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Alchemilla mollis (Buser) Rothm bitkisi koklerinden elde edilen
ekstrelerin antioksidan ve sitotoksik etkileri
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Amacg: Alchemilla L. cinsine ait tiirlerin genellikle toprak istii kisimlarinin halk arasinda diiiretik,
astrenjan, antispazmodik, yara iyilestirici, asir1 menstiirasyonda kiir olarak ve konvulsif
hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Sahip olduklar1 zengin polifenol
icerigi sebebiyle de antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuvar etkiler gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada ise cinse ait tlirlerden A. mollis bitkisinin kéklerinden hazirlanan
ekstrelerin antioksidan ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli aktivite testleri yapilarak,
etkinliginin tespit edilmesi amag¢lanmistir. Yontem: Bu ¢alismada A. mollis tiirtiniin koklerinden
hazirlanan metanol ekstresi ve bu ekstrenin partisyonu ile elde edilen farkli polariteye sahip alt
ekstrelerin toplam fenol ve flavonoit miktar tayini ve antioksidan kapasitelerini belirlemek icin
DPPH ve ABTS radikalini stiptirticii etkileri tespit edilmistir. Ayrica ekstrelerin L929 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Bulgular: Yiiksek fenolik icerigine
bagh olarak, bitkinin kék ekstrelerinde yiiksek antioksidan kapasite tespit edilmistir. Bitkinin
koklerinden elde edilen ekstrelerin L929 saglikl fare fibroblast hiicrelerinde ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda elde edilen sonuglara gore; ekstreler belli bir konsantrasyon
araliginda saglikl hiicrelere toksik etki gostermezken meme kanseri hiicreleri tizerinde belirli
dozlarda toksik etkili bulunmustur. Sonug: Sonuc¢ olarak A. mollis bitkisi zengin fenolik bilesik
icerigi ile kanserli hiicrelerin poliferasyonunu inhibe ederek kanser tedavisinde umut verici
terapoétik ajanlarin kesfedilmesinde 6nemli bir kaynak olabilecegi tarafimizca yapilan ¢calismalarla
tespit edilmistir
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Alchemilla mollis kék ekstresi aktiviteleri

Cytotoxic and antioxidant effects of root extracts of Alchemilla mollis
(Buser) Rothm

Abstract

Aim: It is known that the herba of the species belonging to the genus of Alchemilla L. is used as a
diuretic, astringent, antispasmodic, curative, cure in invalid menstruation and for convulsive
purposes. [t has been determined that they have antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory
effects due to their rich polyphenol content. This study, it was aimed to determine the
effectiveness of the extracts prepared from the roots of the A. mollis, one of the species belonging
to the genus, by performing various activity tests to determine the antioxidant and cytotoxic
effects. Method: In this study, determination of total phenol and flavonoid amount of methanol
extract prepared from roots of A. mollis species and sub-extracts with different polarity obtained
by fractionation of this extract and, determination of radical scavenging effects of DPPH and ABTS
to obtain their antioxidant capacity was evaluated. Cytotoxic effects of these extracts in L929 and
MDA-MB-231 cell lines were also evaluated. Result: High phenolic content and accordingly high
antioxidant capacity were determined in the root extracts of the plant. According to the results
obtained from the extracts obtained from plant roots in L929 healthy mouse fibroblast cells and
MDA-MB-231 breast cancer cell line; The extracts were found to be non-toxic to healthy cells
within a certain concentration range, but toxic to breast cancer cells at certain doses. Conclusion:
As a result, it has been determined with our studies that the A. mollis plant can be an important
source in the discovery of promising therapeutic agents in cancer treatment by inhibiting the
proliferation of cancerous cells with its rich phenolic compound content.

