovic vd., 2013, s. 83).
G cephalantha Franchet ex Forbes & Hemsley

G cephalantha ckstresinin  HPLC analizi sonucu bilesiminde % 1.35-9.67
gentiopikrozit, % 0.08-0.18 svertiamarin ve % O.O}-O. 11 sverozit tespit edilmistir (Wang
vd., 2015, s. 516).

G cruciata L.

G cruciata kdk ve toprak istii klsimlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin
bilesimlerinde major olarak; ii¢ sekoiridoit glikozit (svertiamarin, gentiopikrin ve
sverozit) ve dort fenolik bilesik (orientin, viteksin ve izoviteksin 4',7-diglikozit,
izoviteksin glikozit) bulunurken, loganik asit ve mangiferin de tespit edilmistir

(Mihailovic vd., 2015, s. 49,55).

G cruciata toprak istii ve koklerinden hazirlanan metanol ekstreleri HPLC sistemi
ile analiz edilmis ve gentiopikrin, svertiamarin ve sverozit icerdigi belirlenmistir

(Mihailovic vd., 2014, s. 1795).

G lutea L.

G lutea 1. kok ekstresinin suda ¢oziildiikten sonra sirasiyla n-hekzan, etil asetat ve
n-butanolle ekstraksiyonu ile elde edilen fraksiyonlarin HPLC analizinde loganik asit 7-
(2'-hidroksi-3'-0-/3-D-glukopiranozil) benzoat, 5-hidroksimetil-2-furfural, furan-2-
karboksilik asit, 2,3-dihidroksibenzoik asit, gentiopikrozit, izoviteksin, gentisin 7-0-
primeverozit, izogentisin 3-0-primeverozit, gentisin, izogentisin, vanilik asit, loganik
asit, sverozit, 6'-0-glukozilgentiopikrozit, svartiajapozit D, anofinik asit ve 2-

metoksianofinik asit tespit edilmistir (Amakura vd., 2016, s. 78-82).

Ayrica, Amaro Sibilla® isimli ac1 likor; gentian, kina kina, targm, karanfil, yildiz
anasonu, portakal ve ravent kabuk, kok, cigek ve meyvelerinin alkol ekstrelerinin

karisimina seker veya diger tatlandiricilarin eklenmesiyle hazirlanmakta olup % 34 alkol
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icermektedir. Likortn filtre edilmesini takiben yogunlastiriimis (alkol ve su) ve kalan
bakiye metanolle ekstre edilerek HPLC-MS-MS analizinde; ac1 likoriin ve metanol alt
ekstresinde sikimik, gallik, klorojenik, kafeik, p-kumarik, ferulik, tr-sinnamik asitler ile
(+)-katesin, (-)-epikatesin, kinin, naringin, hesperidin, amarogentin, G&jenol, #-
sinnamaldehit ve yiiksek miktarda gentiopikrozit tespit edilmistir. Metana! alt ekstresinin
bilesiminde ise olduk¢a yiiksek oranda gentiopikrozit, kinin, naringin ve hesperidin
(1200, 81.20, 10421 and 247.97 ug/g, swrasiyla) tesbit edilmis olup, bu miktarlarm
likordeki miktarlara yakin oldugu goriilmiistiir. Toplam fenolik madde miktari, etanol :
etil asetat L1 ile hazirlanan ekstrede (256.55 * 181 mg GAE/g ekstre), etanol
ekstresinden (127.66 + 1.33 mng GAE/g ekstre) daha fazla bulunmustur (Mustafa vd.,
2016, s. 134, 138).

G lutea koKlerinin sulu metana! (metanol:su, 50:50) ve su ekstrelerinin toplam
fenolik madde miktarlar1 belirlenmis ve sirasiyla 12.03 + 18 ve 379 + 17 g GAE/g
bulunmustur. Sulu metana! ekstresinin bilesiminde yiiksek miktarda gentiopikrozit (1805
+ 62 mg/L ekstre) ve sverozit (72 =4 mg/L ekstre) tespit edilmistir (Azman vd., 2014, s.
465).

Iber yarimadasi'nin kuzey-bati boliimiine endemik ve nesli tilkenmekte G lutea L
subsp. aurantiaca M. Lainz ve 32 yabani popilasyonuna ait koklerinin metana!
ekstrelerinin  bilesimlerindeki act bilesiklerin konsantrasyon farkhilign HPLC ile
arastirlmug; Lacina, Babia ve Omafianin yiiksek rakimli bolgelerinin yiiksek aliivyon
icerikli topraklarinda yetisen kok orneklerinin metanol ekstrelerinde sekoiridoit oran1 ve

kok gelisimi yiiksek bulunmustur (Gonzalez-Lépez vd., 2015, s. 932).
G macrophylla Pall.

G macrophylla Pall.'m cigeklerinden hazirlanan sulu etanol(% 75) ekstresinin ve
petrol eteri, kloroform, etil asetat ve n-butanol fraksiyonlarinda HPLC analizleri
sonucunda loganik asit, svertiamarin, gentiopikrozit ve sverozit tespit edilmistir (Jia vd.,

2016, s. 1-9).

Ayrica koklerin % 80 etanollii ekstresinde toplam fenolik madde miktar1 98.26 +
3.99 GAE/g, toplam flavonoit miktar1 ise 10.68 + 101 RUE/g olarak bulunurken, ana
bilesikler gallik asit (4.36 + O.19 mg/g), katesin (2. 17 £0.21 mg/g), gentisik asit (13.69 +
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0.76 mg/g) ve kafeik asit (47.34 + 1.98 mg/g) olarak tespit edilmistir (Huang vd., 2015,
s. 2). '

G nubigenan Edgew

G. nubigenan cigeklerinin ugcucu yagt GC/MS ile analiz edilmis ve bilesiminde
bulunan ana bilesikler; furfural % 11.078), 5-metil-2-furankarboksi aldehit(% 7.259),
benzoik asit(% 6. 495), 2-metoksi vinil fenol(% 2.120), palmitik asit(% 12.623), linoleik
asit(% 4.445), a-linolenik asit(% 3.228), n-stearik asit(% 2.614) ve n-trikosan (% 5.435)
olarak tespit edilmistir (Yang vd., 2014, s. 41).

G olivieri Griseb.

G. olivieri Griseb. nin toprak Ustli kisimlariin metanol ekstresi ve etil asetat, #-
butanol ve su fraksiyonlarinda HPLC wve FT-IR analizleri sonucu gentiopikrozit,

izoorientin ve siikroz te-spit edilmistir (Baran vd., 2016, s. 2).
G rigescens Franch ex Hemsi.

Dogal ve kiiltiire alinmis G rigescens'in kok, govde ve yaprak kisimlarinda FTIR
ile esterler, terpenoitler, sakkaritler, lignin ve gentiopikrozit tespit edilmis, dogal ve
kiiltiire alnmis kok 6rneklerinde gentiopikrozit miktarinin gévde ve yapraklara kiyasla

daha ytiksek oldugu rapor edilmistir (Shen vd., 2016, s. 667-671).

Cin'in Yunnan bolgesi'ne ait ¢esitli lokalitelerinden toplanan G rigescens'in farkh
kisimlarindan hazirlanan metanol ekstreleri sivi  kromatografisi-ultraviyole 1s1ma-
tandem kiitle spektroskopisi (LC-UV-MS/MS) ile analiz edilmis ve bilesimlerinde basta
gentiopikrozit, svertiamarin, loganik asit, sverozit ve tiirevleri olmak {izere izoorientin,
izoviteksin, makrofillozit A ve B tespit edilmistir. Koklerde gentisitler, tohumlarda ise
loganik asit ana bilesikler olarak bulunmus, bunun yanisira koklerde tlavonoitlere
rastlanmamistir. Gentiopikrozitler en ytiksek miktarda Honghe (62.77 + 158 mg/g) ve
Lincang (62.04 + 720 mg/g) orneklerinde, en diisiikse Kunming (5240 + 149 mg/g)
orneklerinde; loganik asit en yiiksek Kunming orneklerinde (278 + 025 mg/g)
belirlenmistir. Diger bitki kisimlariyla karsilastirlldiginda, sverozit en yiiksek miktarda
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ciceklerde (1.43 + 0.53 mg/g) ve yapraklarda (1.06 = 0.27 mg/g) rapor edilmistir (Pan
vd., 2016, s. 234-238).

Bes farkli metotla islenmis G rigescens ornekleri FTIR kullanilarak analiz edilmis
ve bilesimlerinde gentiopikrin ve karbonhidrat tespit edilmistir (Shen vd., 2016, s. 1369-
1373).

G rigescens doku kiiltiirii ve dogal yetisen drneklerinde biiylime periyodu siiresince
metabolitlerin birikimlerindeki degisikler arastirilmis ve metabolit ¢esitliliginin nispeten
artti@i gorilmistiir. Kantitatif analiz de gentiopikrozit igeriginin biiyliime evresinde
belirgin bir sekilde degistigini gostermistir. En yliksek gentiopikrozit icerigi doku
kiiltiirtinde gelistirilmis geng yapraklarda 122.93 + 701 mg/g olarak bulunurken koklerde
toprak alt1 kisimlarin gelisimiyle birlikte belirgin bir sekilde artmistir. Ayrica toprak tistii
kisimlarda gentiopikrozit miktar1 bitki gelisimi siiresince benzerlik gostermistir (Pan vd.,

2015, s. 1).

G rigescens kok ve rizomlarinin gesitli seyreltme derecelerinde etanol kullanilarak
(% 60, 70, 80, 90) sulu etanol ekstrelerinin kat1 faz ekstraksiyon-silika jel kromatografisi
ile saflastinldiktan sonra HPLC analizi yapilmis ve bilesimlerinde gentisit A, B, G, H, L
J ve K bulunmustur. En yiiksek gentisit miktar1 % 90 etanol kullanilarak elde edilen
ekstrede tespit edilmistir (Chu vd., 2015, s. 1).

G rhodantha Franch. ex Hemsi.

G rhodantha etanol ekstresi sirasiyla petrol eteri, etil asetat ve metanolle
fraksiyonlanmis ve etil asetat ve metanol fraksiyonlart kolon kromatografisine tabi
tutulmustur. HPLC analizi sonucu iki yeni apiron tiirevi; rodantpiron A ve rodantpiron
B, 14 bilinen bilesik; lutonarin, luteolin, izoorientin, 1,3,5,8-tetrahidroksiksanton, 1,3,8-
trihidroksiksanton 5-O-P-D-glikozit, mangiferin, 1,3, 7-trihidroksi ksanton 2-C-P-D-
gl ikozit, norsvertianin, tripteksantozit A, izoviteksin, naringenin, sirinjik ve vanilik asit

ile sverozit tespit edilmistir (Y ao vd., 2015, s.658).
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G scabra Bunge

G scabra'mm kurutulmus kok ve rizomlarindan hazirlanan metanol ekstreleri
kloroform ve n-butanolle fraksiyonlanmis ve fraksiyonlara kolon kromatografisi
uygulanmak suretiyle bilesimlerinde 17,8,21,8-epoksihopan-3-on, hop-17(21)-en-3,8-ol,
hop-17(21 )-en-30:-0!, c¢iratenol, ,8-sitosterol, duruvillonol, 3,8-hidroksi-urs-12-en-1 6-on,
17,82 1,.B-epoksihopan-3,B-ol, hopenon, oleanolik asit, 3,8-eritrodiol, ¢iratenon, masilinik
asit, korozolik asit, 3-O-fi-feruloilursolik asit, ber¢cemol, 1,8,20:,30:,24-tetrahidroksiursa-
12,20(30)-dien-28-o0ik asit, urjinolik asit, 1,8,20:,30:,24-tetrahidroksiolean-12-en-28-oik
asit, ursolik asit, 3,8,24-dihidroksiurs-12-en-28-oik asit, pigenik asit, (R)-2-hidroksi-
1(1,2-dihidroksi-2-1netil-3-butenil)-5-benzoik asit metil ester, (+)-liriorezinol C, 3-(,8-D-
glukopiranoziloksi)-2-hiclroksi-benzoik asit metil ester, benzil-O-,8-D-glukopiranozit,
gentiopikrozit, 4-hidroksi-1-prenil-5-(3-O-,B-D-glukopiranozil)-benzoik asit, 1-O-kafeoil
glukoz, siringin, koaburazit, 8-epikingisit, loganin, 2,3-deasetiltriflorozit, karyoptozit,
triflorozit, 3-deasetiltriflorozit, 2-deasetiltriflorozit, 4'"'-O-fi-D-glukopiranoziltriflorozit,
glukopiranozilskabrazit, 6'-O-,B-D-glukopiranozilgentiopikrozit, 3'-0-,8-D-
glukopiranozilgentiopikrozit, 4'-O-,8-D-glukopiranozilgentiopikrozit, sekologanozit,
gentianazit, 4"-O-,8-D-glukopiranozillinearozit, skabrazit, gelidozit tespit edilmistir (Li

vd., 2015, s. 170-173).

G scabra rizom ve koklerinden hazirlanan metanol ekstresinden duruvillonol,
skabranol, 3,B-hidroksi-urs-12-en-16-on, 1fi,20:,30:,24-tetrahidroksiursa- 12,20(30)-dien-
28-oik asit, 17/3,2 1f3-epoksihopan-3fi-ol, 17,8,21,8-epoksihopan-3-on, hop-1 7(21)-en-3,B-
ol, hop-17(21)-en-30:-0l, hopenon, oleanolik asit, masilinik asit, uijinolik asit,
1,8,20:,30:,24-tetrahidroksiolean-12-en-28-oik asit, 3,8-eritrodiol, ursolik asit, korosolik
asit, 3,8,24-dihidroksiurs-12-en-28-oik asit, pigenik asit C, 3-O-/3-feruloilursolik asit,
siratenol, siratenon izole edilmistir. Skabranoliin dogal kaynaklardan ilk kez izole edildigi

rapor edilmistir (Li vd., 2015, s. 2126).

G scabra koklerinden suda ¢oziiniir GSP-1, GSP-2 ve GSP-3 kodlu ii¢ polisakkarit
fraksiyonu elde edilmis wve fraksiyonlarin kimyasal karakterizasyonu Yiiksek
Performansh Jel Gegirgenligi Kromatografisi (HPGPC), Yiiksek Performansli Anyon
Degisimi Kromatografisi-Elektroamperometrik Dedektéor (HPAEC-PAD) ve Fourier
Transform-Infrared (FT-IR) kullanilarak yapilmistir. GSP-1 ve GSP-2'de ramnoz,
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arabinoz, galaktoz, glukoz ve galakturonik asit bulunurken, GSP-3,te ramnoz, arabinoz,

galaktoz ve galakturonik asit bulunmustur (Cai vd., 2'016, s. 308).
G straminea Maxim.

G straminea, G tibetica, G lhassica, G waltonii ve G robusta'nin koklerinin
metanol ekstrelerinin bilesiminde; loganik asit, 6'-O-glukopiranozilgentiopikrozit, 6'-O-
glukopiranozilsverozit/izomer, svertiamarin, gentiopikrozit, sverozit bulunurken; G
straminea, G tibetica, G waltonii ve G robusta'da; rindozit/izomerler ve
triflorozit/izomerler; G. straminea, G waltonii ve G robusta'da; 4 -0-/-D-
glukopiranoziltriflorozit/izomer; G  lhassica, G waltonii ve G  robusta'da;
deglukogelidozit/izomer; G waltonii ve G robusta'da; gentistraminozit A/izomer,
gentistraminozitler B/izomer, 2',3'-di-O-asetil-4'-0-(3- glukopiranozil-2-
hidroksi benzoi ) sverozit/izomer, 2 3'-di-O-asetil-4'-0O-(3-0-glukopiranozil-6'-O-
gl ukopiranozil-2- hidroksibenzoil) svertiamarin/izomer, gentistraminozitler B/izomer, G
straminea ve G robusta'da;  2'3'-di-O-asetil-4'-0-(3-0-glukopiranosyl-6'-O-
glukopiranozil-2-hidroksibenzoil) svertiamarin/izomer, 4"-0-/]-D-
glukopiranoziltriflorozit/ izomer, G straminea'da; 7-0-(4"-0-glukozil)kumaroil loganik
asit ve 7-O-kumaroil-loganik asit, G  waltonii'de; 6'-O-(2-hidroksil-3-0-/]-D-
glukopiranozil-benzoil)-sverozit, G iibetica'da; makrofillozit B/izomer ve makrofillozit

A/izomer iridoit glikozitleri tespit edilmistir (Wu vd., 2016, s. 1-6).

Tibet halk ilac olan G straminea’nin bilesiminde gentiopikrozit, izoorientin,

mangiferin ve oleanolik asit tespit edilmistir (Yang vd., 2015, s. 1439-1440).
G tibetica King ex Rook. £

G tibetica gigeklerinden hazirlanan% 95 alkollii ekstrenin kolon kromatografisi ile
ayrimi sonrasinda spektroskopik yontemlerle incelenmesi sonucu kromen, flavon C-
glikozitleri, sekoiridoit glikozitler, iridoit glikozitler, alifatik alkoller, disakkaritlerden
olusan on iki bilesik: makrofillosit D, orientin 7-kafeat, 7-O-feruloilorientin, izoviteksin,
saponarin, izoorientin, 6'-0-/]-D-glukopiranozil gentiopikrozit, sverozit, sveitiamarin,

loganik asit, 1-heneikozanol ve siikroz olarak belirlenmistir (Li vd., 2015, s. 2052-2056).
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Gentiana urnula Harry Sin.

G urnula gigeklerinin metanol ekstresinin aktivite ile yonlendirilmis fraksiyonlama
sonucu elde edilen n-butanolde ¢oziinlir fraksiyonun bilesiminde gentiournozit A,

gentiournozit Eve depressozit tespit edilmistir (Kusakari vd., 2016, s. 955).
2.4.2. Gentiana Tiirlerinin Etnomedikal Kullanimlar
G algida Pall.

Geleneksel Cin tibbinda G a/g;da'nin toprak {stii kisimlan pndmoniyi iyilestirmek
icin, Tibet tibbinda ise ¢icekli kisimlar bogaz, akciger ve karaciger hastaliklarinda ve
zehirlenmelerde kullanilmaktadir (Olennikov ve Chirikova, 2016, s. 637). Ayrica, uzak
doguda yara iyilestirici olarak bilinmektedir (Olennikov vd., 2015, s. 19173).

G asclepiadea L.

Sirbistan'da 'sanlik otu' olarak bilinen G asclepiadea’nin halk arasinda hepatit
enfeksiyonlarina (6zellikle hepatit A) karst kullanildigr bilinmektedir. Ayrica bitkinin
toprak tstii kisimlar1 ve kokleri sindirim stimiilan1 ve aci tonik olarak kullanilmaktadir.

(Mihailovic vd., 2013, s. 808; Hudecova vd., 2012, s. 105).

Ayrica, kok ve rizomlar1 istahsizliga karsi kullanilirken, sigara karsiti iiriinlerin
bilesimine girmekte ve serbetci otuyla birlikte bira yapmminda kullanilmaktadir

(Hudecova vd., 2012, s. 105).

G cruciata L.

"Yildiz gentian" olarak bilinen G cruciata’min halk arasinda istah arttirici, hazom
kolaylastirict olarak kullanildigi, aynca gastroduodenal ve karaciger koruyucu
preparatlarin bilesimine girdigi kaydedilmistir (Mihailovic vd., 2015, s. 50). Bunun
yaninda, bitkinin kurutulmus kokleri ve toprak dstii kisimlart Balkanlarda yine istah
kaybinda stomasik etkiaeri nedeniyle bitkisel ¢ay veya tibbi sarap olarak tiikketilmekte ve
safra ile karaciger iizerine de tedavi edici etkileri bulunmaktadir (Mihailovic vd., 2014,

s. 1795).
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G decumbens L. f.

Geleneksel Tibet tibbinda midevi ve bazi enfeksiyonlarda tedavi edici olarak

kullamlmaktadir (Olennikov vd., 2015, s. 19173).
G lutea L.

Bircok farmakopede kayith ofisinal tir G [utea’min kok ve rizomlarinin, tim
diinyada tonik ve stomasik olarak kullanildigi bilinmektedir. K6k ve rizomlarindan
hazirlanan sulu veya etanollii ekstrenin de likorlere ac1 tat vermek i¢in kullanildigi rapor

edilmistir (Amakura vd., 2016, s. 78).
G macrophylla Pall.

Geleneksel Cin tibbinda "Qinjiao" adiyla kayith G macrophylla kéklerinin Cin,
Japonya ve Giliney Kore'de halk arasinda inflamasyon, romatoit artrit, osteoartrit, kulak

agrist gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bildirilmistir (Jia vd., 2016, s. 2).

G macrophylla bilesimindeki ac1 bilesikler nedeniyle midevi, diyabet, felg gibi
rahatsizliklarda kullanifmaktadir. Ayrica koklerin sistemik lupus eritematozus (SLE)

tedavisinde kullanildig1 rapor edilmistir (Huang vd., 2015, s. 2).
G nubigenan Edgew

Cin'in farkh bolgelerinde yetisen tiirtin cicekleri; gastrit, soluk borusu iltihabs,
Uretrit, vajinit, ekzema ve su ¢icegi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Yang

vd.,, 2014, s, 41).
G olivieri Griseb.

G olivieri'nin  ¢igekli toprak tstii kisimlar1 tlkemizin giiney bolgelerinde;
stomasik, sindirim stimiilan1 ve antipiretik olarak kullanilmasinin yanisira diyabette kan
glukoz seviyesini diisiirdligii ve ¢esitli mental hastaliklarda faydali oldugu bildirilmistir
(Toker vd., 2011, s. 150).

Bitkinin ayrica aa tonik, istah arttirici, antikonviilzan, antidiyabetik,

antihepatotoksik, antinosiseptif, antiinflamatuvar, antiiilserojenik, sedatif, antioksidan,
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antideptesan ve antianemik aktiviteye sahip oldugu da rapor edilmistir (Baran vd., 2016,
5.2). d

G rigescens Francb

Cin'de, diger ilaclarla birlikte epilepsi ve post herpetik noralji gibi beyin
hastaliklarinda.  kullamldign  (Li vd., 2016, s 108), ayrica hepatoprotektif,
antiinflamatuvar, analjezik, antiproliferatif ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu

bildirilmistir (Chu vd., 2015, s. 1).

Toprak ustii kisimlarin ise sarilhlk ve romatoit artrit tedavisinde kullamldigl ve
antipiretik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Aynca sabit yag icerisinde hazirlanan
linimenti, haricen yara, llser ve ¢iban tedavisinde kullamlmaktadir (Pan vd. 2016, s.