Keywords: Alchemilla, Rosaceae, cytotoxicity, antioxidant capacity

Giris

Serbest radikaller, viicuttaki
birtakim biyokimyasal reaksiyonlar ve
eksternal faktorler sonucu aciga ¢ikan ve
hiicresel biyopolimerlere (lipit, protein ve
DNA) =zarar vererek hasara ugramasina
neden olan atom veya molekillerdir. Bu
atom veya molekiillerin asir1 liretimi ile, DNA
hasari, hiicresel proteinlerin karbonilasyonu
veya lipit peroksidasyonu gibi reaksiyonlar
olusarak, basta kanser olmak iizere bircok
kronik ve dejeneratif hastalik ortaya
cikmaktadir. Antioksidanlar ise, serbest
radikal stipiircii etkileriyle oksidasyonu
azaltan ya da yavaslatan molekiiller olarak,
serbest radikallerin sebep olabilecegi

hastaliklara kars1 viicudu korumaktadirlar.
1,2

Amerikan Kanser Birligi'ne gore,
kanser; hicrelerin kontrolsiz olarak
¢ogalmasiyla meydana gelen, klinik bulgu ve
goriiniimleri, tedavisi farkl olan
hastaliklardir.3 Son zamanlarda goriilme
sikliginin oldukea artmasi, vakalarin 6liimle
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sonuglanmasi, tedavi ve tanida karsilasilan
giicliikler sebebiyle de en onemli saglik
sorunlari arasinda degerlendirilmektedir. Bu
sebeple yapilan ¢alismalar yogunlukla
kanser tedavisinde kullanilabilecek nitelikte
olan ilag etken maddeleri {izerinde
yogunlagsmistir. 45

Tibbi  bitkiler; tedavi amacgh
kullanimi 6n planda olan ilag
formiilasyonlarina etken madde saglamak
icin siirsiz imkanlar sunan, 6nemli ana
kaynaklar olarak kabul edilmektedir ve
klinik modern ilag etken maddelerin yaklasik
%50’si bitkisel kokenlidir.# Ozellikle son
yillarda kanser hastaliklarinda tedavi amach
kullanilan bitkiler, sahip olduklar1 sekonder
metabolitler sebebiyle oldukca detayli bir
sekilde ¢alisiimaya baslanmistir.

Alchemilla L. cinsi, otsu ve odunsu
bitkilerin bulundugu dikotiledonlarin biiyiik
ve Onemli bir familyas1 olan Rosaceae
familyasina dahildir.6 Baslica holoartrik
bolgede yayilis gostermektedir ve Diinya’'da
1000’den fazla tiir ile temsil edilmektedir.
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Turkiye Florasi’nda 50 tiir ile kayith olan
cinsin tlir sayisi son yillarda siirdiirtilen
genis kapsamli calismalar ile 78’e ulagmistir.
Bunlarin bircogu o6zellikle Tiirkiye'nin
Kuzeydogu Anadolu boélgesinde yayilis
gostermektedir. 7

Alchemilla tiirleri ililkemizde ve
Diinya’da halk arasinda tibbi amagla
kullanimi olan ve Anadolu’da da yetisen bitki
tiirlerindendir. Ozellikle “Y1ldiz nisan1” veya
“Findik otu” olarak bilinen A.
pseudocartalinica Juz. yapraklar: ile “Aslan
ayag1” olarak bilinen A. arvensis (L.) Scop. kok
ve yapraklar1 kabiz etkili, kuvvet verici ve
idrar artirici olarak kullanilmaktadir.8 Yine
Avrupa’nin bir¢ok bélgesinde siklikla yetisen
A. vulgaris L. bitkisi toprak tusti kisimlarinin
halk  arasinda; ditiretik, astrenjan,
antispazmodik, yara iyiedici, konvulsif
hastaliklarda ve asir1 menstiirasyonda
kullanimi oldugu kaydedilmistir.

Alchemilla L. tiirleri lizerine yapilan
aktivite c¢alismalar1 ozellikle Avrupa’da
yaygin olarak yetisen ve “Lady’s Mantle”
adiyla  bilinen A vulgaris lzerine
yogunlasmistir. Bitki Avrupa
Farmakopesi'nde kayith olup, sahip oldugu
farmakolojik 6zelliklerinin baslica icerdigi
polifenollerden kaynaklandig1 belirtilmistir.
Bitki, tanenler (elajik ve gallik tanen) ve

flavonoitler (kersetin, luteolin ve
proantosiyanidinler) bakimindan
zengindir.10  Ozellikle astrenjan ve

antienflamatuvar o6zellikleri iyi bilinen A.
xanthochlora Rothm. tiirtiniin polifenol
icerigi ayrintih bir sekilde arastirilmis ve
bitkinin yiiksek oranda kondense tanenleri
icerdigi saptanmistir.1!

Bu calisma kapsaminda A. mollis
bitkisinin tiriintin koéklerinden hazirlanan
metanol ekstresi ve bu ekstrenin partisyonu
ile elde edilen farkli polariteye sahip alt
ekstrelerin toplam fenol ve flavonoit
icerikleri, antioksidan aktiviteleri ve farkl
hiicre  hatlar1  kullanmilarak  sitotoksik
etkilerinin degerlendirilmesi amac¢lanmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Calisma materyali olarak kullanilan
A. mollis (Buser) Rothm. Kayseri: Kiranardi
Bolgesi'nden ciceklenme doneminde
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Alchemilla mollis kok ekstresi aktiviteleri

toplanmustir. Prof. Dr Cem Vural tarafindan
teshis edilen bitkinin o6rnekleri Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu'nda  saklanmaktadir = (AEF
26256).

Toplanan bitkilerin kok kisimlar,
toprakistii kisimlarindan ayrildiktan sonra
uygun sartlarda kurutulmustur. Kurutulan
ornekler, kabaca toz edildikten sonra,
metanol ile li¢ giin siireyle oda sicakliginda,
calkalayic1 su banyosu kullanilarak ekstre
edilmistir. Ekstreler stuziliip, elde edilen
stizlintliler birlestirilerek, vakum altinda
rotavaporda (<40°C) yogunlastirilip,
liyofilize edilmistir. Elde edilen metanol
ekstresinden deneylerde kullanilmak tzere
bir miktar ayrildiktan sonra, sirasiyla
kloroform, etilasetat ve biitanol ile muamele
edilerek  sivi-sivi  ekstraksiyona  tabi
tutulmus; alt ekstrelere ayrilmistir. Elde
edilen tim alt ekstreler vakum altinda
rotavaporda (<40°C) yogunlastirilip,
liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen tiim
ornekler deney sirasinda kullanilmak tizere -
20°C’de saklanmistir.

Toplam Fenol ve Toplam Flavonoit Miktar
Tayini

Ekstrelerin toplam fenol miktari,
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik
asite esdeger olarak hesaplanmigstir.12

Ekstrelerin icerdikleri ~ toplam
flavonoit miktarlar1 ise aliminyum klorit
kalorimetri deneyi ile katesine esdeger
olarak (CA) hesaplanmistir.13

Biitiin deneyler ii¢ paralel olacak
sekilde  yapilmis, ortalama  degerler
alinmistir.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini
stiptirticii etki tayini

Ekstrelerin DPPH* radikalini
sliptirticti etkileri tayin edilmistir.!* Tris-HCI
tamponu (50 nM, p.H 7.4) ve 1mL 0.1 mM
metanolde hazirlanmis 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil =~ c¢ozeltisi ~ (DPPHe) ile
karistirlmistir.  Kontrol olarak pozitif
kontrol (BHA) kullanilmistur. Oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edildikten sonra absorbanslar 517 nm’ de
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okunmustur. Inhibisyon ylzdesi
hesaplanmis; IC50 degerleri nonlineer
regregasyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot
2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL)
degerlendirilmistir.