233).
G rhodantha Franchet

Kurutulmus bitki kisimlar1 Cin'de yetistigi bolgelerde harareti almak icin, akciger,
karaciger ve safra kesesi rahatsizliklarinda, ayrica oksiirtik kesici ve iltihap giderici olarak

kullanilmaktadir (Yao vd., 2015, s. 657).
G scabra Bunge

Geleneksel Cin tibbinda bitkiye ait rizom ve kokler inflamasyon, anoreksi,
hazimsizlik ve midevi hastaliklarin tedavisinde (Li vd., 2015, s. 169), aynca karaciger
koruyucu olarak, karaciger yetersizliginde ve gastrik asit salgisinin aitirilmasinda

kullanilmasindan dolay1 popiilerdir (Li vd., 2015, s 2124).
G trijlora Pall.

Geleneksel Tibet tibbinda toprak tstii kisimlarin kronik mide rahatsizliklarinda
(mide asiditesini azaltarak), kolesistit ve inflamasyonda iyilestirici olarak, Cin tibbinda
ise koklerin birgok formiilasyonda istahsizlik ve sindirim problemleri icin kullanildig

bildirilmistir (Olennikov vd., 2015, s. 19174).
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G urnula Harry Sm.

Bati Cin ve Himalayalar'in yiiksek kisimlarinda yetisen G urnula, soguk alginligi,

ates ve zehirlenme tedavisinde kullanilmaktadir (Kusakari vd., 2016, s. 955).

2.4.3. Biyoaktivite calismalari
G algida Pall.

G algida, G decumbens, G macrophylla ve G triflora'min toprak {usti
kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonlarinin, yiiksek miktarda iridoit ve flavonoit
iceriklerine bagl olarak mide asit, enzim ve miisin olusum fonksiyonlarini stimiile ettigi
tespit edilmis olup giivenli istah agicilar olduklari ileri stiriilmiistiir (Olennikov vd., 2015,
s. 19172).

G asclepiadea L.

G asclepiadea koklerine ait metanol ekstresinden hazirlanan kloroform, etil asetat
ve n-butanol fraksiyonlarmin DPPH radikal siipiiriicli, rediikleyici gig, lipid
peroksidasyon yontemleriyle i vitro antioksidan ve cinsiyete bagh resesif letal (SLRL)
yontemi ile i vivo antigenotoksik etkileri arastirildigi calismada, tiim fraksiyonlar
antioksidan aktivite gdstermis ancak en yiiksek etkiyi toplam fenolik, flavonoit, flavonol
ve gallotanen miktar1 yiiksek olan etil asetat fraksiyonu gostermis olup bu etkinin yiiksek
toplam fenolik, flavonoit, flavonol ve gallotanen madde miktarlarina bagli olarak
gerceklestigi  diistiniilmiistiir. Antioksidan aktiviteye ek olarak G asclepiadea kok
ekstresinin fraksiyonlart etil metansiilfonat (EMS) ile alkilasyon sonucu indiiklenen DNA
hasarina karsi antigenotoksik etki gdstermistir. Antioksidan aktivitenin fraksiyonlarin
fenolik madde miktarlarina bagh olarak degistigi ancak bu fenolik madde miktarindaki
farkliligin fraksiyonlarin antigenotoksik etkileri arasinda belirgin bir fark yaratmadigi

bulunmustur (Mihailovic vd., 2013, s. 807).

G asclepiadea'’va ait toprak isti kisimlar ve koklerden hazirlanan metanol
ekstrelerinin siganlarda karbontetrakloriir (CCl4) ile indiiklenmis karaciger hasari
oOlgiilerek hepatoprotektifetkileri arastirilmis, toprak istii ve kok metanol ekstreleri 100,

200 ve 400 mg/kg dozlarinda Wistar sicanlarina CCl4 ile muamele edilmeden 6nce oral
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olarak bir hafta boyunca giinde bir kez uygulanmistir. Silimarin ile kiyaslanan
hepatoprotektif etki CCJ4 ile muamele edilen hay'vanlarda, metanol ekstreleri serum
transaminaz, alkali fosfataz ve toplam bilirubin diizeylerini diistirtirken toplam protein
dizeyini yiikseltmistir. Ekstrelerle muamele sonucu katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD)
ve indirgenmis glutatyon diizeyi belirgin bir sekilde artmis, aym zamanda CCl4 ile
muamele edilmis grupla Kkarsilastirildiginda belirgin bir malondialdehit (MDA)
rediiksiyonu gorilmiistiir. Histopatolojik ¢alismalar ekstrelerin CCls- indiiklerunis
karaciger hasarma karsi koruyucu etkilerini ispatlamistir. Kok ekstresi karaciger
hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforezi (COMET) yontemi sonucunda zayif genotoksik
etki gosterirken, toprak istli kisimlarindan hazirlanan ekstre genotoksik etki

gostermemistir (Mihailovic vd., 2013, s. 83).
G cruciata L.

G cruciata'ya ait toprak Ustii ve kok metanol ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin ve
ekstrelerin antioksidan kapasitelerinin stabilitesinin farkh pH ve 1sitma sirasinda
degisiminin arastirildigi ¢alismada, yiiksek fenolik madde miktarma sahip toprak tstii
kisimlarin koklere kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gorulmiistir.
Genel olarak ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesi iizerinde
en fazla duodenal sartlar etkili olurken ekstrelerin aym zamanda pH ve termal stabiliteye
sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica her iki ekstrenin genotoksik ve antigenotoksik etkileri
COMET yontemi kullanilarak albino Wistar sicanlarinin karacigerinde CCl4'e kars! test
edilmis, 400 mg/kg konsantrasyonda, toprak dstii kisimlar zayif genotoksisite
gosterirken, koklerde genotoksik aktivite saptanmamistir (Mihailovic vd., 2015, s. 49).

G cruciata'ya ait toprak Ustii ve kok metanol ekstrelerinin sicanlarda CCl4 nedenli
karaciger hasar olglilerek hepatoprotektif etkilerinin arastirildigi ¢alismada, sverozit,
sveliilamarin ve gentiopikrince zengin ekstrelerle muamele edilmis grup CCl4 ile muamele
edilmis grupla karsilastirildiginda doza bagh olarak serum transaminaz, alkali fosfataz ve
toplam bilirubin seviyelerinin belirgin bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. Aynca
ekstrelerin oral uygulanmasi sonucu SOD ve katalaz antioksidan enzim aktivitelerinin
arttgl ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) diizeyi azalirken, glutatyon
dizeyinin arttigl belirlenmistir. Karacigerin mikroskobik incelenmesi sonucu, kg basina

400 mg dozda onceden ekstrelerle muamele edilmis sican karacigerlerinde CCl4 ile
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indlklenmis lezyonlar ve bunlara bagl toksik olusumlar gézlenmistir (Mihailovic vd.,
2014,s. 1795).

G lutea L.

Amaro Sibilla® ticari ismiyle bilinen aci likor ekstreleri A549 insan fibroblast
hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gdstermezken, etanol: etil asetat (1: 1) ekstresi yiliksek
DPPH radikal stipiiriicii aktivite (ECso=3.47 pg/mL) ve sican feokromositoma
hiicrelerinin  (PCJ2 Adh) proliferasyonunu ve farklilasmalarmi indiikleyerek sinir

gelisme faktorii (NGF) ile sinerjik etki gostermistir (Mustafa vd., 2016, s. 131).

Sekoiridoitler, NGF'yi uyararak norodejeneratif hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmalarini saglayan noritojenik etkileri nedeniyle son yillarda en ¢ok arastirilan
bilesikler arasindadir. Sekoiridoitlerce zengin G [lutea koklerinin metanol ekstrelerinin
sican feok'omositoma (PC12) hiicreleri lizerinde xCelligence real time hiicre analiz
sistemi (RTCA-DP), norit goriinti analizi ve immiinofloresan boyama teknigi
kullanilarak ndritojenik etkileri arastinlmistir. Ekstreler NGF ile ya da NGF olmaksizin
12.5-25 pg/mL konsantrasyon araliginda noritojenezi belirgin bir sekilde uyarmustir.
Ekstrelerin noritojenik etkiyi NGF ile sinerjik olarak gosterdigi bulunmustur (Mustafa
vd., 2015, s. 164).

G lutea koklerinden hazirlanan sulu ekstrenin ve bilesiminde bulunan major bilesik
izoviteksin'in streptozosin (STZ) nedenli diyabetik sicanlarda endotel inflamasyon, diiz
kas hiicre gocii, aterosklerozun baslangic ve ilerlemesi iizerindeki koruyucu etkilerinin
arastirildigt caligmada ekstre ve izoviteksin antiaterosklerotik aktivite gostermistir

(Kesavan vd., 2016, s. 293).

G lutea kOklerinin sulu metanol (metanol:su, 50:50) ve su (1: 10, a/h) ekstrelerinin
lipit peroksidasyon, Troloksa Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH), ksantin/ksantin oksidaz (K/KO), TBARS yontemleriyle
antioksidan aktiviteleri arastirildiginda, sulu metanol ekstresinin ¢ok yliksek oranda
DPPH ve TEAC antioksidan aktivite (sirastyla; 15.89 ve 48.90 pmol Troloksa Esdeger
(TE/g) gosterdigi bulunmustur. G lutea’'mn % 0.5 (h/h) liyofilizat1 lipit oksidasyonunu
zamanla inhibe etmis onup G lutea ve% 0.1 bov:in serum albumin (BSA) karigimi sinerj ik

etki gostererek daha yiiksek lipit peroksidasyon aktivite gostermistir. Ayrica G lutea
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sulu metanol ekstresinde bulunan gentiopikrozit ve sverozit antiradikal aktivite
gostermezken, ekstreler HPLC post kolon Olciinilerinde yiiksek 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS'+) serbest radikal aktivite gostermistir (sirayla;
31.33 + 116 mg GAE/L ve 830 + 0.12 mg GAE/L) (Azman vd., 2014, s. 468).

G macrophylla Pall.

G macrophylla koklerinin sulu etanol (% 80) ekstresinin NZB/W F1 farelerinin sol
ventrikil dokularinda kolesteroliin artirdigl kardiyak apoptozu belirgin bir sekilde
baskiladig1 tespit edilmis ve bu etkiyi P13K ve AKT fosforilasyonu ile ekstrinsik ve
intrinsik apoptoz sinyalleri boyunca kardiyak IGF-1 yasam sinyallerini artirarak
gerceklestirdigi kanisina varilmistir. Aynca G macrophylla ekstresinin lupusa egilimli
farelerde sol ventrikiil dokularimi Kolesteroliin siddetlendirdigi apoptoza Kkarsi
koruyabilecegi ve sistemik lupus eritematozus (SLE)'lu hastalarda kardiyovaskiiler

hastaliklara karsi tedavide kullanilabilecegi diistiniilmistiir (Huang vd., 2015, s. 11).

G macrophylla'min farkli polaritedeki ¢oziciilerle ekstraksiyonu sonucu elde
edilen ekstrelerinin, karaciger koruyucu etkileri; CCl4 nedenli fare karaciger modelinde
karaciger AST ve ALT enzim diizeyleri 6lciilerek arastirilmis ve en ytksek etkiyi sulu
ekstrenin AST diizeyini artirip, ALT'yi belirgin bir sekilde inhibe ederek gosterdigi
bulunmustur (Zhang vd., 2014, s. 3934).

G rigescens Franch ex Hemsi.

G rigescens, geleneksel Cin Tibbinda ilaglarla birlikte post herpetik néralji ve
epilepsi gibi beyin rahatsizliklarinda kullanilmaktadir. G rigescens'in koklerinden
hazirlanan gentizit iceren benzoat f'aksiyonunun PC 12 hiicreleri Uzerindeki etkileri
incelenmis, benzoat fraksiyonunun skopolamin ile bozulmus bellek parametreleri
lizerinde iyilestirici etkileri, AChE inhibisyonunun yanisira oksidatif stres inhibisyonu

aracihiglyla ortaya ciktig ileri stirilmistiir (Li vd., 2016, s. 107).

G scabra Bunge

G scabra toprak istii ve koklerinden hazirlanan metana! ekstrelerinden izole edilen

triterpenoitlerin, triptofanin kinurenin [T hiicreleri ve dogal oldiirtictileri (NK) de
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kapsayan cesitli bagisiklik sistemi (immun) hiicrelerinin fonksiyonlarini baskilayan
immun sistem diizenleyicisi]'e doniisiimiinii yavaslatan tepkimeyi Kkatalizleyen
indoleamin 2,3-dioksijenaz enziminin inhibitér etkisinin arastinldigi ¢alismada,
oleanolik ve masilinik asit (sirasiyla 1Cso_12.5 ve 9.5 pM), indoleamin 2,3-dioksijenazi
belirgin bir sekilde inhibe ederken urjinolik asit (ICso =18.7 uM) orta diizeyde aktivite
gostermistir. Skabranol ve 1,8,2a,3a,24-tetrahidroksiolean-12-en-28-oik asit ise sirasiyla

56.8 ve 60.6 UM ICso degerleri ile zayif inhibitor etki gostermistir (Li vd., 2015, s. 2124).

G. scabra koklerinden elde edilen ekstrenin ve suda ¢oziiniir ii¢ polisakkarit
ffaksiyonunun (GSP-I,GSP-2 ve GSP-3) aktif kismi tromboplastin zaman1 (APTT),
trombin zamani (TT) ve protrombin zamani (PT) yontemleri ile in vitro antikoagiilan
aktiviteleri arastirlmis ve ramnoz, arabinoz, galaktoz, galakturonik asit (GSP-3) ve
glukozca (GSP, GSP-1, GSP-2) zengin ekstre ve fraksiyonlarin APPT ve TT'yi uzatirken
PT'yi degistirmedigi gorilmiistiir. Ayrica, en ylksek antikoagiilan etkiyi glukoz
icermeyen GSP-3 fraksiyonunun gosterdigi tespit edilmistir (Cai vd., 2016, s. 308).

G urnula Harry Sin.

G. wrnula c¢iceklerinin metanol ekstresinden, aktivite ile yonlendirilmis
fraksiyonlama sonucu elde edilen, n-butanolde c¢oziintir fraksiyondan izole edilen
gentiournozit A, gentiournozit Eve depressozit'in antioksidan aktiviteleri arastirilmistir.
Aktivite sonuglarina gore Ug iridoit glikozit askorbik asit ve trolox'la karsilastirildiginda
10-20 pM ICso araliginda oldukga yiiksek DPPH siipiirticii aktivite gostermistir. Ayrica
depressozitin 45.5 uM ICso degeriyle diger iki bilesikten (ICso = 900 pM) daha yiiksek

siiperoksit radikali stipiiriicii etki gosterdigi rapor edilmistir (Kusakari vd., 2016, s. 954).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Cizelge 3.1. Gentiana Tiirlerinin Toplandigi Lokaliteler ve Toplanma Tarihler,*
Tiir Lokalite Tarih

G pyrenaica L. A7 Giimiishane: Zigana Dagi, cayrrhk  10.06.2013
alanlar, 2160-2135 m

G brachyphylla Vill. €S Nigde: Bolkar Dagi, Karagol tstii, 14.08.2013
Kiziltepe, alpin agikliklar, 2700 m

G boissieri Schott & Kotschy ex Boiss. €S Nigde: Bolkar dagi, Karagél 14.08.2013
cevresi, alpin agikliklar, 2650 m

G cruciata L. A4 Kastamonu: Ilgaz dagi, cayirlk 29.07.2013
alanlar, 1819-1980 m
G asc/epiadea L A4 Kastamonu: Ilgaz dagi, nemli 1slak  29.07.2013

yerler, 1647-1784 m

G olivieri Griseb. e6 Gaziantep: Nizip, Akgakent koyu, 05.06.2013
kuru dere kenarlari, kiregli yerler, 535-
551 m

G gelida Bieb. B8 Erzurum: Erzurum-Cat yolu 26. km, 08.07.2013

Yaylasuyu gecidi, ¢ayirlik alanlar, 2157
n

G. septemjida Pallas A8 Bayburt: Soganli gecidi, cayirlik  10.06.2013
alanlar, 2383-2416 m

G verna L subsp. pontica (Soltok.) Hayek A8 Bayburt: Soganli gecidi, c¢ayirlik 08.07.2013
alanlar, 2416 m

G verna L subsp. balcanica Pritchard A2 Bursa: Uludag, Volfram madeni 25.06.2013
¢evresi, taslik alanlar, 2230-2330 m

*Ceniiana tirleri Yalova Atatiirk Bahge Bitkileri Aragtirma Merkezi'den Ziraat Yiiksek Mith. Fatih Giilbag ve Ziraat
Yiiksek Miih. Serdar Erken tarafindan toplanmis, Manisa Celal Bayar Uolversitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
6gretim iiyesi Dog Dr. Emine Algitepe tarafindan teshis edilmistir.



3.2. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.2.1 Kimyasal maddeler

EDTA

Ferrozin

FeCh
2-deoksi-D-riboz
K4(fe(CN)6].3th 0
FeCb

Gallik asit
Gentiopikrozit
Sverozit
Svertiamarin

Loganik asit

p-Hidroksi benzoik asit (p-OH-BA)

Kafeik asit (KA)
Klorojenik asit (KLA)
Sirinjik asit (SI)
o-Kumarik asit (0-KU)
p-Kumarik asit (p-KU)
Ferulik asit (FA)

Butil hidroksitoluen (BHT)
Folin-Ciocalteu's Reagent
ABTS

DPPH

Orsein

Selejilin

Klorjilin

Galantamin

Takrin

Donepezil

ATC
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(Sigma Aldrich, Almanya)

(Fluka, Almanya)

(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigm @ Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Si,, a Aldrich, Almanya)



BTC

DTNB

AChE

BChE

Bitki & Mantar DNA Saflastirma ve DNA
izolasyon kiti

1X TaqBuffer

2,2"-Dithiobis (5-nitropyridine) (DNTP)
Kalip DNA ve 1U Tagpolimeraz enzimi
COX-1 ve COX-2 enzimleri

MgCl,

Monoamin Oksidaz inhibitér (MAO-A ve
MAO-B) kitleri

Potasyum dihidrojen fosfat

Potasyum hidroksit

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Sodyum hidrojen karbonat

Jelatin

Hidroklorik asit

Hidrojen peroksit

Metanol

Etanol

Diklorometan

Etil asetat

Metafosforik asit
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(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)

(EurX GeneMATRIX, Almanya)

(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(BioVision, Almanya)

(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)
(Sigma Aldrich, Almanya)



3.2.2. Cihazlar

Shimadzu Sivi Kromatografisi/lyon Tuzagi ve Ugus Zamanli (Kyoto, Japonya)

Kiitle Spektroskopisi (LC/MS-IT-TOF) sistemi

Shimadzu Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) (Kyoto, Japonya)

sistemi ve SPD DAD dedektor
H1 mikroplaka okuyucusu
Nanodrop Spektrofotometre
Precision XS robotik sistemi

Su banyosu

Vorteks

Isiticili manyetik karistirict

Binokiiler 151k mikroskobu
Kameram 122CU

Dongti aleti
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(Biotek, Amerika)
(Biotek, Amerika)
(Biotek, Amerika)
(Nuve BM 302,
Tiirkiye)

(Ika  Genius 2,
Almanya)

(Heidolph MR 3001,
Almanya)

(Olympus, Japonya)

(Thermo Arktik
Thermal Cylers,
Almanya)



3.3. Gentiana Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Gentiana metanol ekstrelerinin hazirlanmasi

G. asclepiadea, G. boissieri, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida, G. pontica
olivieri, G. pyrenaica, G.septemfida, G. verna subsp. balcanica ve G. verna subsp.
tiirlerine ait metanol ekstreleri; bitkilerin toprak tistii kisimlari, metanolle, 48 saat 3 kez

masere edilerek hazirlanmisg, kuru drog verimleri hesaplanmistir (% a/a).
3.3.2. Gentiana diklorometan, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin hazirlanmasi

G. asclepiadea, G. boissieri, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida, G. olivieri,
G. pyrenaica, G.septemfida, G. verna subsp. balcanica ve G. verna subsp. pontica
tiirlerine ait diklorometan fraksiyonlari; bitkilerin toprak iistii kisimlari, diklorometanla,
24 saat 3 kez masere edilerek hazirlanmistir. Sonrasinda ¢oziiciileri tamamen
uzaklastirilan toprak iistii kisimlar dnce etil asetatla sonra metanolle, 24 saat 3 kez masere
edilmis ve etil asetat ve metanol fraksiyonlari elde edilmis, kuru drog verimleri

hesaplanmistir (% a/a).
3.4. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin toplam fenolik madde miktarlarinin analizi,
fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu’s ¢ozeltisinde bulunan fosfotungustik ve
fosfomolibdik asitlerin kompleks polimerik iyonlari ile oksidasyonu sonucu olusan mavi
renkli molibden-tungsten kompleksinin konsantrasyonunun 750 nm dalga boyunda
Ol¢iilmesi ilkesine dayanan Vinson ve Hontz ile Singleton ve arkadaglarmin Folin-
Ciocalteu’s spektrofotometrik yontemine gore yapilmistir (Vinson vd., 1995, s. 402;

Singleton vd., 1999, s. 153).

Biitiin Ornekler ve standart olarak kullanilan gallik asit % 50°lik metanolde
¢ozlilmustiir (0.5 mg/mL). 0.5 mL 6rnek, 2.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (% 10’luk, h/h,
suda) ve 7.5 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 20°lik, a/h, suda) deney tiipiinde
karistirilarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri 750
nm’de spektrofotometrede okunmus, ayni islem gallik asit’in 5 farkli konsantrasyonu igin

yapilarak, gallik asit kalibrasyon grafigi ¢izilmis, elde edilen kalibrasyon esitligi
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(r2=0.997) kullanilarak, toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger (mg
GAE/g ekstre) olacak sekilde hesaplanmistir.

Gorsel 3.1. Gallik Asit Standart: Kalibrasyon Cozeltileri

3.5. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi-Diyot Dizisi Dedektor (HPLC-DAD) ile
Fenolik Asitlerin Tayini

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin igerdigi fenolik asitlerin miktar tayinleri ters-
faz Cis kolon ve gradient eliisyon ¢oziicii sistemiyle Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi-Diode =~ Array Dedektér (HPLC-DAD) sistemi kullanilarak
gergeklestirilmistir (Oztiirk vd., 2007).

Ters faz analitik kolonda ayrilan fenolik bilesiklerin HPLC-DAD sisteminde, UV
spektrumlar:  kontrol edilerek ekstreler igindeki fenolik bilesiklerin teshisleri
gergeklestirilmis ve miktar tayini ¢alismalarina gegilmistir (Rodriguez-Delgado vd.,
2001, s. 249-251; Sakakibara, vd., 2003, s. 574-578; Oztiirk vd., 2007).