2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolin-6-stilfonik
asit) (ABTS**) radikalinin stipiirticii etki tayini

Ekstrelerin ABTS+ radikalini
slipliriicii  etkilerine bakilmistir.l5 ABTS+*
radikali (7 mM) ABTS’ in sulu c¢ozeltisi ile
K;S;0s (2.45 mM, son konsantrasyon)'un
karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle
meydana getirilmis ve absorbansi oda
sicakliginda 734 nm’ de 0.700 (0.030)
olacak sekilde ayarlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan radikal c¢ozeltisi (990 plL) ile
ekstre ¢ozeltileri (10 pL) karistiritlip ve 734
nm’'de 1 dakikalik araliklarla 15 dakika
sliresince reaksiyon kinetigi Ol¢iilmustiir.
Konsantrasyona karsi olciilen inhibisyon
ylzdeleri Troloks’ a esdeger olarak (TEAC)
hesaplanmistir.

Hlicre kiiltiirti calismalari

Bu calismada saglikli fare fibroblast
hiicresi L929 (ATCC® CRL-6364™) ve meme
kanseri hiicresi MDA-MB-231 (ATCC® HTB-
26™) kullanilmistir. Calismalar stiresince bu
hticreler +37°C’ de CO2 ‘li inkiibatorde delikli
kapakli hiicre kiiltiir kaplari iginde tutulmus,
L929 i¢cin EMEM, MDA-MB-231 i¢cin DMEM
besiyerleri kullanilmis ve bu besiyerleri iki
gin ara ile degistirilmistir. Cogalan
hiicrelerin bir kismu -80°C’ de muhafaza
edilmistir.

Sitotoksik etkinin Tetrazolyum Tuzu (MTT)
Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile
belirlenmesi

Alchemilla kok ekstrelerinin hiicre
canliligl tlizerine etkisi sar1 renkli 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid (MTT) tuzunun mitokondriyal
enzimler tarafindan mor  formazon
kristallerine  indirgenmesi  prensibine
dayanan MTT testi ile arastirilmistir.

7.5x103 hiicre/kuyu yogunlugunda
hiicre alinip steril 96 kuyucuklu mikro plaka
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Alchemilla mollis kék ekstresi aktiviteleri

icine yerlestirilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan bitki
ekstreleri hiicreler lizerine uygulanarak 48
saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardan iist
kisimdaki ekstreler uzaklastirilmistir ve her
bir kuyucuga 5mg/mL olacak sekilde, PBS ile
hazirlanmis MTT c¢6zeltisi, kuyucuklara (100
uL) eklenmistir. 37°C, CO.'li etliivde 2 saat
inkiibasyona devam edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan yeniden hiicrelerin
tst kisimlart uzaklastirilmistir ve 100 pl
DMSO eklenerek 5-10 dk sonra 570 nm’de
mikroplaka okuyucu ELISA (Biotek Synergy
HT) ile spektoroskopik oOlglim yapilmistir.
Kontrol grubu hiicrelerine ¢o6ziicii olarak
kullanilan dimetilstilfoksit (DMSO)
uygulanmistir.

Bulgular

Toplam Fenol ve Toplam Flavonoit Miktar
Tayini

Ekstrelerin toplam fenol ve toplam
flavonoit miktari spektrofotometrik
yontemlerle tayin eldilmistir. Toplam fenol
miktar gallik asite, toplam flavonoit miktari
ise katesine esdeger olarak hesaplanmistir.
Elde edilen sonucglar Tablo 1'de verilmistir.
Elde edilen verilere gore etil asetat (Alc
EtOAc) alt ekstresinin diger ekstrelere gore,
ylksek oranda fenolik bilesik i¢erigine sahip
oldugu gozlenmistir. Aym1 sekilde yine
toplam flavonoit orani en yiiksek olan ekstre
Alc EtOAc alt ekstresidir.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*)
Radikalini Siipiirticii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH radikalini
slipiirtci etkileri fizyolojik  pH'da
konsantrasyona baghh  olarak dlciliip
degerlendirilmistir. Ekstrelerin EC50
degerleri nonlinear regresyon egrileri
kullanilarak hesaplanmis ve elde edilen
degerler Sekil 1’de verilmistir. Metanol (Alc
MeOH) ve Alc EtOAc ekstrelerinin EC50
degerleri yakin  bulunmus (sirasiyla
0.0103+0,00 mg/mL ve 0.0107%0.00
mg/mL) ve diger ekstrelere gore daha aktif
olduklar1  belirlenmistir ancak hicbir
ekstrenin  pozitif kontrol olan butil
hidroksianisol (BHA) kadar diisiik EC50
degerine sahip olmadig1 da belirlenmistir.
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Tablo 1. A. mollis kok ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit miktari