HPLC-DAD Analiz Sartlan

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-C;s kolon (100 mm, 4.6 mm i.d., 3 pm partikiil ¢ap1) (GL

Sciences Inc.)
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Degazer: DGU-20As (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Akis hizi: 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan) 280 nm
Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)
Hareketli Faz B: Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)

Gradient program: 0°dan 15 dk % 15 B’ye, 6 dk % 15 B’de devam etmis, % 15°den %
50 B’ye 10 dk’da, % 50°den % 100 B’ye 5 dk’da arttirilmis ve 6 dk’da baslangi¢

konsantrasyonuna doniilmiistiir (analiz siiresi 42 dk) (Oztiirk vd. 2007).

Sonuglarin degerlendirilmesinde, ayirimin tekrarlanabilirligini artirmak amaciyla
I¢ Standart (Internal Standard) (IS) yontemi kullanilmis, sunulan analiz kosullarinda ilgili
fenolik asitlerle birlikte sisteme IS olarak propil paraben (1x10~° mg/mL, Rt= 32.00 dk)

eklenmis ve IS’ nin girisime neden olmayan bir yerde belirdigi gdzlenmistir.

3.6. Yiiksek Basmng¢h Sivi Kromatografisi-Diyot Dizisi Dedektor (HPLC-DAD) ile
Sekoiridoit Miktar Tayini

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin igerdigi sekoiridoitlerin miktar tayinleri ters-
faz Cis kolon ve gradient eliisyon ¢oziicli sistemiyle Yiksek Basingli Sivi
Kromatografisi-Diode ~ Array Dedektér (HPLC-DAD) sistemi kullanilarak
gergeklestirilmistir (Oztiirk, 1997).

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)
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Kolon: INERTSIL ODS3-C;g kolon (100 mm, 4.6 mm ID, 3 pm partikiil ¢ap1) (GL

Sciences Inc.)

Degazer: DGU-20As5 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Akis hizi: 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan) 242 nm

Coziicii Sistemi: Coziicii A; % 0,4 meta fosforik asit (suda), Coziicii B: Metanol
Gradient program: 0’da % 20 B ile baglanip, 10 dk’da % 30 B’ye, 15. dk’da % 40 B’ye,
19. dkda %30 B’de devam etmis 20. dk’da, % 20 baslangi¢ konsantrasyonuna
doniilmiistiir,

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart maddelerin (loganik asit,
svertiamarin, gentiopikrozit, sverozit) derisimlerine kargi PN oranlarinin grafigi ¢izilerek
yapilan regresyon analizi sonucunda egri denklemleri elde edilmis, korelasyon (r)
katsayilar1 bulunmustur. Korelasyon esitlikleri kullanilarak ekstredeki madde miktarlari,
daha sonra da ekstre verimleri kullanilarak sekoiridoit bilesiklerin bitkideki

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

3.7. Sv1 Kromatografisi/ilyon Tuzag ve Ucus Zamanh Kiitle Spektroskopisi
(LC/MS-IT-TOF) Sistemi ile Fitokimyasal Bilesimlerinin Belirlenmesi

Gentiana metanol ekstrelerinin bilesimleri Sivi Kromatografisi/lyon Tuzagi ve
Ugus Zamanli Kiitle Spektroskopisi (LC/MS-IT-TOF) sistemi kullanilarak belirlenmistir.
Yiiksek Coziiniirliiklii kiitle spektroskopisi (HRMS) ¢aligmalar: i¢in Shimadzu LCMS-
IT-TOF (Kyoto, Japonya) sistemi kullantlmustir.

Cihaz: Shimadzu LCMS-IT-TOF (Kyoto, Japonya)
islemci: Shimadzu LCMSsolution yazilimi

Pompa: LC-20AD ikili pompa
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Kolon: C-18 dolgu maddeli Inertsil ODS-3 (150 mm X% 1.5 mm, 5 um) ve Shim-pack
FC-ODS (150 mm x 2 mm, 3 um) kolon '

Kolon firin sicakhgi: 40°C

CDL sicakhgi: 200°C

Is1 blogu sicakhigi: 200°C

Nebulizator gaz akisi: 1.5 L/dk

Degazer: DGU-20A3R gaz giderici iinite

Enjektor: SIL-20AC otomatik drnekleyici

Akis hizi: 0.15 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 3 pL.

Dedektor: SPD-M20A PDA detektor

Coziicii Sistemi: % 0.1 formik asit ihtiva eden asetonitril:su karigimi

Kiitle analizleri iyon tuzakli ugus zamanli kiitle spektrometresinde (IT-TOF)
elektron sprey iyonizasyon (ESI) pozitif ve negatif mod kullanilarak Shimadzu

LCMSsolution yazilimi ile yapilmistir.
3.8. Biyolojik Aktivite Yontemleri
3.8.1. Antioksidan aktivite yontemleri

3.8.1.1. DNA hasart koruyucu yéntem

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin DNA hasar1 koruyucu antioksidan aktiviteleri
J. M. Al-Fartosy’nin ¢aligmas1 modifiye edilerek tayin edilmistir (J. M. Al-Fartosy, 2011,
s. 15). 1 mM FeCls, 1.04 mM EDTA, 60 mM 2-deoksi-D-riboz sulu g¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Ornegin farkli konsantrasyonlarda gozeltileri hazirlanmistir. 50 mM pH

7.4°de fostat tamponu ve 10 mM H20: ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi
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37°C’de 1 saat inkiibe edilmis ve % 25°’lik HCI ve 10 g L"lik tiyobarbitiirik asit
¢ozeltileri ilave edilip 15 dk su banyosunda kaynar‘suda bekletilmistir. Son olarak test
¢Ozeltisi ve kontroliin absorbansi 532 nm’de okunmustur. Pozitif kontrol olarak
butilhidroksi toluen (BHT) ve askorbik asit kullanilmustir.

% Hidroksil radikali giderici aktivite = [Ao — (A1 — A2)] x 100/A0

Ao; Ornek hari¢ diger tiim bilesenlerin absorbansi
A1; deneyin absorbansi

Az; deneyin deoksiriboz eklenmemis halde absorbansi

3.8.1.2. Metal selatlayici yontem

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin demir iyonlarini selatlama kapasitesi Orhan ve

arkadaslarinin calismasi modifiye edilerek tayin edilmistir (Orhan ve Ustiin 2011, s. 387).

0.2 mg/mL kosantrasyonda 400 pL 6rnek iizerine 40 -p.L FeCl> (2mM) ve 80 pL
Ferrozin (SmM) eklenmistir, metanolle 2 mL’ye tamamlanmugtir. 10 dk bekletildikten
sonra 562 nm’de absorbanslari okunmus, pozitif kontrol olarak EDTA (0.2 mg/mL)
kullanilmistir (n=3).

Metal selatlatlama kapasitesi (%) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir;
% Metal Selatlama kapasitesi =[ (Akontrol-Asmek) |/ Akontrol ¥ 100

3.8.1.3. ABTS"" radikal katyon renksizlestirme yontemi

Reaktif ¢6zeltisinin hazirlanmasi; 10 mL 7 mM ABTS™ ¢ozeltisi ile 176 pL 140
mM K;S;0g karigtirilarak 12-16 saat karanlikta bekletilmistir. ABTS’in potasyum
persiilfat ile oksidasyonu sonucunda ABTS™ radikal katyonu olugsmaktadir. Her ¢alisma
oncesi taze hazirlanmasi gereken bu reaktif, 753 nm’de absorbansi 0,700 (+ 0.02) olacak

sekilde etanol ile seyreltilerek antioksidan aktivite tayininde kullaniimugtir.

Reaksiyon i¢in, 10 pL 6rnek ¢ozeltisi (0.5 mg/mL konsantrasyonda) {izerine | mL
reaktif ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dk beklenmis ve 734 nm’de absorbansi dlgtilmiistiir.
Calismada kor olarak etanol, pozitif kontrol olarak trolox ¢ozeltisi (0.5 mg/mL)
kullanilmistir (Re vd., 1999, s. 1232-1234).
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Deney sonunda, ABTS™ radikal katyonunun % giderimi asagidaki esitlikle

hesaplanmigtir:
% Total Aktioksidan aktivite = (Axontrol-Asmek)/Akontrol X 100
Axontol: ABTS™ reaktif ¢ozeltisinin 734 nm’deki absorbansi
Asmek: Ekstre igeren reaktif ¢ozeltisinin 734 nm’deki absorbansi

Elde edilen sonuglar esitlikte yerine konarak % inhibisyon hesaplanmis, sonuglar

pozitif kontroliin sonuglari ile karsilastirilmistir.
3.8.1.4. Rediikleyici gii¢ olciimii

Rediikleyici gii¢ tayini Shon vd. tarafindan gelistirilen metoda uygun olarak
yapilmistir (Shon vd., 2003, s. 594). Oncelikle % 1’lik K4[Fe(CN)s].3H20 (potasyum
ferrisiyanid) ve 200 mM fosfat tamponu (pH 6,6) hazirlanmigtir. 200 pL 6rnek ¢ozeltisi
(0.5 mg/mL konsantrasyonda) iizerine 500 pl fosfat tamponu ve 500 pL % 1’lik
K4[Fe(CN)s].3H20 eklenmis, karisim 50 °C’de etiivde 20 dk inkiibe edilmistir. Daha
sonra karigima 500 pL % 10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklenerek 4000 g’ de 10 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 500 pL siipernatant, 500 pL distile su ve 200 pL
0,1°lik FeCls ile karistirilarak elde edilen reaksiyon ¢ozeltisinin absorbanst, 700 nm’de
ornek igeren reaksiyon karigimma (kor) karst okunmustur (n=3). 700 nm’de &lgiilen
absorbansin 0.5 oldugu konsantrasyon (mg/mL) ECso degeri olarak verilmistir. Pozitif

kontrol olarak askorbik asit ve BHT kullanilmistir (Lee vd., 2007, s. 4,5).
3.8.1.5. DPPH serbest radikal siipiiriicii yontem

Kararli bir radikal olan 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali bir elektron
veya hidrojen kabul eder. Antioksidanlarin, DPPHe radikaline bir hidrojen atomu verme
yetenekleri iizerinden siipiiriicii etki gosterdikleri diigtiniilmektedir. Bu yontem ile
antioksidanlarin stabil DPPHe radikalini, indirgenmis DPPH (DPPH-H) formuna getirme
yetenekleri degerlendirilir. Diger yontemlerle karsilagtirildiginda kisa zamanda sonug

veren bir yontemdir (Molyneux, 2004, s. 212-218).



Test edilen ekstrelerden hazirlanan ¢ozeltilerin DPPHe {izerindeki serbest radikal
stiptiriicti etkileri Sanchez-Moreno vd. 1998, s. 272-274 tarafindan modifiye edilmis

yontem kullanilarak tayin edilmistir.

Metanol igerisinde hazirlanmis 9.6x10*-3.6x10° mg/mL konsantrasyonlardaki
ornek ¢ozeltilerinden 0.1, 0.2 ve 0.4 mL alinarak, tizerlerine metanolde hazirlanmis 3 mL
DPPHe (2x102 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde 30 sn karistirilmis ve karanlikta,
oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans degerleri kaydedilmis,

serbest radikal siipiiriicii etki (Antioksidan Indeks) asagidaki esitlige gore hesaplanmigtir:

% inhibisyon = [ (Aknntm[ ‘—Aﬁmek)f’Akomro]] % 100

Axontrol: kontrol absorbansi

Asmek: Ornegin absorbansi

Radikal siipiiriicii etki (% inhibisyon) konsantrasyona karsi korele edilmistir. Her

test 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmis, pozitif kontrol olarak BHT kullanilmustir.

3.8.2. Enzimatik aktivite deneyleri
3.8.2.1. MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivite yontemi

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivitesi ticari
BioVision Monoamin Oksidaz inhibitér kitleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Han vd.,

2001, s. 52; BioVision Procedure).
3.8.2.2. AChE ve BChE inhibitor aktivite yontemi

Ekstre ve fraksiyonlarin AChE ve BChE inhibitor aktivitesi Ellman Testi ile
belirlenmistir. Enzimatik ¢alismalarda, AChE (E.C.3.1.1.7, tip VIS), BChE, (E.C. 3.1.1.8,
at serumundan izole), Ellman belirteci; 5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB),
tampon ¢ozelti bilesikleri (potasyum dihidrojen fosfat, potasyum hidroksit), sodyum
hidrojen karbonat, asetiltiyokolin iyodiir, butiriltiyokolin iyodiir, jelatin, dimetilsiilfoksit
ve donepezil kullanilmistir. Spektrofotometrik 6lgiimler mikroplaka okuyucu igerisinde

gerceklestirilmistir.
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Yéntemin her asamasinda Milipor, Milli-Q Synthesis A10 saflastirma cihazindan
elde edilen distile su kullanilmistir. Kullanilan biitiinr ¢6zeltilerin taze hazirlanmasina ve
hazirlandiktan sonra 1 hafta igerisinde tiiketilmesine Ozen gosterilmistir. Enzim
inhibisyon ¢alismasinda hazirlanan ¢ozeltilerin porsiyonlar halinde ayrilmasi, test
bilesiklerinin 96 kuyucuklu plakalara uygulanmasi, enzim substrat ¢ozeltilerinin ilave
edilmesi islemlerinde BioTek-Precision Power robotik pipetleme sisteminden
yararlanilmigtir. Enzim protokoliintin olusturulmasi, izlenmesi ve spektrofotometrik
Olgtimlerin alinmasi islemleri, BioTek-Synergy H1 Microplate Reader cihazinda

yaptlmistir (Cakiroglu, 2009; Orhan vd., 2007, s. 1249).
3.8.2.2.1. AChE ve BChE enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasr

Liyofilize haldeki AChE/BChE enzimini ¢dzmek ic¢in %]1°lik jelatin ¢dzeltisi
hazirlanmistir. AChE/BChE enzimi jelatin ¢ozeltisinde 500 U/mL konsantrasyonda
hazirlanmistir. Enzim ¢dzeltisinden 1 mL alinarak balon joje igerisinde hacim suyla 100
mL’ye tamamlanmistir. Boylelikle 5 U/mL’ye seyreltilmis stok enzim soliisyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢6zelti 0.7 mL’lik porsiyonlar halinde -20 °C’de
saklanmistir. Enzim g¢ozeltileri, aktivite galigmalarina baglamadan once oda 1sisina
getirilmis ve metot konsantrasyonu olan 2.5 U/mL’ye seyreltmek i¢in suyla 1.4 mL’ye

tamamlanarak kullanilmisgtir.
3.8.2.2.2. Asetiltiyokolin iyodiir (ATC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

ATC (0.217 g) bir miktar suda ¢zlilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmigtir.
Hazirlanan ¢6zelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20 °C ’de

saklanmistir.
3.8.2.2.3. Biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.075 M)

BTC (0.237 g) bir miktar suda ¢oziilmiis ardindan suyla 10 mL’ye tamamlanmustir.
Hazirlanan ¢ozelti, kullanilincaya kadar 0.4 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de

saklanmustir.
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3.8.2.2.4. 5-5-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) soliisyonunun hazirlanmasi (0.01
M) 5

DTNB (0.396 g) tartilarak bir miktar suda ¢oziilmiistiir. Bu g¢ozeltiye sodyum
bikarbonat (0.15 g) ilave edilmis ve hacim suyla 100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

c¢ozelti, kullanilincaya kadar 3 mL’lik kisimlar halinde -20 °C’de saklanmugtir.
3.8.2.2.5. Fosfat tamponunun hazirlanmast (pH=8.0)

Potasyum dihidrojen fosfat (13.61 g), 1 L suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin
pH’s1 8.0+0.1’e 0.1 N potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile pHmetre kullanilarak kontrollii
bigimde ayarlanmistir. Ayarli tampon ¢ozelti 0.22 um por ¢api olan tek kullanimlik
filtrelerden siiziilerek kullanima hazir hale getirilmistir. Hazirlanan ¢6zelti, kullanilincaya

kadar 4 °C’de saklanmustur.
3.8.2.2.6. AChE ve BChE inhibisyon ¢calismasi

Ekstrelerin ve fraksiyonlarin enzim inhibitor aktiviteleri 100, 150, 200 ve 250
ug/mL’lik dort konsantrasyonda gergeklestirilmistir. Aktivite degerleri % 0-100

araliginda inhibisyon seklinde degerlendirilmistir.

Biyoaktivite ¢alismalarinda kolorimetrik Ellman metodu modifiye edilerek enzim
inhibisyonu incelemesi yapilmustir. Test islemine baslamadan 6nce biitiin ¢ozeltiler 20-
25 °C’ye getirilmistir. Calismalarda 96 kuyucuklu plaklar kullanilmistir. Her bir hiicrede
140 pL fosfat tamponu, 20 pL enzim soliisyonu, 20 pL ekstre, 20 pL. DTNB ¢ozeltisi, 10
pl. ATC/BTC c¢ozeltisi olacak sekilde toplam 210 pL. hacme ulagilmistir. Cozeltiler, 96
kuyucuga yetecek miktarlarda iki farkli test ¢ozeltisi meydana getirecek sekilde
karigtirilmistir. Birinci test ¢ozeltisi; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu, 20 pL. enzim
¢ozeltisi ve 20 uL. DTNB ¢ozeltisi, ikinci ¢ozelti ise; 1 kuyucuk i¢in 70 pL fosfat tamponu
ve 10 pL asetiltiyokolin iyodiir (ATC)/biitiriltiyokolin iyodiir (BTC) ¢ozeltisi igerecek

sekilde hazirlanmigtir.

Oncelikle birinci test ¢ozeltisi ve farkli konsantrasyonlardaki ekstre ve fraksiyonlar
(20 pL), 96 kuyucuklu plakalara Biotek Precision XS robotik sistemi kullanilarak

eklenmistir. Ekstre ve fraksiyonlarin her konsantrasyonu plaklara 4 tekrarli olarak
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uygulanmigtir. Plakalar, BioTek-Synergy H1 mikroplaka okuyucusuna konarak &nce S
dk siireyle karistirilmig daha sonra 25 °C’de 15 dk inKiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitiminde mikroplaka okuyucusu dispenser haznesinde bulunan ikinci test
¢ozeltisinin her bir kuyucuga 80 uL olacak sekilde ilavesi saglanmistir. Ikinci test
cozeltisi eklendikten sonra 30 sn’lik hizli bir karigtirma islemi yapilmistir. Bu agsamada
412 nm’de birinci absorbans okumasi gergeklestirilmistir. Mikroplakalar, reaksiyonun
stirmesi icin 5 dk daha karismaya birakilmis ve bu siire sonunda ikinci absorbans okumasi
yapilmistir. Iki okuma arasindaki absorbans farklar1 alinarak asagidaki formiile gére %

inhibisyon oranlari hesaplanmistir:

% Inhibisyon =[ (A(K)-A(B))-(A(I)- A(B))]
x 100

(A(K)-A(B))
B: Blank (Ekstre ve substratin eklenmedigi kuyucuk)
K: Kontrol (Sadece ekstrenin eklenmedigi kuyucuk)
A(B): Blank kuyucuguna ait absorbans okuma farki
A(K): Kontrol kuyucuguna ait absorbans okuma fark:

A(I): Ekstre veya fraksiyona ait absorbans okuma farki
3.8.2.3. COX-1 ve COX-2 inhibitor aktivite yontemi (Antiinflamatuvar etki)

In vitro COX-1 ve COX-2 inhibitor etki tayini igin saflastirilmig COX-1 ve COX-
2 enzimleri kullanilmistir. PGE> miktar1 EIA ile 6l¢iilmiistiir (Vgzquez vd., 1997, s. 531;
Xingxian vd., 2009).

3.8.3. Genotoksik etki yontemi

Gentiana tiirlerine ait metanol ekstrelerinin farkli konsantrasyonlari ¢imlendirilen
Allium cepa L. (sogan) kok u¢larina uygulanmistir. DNA izolasyonu ile elde edilen DNA
orneklerindeki genotoksik etki molekiiler belirtegler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi ile incelenmistir (Bakry vd., 2015, s. 26; Williams vd., 1990,
s. 6532).
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3.8.3.1. Allium cepa kik ucu testi

Bu ¢aligmada, ticari olarak satin alinmis Allium cepa L. bulblari kullanilmigstir. Kok
primordial halkasinin kolay koklenmesi i¢in buraya yakin kisim etrafindaki pullar
temizlenmigtir. Soganlar distile suda 20 mm kok uzunlugu elde edilene kadar
koklendirilmistir. Koklenen soganlar, kontrol grubu ve her ekstre i¢in 72 saat siire ile
0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL seklinde ii¢ konsantrasyonda incelenmistir.
3.8.3.1.1. Mitotik indeks (MI)

Mitotik indeks, hazirlanan preparatlarda profaz, metafaz, anafaz ve telofaz
fazlarinda g6zlenen hiicre sayilarinin, incelenen toplam hiicre sayisina béliiniip, 100 ile
carpilmasi ile elde edilen degerdir. Dozlarin artmasina bagh olarak MI'nin azalmasi,
ekstrenin 4. cepa kok hiicreleri {izerinde mitozu azaltic: etkisi oldugunu gostermektedir
(Akinboro ve Bakare 2007; Fiskesjo, 1985, s. 99).
3.8.3.1.2. Mikroskop analizi

Mikroskop analizlerinde kullanilmak {izere, 6rnekleriﬁ kok ucundan yaklasik 5
mm’lik pargalar alinmis ve alkol:glasiyel asetik asit (3:1) karisimi fiksatif ¢ozeltisine
alinarak -20°C’de muhafaza edilmistir. 4. cepa kok uglarindan alman 6rneklerin
mikroskop analizi igin ezme preparat yontemi uygulanmistir. 72 saat fiksatif
soliisyonunda bekletilmis kok uglari, lam {izerine alinmig ve % 2’lik orsein boyasi
damlatilarak 60 dk bekletilmistir. Preparat hazirliginda, boyada bekleyen oOrnekler
isitilmis ve fiksatif soliisyonu ile yikanarak lam iizerine almmustir. Uzerinde &rnek
bulunan lam’a lamel kapatilmig ve ezme islemi gergeklestirilmistir. Preparatlarin
devamliligini saglamak i¢in lamel ¢evresi kanada balsami ile kapatilmistir. Hazirlanan
preparatlar Olympus BXS51 binokiiler 1s1k mikroskobu ile incelenmis ve kamera
(Kameram 122CU) ile fotograflar ¢ekilmistir.
3.8.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR yontemi)

3.8.3.2.1. Calisma materyalinin hazirlanmasi

Cimlendirilen 4. cepa ornekleri, kontrol grubu ve test grubu olarak ayrilmistir.
Kontrol grubunun diginda 10 ekstre 6rnegi i¢in 3 farkli konsantrasyonda (0.05, 0.1 ve 0.5
mg/mL) toplam 30 6rnek test edilmistir. 72 saat sonunda kontrol ve test gruplarina ait
tiim A. cepa 6rneklerinin kok uglari sivi azotta 6giitiilmiis ve -20°C’de DNA izolasyonu

asamasina kadar muhafaza edilmistir.
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3.8.3.2.2. DNA izolasyonu

Siv1 azotta 6giitiilmils 4. cepa koklerinden, EurX GeneMATRIX Plant & Fungi
DNA Purification DNA izolasyon Kkiti kullanilarak her bir 6rnegin DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir.