Toplam Fenol

Toplam Flavonoit

[Mgcak/Gekstre] [mgca/gekstre]

Ekstreler
Alc MeOH 433.48+3.74 95.15+4.96
Alc CHCI3 175.8614.62 61.84+7.71
Alc EtOAc 873.41+11.25 228.94%5.20
Alc BuOH 490.55+6.34 121.26%4.25
Alc su 299.27+4.64 76.87+4.25

*(Alc MEOH: A. mollis kék metanol ekstresi, Alc CHCI3: A. mollis kék diklorometan alt ekstresi, Alc EtOAc: A.
mollis kék etilasetat alt ekstresi, Alc BuOH: A. mollis kék biitanol alt ekstresi, Alc su: A. mollis kok su alt ekstresi

BHA: Biitillenmis Hidroksianisol)

2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolin-6-stilfonik
asit) (ABTS*) radikalinin stipiirticii etki tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesini
belirlemek i¢in kullanilan bir diger yontem
ABTS radikalini siipiiriicii  etki tayin
deneyidir. Bu deney ile ekstrelerin
aktiviteleri degerlendirilmis ve 0.5 and 1
mg/mL Kkonsantrasyonlarda, BHA pozitif
kontrolii ile, etkinlikleri kiyaslanmistir (Sekil

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

EC50 (mg/mL)

2). Yiiksek aktivite gosteren ekstrelerden Alc

EtOAc ve butanol (Alc BuOH) alt
ekstrelerinin radikal slipiiriicii
kapasitelerinin 0.5 ve 1 mg/mL

konsantrasyonda BHA'ya yakin oldugu
bulunmustur (1mg/mL’de BHA; 2.51+0.0
mmol/L Trolox, EtOAc ekstresi; 2.45+0.1
mmol/L Trolox, BuOH ekstresi; 2.35+0.02
mmol/L Trolox).

Alc MeOH Alc CHCI3

Alc EtOAc

Alc BuOH BHA

Ornekler

Alc su

Sekil 1. Ekstrelerin DPPH radikalini stiptirtict etkileri

(Alc MEOH : A. mollis kék metanol ekstresi, Alc CHCI3: A. mollis kék diklorometan alt ekstresi, Alc EtOAc: A.
mollis kék etilasetat alt ekstresi, Alc BuOH: A. mollis kék biitanol alt ekstresi, Alc su: A. mollis kék su alt ekstresi

BHA: Butil Hidroksianisol)
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Alc MeOH Alc CHCI3

Ornekler

Alc EtOAc

Alc BuOH Alcsu BHA

Sekil 2. Ekstrelerin ABTS radikalini siipiiriicii etkileri

(Alc MEOH: A. mollis kék metanol ekstresi, Alc CHCI3: A. mollis kék dklorometan alt ekstresi, Alc EtOAc: A.
mollis kék etilasetat alt ekstresi, Alc BuOH: A. mollis kék btitanol alt ekstresi, Alc su: A. mollis kék su alt ekstresi

BHA: Butil Hidroksianisol)

Hiicre kiiltiirtii Calismalart ve Sitotoksik
etkinin Tetrazolyum Tuzu (MTT) Testi ile
Belirlenmesi

A. mollis koklerinden elde edilen
ekstrelerin sitotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla L929 ve MDA-MB 231 hiicreleri
kullanilarak MTT boyama yontemi ile %
canhliklart tespit edilmistir. Elde edilen
sonuclar Sekil 3 ve 4’te verilmistir.