3.8.3.2.3. DNA ’nin spektrofotometrik ol¢iimii

izole edilen genomik DNA’larin sonraki basamaklarda kullanimina gegmeden
Snce miktar ve kalite (saflik) tayinleri gergeklestirilmistir. Genomik DNA’larin Nanodrop
Spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda okumasi yapilmis,
nanogram cinsinden miktarlar1 ve saflik dereceleri tespit edilmistir (Cizelge 3.2).
Absaso/Absago orant 1,8-2 araliginda olan DNA ornekler yiiksek saflikta kabul

edilmektedir.

Cizelge 3.2. DNA Orneklerinin Miktar ve Kalite (Saflik) Tayini

Ornek
Adi Miktar Kalite (Safhik)
(Konsantrasyon (ng/ pL) (Absz60/Absz2s0)
mg/mL)
Kontrol 121.64 1.88

G. asclepiadea
metanol ekstresi 158.50 1.83
(0.05)
G. boissieri
metanol ekstresi 76.14 1.90
(0.05)
G. brachyphylla
metanol ekstresi 122.50 1.85
(0.05)
G. cruciata
metanol ekstresi 52.18 1.90
(0.05)
G. gelida
metanol ekstresi 77.54 1.87
(0.05)
G. olivieri
metanol ekstresi 95.55 1.83
(0.05)
G. pyrenaica
metanol ekstresi 20.85 1.93
(0.05)
G. septemfida
metanol ekstresi 137.86 1.86
(0.05)

G. verna subsp.
balcanica
metanol ekstresi
(0.05)

723.62 2.06
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[Cizelge 3.2. (Devam) DNA Orneklerinin Miktar ve Kalite (Saflik) Tayini]

Ornek £
Adi Miktar Kalite (Saflik)
(Konsantrasyon (ng/ pL) (Abs260/ Abszso)

G. asclepiadea
metanol ekstresi 393.14 2.04
(0.1)

G. brachyphylia
metanol ekstresi

i

G. gelida
metanol ekstresi 29.67 1.86

metanol ekstresi 100.29 1.85

G. verna subsp.
balcanica
metanol ekstresi

(0.1)

66.30 1.95

G. asclepiadea
metanol ekstresi 67.78 1.82
0.5

G. brachyphylla
metanol ekstresi
(0.5)

gelida
metanol ekstresi 499.15 2.04
(0.5)
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[Cizelge 3.2. (Devam) DNA Orneklerinin Miktar ve Kalite (Saflik) Tayini)

Ornek .
Adi Miktar Kalite (Saflik)
(Konsantrasyon (ng/ pL) (Absz60/Abs2s0)
mg/mlL)
G. pyrenaica
metanol ekstresi 154.84 2.03
(0.5)
G. septemfida
metanol ekstresi 103.80 1.81
(0.5)

(. verna subsp.
balcanica
metanol ekstresi
(0.5)

G. verna subsp.
pontica metanol 214.29 1.84

ekstresi (0.5)

580.88 2.05

3.8.3.2.4. PCR icin kalip DNA hazirligi

Genomik DNA’lardan basit dizi tekrarlar1 arasi-polimeraz zincir reaksiyonu
(ISSR-PCR) yonteminde kullanmak amactyla izole edilen A. cepa DNA &rneklerinden
calisma soliisyonu hazirlanmigtir.  Bunun i¢in pL’sinde 2 ng DNA olacak sekilde

genomik DNA’lar steril deiyonize su ile seyreltilmistir.
3.8.3.2.5. PCR analizleri

Tiim PCR reaksiyonlar1 25 pl hacimde 1X TaqBuffer, 2 uM MgCl, 2.5 pM
DNTP, 2.5 pM primer, 6 ng kalip DNA ve 1U Tagpolimeraz enzimi kullanilarak
hazirlanmistir. Her bir primer i¢in hazirlanan negatif kontrol kullanilmigtir. Primerlerin
negatif kontrollerinde herhangi bir bant olusumu goriilmemis ve reaksiyon kosullarinda
yabanci DNA kontaminasyonuna rastlanmamistir. Negatif kontrol goésterimi igin

bulgularda bir tane agaroz jel goriintiisiine yer verilmistir.

3.8.3.2.6. Rastgele cogaltilmis DNA farkliligi-polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-
PCR) analizi

RAPD primerlerin kullanildigi PCR temelli bu yéntem ile, kontrol grubu (ekstre
uygulanmamis) ve farklh konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL) ekstre uygulanmis

A. cepa DNA’larindaki olasi bant degisimleri belirlemek i¢in 10 farklt RAPD primeri test
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edilmis (Cizelge 3.3) ve tiim drnekler i¢in PCR sonucu amplifikasyon saglanan 4 primer

kullanilmuistir.

Cizelge 3.3. Calismada Kullanilan RAPD Primerleri

Primerler Primer dizisi (5'-3") Tm (°C) Uygunluk
OPC-04 CCGCATCTAC 32 +
OPC-07 GTCCCGACGA 34 +

P-9 GGGAAGAGAG 32 +
P-11 GGCCGATGAT 32 -
P-13 ACCGCCTTGT 32 -
P-14 CAGCACTGAC 32 =
P-16 TGGTGGCCTT 32 S
P-17 GTAGCACTCC 32 .
P-21 ACGGTGCCTG 34 -
OPD-09 CTCTGGAGAC 32 +

RAPD-PCR reaksiyonlari Cizelge 3.4’te verilen kosullarda, Thermo Arktik
Thermal Cylers marka dongii aleti kullanilarak Cizelge 3.5’teki uygulama protokolii

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Kullanilan RAPD-PCR Bilesenleri ve Miktarlar:

Bilesen Miktar
dH,O 11.8 uL
10X TagBuffer (Fermantas) 2.5 pL (1x)
25mM MgCI2 (Fermantas) 1.5 uL (2.5 uM)
2.5mM DNTP (Fermantas) 2 uL (2.5 pM)
2.5mM Primer 4 uL (2.5 uM)
Kalip DNA 3 uL
TaqPolimeraz (Fermantas) 0.2 ul
Toplam 25 uL
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Cizelge 3.5. RAPD-PCR Uygulama Protokolii

Dongii Sicaklik(*C) Siire

Sayisi
Baslangi¢ Denaturasyonu 1 95 4 dk
Denaturasyon 94 55 sn
Baglanma 45 30-34 60 sn
Uzama 72 90 sn
Final Uzamasi 1 72 7 dk

3.8.3.2.7. Basit dizi tekrarlart arasi-polimeraz zincir reaksiyonu (ISSR-PCR) analizi

ISSR-PCR yéntemi kullanarak, kontrol grubu (ekstre uygulanmamis) ve farkl
konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL) ekstre uygulanmis 4. cepa DNA’larindaki
olasi bant degisimleri belirlemek igin 10 primer (Cizelge 3.3) test edilmis ve tiim drnekler

icin amplifikasyon gozlenen 2 farkli ISSR primeri kullanilmigtir

Cizelge 3.6. Calismada Kullamlan ISSR Primerleri

Primerler Primer Dizisi (5'-3") Tm (°C) Uygunluk
ISSR-01 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52.8 4
ISSR-04 ACACACACACACACACC 52.8 +
ISSR-06 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52.8 +
ISSR-10 GGGTGGGTTGGGGTG 58.8 -
ISSR-27 GTGCGTGCGTGCGTGC 59.4 -
ISSR-829 TCICTCICTCICICTICG 52.8 -
ISSR-847 CACACACACACACACARC 53.7 -
ISSR-861 ACCACCACCACCACCACC 60.5 -
ISSR-862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC 60.5 -

53



[Cizelge 3.6. (Devam) Calismada Kullanilan ISSR Primerleri]

Primerler Primer Dizisi (5'-3") Tm (°C) Uygunluk

ISSR-866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 60.5 -

(Y= (C,T) B= (C,G,T) D= (A,G,T) V=(A,G,C) )

ISSR-PCR reaksiyonlar1 Cizelge 3.4’te verilen kosullarda, Thermo Arktik
Thermal Cylers marka dongii aleti kullanilarak Cizelge 3.5°teki uygulama protokolii
kullanilarak gergeklestirilmistir

Cizelge 3.7. Kullanilan ISSR-PCR Bilesenleri ve Miktarlart

Bilesen Miktar
dH-,0 13.3 uL
10X TagBuffer (Fermantas) 2.5 uL (1x)
25mM MgCl2 (Fermantas) 1.5 pL (2.5 uM)
2.5mM DNTP (Fermantas) 2 uL (2.5 uM)
2.5mM Primer 2,5 uL (2.5 pM)
Kalip DNA 3 uL
TagPolimeraz (Fermantas) 0.2 uL
Toplam 25 uL

Cizelge 3.8. ISSR-PCR Uygulama Protokolii

Dongii Sicakhk("C) Siire
Sayisi
Baslangi¢ Denaturasyonu 1 95 4 dk
Denaturasyon 94 45 sn
Baglanma 45 49.2-60.5 45 sn
Uzama 72 90 sn
Final Uzamasi 1 72 7 dk
3.8.3.2.8. Agaroz jel elektroforezi ile PCR iiriinlerinin yiiriitiilmesi

Her iki PCR yonteminin sonuglari, yatay jel elektroforezi (Thermo,
MidicellPromo) ile % 1.3’liik agaroz jel iizerinde yiiriitiilmiistiir. Agaroz jeller 5X TBE

stok tamponunun seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazirlanmistir. 0.5X

54



TBE tampon ile birlikte kaynatilan % 1.3’liikk agaroza 10X’lik 7 pL etidyumbromiir ilave

edilerek karistiritlmis ve jel tablasina dokiilmiigtiir.

PCR iirtinleri her bir kuyucuga 9 pL 6rnek 1 pL yiikleme tamponu olmak iizere
10 pl yiiklemis ve 85 V’ta 75 dk yiiriitiilmustiir. Bant biiytikliiklerinin belirlenmesi
amaciyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bp DNA ladder ve 100 bp DNA ladder
Plus (Fermentas) yliklenmistir (Sekil 3.1).

bp ng/0.5 ug Y bp ng/10pL
2000 280 5.6 1000 77
2000 280 58 S5 i
1500 280 5.6
1200 280 5.6 f,gg gg
/ 1000 800 16.0
4 0900 27.0 54 600 47
&= 7800 270 54
= 700 270 54 500 70
z _ 800 27.0 54 466
- — 500 800 16.0 34
a — 400 300 6.0 300 26
= 900 300 6.0
oy — 200 300 6.0 0 B
L
= — 100 300 6.0 100 28
=
=
&

>

B

Sekil 3.1. Fermantas Gene Ruler 100 bp DNA ladder Plus (100-3000 bp) B- 100 bp
DNA ladder (100-1000 bp).

3.8.3.2.9. Agaroz jel elektroforezin fotograflanmasi

Agaroz jel elektroforezinde yiiriitme isleminden sonra olusan bant profilleri UV
1s1k altinda Carestream Gel Logic 212 Pro marka jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
fotograflanmustir. Bant biiyiikliikleri Sekil 3.1°deki 100 bp DNA ladder (100-1000 bp) ve
100 bp DNA ladder Plus (100-3000 bp) (Fermentas) markérleri ile kullanilarak

degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Gentiana Tiirlerine Ait Ekstre ve Fraksiyonlarm Verimleri

Gentiana tiirlerine ait ekstre ve fraksiyonlarin % a/a verimleri kuru drog {izerinden
hesaplanmigtir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Gentiana Tiirlerine Ait Ekstre ve Fraksiyon Verimleri

Ekstre ve % Verim
Fraksiyonlar
GAME 32.2
GADMeF 6.56
GAEAF 2.75
GAMEF 23.45
GBOME 29.5
GBODMeF 5.37
GBOEAF 1.15
GBOMEF 33.63
GBME 32.9
GBDMeF 12.57
GBEAF 2.09
GBMEF 18.72
GCME 224
GCDMeF 7.25
GCEAF 1.01
GCMEF 27.66
GGME 32.05
GGDMeF 6.98
GGEAF 0.92
GGMEF 23.56
GOME 23.3
GODMeF 6.94
GOEAF 2.19
GOMEF 21.95
GPME 22.1
GPDMeF 5.75
GPEAF 1.31
GPMEF 17.04
GSME 26.14
GSDMeF 5.62
GSEAF 0.84
GSMEF 19.92
GVBME 33.1
GVBDMeF 11.13
GVBEAF 1.26
GVBMEF 29.74
GVPME 25.6
GVPDMeF 10.31
GVPEAF 1.36
GVPMEF 20.77
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4.2. Gentiana Ekstre ve Fraksiyonlarinin Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Polifenolik bilesikler, yapilari geregi tasidiklari fonksiyonel gruplardan dolay:
elektron ve hidrojen verebilme kapasitesine sahip en 6nemli antioksidan bilesiklerdir. Bu
gruplar onlara polar olma 6zelligi katarken antioksidan &zelliklerini artirir, ayni zamanda
da serbest radikalleri ve oksitleyici gruplari elimine ederler.

Yontemin temeli, kisaca fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden
molibdene elektron transfer edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks olusumu
750-765 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmektedir.

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin igerdigi toplam fenolik madde
konsantrasyonlari Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak Sekil 4.1’de verilen gallik asitin
metanol ¢ozeltisinin kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemden yararlanilarak gram
ekstrede gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen kalibrasyon esitligi y =
3,7975x +0.057dir.

0,8
0,7 y=3,7975x+ 0,057 _

R*=0,997 .
0,6 '

0,5

0,4

Absorbans

03
0,2

0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18

Konsantrasyon

Sekil 4.1. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

Sonuglara gore, en yiiksek toplam fenolik madde miktarinin G. gelida ve G.

septemfida’ya ait metanol ekstrelerinde (sirasiyla 363.53 + 5.73; 328.84 + 2.24 mg
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GAE/g ekstre); en diisiik toplam fenolik madde miktarinin ise G. boissieri ve G.
septemfida’ya ait diklorometan fraksiyonlarinda (sirastyla 14.52 + 1.96 ve 15.22 £2.12
mg GAE/g ekstre) bulunmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Gentiana Tiirlerine Ait Ekstre ve Fraksiyonlarinin Toplam Fenolik Madde
Miktarlar:

Toplam Fenolik Madde Miktarlar
Ekstreler (mg GA/g ekstre)
GADMeF 21.89+1.49
GAEAF 105.53 £ 1.36
GAMEF 97.17 £4.98
GAME 206.68 £ 1.61
GBODMeF 14.52 £1.96
GBOEAF 4225 £2.94
GBOMEF 54.64 +2.01
GBOME 281.58 £0.82
GBDMeF 100.14 + 4.96
GBEAF 123.25+0.85
GBMEF 136.15 +£2.34"
GBME 156.23 £2.73
GCDMeF 22.88+297
GCEAF 21.46+ 0.88
GCMEF 64.12 £ 1.11
GCME 187.14 +£3.52
GGDMeF 36.21 £0.64
GGEAF 36.97£2.28
GGMEF 70.09 +1.27
GGME 363.53£5.73
GODMeF 55.77+1.71
GOEAF 46.27+1.12
GOMEF 62.29 = 1.96
GOME 207.47 £ 1.98
GPDMeF 26.85+0.88
GPEAF 46.98 +1.07
GPMEF 51.52+ 1.61
GPME 208.46 £ 7.97
GSDMeF 1522 +£2.12
GSEAF 49.43 +0.94
GSMEF 7477 £1.47
GSME 328.84 £2.24
GVBDMeF 40.32 £2.97
GVBEAF 120.13 £2.59
GVBMEF 115.60 £ 1.12
GVBME 142.42 +3.25
GVPDMeF 41.03+1.91
GVPEAF 128.36 +0.85
GVPMEF 142.67 £2.70
GVPME 297.52 £2.73
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uGPDMeF = GPEAF “ GPMEF

u GBEAF u GBMEF EGBME

1 GOMEF uGOME “ GCDMeF
GCME uGADMeF ©GAEAF

EGBODMeF uGBOEAF ®GBOMEF

~ GGEAF GGMEF GGME

E GSMEF B GSME

= GVBME GVPDMeF = GVPEAF

Sekil 4.2. Gentiana Ekstre ve Fraksiyonlarimin Toplam Fenolik Madde Miktarlar:

4.3. Ters-Faz Yiiksek Basmngh Sivi Kromatografisi (HPLC) Ile Fenolik Asitlerin

Tayini

Shimadzu LC 20A Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) Cihazi
kullanilarak analizi gergeklestirilen Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinda bulunan fenolik
asitlerin [p-hidroksi benzoik (p-OH-BA), kafeik (KA), klorojenik (KLA), sirinjik (SI), o-
kumarik (0-KU) ve p-kumarik (p-KU), ferulik (FA)] ayirimi Cis kolonda deneysel

- GPME
EGODMeF
5 GCEAF
uGAMEF
2 GBOME
“ GSDMeF

EGVBDMeF mGVBEAF

GVPMEF

kisimda belirtildigi kosullarda gergeklestirilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Gentiana Tiirlerine Ait Ekstre ve Fraksiyonlarinda Ters-Faz HPLC Ile
Tespit Edilen Fenolik Asit Miktarlart

»

Fenolik asit miktarlan

Ekstreler ve (ug/g bitki)
fraksiyonlar

g ls |3 |2 |28 |2|8| &

2 < 2 ' 2 < &

=
GAEAF 0.99 0.82 1.27 0.71
GAMEF 1.24 | 0.78 4.81 28.83 1.28 1.84 0.84 0.77
GAME 0.46 | 0.65 1.67 0.54 39.6 1.87 0.84 0.55
GBOEAF 6.05 0.98 1.59 0.76
GBOMEF 5.12 0.77 2.15 2.03 0.81
GBOME 0.26 | 0.20 67.55 0.20 0.86 1.05 0.76 0.25
GBEAF 4.20 1.63 1.15
GBMEF 1681 | 8.10 | 4.63 1.52
GBME 0.34 0.69 0.32 4.37 1.65 0.52 0.69
GCEAF 0.61 1.36 3.67 7.59 0.52 0.76
GCMEF 0.94 2.53 1.49 12.08 1.01 1.77 0.65 0.79
GCME 0.23 0.21 0.78 0.28 5.73 0.23 0.42 0.22
GGEAF 0.98 1.02 4.72 1.36 0.84
GGMEF 1.89 1.01 2.26 2.85 2.73 1.31 243 1.10
GGME 0.31 0.99 7.77 0.21 0.25 5.26 0.56 0.46
GOEAF 45.86 0.75 2.52 0.81
GOMEF 1.94 0.78 7.18 20.27 1.96 0.92 1.53 0.96
GOME 0.32 0.43 34.67 0.53 0.85 1.34 0.87 0.25
GPEAF 1.14 1.01 1.68 2.89 0.90
GPMEF 1.82 0.84 3.11 2.99 0.61
GPME 0.44 0.42 0.79 0.34 0.59 0.46 1.89 0.89
GSEAF 0.80 3.41 0.47 1.47 0.47
GSMEF 1.80 0.96 0.94 7.16 0.9 1.63 1.10 0.84
GSME 0.45 0.16 8.23 0.25 0.30 5.34 0.56 0.51
GVBEAF 0.98 1.34 1.18 1.13
GVBMEF 0.99 0.84 15.80 3.42 1.44 0.79
GVBME 0.59 0.24 0.45 0.41 0.67 3.56 3.87 0.30
GVPEAF 1.23 1.79 1.18 10.80 1.13 1.69 2.92
GVPME 1.21 0.30 3.59 0.69 0.53 0.49

(pOH-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, KA: Kafeik Asit, KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik
Asit, FA: Ferulik Asit, o-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN: trans Sinnamik asit)
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Toplam fenolik madde miktar1 fazla olan Gentiana gelida’ya ait metanol
ekstresinde (GGME) ve G. septemfida’ya ait metanol (GSME) ekstresinde HPLC ile
tespit edilen baslica fenolik asitler; gallik protokatesik, para-hidroksi benzoik,
klorojenik, kafeik, sirinjik, para-kumarik, orto-kumarik ve ferulik asitlerdir. Fenolik
asitlerden sirinjik asit en fazla G. olivieri’ ye ait etil asetat fraksiyonunda (GOEAF) 45.86
pg/g bitki olarak; p-kumarik asit G. asclepiadea’ya ait metanol ekstresinde (GAME)
39.6 pg/g bitki olarak ve klorojenik asit G. boissieri (GBOME) ve G. olivieri’ye
(GOME) ait metanol ekstrelerinde sirasiyla 67.55 ve 34.67 ng/g bitki olarak tespit

edilmistir.

p-KU
o-KU
tr-SIN

proCA
FA

k —T —T—T L T T T T T T T I o T T T T
0.0 S.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Sekil 4.3. Calisilan Standart Fenolik Asitlerin HPLC Kromatogrami
GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokatesik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,

KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirvinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, o-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:
trans-Sinnamik Asit
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Sekil 4.4. GOME 'nin HPLC Kromatogrami

GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokatesik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,
KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, 0-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:
trans-Sinnamik Asit

maALU
175+
150
125
100
7=
=0}
b "
g i
25 ! = i H
T e ' =]
] l w 4
o A\ e WWWM
_.25—‘
=T Tl T T T T T T LB | R T T | T ] T T
0.0 5.0 10.0 150 20.0 25.0 20.0 35.0 min

Sekil 4.5. GPME 'nin HPLC Kromatogrami
GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokategik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,

KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit. o-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:
trans-Sinnamik Asit
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Sekil 4.6. GBME 'nin HPLC Kromatogrami

GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokatesik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,
KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, o-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:

maAU

trans-Sinnamik Asit
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Sekil 4.7. GVPME 'nin HPLC Kromatogrami

GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokatesik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,
KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, 0-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:

trans-Sinnamik Asit

63



p-KU

e
4
faq o
&y
Linhhi s 2
L T T T T T T LN B B | 1
200 25,0 30.0 35.0 min

Sekil 4.8. GPMEF 'nun HPLC Kromatogrami

GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokategsik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,
KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, 0o-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:
trans-Sinnamik Asit

175
130
139

100

0.0 =0 1.2 140 0.0 a=.0 =d.o ado ' min

Sekil 4.9. GBMEF 'nun HPLC Kromatogrami
GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokategik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,

KLA: Klorojenik Asit, SI: Sirinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, 0-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:
trans-Sinnamik Asit
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Sekil 4.10. GVPMEF 'nun HPLC Kromatogrami
GA: Gallik Asit, pro-KA: Protokatesik Asit, p-hid-BA: para-Hidroksi Benzoik Asit, VA: Vanilik Asit, KA: Kafeik Asit,

KLA: Klorojenik Asit, SI: Sivinjik Asit, p-KU: para-Kumarik Asit, FA: Ferulik Asit, o-KU: orto-Kumarik Asit, tr-SIN:
trans-Sinnamik Asit

4.4. Ters-Faz HPLC Ile Sekoiridoit Miktar Tayini

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinda Ters-Faz HPLC ile tespit edilen baslica
sekoiridoitler; loganik asit, svertiamarin, gentiopikrozit ve sverozittir. Sekoiridoitlerden
loganik asit en fazla G. olivieri’ye ait etil asetat fraksiyonunda (GOEAF) 94.92 mg/g
ekstre; svertiamarin en fazla G. asclepiadea’ya ait etil asetat fraksiyonunda (GAEAF)
149.18 mg/g ekstre; gentiopikrozit en fazla G. boissieri’ye ait metanol ekstresinde
(GBOME) 63.51 mg/g ekstre ve sverozit en fazla G. verna subsp. pontica’ya ait etil
asetat fraksiyonunda (GVPEAF) 65.56 mg/g ekstre olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Gentiana Ekstre ve Fraksiyonlarinda Ters-Faz HPLC Ile Tespit Edilen

Sekoiridoit Miktar Tayinleri

Sekoiridoit miktarlari
mg/g ekstre

Ekstre ve
fraksiyonlar Loganik asit Svertiamarin Gentiopikrozit Sverozit
GAEAF 21.02 149.18 6.16 1.2
GAMEF 1175 57.53 3.18 3.72
GBOEAF 59,38 27.32 16,71 4.57
GBOMEF 21.20 8.29 1.26 522
GBOME 7.25 0.54 63.51 -
GBEAF 0.96 4.01 4.34 1.26
GBMEF 0.43 36.22 0.66 0.66
GBME 3.34 1.09 34.57 7.53
GCEAF 7.28 2.96 8.20 -
GCMEF 8.55 12.04 20.45 22.85
GGEAF 71.90 13.14 228 6.00
GGMEF 1.82 7.27 0.19 427
GGME 3.92 9.26 9.76 0.26
GOEAF 94.92 51.04 1.52 1.30
GOMEF 51.66 34.12 45.19 1.63
GOME 10.66 15.57 42.53 45.52
GPEAF 0.74 0.37 3.96 -
GPMEF 10.30 0.36 6.82 0.45
GPME 3.93 0.27 341 7.44
GSEAF 12.53 6.13 3.02 4.96
GSMEF 6.73 11.60 13.07 2.45
GSME 5.48 15.84 9.20 2.36
GVBEAF 3.13 3.57 5.62 0.33
GVBMEF 2.24 0.86 52.14 12.82
GVBME 0.91 4.49 44.17 19.53
GVPEAF 7.90 5.00 4.91 65.56
GVPMEF 0.39 0.57 25.70 0.20
GVPME 12.70 2.85 19.70 7.27
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Sekil 4.11. Standart Sekoiridoit HPLC Kromatogrami

Loganik asit (LA); Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE); Sverozit (SVZ)
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Sekil 4.12. GVPMEF 'nun HPLC Kromatogrami

Loganik asit (LA); Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE); Sverozit (SVZ)
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Sekil 4.13. GBME 'nin HPLC Kromatogrami

Loganik asit (LA); Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE), Sverozit (SVZ)
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Sekil 4.14. GPME 'nin HPLC Kromatogrami

Loganik asit (LA); Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE); Sverozit (SVZ)
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Sekil 4.15. GPMEF 'nun HPLC Kromatogrami

Loganik asit (LA); Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE); Sverozit (SVZ)
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Sekil 4.16. GVPME 'nin HPLC Kromatogrami

Loganik asit (LA); Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE); Sverozit (SVZ)
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Sekil 4.17. GBMEF 'nun HPLC Kromatogrami

Svertiamarin (SVM); Gentiopikrozit (GE)

4.5. Sivi Kromatografisi/iyon Tuzagi ve Ugus Zamanh Kiitle Spektroskopisi
(LC/MS-IT-TOF) Sistemi ile Fitokimyasal I¢eriklerin Belirlenmesi

G. asclepiadea, G. boissieri, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida, G. olivieri,
G. pyrenaica, G.septemfida, G. verna subsp. pontica, G. verna subsp. balcanica’ya ait
toprak Ustli kisimlarin  metanol ekstrelerinin  fitokimyasal igerikleri, Sivi
kromatografisi/iyon tuzagi ve ugus zamanlt kiitle spektroskopisi (LC/MS-IT-TOF)
sistemi ile belirlenmistir. LC/MS-IT-TOF sonuglarina gére ekstrelerde; loganin iridoit
glikoziti, gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin, 3'-asetil sverozit ve Ostomoruzzit
sekoiridoit glikozitleri, viteksin ve orientin flavon glikozitleri, bellidin, bellidifolin,
svertianolin, norsvertianolin ve mangiferin ksanton-C glikozitleri ve oleanolik asit tespit

edilmistir (Cizelge 4.5).
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4.5.1. Gentiana tiirlerine ait metanol ekstrelerinin LC/MS-IT-TOF
kromatogramlanr

Gentiana tiirlerine ait metanol ekstrelerinin fitokimyasal bilegimleri LC/MS-IT-
TOF sistemi kullanilarak belirlenmistir. Kromatogramlardan elde edilen piklerin kolonda
gelis zamanlar1 (tR) ve Kiitle spektroskopisi ile elde edilen kiitle spektrumlar: ile

literatiirdeki kiitle spektrumlari karsilastirilarak bilesikler tespit edilmistir.

'“m,wa j
125 mﬁ
1.004
075
0.5
o]
L :l..lll:'.'!.',...'.',‘.'..ﬂt,'..r,'; TR
w 0 10 150 200 250 0o o 0o 1] 1] L1 600 650 e
Sekil 4.18. GPME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
o
i T T

Sekil 4.19. GBME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.20. GOME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.21. GCME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.22. GAME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.23. GBOME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.25. GSME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.26. GVBME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.27. GVPME 'nin LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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4.5.2. Gentiana tiirlerine ait metanol ekstrelerindé LC/MS-IT-TOF ile tespit edilen
bilesiklerin kiitle spektrumlari

Gentiopikrozit (Na+=379.1000. tR=11.10)

O-Glukoz

Sekil 4.28. Gentiopikrozit
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Sekil 4.29. Gentiopikrozit'in Kiitle Spektrumu

Sverozit (Na+ = 381.1156. tR=11.25)
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Sekil 4.30. Sverozit
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Sekil 4.31. Sverozit 'in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4.33. Svertiamarin’in Kiitle Spektrumu
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Loganin (Na+=413.1418. tR=10.75)
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Sekil 4.34. Loganin
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Sekil 4.35. Loganin'in Kiitle Spektrumu

Svertianolin (Na+=459.0898. tR=10.40)
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Sekil 4.36. Svertianolin
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Sekil 4.37. Svertianolin’in Kiitle Spektrumu
Norsvertianolin (Na+ = 445.0741. tR=10.70)
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Sekil 4.38. Norsvertianolin
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Sekil 4.39. Norsvertianolin'in Kiitle Spektrumu
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3'-Asetilsverozit (Nat=423.1262. tR=12.95)

O-Glukoz

Sekil 4.40. 3"-Asetilsverozit
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Sekil 4.41. 3"-Asetilsverozit’in Kiitle Spektrumu

Ostomoruzzit (Na+ =431.1160. tR=3.60 )
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Sekil 4.42. Ostomoruzzit
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Sekil 4.43. Ostomoruzzit'in Kiitle Spektrumu

Viteksin (Na+ = 455.0949. tR=12.7)
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Sekil 4.44. Viteksin
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Sekil 4.45. Viteksin'in Kiitle Spektrumu

82




Orientin (M+=449.1078. tR=11.6)

Sekil 4.46. Orientin
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Sekil 4.47. Orientin’in Kiitle Spektrumu

Bellidin (Na+ = 283.0213. tR=49.95)
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Sekil 4.48. Bellidin
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Sekil 4.49. Bellidin’in Kiitle Spektrumu
Bellidifolin (+ = 275.0550. tR=25.80)
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Sekil 4.50. Bellidifolin
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Sekil 4.51. Bellidifolin’in Kiitle Spektrumu
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Mangiferin (M+ = 423.0922. tR=10.70)

50
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00—
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O
Sekil 4.52. Mangiferin
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Sekil 4.53. Mangiferin’in Kiitle Spektrumu

Oleanolik asit (H- =455.3531. tR=37.6)

Sekil 4.54. Oleanolik asit
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Sekil 4.55. Oleanolik Asit’in Kiitle Spektrumu

G. brachyphylla, G. pyrenaica ve G. verna subsp. pontica’ya ait toprak iistii
kisimlarin metanol fraksiyonlarinin fitokimyasal igerikleri, Sivi kromatografisi/iyon
tuzagi ve ugus zamanl kiitle spektroskopisi (LCKMS-IT-TOF) sistemi ile belirlenmistir.
LC/MS-IT-TOF sonuglarina gore fraksiyonlarda; gentiopikrozit, sverozit, stomoruzzit
ve oliverozit C sekoiridoit glikozitleri, izopirenin, viteksin, izoviteksin, orientin flavon
glikozitleri ve bellidifolin, svertianolin ve norsvertianolin ksanton-C glikoziti tespit

edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Gentiana Tiirlerine Ait Metanol Fraksiyonlarinda LC/MS-IT-TOF Ile Tespit
Edilen Bilegikler

Bilesik adi Tiir adh
G. G. G. verna subsp.

brachyphylla  pyrenaica pontica
Gentiopikrozit X
Sverozit X X X
Svertianolin X
Norsvertianolin X X
Oliverozit C X
Ostomoruzzit X % X
izopirenin X X
Viteksin X X
Izoviteksin X
Orientin X X X
Bellidifolin X X
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4.5.3. Gentiana tiirlerine ait metanol fraksiyonlarinm LC/MS-IT-TOF

kromatogramlar:

Sekil 4.57. GBMEF 'nun LC/MS-IT-TOF Kromatogrami
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Sekil 4.58. GVPMEF 'nun LC/MS-IT-TOF Kromatogrami

4.5.4. Gentiana tiirlerine ait metanol fraksiyonlarinda LC/MS-IT-TOF ile tespit
edilen bilesiklerin kiitle spektrumlari

Gentiopikrozit tR=2.13
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Sekil 4.59. Gentiopikrozit’in Kiitle Spektrumu
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Sverozit tR=1.91
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Sekil 4.60. Sverozit’in Kiitle Spektrumu
Svertianolin tR=9.68
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Sekil 4.61. Svertianolin’in Kiitle Spektrumu
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Norsvertianolin tR=5.66
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Sekil 4.62. Norsvertianolin'in Kiitle Spektrumu
Oliverozit C tR=8.74
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Sekil 4.63. Oliverozit C’nin Kiitle Spektrumu

90




[zopirenin tR=10.8
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Sekil 4.64. Izopirenin’in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4.65. Ostomoruzzit'in Kiitle Spektrumu
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Viteksin tR= 8.90
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Sekil 4.66. Viteksin'in Kiitle Spektrumu
Izoviteksin tR=10.73
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Sekil 4.67. Izoviteksin'in Kiitle Spektrumu
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Orientin tR=7.50

Sekil 4.69. Bellidifolin'in Kiitle Spektrumu
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Sekil 4.68. Orientin’in Kiitle Spektrumu
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4.6. Biyolojik Aktivite Sonug¢lari
4.6.1. Antioksidan aktivite sonuglari
4.6.1.1. DNA hasart koruyucu yontem

Gentiana metanol ekstrelerinin  DNA hasari koruyucu antioksidan aktivite
sonuglarina gére; 0.5 mg/mL konsantrasyonda G. boissieri (GBOME) (inhibisyon %
85.23), G. brachyphylla (GBME) (% 81.82) ve G. cruciata metanol (GCME) (inhibisyon
%81.80) ekstreleri sentetik antioksidanlar BHT (% 79.55) ve askorbik asitten (% 46.59)
daha yiiksek aktivite gostermistir (Cizelge 4.7). Diger ekstrelerin de en az BHT ve
askorbik asit kadar etkili oldugu goriilmiis, en diisiik antioksidan aktivite ise, G.
pyrenaica metanol ekstresinde (GPME) (% 57.95 inhibisyon) tespit edilmistir (Sekil
4.70).

Cizelge 4.7. Gentiana Tiirlerine Ait Metanol Ekstrelerinin DNA Hasart Koruyucu

Aktivite Sonuclar
Ekstreler Antioksidan aktivite
% inhibisyon
(0.5 mg/mL)
GAME 61.36
GBOME 85.23
GBME 81.82
GCME 81.80
GGME 64.77
GOME 78.41
GPME 57.95
GSME 67.05
GVBME 72.73
GVPME 64.77
BHT 79.55
Askorbik asit 46.59
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Ekstreler

Sekil 4.70. Gentiana Tiirlerine ait Metanol Ekstrelerinin DNA Hasart Koruyucu

Yontem ile Antioksidan Aktivite Sonuglar

4.6.1.2. Metal gelatlayict yontem

Metal iyonu selatlama aktivitesi; Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinin ¢ozeltideki
Fe?" iyonlarini baglayabilmek i¢in ferrozin ile yarismasina gore degerlendirilmis, pozitif
kontrol olarak EDTA kullanilmistir.

Sonuglar 0.2 mg/mL konsantrasyonda EDTA ile karsilastirildiginda (% 78.87); G.
cruciata (GCME), G. asclepiadea (GAME) ve G. boissieri (GBOME) metanol ekstreleri
sirasiyla % 56.95, 57.49 ve 61.48 inhibisyon oranlari ile belirgin antioksidan aktivite
gostermistir. Genel olarak ¢alisilan Gentiana tiirlerinden elde edilen metanol
ekstrelerinin, elde edilen fraksiyonlardan daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.71).
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Cizelge 4.8. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarimin Metal
Selatlayict Aktivite Sonuglari

Ekstre ve fraksiyonlar Antioksidan aktivite
% inhibisyon
(0.2 mg/mL)

GAME 57.49
GADMeF 25.11
GAEAF -
GAMEF -
GBOME 61.48
GBODMeF 28.92
GBOEAF 16.05
GBOMEF -
GBME 44.71
GBDMeF 14.87
GBEAF ¥
GBMEF -
GCME 56.95
GCDMeF 36.00
GCEAF 38.17
GCMEF -
GGME 18.92
GGDMeF . 22.76
GGEAF 25.98
GGMEF 5
GOME 50.04
GODMeF 20.22
GOEAF -
GOMEF 13.15
GPME 39.51
GPDMeF 26.02
GPEAF 27.70
GPMEF 15.19
GSME 52.38
GSDMeF 279
GSEAF -
GSMEF =
GVBME 40.09
GVBDMeF 30.5
GVBEAF -
GVBMEF -
GVPME 16.55
GVPDMeF 2
GVPEAF =
GVPMEF -
EDTA 78.87

*(-) aktivite gorillmemistir,
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' GPME mGPDMeF ~ GPEAF GPMEF = GBME u GBDMeF
EGBEAF ®mGBMEF wGOME uGODMeF ®mGOEAF  mGOMEF
GCME GCDMeF  GCEAF GCMEF = GAME % GADMeF
#GAEAF  ®mGAMEF ©GBOME »GBODMeF m GBOEAF =GBOMEF
GGME GGDMeF  GGEAF GGMEF GSME GSDMeF
B GSEAF ®mGSMEF ®GVBME ®GVBDMeF mGVBEAF ®GVBMEF
GVPME GVPDMeF GVPEAF ~ GVPMEF = EDTA

Sekil 4.71. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin Metal Selatlayict
Aktivite Sonuglart

4.6.1.3. ABTS"" radikal katyon renksizlestirme yontemi ile antioksidan aktivite

sonuclart

Bu yéntem 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS"™) radikal
katyonu tarafindan tutulan antioksidatif maddelerin miktarinin, sentetik bir antioksidan
olan troloks’un (suda ¢oziinen E vitamini analogu) standart miktarlartyla kiyaslanarak
bagil Sl¢iimii ile gergeklestirilmistir. Olglimler, mavi/yesil renkli stabil bir bilesik olan
ABTS™ radikalinin renginin indirgenmesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle
yapilmistir. Mavi/yesil ABTS™ kromoforu olugturmak ig¢in ABTS ve potasyum persiilfat

arasinda gergeklesen reaksiyondan yararlanilmustir,

ABTS™ radikal katyon renksizlestirme yontemi antioksidan aktivite sonuglarina
gore 0.5 mg/mL konsantrasyonda troloks’un (% 76.89) sonuglari ile karsilagtirildiginda
en yiiksek inhibisyon gosteren G. verna subsp. pontica metanol fraksiyonu (GVPMEF)
(% 62.40) olarak tespit edilmistir. Diger Gentiana tiirlerine ait ekstre ve fraksiyonlar
troloks’a gore daha diisiik antioksidan etki gostermislerdir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.72).
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Cizelge 4.9. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin ABTS"" Radikal
Katyon Renksizlestirme Yontemi Ile Antioksidan Aktivite Sonuglart

Ekstre ve fraksiyonlar Antioksidan aktivite
% inhibisyon
(0.5 mg/mL)

GADMeF 6.31
GAEAF 11.00
GAMEF 13.93
GAME 21.90
GBODMeF 27.08
GBOEAF 23.84
GBOMEF 26.18
GBOME 7.33
GBDMeF 12.34
GBEAF 27.79
GBMEF 33.64
GBME 20.13
GCDMeF 28.91
GCEAF 10.57
GCMEF 20.33
GCME ‘ 6.35
GGDMeF 24.12
GGEAF 12.06
GGMEF 23.68
GGME 14.94
GODMeF 16.15
GOEAF 22.28
GOMEF 28.63
GOME 13.94
GPDMeF 15.66
GPEAF 29.06
GPMEF 24.76
GPME 20.27
GSDMeF 11.42
GSEAF 14.90
GSMEF 16.43
GSME 13.87
GVBDMeF 9.47
GVBEAF 20.75
GVBMEF 30.64
GVBME 18.92
GVPDMeF 27.72
GVPEAF 36.91
GVPMEF 62.40
GVPME 32.43
Troloks 76.89
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Sekil 4.72. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin ABTS™ Radikal
Katyon Renksizlestirme Yontemi lle Antioksidan Aktivite Sonuglart

4.6.1.4. Rediikleyici gii¢ olgiimii antioksidan aktivite sonuclart

Ekstrelerin rediikleyici gii¢ 6l¢limii, potasyum ferrosiyaniir rediikleyici metodu
kullanilarak ~ gergeklestirilmistir. Orneklerin ~ hidrojen verme  kabiliyetlerinden
kaynaklandigi distiniilen indirgeme giicii genellikle rediiktonlarin varligi ile

iliskilendirilmektedir (Shon vd., 2003, s. 595).

Rediikleyici gii¢ 6l¢iimii sonucu elde edilen ECso degerleri BHT (0.1) ve askorbik
asit (0.076) ile karsilastirilmus, en yiiksek rediikleyici giic aktivitesine sahip ekstrenin G.
verna subsp. balcanica metanol ekstresi (GVBME) (0.42) oldugu, en diisiik aktiviteye
sahip ekstrenin ise ECso degeri 27.78 olan G. olivieri diklorometan fraksiyonu

(GODMEF) oldugu belirlenmistir. (Cizelge 4.10)
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Cizelge 4.10. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin Rediikleyici
Giig¢ Olgiimii Ile Antioksidan Aktivite Sonuclart

Ekstre ve ECso
fraksiyonlar (mg/mL)
GADMeF 1.89
GAEAF 2.10
GAMEF 1.33
GAME 0.95
GBODMeF 3.25
GBOEAF 8.93
GBOMEF 4.63
GBOME 3.16
GBDMeF 253
GBEAF 0.55
GBMEF 0.51
GBME 0.65
GCDMeF 2.94
GCEAF 5.56
GCMEF 3.85
GCME 1.52
GGDMeF 10.87
GGEAF 532
GGMEF 1.70
GGME 1.61
GODMeF 27.78
GOEAF 2.34
GOMEF 1.46
GOME 0.74
GPDMeF 3.21
GPEAF 4.17
GPMEF 1.55
GPME 1.84
GSDMeF -
GSEAF 6.25
GSMEF 2.05
GSME 1.46
GVBDMeF 8.3
GVBEAF 1.51
GVBMEF 0.7
GVBME 0.42
GVPDMeF 3.16
GVPEAF 0.67
GVPMEF 0.87
GVPME 1.40
BHT 0.1
Askorbik Asit 0.076
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Askorbik Asit

Sekil 4.73. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin Rediikleyici Giig
Olgiimii lle Antioksidan Aktivite Sonuclar

4.6.1.5. DPPH radikal siipiiriicii antioksidan aktivite sonuclart

Genel olarak, kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipit oksidasyona
kars: gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin sonucudur. DPPH iizerinden serbest radikal
stipiiriicti etki tayini; hidrojen verme potansiyelinin arastirilmasi igin en kisa, en ucuz
yontemlerden birisidir (Kikuzaki vd., 2002, s. 2161). Dogadaki birgok radikal iyonu
degisik kimyasal reaksiyonlarla bazi bilesikler tarafindan etkisiz hale getirilmektedir.
Kararli bir organik radikal olan DPPH farkli ekstreler ve bilesiklerin antioksidan
aktivitesini belirlemede de kullanilmaktadir (Brand-Williams vd., 1995, s. 25).