Metanol ekstresi ve alt ekstreler,
1000; 500; 250; 125; 62.5; 31.25; 15; 7.5 ve
3.25 pg/mL konsantrasyonlarda L929 ve
MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde
toksisiteleri agisindan degerlendirilmistir.
L929 hiicre hattinda tim ekstrelerin 500-
3.25 pg/mL konsantrasyon araliginda
canliligr arttirdigl goérilmistiir. Ancak 1000
pg/ml’da su ekstresi (Alc su) ve Alc BuOH alt
ekstreleri hari¢ Alc MeOH %36.79+5.1,
diklorometan (Alc CHClz) %48.90+9.54 ve
Alc EtOAc % 40.13£9.41 ekstrelerinin
hiicrelerde canhilign % 50'nin  altina
diistrdiigi tespit edilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda ekstrelerin sitotoksik etkilerini
degerlendirdigimizde ise 62.5 ve 3.25 ug/mL
konsantrasyon aralifinda ekstrelerin toksik
etkisi gozlenmemistir. Ancak Alc EtOAc alt
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ekstresi 250 pg/mL konsantrasyonda diger
ekstrelere oranla daha fazla toksik etki
gostermistir (%13.5+1.31). 1000 ve 500
pug/mL konsantrasyonda ise tiim ekstrelerin
onemli 6lciide toksik oldugu belirlenmistir.
Sonuglara gore ekstreler saglikli fibroblast
hiicresinde ayni konsantrasyonda toksik
etkili degil iken, meme kanseri hiicre
hattinda toksik etki gostermislerdir.

Tartisma

A. mollis bitkisinin koklerinden farkh
polariteye sahip c¢oziiciilerle hazirlanan
ekstrelerin  fenolik bilesiklerce zengin
oldugu, yapilan kompozisyon analizleri
sonucu tespit edilmistir. Yiiksek fenolik
icerigine paralel olarak, bitkinin kok
ekstrelerinde yiiksek antioksidan kapasite
tespit edilmistir. Bitkinin koklerinden elde
edilen ekstrelerin L1929 saghkl fare
fibroblast hiicrelerinde ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hattinda elde edilen
sonuclara gore; ekstreler belli bir
konsantrasyon araliginda saglikli hiicrelere
toksik etki gostermezken meme kanseri
hiicreleri tzerinde belirli dozlarda toksik
etkili bulunmustur.
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Sekil 3. A. mollis bitkisi koklerinden elde edilen ekstrelerin L929 saghkl fare fibroblast

hiicrelerine sitotoksik etkisi

(Alc MEOH : A. mollis kék metanol ekstresi, Alc CHCI3: A. mollis kdk diklorometan alt ekstresi, Alc EtOAc: A.
mollis kék etilasetat alt ekstresi, Alc BuOH: A. mollis kék biitanol alt ekstresi, Alc su: A. mollis kok su alt ekstresi)
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Sekil 4 A. mollis bitkisi koklerinden elde edilen ekstrelerin MDA-MB-231 meme kanseri

hiicrelerine sitotoksik etkisi

(Alc MEOH : A. mollis kék metanol ekstresi, Alc CHCI3: A. mollis kdk diklorometan alt ekstresi, Alc EtOAc: A.
mollis kék etilasetat alt ekstresi, Alc BuOH: A. mollis kék biitanol alt ekstresi, Alc su: A. mollis kék su alt ekstresi)

A.mollis bitkisi koklerinden
hazirlanan ekstrelerin toplam fenol ve
flavonoit igeriginin tespit edilmesi ile ilgili
daha dnceden yapilmis herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Ancak A. vulgaris tiirtiniin
kokleri ve toprakiistii kisimlar1 fenolik
kompozisyonun, spektrofotometrik
yontemlerle analiz edildigi bir calismada;
bitkinin kokleri kullanilarak hazirlanan
metanol ekstresinin toplam fenol miktari
442.32+22.31 mg caes/Gekstre, toplam flavonoit
miktar1 ise 19.80+0.35g mgrues/g olarak
bulunurken; A. mollis'te kok ekstresinin
toplam fenol icerigi 433.48+3.74
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mgeae/gekstre toplam flavonoit miktar1 ise
95.15+4.96 mgca/gekstre 0larak bulunmustur.
Bu iki yakin tiirde koklerden hazirlanan
metanol ekstreleri benzer oranda yiiksek
fenolik icerige sahiptir. Ancak A. mollis kok
ekstrelerinin flavonoit icerigi A. vulgaris kok
ekstrelerine gore belirgin derecede daha
yliksek bulunmustur. ¢ Ayrica yapilan bir
baska calismada A. mollis toprakiistii
kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstrelerinde ise toplam fenol miktari
332.7+¥4.8 mg mgeae/gekstre toplam flavonoit
miktar1 ise 46.4 * 5.9 mgrg/geksre Olarak
bulunmustur.1?

176




A. mollis Dbitkisinin antioksidan
aktivitelerinin  arastirildigi ~ calismalara
bakildiginda daha c¢ok, bitkinin toprakiistii
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin DPPH
radikalini siipiiriicii etkilerinin arastirildigi
gozlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada EC50
degerleri MeOH ekstresi icin 31.7+4.9 pg
/mL, EtOAC ekstresi icin 9.84#1.8 pg/mL
olarak verilmistir.18 Yine A. mollis toprakistii
kisimlarinin DPPH radikalini = siipiiriici
etkilerinin arastirildig1 baska bir ¢alisma da
ise %70’lik metanolle hazirlanan ekstresinde
EC50 degeri 0.21+0.001 mg/mL olarak
bulunmustur.’®  Aym1  bitkinin = baska
lokaliteden toplanan orneklerinden
hazirlanan %50°lik metanol ekstresinde ise
EC50 degeri 0.161+0.018 mg/mL olarak
hesaplanmistir.l?  Elde edilen veriler
karsilastirldiginda A.  mollis  bitkisi
koklerinden hazirlanan ekstrelerinin
toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelere oranla daha yiiksek fenolik
icerigine sahip oldugu, buna paralel olarakta
DPPH radikali siipiiriicii etkisinin daha
yliksek oldugu goézlenmektedir. En dusiik
EC50 degerine sahip olan Alc EtOAc alt
ekstresinin hidrojen verme kabiliyetine
sahip olan ve primer antioksidanlar gibi
davranarak serbest radikalleri inhibe eden
sekonder metabolitlerce zengin oldugu
degerlendirilmistir.!8

A. mollis’ in yapraklarinin farkh

konsantrasyonlarda sulu etanol
ekstrelerinin ~ hazirlanarak  antioksidan
kapasitelerinin cesitli yontemlerle

karsilastirilip degerlendirildigi bir calismada
ekstrenin ABTS radikalini siipiiriicii etkisi
3.08+6.74 mmol/L Trolox olarak tespit
edilmistir.20 Calismada degerlendirilen kok
ekstrelerinde ise en yliksek etki Alc EtOAc
(2.45 + 0.003 mmol/L Trolox) ve Alc BuOH
(2.35%£0.02 mmol/L Trolox) alt ekstrelerinde
gozlenmistir.

A. mollis bitkisinin koéklerinin MDA-
MB-231 kanserli hiicre hattinda ve L929
saglikli fibroblast hiicreleri tzerindeki
toksisisitesi ilk defa tarafimizdan
belirlenmistir. Alchemilla tiirleri ile yapilan
sitotoksisite calismalarina baktigimizda;
ayni tiriin toprak {sti kisimlarindan
hazirlanan ekstrelerin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerine karsi etkisi SRB metodu ile
arastirilmis, 6zellikle ekstrelerin 62.5 ve
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1000 pg/mL konsantrasyon araliginda
oldukca toksik oldugu bulunmustur.1?