Metanol ile hazirlanmig 0.1, 0.2 ve 0.4 mL 6rnek ¢ozeltileri (reaksiyon ortamindaki

ornek konsantrasyonlar1 9.6x10%, 1.8x107, 3.6x103 mg/mL) iizerine metanolde
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hazirlanmig 3 ml DPPH (2x1072 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dk karanlikta beklenmis,
daha sonra spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslari dl¢iilmiistiir. Islem sonunda her
li¢ konsantrasyondaki (9.6x10%, 1.8x10 ve 3.6x10 mg/mL) 6rneklerde % inhibisyon
degerleri hesaplanmistir.

DPPH serbest radikal siipiiriicii etki sonuglarina gore, G. brachyphylla etil asetat ve
metanol fraksiyonlari; 3.6x10° mg/mL konsantrasyonda, sirasiyla 37.64 + 0.71 ve 31.90
+ 0.34 inhibisyon yiizdeleriyle BHT ye (% 44.14 + 1.84) yakin antioksidan aktivite
gostererek en yliksek aktiviteye sahip ekstreler olarak tespit edilmistir. Ayrica G. verna
subsp. balcanica etil asetat fraksiyonu; % 30.75 + 0.86 inhibisyonla orta diizeyde
antioksidan aktivite gosterirken diger ekstre ve fraksiyonlar 7.30 + 1.96-28.28 + 0.51
inhibisyon araliginda daha az antioksidan etki gostermistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.74).

Cizelge 4.11. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin DPPH Radikal
Stipiiriicii Antioksidan Aktivite Sonuglart

Ekstre Konsantrasyon/% inhibisyon
9.6x10"* mg/mL 1.8x10° mg/mL  3.6x10"° mg/mL
GADMeF 14.54 £ 0.33 15.73 £ 0.62 17.44 +0.52
GAEAF 8.55+0.92 7.34+1.20 420+393
GAMEF 15.94 +0.32 17.07 + 1.43 19.77 £ 0.35
GAME 19.51 £ 0.08 20.89 + 0.42 23.97+0.29
GBODMeF 13.59 + 1.42 1475+ 1.21 1475+ 1.02
GBOEAF 13.10 £ 0.99 21.80+1.08 25.00+0.62
GBOMEF 7.45+0.41 8.22+0.71 10.10+£0.18
GBOME 19.99 + 0.42 20.03 =033 21.15+0.19
GBDMeF 15.22 +0.26 16.91 + 0.69 17.76 £ 0.95
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[Cizelge 4.11. (Devam) Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin

DPPH Radikal Siipiiriicii Antioksidan Aktivite Sonuglart]

Ekstre Konsantrasyon/% Inhibisyon
9.6x10* mg/mL 1.8x10° mg/mL  3.6x10”° mg/mL

GBMEF 24,22+ 0.46 26.10+0.46 31.90+ 0.34
GBME 15.99 +0.31 22.12+ 5.81 2489+ 1.62
GCDMeF 13.16 £ 0.15 15.84 £ 0.51 17.08 +1.21
GCEAF 6.55+3.19 7.97 +0.57 8.64+0.89
GCMEF 223+1.13 5.47 +0.35 7.56 +0.08
GCME 6.74 + 0.00 8.27+0.39 15.35+0.70
GGDMeF 14.25+0.89 15.48+£2.32 16.53 + 0.94
GGEAF 8.75+0.23 11.15+1.04 11.80 = 0.81
GGMEF 6.94 + 1.61 10.63 = 1.50 11.27 +0.49
GGME 21.22+ 047 21.61 £0.27 22.65+0.39
GODMeF 13.72+0.17 14.94 = 0.31 15.27+0.19
GOEAF 9.94 + 0.00 16.37 £ 0.46 11.29+ 0.36
GOMEF 3.83+1.40 6.23+0.95 7.30+ 1.96
GOME 17.07 £ 0.62 17.28 £ 0.51 17.70 + 0.00
GPDMeF 14.23 +0.08 1425+ 0.31 16.43 £ 0.52



[Cizelge 4.11. (Devam) Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin

DPPH Radikal Siipiiriicii Antioksidan Aktivite Sonuglari|

Ekstre Konsantrasyon/% inhibisyon
9.6%10* mg/mL 1.8x10° mg/mL  3.6x107 mg/mL

GPMEF 6.68+0.71 9.09+0.27 10.63 £0.52
GPME 13.62 £ 0.29 14.96 +0.23 15.79 + 0.00
GSDMeF 14.89 £ 0.35 16.41 +2.07 16.85 + 0.60
GSEAF 2236 +3.38 23.55+1.98 23.55+1.32
GSMEF 19.77 £ 0.47 21.74 £ 1.77 23.79+0.51
GSME 20.06 £ 0.31 20.50+0.42 21.21+1.84
GVBDMeF 1532+ 1.01 15.80 £ 1.15 17.01 £1.39
GVBEAF 22,10+ 2.52 23.92+ 0.55 30.75+0.86
GVBMEF 8.95+0.23 12.92 +0.69 1431 +£1.79
GVBME 23.96 +2.51 24,72 +0.57 26.84 +0.55
GVPDMeF 15.79 £ 0.23 16.26 + 0.63 16.72 £ 1.39
GVPEAF 21.53+0.93 25.73 £ 0.60 2828 + 0.51
GVPMEF 16.77 £ 0.41 22.97+1.30 26.32+ 0.09
GVPME 19.49 £ 0.93 21.03+0.34 21.29+0.24
BHT 18.32+0.31 27.75+0.42 44,14 + 1.84
Askorbik asit 36.70 £ 0.26 41.47 +0.69 70.00 +0.95
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Sekil 4.74. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Ekstre ve Fraksiyonlarin DPPH Radikal Siipiiriicii Antioksidan Aktivite Sonuglar
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4.6.2. Enzimatik aktivite deneyleri
4.6.2.1. MAO-A ve MAO-B inhibitir aktivite sonuclart

Gentiana tiirlerinden elde edilen metanol ekstrelerinin MAO-A ve MAO-B
inhibitor aktivite sonuglarina gére; sentetik MAO-A inhibitérii klorjilin’le (% 84.75
inhibisyon) kargilastirlldiginda 250 pg/mL  konsantrasyonda G. pyrenaica, G.
brachyphylla ve G. verna subsp. pontica metanol ekstrelerinin sirasiyla % 75.18, 67.86
ve 64.35 inhibisyonla yiiksek MAO-A inhibitdr aktivite gosterdikleri bulunurken MAO-
B inhibitérii selejilin’le (% 93.05 inhibisyon) karsilastinldiginda G. pyrenaica metanol
ekstresinin % 75.90 diizeyinde inhibisyon yiiksek MAO-B inhibitdr aktivite gosterdigi
bulunmustur (Cizelge 4.12, Sekil 4.75 ve 4.14, Sekil 4.76).

MAO-A ve MAO-B inhibitor aktivitesi oldukga yiiksek bulunan (sirasiyla % 75.18,
75.90) G. pyrenaica tiiriine ait toprak iistii kisimlardan hazirlanan metanol fraksiyonunun
(GPMEF) ve MAO-A inhibitor etkisi yiiksek bulunan G. brachyphylla (% 67.86) ve G.
verna subsp. pontica (% 64.35) toprak ustli kisimlarindan hazirlanan metanol
fraksiyonlarmin (GBMEF ve GVPMEF) MAO-A ve MAO-B inhibitér aktiviteleri

incelenmistir.

Sonuglara gore 250 pg/mL konsantrasyonda G. pyrenaica tiiriine ait metanol
fraksiyonu (GPMEF) referans maddelerle karsilastirildiginda MAO-A enzimini % 78.25
ve MAO-B enzimini % 77.10 oraninda inhibe ederek ¢ok yiiksek aktivite gostermistir.
Ayni konsantrasyonda G. brachyphylla tiiriine ait metanol fraksiyonu (GBMEF) MAO-
A enzimini % 64.50 ve MAO-B enzimini % 54.90; G. verna subsp. pontica tiiriine ait
metanol fraksiyonu (GVPMEF) MAO-B enzimini % 46.33 oraninda inhibe ederek
metanol ekstrelerine gére daha duisiik aktivite gostermiglerdir. G. verna subsp. pontica
tiirline ait metanol fraksiyonu (GVPMEF) MAO-B enzimini % 23.54 oraninda inhibe

etmis ve metanol ekstresine gore ¢ok diigiik aktivite gostermistir (Cizelge 4.13 ve 4.15).
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Cizelge 4.12. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin MAO-A Inhibitor

Aktivite Sonuglari 3
Ekstreler _MAO-A
% Inhibisyon
100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

GAME 32.18 32.50 33.24 33.43
GBOME 17.46 21.05 23.97 28.29
GBME 55.75 60.27 62.04 67.86
GCME 5.32 10.53 16.57 18.26
GGME 26.57 31.52 34.05 34.52
GOME 11.02 13.36 18.47 28.53
GPME 59.69 68.65 71.19 75.18
GSME 27.20 30.07 34.66 40.09
GVBME 40.25 43.97 44.20 45.89
GVPME 14.57 16.41 46.47 64.35
Klorjilin 83.32 83.60 84.23 | 84.75

250 pg/mL. ®200 pg/mL 150 pg/mL = 100 pg/mL
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Sekil 4.75. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin MAO-A Inhibitor
Aktivite Sonuglart
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Cizelge 4.13. G. pyrenaica, G. brachyphylla ve G. verna subsp. pontica Tiirlerinden Elde
Edilen Metanol Fraksiyonlarimn MAO-A Inhibitor Aktivite Sonuglar:

Fraksiyonlar MAO A % Inhibisyon

100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

GBMEF 48.12 52.07 58.41 64.50
GPMEF 61.87 67.42 73.33 78.25
GVPMEF 10.75 16.37 20.19 23.54
Klorjilin 83.32 84.23 83.60 84.75

Cizelge 4.14. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin MAO-B
Inhibitor Aktivite Sonuglart

Ekstreler MAO-B % Inhibisyon
100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

GAME 37.23 38.12 39.11 52.76
GBOME 14.05 27.96 31.36 31.77
GBME 44.42 47.18 4757 50.06
GCME 42.38 46.20 48.51 49.71
GGME 31.01 35.16 37.14 37.79
GOME 44.16 46.21 47.69 47.85
GPME 62.50 67.12 71.17 75.90
GSME 13.69 26.75 31.99 38.25
GVBME 34.58 34.71 39.22 41.63
GVPME 32.72 34.86 35.68 35.97
Selejilin 91.80 91.95 92.77 93.05
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Cizelge 4.15. G. pyrenaica, G. brachyphylla ve G. verna subsp. pontica Tiirlerinden Elde
Edilen Metanol Fraksiyonlarimn MAO-B Inhibitor Aktivite Sonuglart
Fraksiyonlar MAO B % Inhibisyon

100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

GBMEF 40.26 46.48 52.30 54.90
GPMEF 60.48 68.85 75.95 77.10
GVPMEF 36.62 38.18 40.04 46.33
Selejilin 91.80 91.95 92.77 93.05
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Sekil 4.76. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin MAO-B Inhibitor
Aktivite Sonuclart
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4.6.2.2. AChE ve BChE inhibitor aktivite sonuglart

Alzheimer hastaligi, kolinerjik sistemdeki .cksiklikler ve f-amiloit (Af)’in
nérofibriler aglar ve amiloit plaklar formunda birikimi ile karakterize, nérodejeneratif bir
rahatsizliktir. Kolinerjik sistemin 6grenme ve bellek proseslerinin diizenlenmesi
tizerindeki rolii nedeniyle antikolinerjik yaklagim, anti-Alzheimer ilaglarinin
gelistirilmesinde Snem tagimaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolini hidroliz eden
AChE enzimini inhibe ederek kolinerjik iletimi artirmaktadirlar. Hem AChE, hem de
biitirilkolinesteraz (BChE) enzimi yasliik plagi olusumunun ilk evreleri boyunca
meydana gelen Af agregasyonunda dnemli rol oynamaktadirlar. Bu nedenle AChE ve
BChE inhibisyonu, beyinde Af birikimini azaltmak ve asetilkolin kullanimini artirmak
suretiyle Alzheimer hastaligmin etkili tedavisinde kritik hedefler teskil etmektedirler.
Aktivite deneylerinde kullanilan takrin, donepezil ve galantamin Alzheimer tedavisinde
klinikte su anda kullanilan kolinesteraz inhibitdrii ilaglardandir (Anand ve Singh, 2013,
s. 375). '

flk defa Ellman vd. tarafindan 1961°de uygulanan yontem, asetilkolin AChE
tarafindan hidroliz oldugunda ortama salinan tiyokolin miktarinin kolorimetrik olarak
Slgiimiine dayanmaktadir (Ellman vd., 1961, s. 88). Belirli bir siire sonunda ortama
salinan tiyokolin ile 5,5'-bisditiyonitrobenzoik asit (DTNB) reaksiyona girerek 490
nm’de maksimum absorbans veren turuncu renkli bir iirline doniismektedir. Metot,
konsantrasyonu bilinen belirli hacimde substrat ile sabit dozda AChE’in absorbansi
inhibitor etkili bilesik ya da ekstre eklenmis durumdaki absorbans ile karsilagtirilarak

uygulanmaktadir (Houghton vd., 2006, s. 181).

AChE ve BChE enzim inhibitér aktivite sonuglarina gére; referans maddeler
donepezil, takrin ve galantaminle karsilagtirildiginda 250 pg/mL konsantrasyonda sadece
% 74.82 inhibisyon gosteren G. olivieri metanol ekstresinin (GOME) yiiksek BChE
inhibitor aktivite gosterdigi, diger tiirlere ait metanol ekstrelerinin ise daha diisiik AChE
ve BChE inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.16, Sekil 4.77 ve Cizelge
4.17, Sekil 4.78).
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Cizelge 4.16. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstre ve Fraksiyonlarmmin
AChE Inhibitor Aktivite Sonuglar:

AChE (% Inhibisyon)
Ekstre ve fraksiyonlar
200 pg/mL 250 pg/mL

GADMeF 25.03 29.18
GAEAF 33.87 35.30
GAMEF 35.07 38.16
GAME 26.00 28.75
GBODMeF 25.81 27.32
GBOEAF 26.97 33.20
GBOMEF 34.26 39.14
GBOME 17.88 20.14
GBDMeF 26.89 | 30.05
GBEAF 26.41 28.39
GBMEF 30.48 34.69
GBME 24.88 27.21
GCDMeF 34.88 36.79
GCEAF 28.62 33.58
GCMEF 32.75 37.99
GCME 2573 28.32
GGDMeF 31.77 34.28
GGEAF 30.81 32.62
GGMEF 23.08 26.60
GGME 39.30 43.52
GODMeF 25.74 28.51
GOEAF 28.19 32.01
GOMEF 26.10 29.55

GOME 20.41 23.22
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[Cizelge 4.16. (Devam) Gentiana tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstre ve
Fraksiyonlarinin AChE Inhibitér Aktivite Sonuglari]+

AChE (% Inhibisyon)
Ekstre ve fraksiyonlar

200 pg/mL 250 pg/mL
GPDMeF 28.19 32.75
GPEAF 27.58 31.83
GPMEF 28.35 34.18
GPME 22.18 26.04
GSDMeF 27.52 30.29
GSEAF 27.20 32.81
GSMEF 31.21 34.88
GSME 18.71 20.02
GVBDMeF 35.25 38.40
GVBEAF 37.90 41.15
GVBMEF 33.26 RO 7
GVBME 19.15 22.05
GVPDMeF 30.14 3523
GVPEAF 25.27 28.09
GVPMEF 27.81 30.62
GVPME 20.07 23.08
Donepezil 97.56 98.19
Takrin 98.33 98.85
Galantamin 81.55 83.21
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Sekil 4.77. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstre ve Fraksiyonlarimin AChE Inhibitér Aktivite Sonuglart
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Cizelge 4.17. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstre ve Fraksiyonlarinin
BChE Inhibitor Aktivite Sonuclart

Ekstre ve fraksiyonlar BChE (% Inhibisyon)
200 pg/mL 250 pg/mL

GADMeF 27.14 30.94
GAEAF 24.96 28.17
GAMEF 25.58 26.63
GAME 26.40 29.32
GBODMeF 27.98 31.74
GBOEAF 30.49 33.46
GBOMEF 34.00 35.37
GBOME 18.64 20.87
GBDMeF 21.48 24.63
GBEAF 31.09 32.72
GBMEF 27.10 - 30.97
GBME 18.63 20.23
GCDMeF 34.95 36.29
GCEAF 28.12 31.51
GCMEF 25.99 28.82
GCME 21.69 25.07
GGDMeF 34.67 36.31
GGEAF 30.35 33.60
GGMEF 28.49 29.57
GGME 21.99 23.10
GODMeF 25.98 26.33
GOEAF 30.09 33.87
GOMEF 26.58 3179
GOME 70.19 74.82
GPDMeF 20.46 23.15
GPEAF 26.66 28.70
GPMEF 26.80 29.63
GPME 11.85 14.02
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[Cizelge 4.17. (Devam) Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstre ve
Fraksiyonlarimn BChE Inhibitor Aktivite Sonuglari]

BChE (% Inhibisyon)

Ekstre ve fraksiyonlar 200 pg/mL 250 pg/mL
GSDMeF 27.29 30.44
GSEAF 28.94 32.04
GSMEF 30.60 34.53
GSME 28.54 31.12
GVBDMeF 26.90 28.03
GVBEAF 24.92 27.78
GVBMEF 28.27 29.30
GVBME 26.74 28.22
GVPDMeF 28.05 31.15
GVPEAF 30.61 33.54
GVPMEF 31.47 - 34.26
GVPME 27.15 30.40
Donepezil 75.11 79.28
Takrin 97.89 98.50
Galantamin 60.68 62.47
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Sekil 4.78. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstre ve Fraksiyonlarimin BChE inhibitor aktivite sonuglar
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4.6.2.3. COX-1 ve COX-2 inhibitor aktivite (Antiinflamatuvar etki) sonuglar

Antiinflamatuvar etki COX-1 ve COX-2 % inhibisyon degerleri, selekoksib’in %
inhibisyon (% 97.23) degerleri ile karsilastirildiginda 250 pg/ml konsantrasyonda G. olivieri
metanol ekstresi (GOME) % 50.48 inhibisyonla orta diizeyde COX-2 inhibitor etki gosterirken,
diger Gentiana tiirlerinden elde edilen metanol ekstreleri antiinflamatuvar etki gdstermemistir

(Cizelge 4.18, Sekil 4.79 ve Cizelge 4.19, Sekil 4.80).

Cizelge 4.18. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin COX-1 Inhibitor

Aktivite Sonuglari
Ekstreler COX-1 (% Inhibisyon)
100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

GAME 6.61 9.74 12.01. 14.25
GBOME 6.03 8.52 11.40 13.02
GBME 11.15 12.33 13.69 19.14
GCME 6.15 8.20 9.36 12.44
GGME 2.89 3.21 6.31 9.23
GOME 7.33 10.87 18.62 25.67
GPME 2.90 4.69 6.35 18.16
GSME 9.77 10.22 14.04 20.09
GVBME 9.04 14.16 15.81 23.66
GVPME 2.61 4.50 723 8.21
Selekoksib 90.17 91.07 92.81 94.05
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Sekil 4.79. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin COX-1 Inhibitor Aktivite

Sonuglari

Cizelge 4.19. Gentiana Tiirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin COX-2 Inhibitor

Aktivite Sonuglar:
Ekstreler COX-2 (% Inhibisyon)
100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

GAME 27.30 31.48 37.15 39.36
GBOME 17.71 23.86 28.78 30.01
GBME 14.77 21.85 22.53 29.11
GCME 23.57 26.40 29.02 32.22
GGME 24.84 28.78 29.27 32.96
GO 27.25 35.35 38.23 50.48
GPME 15.44 18.48 21.52 27.42
GSME 18.57 22.38 26.32 28.29
GVBME 21.17 27.45 29.37 39.11
GVPME 15.54 20.49 22.03 25.28

Selekoksib 95.74 96.02 96.58 97.23
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Ekstreler

Sekil 4.80. Gentiana Tirlerinden Elde Edilen Metanol Ekstrelerinin COX-2 Inhibitor
Aktivite Sonuglart

4.6.3. Genotoksik aktivite sonuglari

4.6.3.1. Mikroskop analizi
Gentiana tiirlerine ait metanol ekstrelerinin uygulandigi 4. cepa kok uglarinin

orseinle boyanip hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunun 4,10,20,40, 100°lik objektifleri ile
incelenmis ve mitotik indeks degerleri hesaplanmigtir. Kontrol grubuna ve test edilen
konsantrasyon araliginda en diisitk mitotik indeks degerine sahip ekstreler olan GCME, GSME,
GOME ve GPME’nin uygulandig1 4.cepa kok uglarindan hazirlanan ezme preparatlara ait
fotograflar; kontrol grubu (Gérsel 4.1), 0.05 mg/mL (Gorsel 4.2-4.5), 0.1 mg/mL (Gorsel 4.6-

4.9) ve 0.5 mg/mL (Gorsel 4.10-4.13) agagida verilmistir.
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b)

Gorsel 4.1. A. cepa Kok Hiicrelere Ait Kontrol Grubu Preparatlarinin Mikroskop Goriintiileri
a) ve b) 20’lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a anafaz, t telofaz.
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d)

Gorsel 4.2, 0.05 mg/mL’lik GPME ’nin Uygulandig1 A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) 20'lik; b), c) ve d) 100’liik objektif goriintiisii. m metafaz, a anafaz hiicreleri.
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c) d)

Gorsel 4.3. 0.05 mg/mL’lik GOME nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) ve b) 10°luk; c) ve d) 100’Lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a anafaz.
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c) d)

Gorsel 4.4. 0.05 mg/mL’lik GCME nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) 20’lik; b), c), d) 100 Lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a anafaz.
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Gorsel 4.5. 0.05 mg/mL’lik GSME 'nin Uygulandigr A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) 20°lik; b) 10°luk; c) 20'lik; d) 10°luk objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a
anafaz, t telofaz.
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c) d)

Gorsel 4.6. 0.1 mg/mL’lik GPME 'nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) ve b) 20°lik; ¢) 40’Iik; d) 100 ’lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a
anafaz.
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d)

Gorsel 4.7. 0.1 mg/mL’lik GOME nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) 20°lik; b), c), d) 40°lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a anafaz.
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c) d)

Gorsel 4.8. 0.1 mg/mL’lik GCME 'nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) ve b) 20°lik; ¢) 100 'lik; d) 40°lik objektif goriintiisii.
p profaz, m metafaz, a anafaz.
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c) d)

Gorsel 4.9. 0.1 mg/mL’'lik GSME 'nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) ve b) 20°lik; c) ve d) 100 Lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a anafaz,
t telofaz.
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c) d)

Gorsel 4.10. 0.5 mg/mL’lik GPME’nin Uygulandig1 A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) ve b) 20°lik; ¢) ve d) 100 lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, t telofaz.
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c) d)

Gorsel 4.11. 0.5 mg/mL’lik GOME nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Gériintiileri a) ve b) 20'lik; ¢) ve d) 100 ’lik objektif gorintiisii. p profaz, m metafaz, a anafaz.
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Gorsel 4.12. 0.5 mg/mL’lik GCME 'nin Uygulandigi A. cepa Kék Hiicrelerinin Mikroskop
Gorintiileri a) 20°lik; b) 40°lik; c) ve d) 100 lik objektif goriintiisii. p profaz, m metafaz, a
anafaz, t telofaz.
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c) d)

Gorsel 4.13. 0.5 mg/mL’lik GSME nin Uygulandigi A. cepa Kok Hiicrelerinin Mikroskop
Goriintiileri a) 20°lik; b) 40°lik; ¢) ve d) 100 liik objektif goriintiisii. a anafaz, t telofaz.
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4.6.3.1.1. Mitotik indeks

Mitotik indeks, hazirlanan preparatlarda hiicre mitozunun profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz safhalarinda gézlenen hiicre sayilarinin, incelenen t{;plam hiicre sayisina béliiniip, 100
ile carpilmasi ile elde edilen degerdir. Dolayisiyla doza bagl MI'nin azalmasi, test edilen
ekstrenin A. cepa kok hiicreleri iizerinde mitozu azaltici etkisi oldugunu gdstermektedir
(Akinboro ve Bakare 2007; Fiskesjo, 1985, s. 99).

incelenen preparatlara gore Cizelge 4.20°de goriilen mitotik indeks sonuglart elde
edilmistir. Bu sonuglara gore Gentiana tiirlerine ait ekstrelerin konsantrasyonlari arttikga
mitotik indeksin azaldig, 6zellikle en yiiksek konsantrasyonda (0.5 mg/mL) mitoza gegisin
yavagsladig gézlenmistir. 0.5 mg/mL konsantrasyonda en diisitk mitotik indeks degerine sahip
ekstreler; GCME (4.4), GSME (4.6), GOME (5.1) ve GPME (5.6)dir.

Cizelge 4.20. Gentiana Tiirlerine Ait Ekstrelerin Uygulandigi A. cepa Hiicrelerinde Belirlenen
Mitotik Indeks Degerleri

E"““"“:ﬂ&:‘;‘fﬁ;‘"““"“ MI (Mitotik indeks)
Kontrol 15.6
GPME (0.05) 103
GBME (0.05) 1.6
GOME (0.05) 9.6
GCME (0.05) 9.6
GAME (0.05) 12.2
GBOME (0.05) 94
GGME (0.05) 9.7
GSME (0.05) 3.2
GVBME (0.03) 8.5
GVPME (0.05) 9.8
GPME (0.1) 9.8
GBME (0.1) 8.1
GOME (0.1) 7.6
GCME (0.1) 6.8
GAME (0.1) 77
GBOME (0.1) 10.1
GGME (0.1) 9.0
GSME (0.1) 6.3
GVBME (0.1) &
GVPME (0.1) 8.4
GPME (0.5) 5.6
GBME (0.5) 6.2
GOME (0.5) 5.1
GCME (0.5) 4.4
GAME (0.5) 8.2
GBOME (0.5) 6.8
GGME (0.5) 6.5
GSME (0.5) 2.6
GVBME (0.5) 6.6
GVPME (0.5) 76
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4.6.3.2. RAPD-PCR sonuclart

RAPD ve ISSR primerleri tiir i¢i ve tiirler aras1 DNA érneklerinin ayiriminda etkin olarak
kullanilmaktadir (Williams vd, 1990, s. 6531; Zietkiewicz vd., 1994, s. 176). Bu nedenle verimli
olan primerler arasinda, testlerde kullanilan her bir 4. cepa 6rnegi igin tiir i¢i birey ayrimi
yapmayan primerler 6ncelikli tercih edilmektedir. Tiim primer sonuglarinda her bir test i¢in 4.
cepa DNA orneklerindeki korunmusg bantlar ve reaksiyon kosullarina bagli olarak non-spesifik
bant olusumlar1 belirlenmistir. Birey ayrimi yapabilen primerler de dahil tiim sonuglarda
korunmus bantlarda degisim (kaybolma/yer degistirme) takip edilmistir. Jel resimlerinde
korunmus bantlar siyah kenarli beyaz dolgulu oklar ile, non-spesifik olustugu diisiiniilen bantlar
beyaz kenarli dolgusuz oklarla ve bant degisimi gozlenen Ornekler beyaz yildiz seklinde
isaretlenmistir. Tiim PCR reaksiyonlar1 i¢in negatif kontrol kullanilmis ve reaksiyonlarda
herhangi bir yabancit DNA kontaminasyonuna rastlanmamistir. Bu durum ilk PCR jel 6rneginde

negatif kontrol seklinde gosterilmistir.

RAPD-PCR yontemiyle, kontrol grubu (ekstre uygulanmamig) ve farkh
konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL) ekstre uygulanmis 4. cepa DNA’larindaki olasi
bant degisimleri gbzlenmistir. Test edilen 10 primerden 4 tanesi (RAPD-OPC 04, RAPD-OPC
07, RAPD-OPD 09 ve RAPD-P9) tiim 6rnekler i¢in verimli bant sonuglari vermigtir. RAPD-
OPC 04 primeri i¢in PCR amplifikasyon sonuglari Gorsel 4.14°te, RAPD-OPC 07 primeri i¢in
Gorsel 4.15’te, RAPD-OPD 09 primeri i¢in Gorsel 4.16’da ve RAPD-P9 primeri igin Gorsel
4.17°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére RAPD-OPD 09 primerinin tiir i¢ci genom
ayrimini yaptig1 ve korunmus bantlara gore bant gesitliliginin ¢ok fazla oldugu gozlenmistir.
Bu nedenle RAPD-OPD 09 primerinin uygulamaya bagl olasi DNA degisimlerini
degerlendirmede uygun olmadig goriilmiistiir. RAPD-P9 primeri, yliksek miktarda korunmus
bant igerigi sayesinde, kontrol grubu ile test gruplarini karsilagtirmada en uygun primer olarak

goze carpmaktadir.
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4.6.3.3. ISSR-PCR sonuclari

ISSR-PCR  yontemiyle, kontrol grubu (ekstre uygulanmamis) ve farkh
konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL) Gentiana ekstresi uygulanmis A. cepa
DNA ’larindaki olasi bant degigimleri g6zlenmistir. Test edilen 10 primerden 2 tanesi (ISSR-1
ve ISSR-847) tiim 6rnekler igin verimli bant sonuglari vermigtir. ISSR-1 primeri igin PCR
amplifikasyonunun agaroz jel sonuglari Gorsel 4.18’de ve ISSR-847 primeri i¢in Gorsel
4.19°da verilmistir. Elde edilen sonuglara gére ISSR-847 primerinin tiir i¢i genom ayrimini
yaptigi ve korunmus bantlara gére bant gesitliliginin ¢ok fazla oldugu gézlenmistir. Bu nedenle
ISSR-847 primeri, uygulamaya bagl olasi DNA degisimlerini degerlendirmede uygun
olmadigi goriilmiistiir. ISSR-1 primeri, yiiksek miktarda korunmus bant igerigi sayesinde,
kontrol grubu ile test gruplarimi Kkarsilastirmada en uygun ISSR primeri olarak

degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Dogal kaynaklarda bulunan biyoaktif bilesiklerin; biyolojik sistemlerde
ateroskleroz, diyabet, kronik inflamasyon, nérojeneratif rahatsizliklar ve cesitli kanser
tiirleri gibi patolojilere yol agan oksidatif strese karsi koyarak bu hastaliklarin tedavisinde
etkin rol oynadig i¢in dogal kaynakli bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi

literatiir agisindan 6nem kazanmaktadir.

Gentiana tiirleri halk arasinda sindirimi kolaylastirici, tonik, hipoglisemik,
antiinflamatuvar, antikonviilzan, hepatoprotektif ve antihipertansif gibi pek ¢ok tibbi
amagla kullanilmaktadir. Ayrica anemi, anoreksi ve romatizma gibi hastaliklarin yanisira
mental rahatsizliklarin tedavisinde kullanildiklari da bilinmektedir. Literatiirde bazi
Gentiana tiirlerine ait ekstre ve tiirlerden izole edilen biyoaktif bilesiklerin
hepatoprotektif, antiinflamatuvar, sitotoksik, antikanser, antimikrobiyal, antioksidan,
monoamin oksidaz inhibitdr, kolinesteraz inhibitér ve immunomodiilatsr aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (Pan, vd. 2016, s. 108). Etnomedikal kullanimlar1 ve literatiir
caligmalar1 1518inda bu tez kapsaminda; Gentiana asclepiadea 1.., G. brachyphylla Vill.,
G. cruciata L., G. gelida Bieb., G. olivieri Griseb., G. pyrenaica L., G.septemfida Pallas.,
G. verna L. subsp. pontica (Soltok.) Hayek, G. verna L. subsp. balcanica Pritchard ve
lilkemiz i¢in endemik olan G. boissieri Schott et Kotschy ex Boiss. tiirlerinden hazirlanan
farkli polaritedeki ekstreler iizerinde bazi fitokimyasal arastirmalarin  yanisira
antioksidan, antikolinesteraz, MAO-A, MAO-B inhibitésr, COX-1, COX-2 inhibitsr

etkileri ve genotoksik aktiviteleri arastirilmistir.

Bu ¢alismada oncelikle; G. asclepiadea, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida,
G. olivieri, G. pyrenaica, G.septemfida, G. verna subsp. pontica, G. verna subsp.
balcanica ve G. boissieri tiirlerine ait toprak iistii kisimlardan hazirlanan metanol
ekstrelerinin yanisira diklorometan, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 belirlenmis ve en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 G. gelida ve G.
septemfida metanol (GGME ve GSME) ekstrelerinde (sirasiyla 363.53 + 5.73; 328.84 +
2.24 mg GAE/g ekstre); en diisiik toplam fenolik madde miktari ise G. boissieri ve G.
septemfida diklorometan fraksiyonlarinda (sirastyla 14.52 + 1.96 ve 15.22 +2.12 mg
GAE/g ekstre) goriilmiistiir.
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Senol vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada; G. asclepiadea. G. cruciata, G.
olivieri, G.septemfida ve G. verna tiirlerine ait gigek, yaprak ve koklerden hazirlanan
diklorometan, etil asetat ve metanol fraksiyonlarinin toplam fenolik madde miktarlari
belirlenmis ve sonuglara gére; en yiiksek toplam fenolik madde miktari G. asclepiadea
tiirline ait yaprak metanol ekstresinde (148.9 + 9.90 mg GAE/g ekstre), en diisiik toplam
fenolik madde miktar1 ise G. cruciata tiiriine ait yaprak etil asetat ekstresinde (38.9 +
2.83) tespit edilmistir (Senol vd., 2012, s. 804).

Mihailovi¢ vd.’nin 2015°te yaptigi ¢alismada, G. cruciata toprak iistii ve kok
metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlari sirasiyla 59.42 + 1.62 ve 28.64 +
1.42 mg GAE/g ekstre olarak bulunmustur (Mihailovi¢ vd., 2015, s. 53). Tez
¢alismamizda G. cruciata toprak istii kisimlarina ait ekstrenin toplam fenolik madde
miktari 187.14 + 3.52 mg GAE/g olarak tespit edilmis olup Mihailovic vd.’nin buldugu
sonugtan oldukea yiiksektir.

Toplam fenolik madde miktar1 fazla olan Gentiana gelida’ya ait metanol
ekstresinde (GGME) ve G. septemfida’ya ait metanol (GSME) ekstresinde HPLC ile
tespit edilen baslica fenolik asitler; gallik protokatesik, para-hidroksi benzoik,
klorojenik, kafeik, sirinjik, para-kumarik, orto-kumarik ve ferulik asitlerdir. Fenolik
asitlerden sirinjik asit en fazla G. olivieri’ye ait etil asetat fraksiyonunda (GOEAF) 45.86
ng/g bitki olarak; p-kumarik asit G. asclepiadea’ya ait metanol ekstresinde (GAME)
39.6 pg/g bitki olarak ve klorojenik asit G. boissieri (GBOME) ve G. olivieri’ye
(GOME) ait metanol ekstrelerinde sirasiyla 67.55 ve 34.67 pg/g bitki olarak tespit

edilmistir.

Gentiana ekstre ve fraksiyonlarinda Ters-Faz HPLC ile tespit edilen baglica
sekoiridoitler; loganik asit, svertiamarin, gentiopikrozit ve sverozittir. Sekoiridoitlerden
loganik asit en fazla G. olivieri’ye ait etil asetat fraksiyonunda (GOEAF) 94.92 mg/g
ekstre; svertiamarin en fazla G. asclepiadea’ya ait etil asetat fraksiyonunda (GAEAF)
149.18 mg/g ekstre; gentiopikrozit en fazla G. boissieri’ye ait metanol ekstresinde
(GBOME) 63.51 mg/g ekstre ve sverozit en fazla G. verna subsp. pontica’ya ait etil
asetat fraksiyonunda (GVPEAF) 65.56 mg/g ekstre olarak tespit edilmistir.
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G. asclepiadea, G. boissieri, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida, G. olivieri,
G. pyrenaica, G.septemfida, G. verna subsp. baltanica ve G. verna subsp. pontica
tiirlerine ait toprak {istii kisimlardan hazirlanan metanol ekstrelerinin LC/MS-IT-TOF
sonuglarina goére ckstrelerde literatiirii destekler bicimde G. asclepiadea metanol
ekstresinde; gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin, &stomorruzit, viteksin, orientin,
mangiferin ve oleanolik asit, G. boissieri metanol ekstresinde; gentiopikrozit, sverozit,
svertiamarin, svertianolin, 6stomorruzit, viteksin, orientin ve oleanolik asit, G.
brachyphylla metanol ekstresinde; gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin, loganin,
norsvertianolin, viteksin, orientin, bellidin, bellidifolin ve mangiferin, G. cruciata ve G.
gelida’ya ait metanol ekstrelerinde; gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin, 8stomorruzit,
viteksin, orientin ve oleanolik asit, G. olivieri metanol ekstresinde; gentiopikrozit,
sverozit, svertiamarin, svertianolin, 3'-asetil sverozit, viteksin, orientin ve oleanolik asit,
G. pyrenaica’ya ait metanol ekstresinde; viteksin, orientin ve oleanolik asit,
G.septemfida’ya ait metanol ekstresinde; gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin,
ostomorruzit, viteksin ve oleanolik asit, G. verna subsp. balcanica metanol ekstresinde;
sverozit, norsvertianolin, viteksin, orientin, bellidin, bellidifolin, mangiferin ve oleanolik
asit, G. verna subsp. pontica metanol ekstresinde ise; gentiopikrozit, sverozit,
svertiamarin, dstomorruzit, 3'-asetil sverozit, viteksin, orientin ve oleanolik asit tespit

edilmistir.

Ayrica G. brachyphylla metanol fraksiyonunda; gentiopikrozit, sverozit,
svertianolin, norsvertianolin, Gstomorruzit, izopirenin, orientin ve bellidifolin, G.
pyrenaica metanol fraksiyonunda; sverozit, oliverozit C, Ostomorruzit, viteksin,
izoviteksin ve orientin, G. verna subsp. pontica’ya ait metanol fraksiyonunda; sverozit,
norsvertianolin, Gstomoruzzit, izopirenin, viteksin, orientin ve bellidifolin tespit

edilmistir.

Literatiirdeki caligmalara bakildiginda G. asclepiadea koklerinde; 3.4-dihidro-
1H,6H,8H-nafto[1,2-¢',d"|dipirano-1,8-dion (Kitanov ve Spasov, 1992, s. 1067),
izogentisin, f-sitosterol, ursolik asit (Kitanov ve Dam The Van, 1991, s. 425),
gentiopikrozit, 6'-O-f-D-glukozilgentiopikrozit (Mpondo Mpondo ve Chulia, 1988, s.
185), gentianin, gentianidin (Rulko, 1976, s. 3), sverozit, svertiamarin (Mihailovi¢ vd.,
2013, s. 807), yapraklarinda ise izoviteksin, izoorientin ve mangiferin tespit edilmistir

(Kitanov ve Dam The Van, 1991, s. 425); G. cruciata toprak iisti kisimlarinda;
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mangiferin, izoorientin, izoviteksin ve gentiopikrozit (Savikin-Fodulovic vd., 2003, s.
371), koklerinde; gentiopikrozit, gentianoz (Bridel; 1913, s. 392), yaprak ve gévde
kisimlarinda; flavon ve ksanton-C glikozitleri (Goetz vd., 1976, s. 2015); G. gelida toprak
tistii kisimlarinda; gelidozit ve gentomozit gibi kuvvetli aci agilsekoiridoitler, triflorozit,
gentiopikrozit, svertiamarin, dstomozit ve dstomoruzzit gibi sekoiridoit glikozitler (Calis
vd., 1990, s. 406); G. olivieri’de oliverozit A, oliverozit B ve oliverozit C, gentiopikrozit,
sverozit, 6'-0-f-D-glukozilgentiopikrozit, svertiapunimarin, 6stomozit, 0stomoruzzit ve
septemfidozit (Takeda vd., 1999, s. 1338), gentianin ve gentianadin alkaloitleri (Mansoor
vd., 2000, s. 105) ile oleanolik asit (Singh vd., 2012, s. 241); G. pyrenaica toprak iistii
kisimlarinda; izoorientin, izotakiyozit ve arbutin (Kaya, 2013, s. 202), 6'-vanilloil
kingisit, kingisit, 7-demetil alpigenozit (Garcia vd., 1990, s. 3353), 8-epikingisit, 6'-
vanilloil 8-epikingisit (Garcia vd., 1989, s. 2199), 3-(3-O-B-D-glukozilpropil) fitalit
(pediglukozit), 3-[3-(6-vanilloiloksi-O-f-D-glukozil) propil] fitalit (6'-
vanilloilpediglukozit) (Garcia vd., 1989, s. 1759), 6'-[2(R)-metil-3-veratroiloksi
propanoil] loganin, loganin (Garcia vd., 1989, s. 423), izopirenin, izopirenin 7-O-
glukozit, izoskoparin 7-O-glukozit, izositizozit 7-O-glukozit, izoviteksin 7-O-glukozit,
izokersitrin (Marston vd., 1976, s. 2596), morronizit, 4'-p-kumaroilmorronizit, 6'-O-(2R)-
metil-3-veratroiloksipropanoil) morronizit, pirenozit, (Garcia vd., 1989, s. 996),
yapraklarinda ise 6'-O-[(2R)-metil-3-veratroiloksipropanoil] arbutin ve 4'-O-[(2R)-metil-
3-veratroiloksipropanoil] arbutin (Garcia vd., 1989, s. 858); G. septemfida toprak iistii
kisimlarinda; floroglusinol, protokatesik asit, luteolin (Nikitina ve Bukreeva, 1967, s.
162), septemfidozit, gelidozit, sverozit, gentiopikrozit, svertiamarin, Ostomozit,
dstomoruzzit, stozit ve loganik asit (Calis vd., 1992, s. 385); G. verna toprak iistii
kisimlarinda ise, sverozit, sekologanin, 7-diokzolanilsekologanin (Mpondo Mpondo ve
Garcia, 1990, s. 125), 4'-asetil-2'-m-hidroksibenzoilloganin, 6'-asetil-2'-m-
hidroksibenzoilloganin (Mpondo Mpondo ve Garcia, 1990, s. 643), loganetin, loganin,
4'-m-hidroksibenzoil loganin (Mpondo Mpondo ve Garcia, 1989, s. 2503), sekologanol,
7-asetilsekologanol, 7-(2,5-dihidroksibenzoil) sekologanol (Mpondo Mpondo vd., 1989,
s. 1146), vyapraklarinda; izoorientin  2"-O-glukozit, izoorientin 4'-O-glukozit
(Hostettmann ve Jacot-Guillarmod, 1975, s. 130), 1,7-dihidroksi-3-metoksiksanton-8-O-
p-D-glukopiranozit, 1-hidroksi-3,7,8-trimetoksiksanton- 1 -O-primeverozit, 1,7,8-
trihidroksi-3-metoksiksanton, 7-hidroksi-3,8-dimetoksiksanton-1-O-primeverozit, 7,8-

dihidroksi-3-metoksiksanton-1-O-primeverozit, mangiferin ve izoorientin (Hostettmann
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ve Jacot-Guillarmod, 1974, s. 1155), G. verna subsp. balcanica toprak iistii kisimlarinda;
sverozit, 2,4,3'-trihidroksibenzofenon 6-O-f-glukopiranozit ve norsvertianin-1-O-3-
glukopiranozit, mangiferin, izoorientin 7-O- f-glukopiranozit, izoorientin (Kaya, 2013,
s. 202), G. verna subsp. pontica toprak tstii kisimlarinda; 2,3'-dihidroksi-4-metoksi-
benzofenon-6-0-f-glukopiranozit, 2,4,3' 4'-tetrahidroksi-benzofenon-6-O-f-
glukopiranozit (maklurin-6-O-f-glukopiranozit) ve 2,4,3'"-trihidroksi-benzofenon-6-0-3-
glukopiranozit (Kaya vd., 2011, s. 459; Kaya, 2013, s. 202), gentiovernozit, mangiferin,

norsvertianin-1-0O-f-glukopiranozit ve izoorientin tespit edilmistir (Kaya, 2013, s. 202).

Tez kapsaminda calisilan Gentiana tiirlerine ait ekstre ve fraksiyonlarin metal
selatlayici antioksidan aktivite sonuglarina gore 0.2 mg/mL konsantrasyonda EDTA (%
78.87) ile karsilastinlldiginda; G. cruciata (GCME), G. asclepiadea (GAME) ve G.
boissieri (GBOME) metanol ekstreleri sirasiyla % 56.95, 57.49 ve 61.48 inhibisyon
oranlar ile belirgin antioksidan aktivite gostermistir. Genel olarak ¢alisilan Gentiana
tiirlerinden hazirlanan metanol ekstrelerinin, fraksiyonlérdan daha yiiksek metal
selatlayici antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

DNA hasar1 koruyucu antioksidan aktivite sonuglarina gore, 0.5 mg/mL
konsantrasyonda en yiiksek etki GBOME (% 85.23), GBME (% 81.82) ve GCME (%
81.80) ekstrelerinde goriilmiistiir. DNA hasar1 koruyucu ve metal selatlayici antioksidan
aktivite sonuglari birbirini destekler niteliktedir.