Ancak bu calismada ayni bitkinin
koklerinden elde edilen ekstrelerinin MDA-
MB-231 hiicrelerine, MCF-7 hiicrelerine
oldugu kadar toksik olmadig1 belirlenmistir.
Bunun en 6nemli sebepleri olarak, kullanilan
hiicrelerin hiicresel dongiilerinin, cogalma
potansiyellerinin farkli olmasi 2! ve ayrica
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin
agresif timoér davramisi, uzak organ
metastazi ve hormon ve Her-2/neu
reseptdrlerinin negatif olmasi (iiclii negatif
ozellik) gibi 6zelliklerinden dolay1 MCF-7
hiicrelerine gore uygulanan tedaviye daha
direngli olmalari ile iliskilendirilebilir. 22

A. vulgaris bitkisinin toprak {stii
kisimlarindan farkli ¢éziiciiler kullanilarak
hazirlanan ekstrelerin antikanser ozellikleri
farkl hiicre hatlar1 (A2780, HeLa, MCF7 PC-
3) kullanilarak tespit edilmis; Kkatesin,
kersetin, luteolin, apigenin gallik ve kafeik
asit iceriginin zengin olmasi sebebiyle
ozellikle EtOAc ve MeOH ekstrelerinin
onemli derecede sitotoksik etki gosterdigi
belirtilmistir. 23 Kullanilan yodntemler,
uygulanan konsantrasyonlar ve bitkilerin
icerikleri farklillk gosterse de elde edilen
sonuglara gore Alchemilla tiirlerinin EtOAc
ve MeOH ekstrelerinin yiiksek fenolik icerigi
sayesinde  kanserli hiicre hatlarinda
antiproliferatif ve sitotoksik etkilere sahip
oldugu gosterilmistir.

Birgok calisma Alchemilla cinsine ait
tiirlerin farmakolojik aktivitelerinin sahip
oldugu tanenlerden ve flavonoitlerden
kaynaklandigin1 géstermektedir. 18 Ozellikle
kondanse tanenler ve fenolik asitler;
antiproliferatif 6zelliklere sahip bilesikler
olarak tespit edilmistir.2324 Sonu¢ olarak A.
mollis bitkisi zengin fenolik bilesik icerigi ile
kanserli hiicrelerin poliferasyonunu inhibe
ederek kanser tedavisinde umut verici
terapotik ajanlarin kesfedilmesinde 6nemli
bir kaynak olabilecegi tarafimizca yapilan
calismalarla tespit edilmistir.

Bu sonuglar Alchemilla tiirlerinin
potansiyel fonsiyonel gida uygulamalari i¢in
uygun bitkiler oldugunu gostermektedir.
Ancak etkinligin mekanizmasini
aydinlatabilmek adina calismalarin
detaylandirilmas1  gerekmektedir. Daha
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sonraki calismalarin, etkiden sorumlu
sekonder metabolitlerin tespiti, izolasyonu
ve bu etken maddelerin etki
mekanizmalarinin  arastirilmas1  seklinde
ilerlemesi planlanmaktadir.

Arastirmacilarin Katki Orani: Yazarlar
deneylerin yapilmasi ve makalenin yazilmasi
asamasinda makaleye esit oranda katki
saglamislardir. Bitkilerin toplanmasi ve
ekstraksiyon islemleri, antioksidan aktivite
ve sitotoksik etki deneyleri, makalenin
hazirlanmasi: Selen ilgijn; antioksidan
aktivite ve sitotoksik etki tayin deneyleri,
sonuglarin degerlendirilmesi, makalenin
hazirlanmasi: Gokge Seker Karatoprak
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