Calisilan ekstrelerin rediikleyici gii¢ 6l¢timleri sonucunda elde edilen ECso degerleri
BHT (0.1) ve askorbik asitin (0.076) ECsodegerleri ile karsilastirilmig, en yiiksek demir
rediikleme kapasitesine sahip ekstrenin G. verna subsp. balcanica metanol ekstresi
(GVBME) (ECs0=0.42) oldugu, en diisiik aktiviteye sahip ekstrenin ise ECsodegeri 27.78
olan G. olivieri diklorometan fraksiyonu (GODMeF) oldugu belirlenmistir.

DPPH serbest radikal stipiiriicii aktivite sonuglarina gore, G. brachyphylla etil
asetat ve metanol fraksiyonlari(GBEAF ve GBMEF); 3.6 x10~ mg/mL konsantrasyonda,
sirastyla % 37.64 = 0.71 ve % 31.90 £ 0.34 inhibisyon yiizdeleriyle sentetik antioksidan
madde BHT'ye (% 44.14 + 1.84) yakin antioksidan aktivite gostererek en yiiksek
aktiviteye sahip ekstreler olarak tespit edilmistir. Ayrica G. verna subsp. balcanica etil
asetat fraksiyonu; % 30.75 + 0.86 inhibisyonla orta diizeyde antioksidan aktivite
gosterirken; diger ekstre ve fraksiyonlar 7.30 + 1.96-28.28 + 0.51 inhibisyon araliginda
daha diisiik antioksidan etki g@stermislerdir. Senol vd. tarafindan 2012’de yapilan
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calismada; bes Gentiana tiirli G. asclepiadea, G. cruciata, G. olivieri, G. septemfida ve
G. verna’nin yaprak, kok ve cigeklerinin metanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri
DPPH radikal siipiiriicti, metal selatlayict ve rediikleyici gii¢ olgiimii yontemleri
kullanilarak belirlenmis, ti¢ yontemde de en yiiksek antioksidan aktivite G. verna
ekstrelerinde goriilmiistiir. Bu ¢alismada, genel olarak metanol ekstreleri doza bagli
olarak diklorometan ve etilasetat ekstrelerinden daha yiiksek DPPH radikal siipiiriicii etki
gostermistir.  G. verna ve G. olivieri gigeklerinden hazirlanan diklorometan ekstreleri
sirasiyla % 82.60 + 1.05 ve % 82.13 £+ 2.18 inhibisyonla yiiksek metal gselatlayici
antioksidan aktivite ggstermistir (Senol vd., 2012, s. 804).

Ekstre ve fraksiyonlarin DPPH ve Rediikleyici gii¢ 6l¢iimii ile antioksidan aktivite
sonuglari karsilastirildiginda; 3.6x10~° mg/mL konsantrasyonda belirgin DPPH siipiiriicii
antioksidan aktivite gosteren GBEAF (% 37.64 + 0.71) ve GBMeF (% 31.90 £ 0.34)
fraksiyonlari, sirastyla 0.55 ve 0.51 ECso degerleri ile belirgin rediikleyici antioksidan
aktivite gostermistir. Bu nedenle DPPH ve rediikleyici gii¢ 6l¢iimii ile antioksidan aktivite
sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugunu séyleyebiliriz.

Demans, nérolojik bozukluklara veya rahatsizliklara eslik eden ve ¢ogunlukla yasl
niifusta goriilen bir grup semptomtur. Bellek, diistinme, anlama, hesaplama ve dil gibi
birden fazla bilissel islevin bozulmas: ile karakterizedir. Demansin en yaygin eslik ettigi
hastaliklar arasinda Alzheimer (AD), Parkinson gibi ndrodejeneratif bozukluklar
sayilabilir. AD'nin patolojisi; yaslilik plaklarinda plazma f-amiloit (Af)’in hiicre disi
birikimi, nérofibriler yumrularin hiicre i¢i olusumu ve sinir sinapslarinin ve piramidal
noronlarin kaybi ile karakterizedir. Bu patolojiyi destekleyen baslatic faktérler agikliga
kavusturulmamasina ragmen, AD'nin merkezi sinir sistemindeki (CNS) ana
nérotransmitter olan asetilkolin (ACh) diizeylerinin azalmasi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Brithlmann vd., 2001, s. 3196).

AChE, ACh hidrolizinde ve AD gelisiminde rol oynayan baslica enzim olarak
diistintilmektedir. Kolinerjik hipoteze gore, AD ilerlemesi sirasinda giderek kaybolan
ACh diizeylerinin restorasyonu, biligsel islev kaybini geciktirir. Son yillarda yapilan
¢alismalar AChE inhibitorlerinin ndropsikiyatrik AD hastalarinda semptomlari azaltabilir
ve sinaptik bolgede ACh diizeylerini arttirarak bilissel yetenege faydali etkiler
saglayabilir (Meng vd., 2012, s. 4463).
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AChE’nin inhibisyonu ayni zamanda senil demans, ataksi, Miyastenia gravis ve
Parkinson hastalig1 gibi diger norolojik rahatsizliklarin tedavisi i¢in iyi bir strateji
olusturmaktadir.

Cesitli norodejeneratif siireglerde patolojik olarak onemli oldugu diisiiniilen bir
bagka faktor, hastaligin ilerlemesi sirasinda erken bir olay olarak AD’de patojen olarak
anahtar rol oynayan oksidatif strestir. D vitamini gibi dogal antioksidanlarin yoklugunun
bir fare modelinde AD’yi siddetlendirdigi ve artmis serbest radikal seviyelerinin, AD’in
gelisimini arttirdigi  bilinen inflamatuvar siirece katkida bulundugu bildirilmistir
(Custodio vd., 2012, s. 135) .

Norolojik rahatsizliklarin gelisiminde gesitli metallerin beyinde birikmesinin de rol
oynadid1 tesbit edilmistir. Ornegin, demir homeostazindaki degisiklikler, hipokampusta
ve serebral kortekste degisen demir, ferritin ve transferrin seviyelerinin artist AD
hastalarinda goriilen farkliliklardir. Demir, Af’in birikimine katkida bulunmaktadir. Bu
nedenle, demir ve diger redoks aktif metallerin (6rnegin bakir) selasyonunu igeren
terapiler, AD’de degerli bir strateji olarak diisiintilmektedir (Liu vd., 2005, s. 247).
Oksidatif stres nedeniyle olusan serbest radikallerin beyinde ndéron ve metal
aklimiilasyonuna verdigi hasar AD’nin patojeneziyle dogrudan iligkilidir. Bu nedenle
AD’ye karsi kullanilan terapétik bir ajanin  hem asetilkolin esteraz inhibitérii, hem de
metal gelatlayici antioksidan -hastaligin patojenezinde olusan f-amiloit plaklarda metal
birikimi nedeniyle- 6zellige sahip olmasi tedavide 6nem tagimaktadir (Senol vd., 2012, s.
803).

Calisilan Gentiana tiirlerine ait ekstre ve fraksiyonlarin asetilkolinesteraz (AChE)
ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor aktivite sonuglari referans maddeler donepezil,
takrin ve galantamin ile karsilastirildiginda 250 pg/mL konsantrasyonda sadece % 74.82
inhibisyon gosteren G. olivieri metanol ekstresinin (GOME) yiiksek BChE inhibitor
aktivite gosterdigi, diger tiirlere ait metanol ekstrelerinin ise daha diisiik AChE ve BChE
inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur. Senol vd. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada
en yiiksek AChE inhibitér aktiviteyi G. verna tiiriine ait ¢igeklerin diklorometan ekstresi
(% 53.65 + 1.03) gosterirken, en yiiksek BChE inhibitdr aktivite G. cruciata koklerinin
etil asetat ekstresinde goriilmistiir (Senol vd., 2012, s. 804).

AChE ve BChE inhibitor aktivite sonuglar1 ve metal selatlayici antioksidan aktivite
sonuglar1 karsilastirildiginda AChE’yi 0.2 mg/mL konsantrasyonda belirgin bir sekilde
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inhibe eden GGME (% 39.30)’nin ayni1 Konsantrasyonda zayif metal selatlayici aktivite
(% 18.92) gosterdigi ancak yiiksek BChE inhibitor aktivite gosteren GOME (%
70.19)’nin % 50.04 inhibisyon yiizdesiyle belirgin metal selatlayici etki gosterdigi
goriilmiistiir. 0.2 mg/mL’de yiiksek metal gelatlayici etki gosteren GCME (% 56.95),
GAME (% 57.49) ve GBOME (% 61.48), ayn1 konsantrasyonda AChE’ yi sirasiyla %
25.75, 26.00, 17.88 oraninda inhibe ederek ve BChE’yi sirasiyla % 21.69, 26.40 ve 18.64

oraninda inhibe ederek diisiik kolinesteraz etki gdstermistir.

Gentiana tiirlerinden elde edilen metanol ekstrelerinin MAO-A ve MAO-B
inhibitor aktivite sonuglari sentetik MAO-A inhibitérii klorjilin ile (% 84.75 inhibisyon)
karsilagtirildiginda, 250 pg/mL konsantrasyonda G. pyrenaica, G. brachyphylla ve G.
verna subsp. pontica metanol ekstrelerinin sirasiyla % 75.18, 67.86 ve 64.35 inhibisyonla
yitkksek MAO-A inhibitor aktivite gosterdikleri; MAO-B inhibitorii selejilinle (% 93.05
inhibisyon) karsilastirildiginda ise G. pyrenaica metanol ekstresinin % 75.90 diizeyinde
inhibisyon ile yitksek MAO-B inhibitor aktivite gosterdigi fesbit edilmistir. S6z konusu
3 tiirlin ham metanol ekstrelerinin yiiksek MAO inhibitor etki profillerinden yola
cikilarak farkli polaritede fraksiyonlari hazirlanmig (diklorometan, etilasetat ve metanol),
yine metanol fraksiyonlarinin MAO A-B inhibitor etki bakimindan o6ne ¢iktig
goriilmiistiir. Bu baglamda, metanol fraksiyonlarmmn fitokimyasal analizi yapildiginda
ozellikle 250 pg/mL konsantrasyonda % 78.25 MAO-A, % 77.10 MAO-B inhibitor etki
gosteren G. pyrenaica metanol fraksiyonunun yiiksek miktarda flavonoit bilesiklerinden
orientin basta olmak tizere viteksin ve izoviteksin igerdigi tespit edilmistir. Literatiir
verilerimize gore; farkli simiflara ait flavonoit bilesiklerinin MAO-A ve B inhibitor
etkileri oldugu ve Alzheimer, Parkinson gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarda tedavi
edici etki gosterdikleri bilinmektedir (Jager ve Saaby, 2011, s. 1471). Bu bilgi, G.
pyrenaica metanol fraksiyonunun yiiksek miktarda tespit edilen flavonoit igerigi,

ekstrenin yitksek MAO inhibitor etkisini kanitlar niteliktedir.

‘Bazi Gentiana tiirleri iizerinde farmakognozik aragtirmalar’ adli doktora tezinde
G. pyrenaica, G. verna subsp. balcanica ve G. verna subsp. pontica tiirlerinin toprak listii
kisimlarinin metanol ekstrelerinden hazirlanan sulu fraksiyonlarinin MAO-A inhibisyonu
etkisi test edilmis, G. pyrenaica, G. verna subsp. balcanica ve G. verna subsp. pontica

tiirlerine ait su fraksiyonlarinin ve G. verna subsp. pontica’ya ait su fraksiyonundan izole
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edilen iki benzofenon glikozitinin MAO-A enzim inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir
(Kaya, 2013, s. 195).

Ayrica Kaya vd. tarafindan 2014’te yapilan arastirmada, G. pyrenaica, G. verna
subsp. balcanica ve Gentiana verna subsp. pontica tiirlerine ait metanol ekstrelerinin sulu
fraksiyonlarinin MAO-A inhibitor aktiviteleri calisilmis; G. verna subsp. pontica metanol
ckstresinden hazirlanan sulu fraksiyonundan izole edilen 2.,4,3'4'-tetrahidroksi-
benzofenon-6-0-f-glukopiranozit ve 2.,4,3'-trihidroksi-benzofenon-6-0-f-
glukopiranozit benzofenon glikozitleri MAO-A enzimini belirgin bir sekilde inhibe etmis
olup ICsodegerleri sirasiyla 31.3 £ 4 uM ve 41.0 £ 4.7 uM olarak bulunmustur (Kaya vd.,
2014, s. 505).

Genotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla uygulanan 4. cepa kok ucu testi;
degisik bilesenlerin bulundugu bir bitki igeriginin test edildigi sivi ile direkt iligkili olarak
gelisen koklerin kullanildigi ve Okaryotlarda olast DNA ‘hasarlarini tahmin etmeyi
saglayan 6nemli bir testtir. Test verileri tiim hayvan ve bitki ¢esitleri igin fikir vermekte
olup, bu yontem temel mutajenite testi niteligindedir. Canli sistemlerdeki mutajenler ya
da potansiyel karsinojenler kromozom degisimlerinin gozlenmesi siiresince hasar
etkilerinin gozlenmesini saglayan, hasar1 8lgmede kullanilabilen birkag yontemden biridir
(Fiskesjo, 1985, s. 99; Pastori vd., 2013, s. 1249, Tedesco ve Launghinghouse, 2012, s.
137).

Bu ¢alismada, ii¢ farkli konsantrasyonda (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL) Gentiana
tiirlerinden elde edilen metanol ekstreleri ile 4. cepa kok ucu testi gergeklestirilmistir.
Calisilan tiim konsantrasyonlarda ekstrelere ait mikroskobik incelemelerde herhangi bir
niikleus anomalisine rastlanmamistir. Elde edilen MI (Mitotik Index) degerleri (Cizelge
4.20) incelendiginde, kontrol grubuna gore ekstrelere ait MI degerlerinde azalma
gozlenmigtir. MI degerindeki azalmanin konsantrasyon artigina bagl olarak arttig
gdzlenmistir. Literatiirdeki benzer ¢aligmalarda da MI degerlerinde azalma gozlense de
herhangi bir niikleus anomalisine rastlanmamustir (Chukwujekwu ve Van Staden 2014, s.
147; Cardoso vd., 2014, s. 886). En diisiik MI degerleri 0.5 mg/mL konsantrasyonda
GCME (4.4), GSME (4.4), GOME (5.1) ve GPME (5.6)’de goriilmiisiitr. 0.5 mg/mL
konsantrasyonda belirtilen tiirlerin metanol ekstrelerinin uygulandigi 4. cepa kok

uglarinda mitozun yavagladigi agikga goriilmektedir (Cizelge 4.20 ve Gorsel 4.2-4.13).
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MI degerindeki azalma, profazin baglamasinin engellenmesi ve mitoz fazlarindan
bir ya da birkaginda durma ya da mitoz sirasinda hiicre ilerleme oraninin yavaslamasi
nedeniyle olugmaktadir (Chukwujekwu ve Van Staden 2014, s. 147). Sonug olarak,
uygulanan Gentiana tiirlerine ait metanol ekstrelerinin konsantrasyonu arttik¢a 4. cepa
hiicrelerinin mitoza gegislerinin yavasladigi ve MI degerlerinin diistiigli goriilmektedir.
MI degerindeki azalmanin kromozomal veya DNA hasar1 disinda 4. cepa hiicrelerinde
mitozu indiikleyen mekanizmalarin herhangi birinin bloklanmasi yoluyla olabilecegi
tahmin edilmektedir.

DNA’nin yapisinda meydana gelen genom diizeyindeki minér degisikliklerin
kromozomal yontemler ile belirlenmesi mumkiin degildir. Molekiiler seviyedeki
genotoksik etkinin belirlenmesi igin yeni, ekonomik ve hizli yontemler gelistirilmistir
(Atienzar ve Jha, 2006, s. 613; Zhou vd., 2011, s. 225; Martins vd., 2005, s. 755). PCR
tabanli molekiiler markirlar, mutajenler tarafindan indiiklenen genom diizeyindeki
mutasyonlar1 belirlemede etkili araglardir (Perera vd., 2015, s. 10). DNA da meydana
gelen mutasyonlar1 tespit etmek i¢in kullamilan PCR giivenilir bir ydntemdir. Bu
calismada sagladigi birgok avantajdan dolayt RAPD ve ISSR yontemi kullanilmustir.
Uygulama yapilmayan kontrol grubu ile test maddesi uygulanmig gruplarin DNA
Orneklerinin karsilastirilmasinda, kontrol grubuna gére test gruplarinda meydana gelen
olasi bant kaybi veya yer degistirmesi gibi gozlenen degisimler, uygulanan maddeye bagh

genotoksik etkiyi gostermektedir (Bakry vd., 2015, s. 24).

Bu calismada, 10 farkli Gentiana tiiriine ait metanol ekstrelerinin 3 farkl
konstrasyonda 4. cepa bitkisi tizerinde genotoksik etkisinin olup olmadiginin, RAPD-
PCR ve ISSR-PCR teknigi ile DNA dizilerindeki olas1 degisimleri gézlemleyerek ortaya
cikartilmasi amaciyla yapilan her iki PCR yontemi igin amplifikasyon sonuglar
degerlendirilmistir. Degerlendirmeye yonelik en verimli sonuglar RAPD primerler
arasindan RAPD-P9 ve ISSR primerler arasindan ISSR-1 ile gozlenmis, diger primer
verileri ile de sonuglar desteklenmistir. RAPD-OPC 07 primerinin de benzer sekilde
verimli analiz sonuglarina sahip oldugu gériilmiistiir. RAPD-OPC 04, RAPD-OPD 09,
ISSR-847 primerleri tiir i¢i ayirim yapan ve ¢ok fazla non-spesifik bant i¢eriginden dolay:
degerlendirmede en az verime sahip primerler olarak gézlenmistir. G. asclepiadea, G.
boissieri, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida, G. olivieri, G. pyrenaica, G.septemfida,

G. verna subsp. pontica, G. verna subsp. balcanica tiirlerine ait metanol ekstrelerinin
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0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL uygulama konsantrasyonlarina bagl olarak tiir i¢i korunmus
bantlarda 6nemli bir degisime neden olmadig1 gézlenmistir. Non-spesifik bantlar géz ardi
edilerek yapilan degerlendirmede, korunmus bantlarda konsantrasyon artisgina bagh
olarak herhangi bir kaybolma veya yer degistirmeye bu iki primerde rastlanmamuistir. En
yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 0.5 mg/mL konsantrasyonda test grubunda, bant
degisimi oldugu diisiinilen GPME, GBOME, GSME ve GVBME ekstrelerinin
amplifikasyon sonuglari, bu érnekler i¢in konsantrasyon artigina bagli olarak 0.5 mg/mL
konsantrasyonda DNA’da diistik diizeyde genotoksik etki olabilecegini gostermektedir.
Bu  konsantrasyonlar i¢in RAPD-P9 primer amplifikasyonunda goézlenen bant
degisimleri, ISSR-1 primeri amplifikasyon sonucu ile Kkarsilastirildiginda, aym
orneklerde bantlarin korunmus oldugu ve degisim olmadig: tespit edilmistir. Elde edilen
veriler 1s1ginda  Gentiana ekstrelerinin  test edilen 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL
konsantrasyonlarda 4. cepa bitkisinin DNA’s1 lizerinde ciddi bir genotoksik etkiye sahip
olmadig goriilmiistiir. 4. cepa kok ucu testi sonuglarina gore 0.5 mg/mL konsantrasyonda
en diisiik MI degerine sahip metanol ekstrelerinden GPME (5.6) ve GSME (4.6)’nin PCR
sonuglarina gore ayni konsantrasyonda bant degisimine neden olarak dusiik diizeyde
genotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir (Gorsel 4.14-4.19). Genotoksik aktivite
deneyleri olan A. cepa kok ucu testi ve PCR ydntemlerinin sonuglarinin birbirini

destekleyici nitelikte oldugu gortilmektedir.

Ayrica, G. asclepiadea, G. boissieri, G. brachyphylla, G. cruciata, G. gelida, G.
olivieri, G. pyrenaica, G.septemfida, G. verna subsp. pontica, G. verna subsp. balcanica
tirlerinin toprak istii kisimlarinini genotoksik aktiviteleri bu ¢alismada ilk kez

incelenmistir.

Literatiir taramalarinda sadece G. asclepiadea ¢igeklerinden ve koklerinden
hazirlanan ekstre ve fraksiyonlarin genotoksik aktivite ¢alismalarina rastlanmistir. G.
asclepiadea gigeklerinden hazirlanan metanol ekstresinin 0.25-2.5 mg/mL konsantrasyon
araliginda genotoksik etki gostermedigi, 5 ve 25 mg/mL konsantrasyonlarda genotoksik
etki g6sterdigi rapor edilmistir (Hudecova vd., 2010, s. 101). Ayrica, bagka bir ¢alismada
da G. asclepiadea kok ekstresinden hazirlanan fraksiyonlarin, EMS ile alkilasyon sonucu
indiiklenen DNA hasarina kargi antigenotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Mihailovié
vd., 2013, s. 807).
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Sonug olarak, G. asclepiadea, G. cruciata, G. olivieri ve G. septemfida tiirlerinin
antioksidan ve antikolinesteraz; G. pyrenaica, G. verna subsp. balcanica ve G. verna
subsp. pontica tiirlerinin MAO-A inhibitor etkileri daha 6nceden ¢aligilmigken, bu tez G.
boissieri, G. brachyphylla, G. gelida, G. pyrenaica, G. verna subsp. balcanica ve G.
verna subsp. pontica tiirlerinin antioksidan, antikolinesteraz etkileri; G. asclepiadea, G.
cruciata, G. boissieri, G. brachyphylla, G. gelida, G. olivieri ve G. septemfida tiirlerinin
MAO-A, tiim tiirlerin MAO-B inhibitér etkileri, G. asclepiadea hari¢ diger tiirlerin
genotoksik etkileri ve tiim tiirlerin antiinflamatuvar (COX-1 ve COX-2 inhibitor etki)

etkileri ilk kez bu ¢alismada bildirilmistir.

Ayrica iilkemiz igin endemik bir tiir olan G. boissieri’nin fitokimyasi ve biyolojik

aktiviteleri bu tezde ilk kez incelenmistir.

Bu nedenlerle tezin iilkemizde yetisen Gentiana tiirleri hakkindaki bilimsel
calismalara farkli bir bakis agisi getirerek, tiirlerin toprak istii kisimlarinin zengin
flavonoit igeriklerinin hala kesin bir tedavisi bulunamayan farkli nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde degerlendirilebilmesi i¢in multidisipliner fitokimyasal ve

farmakolojik ¢alismalar hedeflemekteyiz.
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