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OZET

Gynura malaccensis Belcher BITKISININ
KIMYASAL PROFILI VE BIYOLOJIK AKTIVITESI
Ahsen YETIK
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danisman: Dog. Dr. Giilmira OZEK

Antalya bolgesinde Gynura malaccensis Belcher halk tarafindan yetistirilerek
kullanilmaktadir. Ancak, fitokimyasal ve biyolojik aktivite bilgisi literatirde
bulunamamistir. Proje ile, G. malaccensis bitkisinin kimyasal kompozisyonu, antioksidan
ve antidiyabetik potansiyellerinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. G. malaccensis bitkisi
yetistirilerek yapraklarinin metanollii ve hekzanli ekstrelerinin kimyasal kompozisyonlari
kromatografik tekniklerle arastirildi. Ekstrelerin in vitro deneylerle serbest radikal supurici
etkileri, toplam fenol ve flavonoit miktarlar1 ve antidiyabetik etkileri arastirild.

G. malaccensis ¢igeklerinde 6-kadinen (%36,4) ve 1-epi-kubenol (%22,4); taze
yapraklarda 6-kadinen (%17,) ve 1-epi-kubenol (%53,3); etivde (50 °C’de) kurutulan
yapraklarda fitol (%21) ve linalool (%17,6); liyofilize yapraklarda ise fitol (%49.4) ve
neofitadien izomer | (%27,7) major ugucu bilesikler olarak saptandi. Metanollii ekstrelerde
kinik asit tirevleri tespit edilmistir. Liyofilize yapraklar en yiiksek miktarda fenol
bilesikleri igermektedir (19,7 GAEMQ/Qekstre). EtUvde kurutma islemi yapraklardaki toplam
fenol miktarinin azalmasina sebep olmustur. Hekzanl ekstrelerde TPC degerleri 3,1-13,2
GAEmMQ/gekstre arasinda iken, metanollti ekstrelerde 6,9-19,7 GAEMQ/Qekstre arasinda
bulunmustur. Metanollii ekstrelerde TFC 0-14,3 REmQ@/Qekstre arasinda, liyofilize yapraklarin
hekzanli ve metanollii ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri ICsg 0,38 ve 0,53
mg/mL ve Troloksa esdeger antioksidan kapasiteleri 0,95 mM ve 1,41 mM olarak
hesaplanmistir. a-Amilaz enzimini inhibe etme etkileri hekzanli ekstrelerde %22-%53
metanolli ekstrelerde ise %13-%46 arasinda degismektedir. Bu c¢alisma sonuglar1 G.
malaccensis igin ilk defa elde edilmis olup 6zgiin bir nitelige sahiptir.

Anahtar Sozcikler: Gynura malaccensis, Ekstraksiyon, Kompozisyon, Biyolojik aktivite,

o-Amilaz.



ABSTRACT
A Gynura malaccensis Belcher CHEMICAL PROFILE AND BIOLOGICAL ACTIVITY
Ahsen YETIK
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Giilmira OZEK

Gynura malaccensis Belcher is growing by people in Antalya to manage blood sugar
and cholesterol degrees. However, there is no scientific knowledge about phytochemical
and biological activity profiles on G. malaccensis. In this context, our main goal was to
investigate chemical composition, antioxidant and anti-diabetic potentials of G.
malaccensis. In scope of designated aims, the plant of G. malaccensis grown up and the
hexane and methanol leaf extracts were obtained to investigate their chemical compositions
with chromatographic techniques (GC-FID, GC-MS, MSD-SPME, LC-MS/MS). All
extracts have been subjected to investigation in vitro for antioxidant activity, total phenols
and flavonoids contents and inhibition of a -amylase enzyme.

In the flowers of G. malaccensis, 6 -cadinene (36.4 %) and 1-epi-cubenol (22.4 %); in
the fresh leaves, 6-cadinene (17,4 %) and 1-epi-cubenol (53,3 %); in the oven dried leaves,
phytol (21 %) and linalool (17,6 %); in the freeze dried leaves, phytol (49,4 %) and
neophytadiene isomer | (27,7 %) have been found as major volatile constituents.

Quinic acid derivatives have been detected in the methanol extract. Freeze dried
leaves contained the highest total phenols (19,7 GAEMQg/gextract). In the hexane extracts TPC
level was found as 3,1-13,2 GAEmMQ/Qextract. IN the methanol extracts TPC was found to be
6,9-19,7 GAEMQ/gextract. Total flavonoid content in the methanol extract was found as O-
14,3 REmg/Qextract.

Freeze dried leaves extracts demonstrated free radical scavenging activity (ICsq 0,38
and 0,53 mg/mL). The Trolox equivalent antioxidant capacity was found as 0,95 mM and
1,41 mM. The inhibitory effects of the hexane extracts on o -amylase enzyme were
between 22 % and 53 % while the methanol extracts demonstrated inhibition between 13%
and 46%. In scope of the project, the chemical composition and activities results have been
obtained for G. malaccensis for the first time.

Keywords: Gynura malaccensis, Extraction, Composition, Biological activity, a-Amylase.
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Ahsen HETIIC

vi

&~




2

2\/% /2019
STATEMENT OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES AND RULES

I hereby truthfully declare that this thesis is an original work prepared by me; that I
have behaved in accordance with the scientific ethical principles and rules throughout the
stages of preparation, data collection, analysis and presentation of my work; that I have
cited the sources of all the data and information that could be obtained within the scope of
this study, and included these sources in the references section; and that this study has been
scanned for plagiarism with “‘scientific plagiarism detection program” used by Anadolu
University, and that “it does not have any plagiarism” whatsoever. | also declare that, if a
case contrary to my declaration is detected in my work at any time, [ hereby express my

consent to all the ethical and legal consequences that are involved.

; LLI)(‘/l \{ c "W t

vii

o




ONSOz

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini benimle paylagan, manevi
destegini esirgemeyen, kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Giilmira OZEK’e

Deney asamalarimda bana yol gosteren ve yardimecr olan Dr. Tugba KIYAN’a, ve
Uzm. Biol. Siileyman YUR’a

Deney asamalarinda yardimlarindan dolay1 Dog. Dr. Fatih GOGER e,

Gynura malaccensis bitkisinin teminat1 konusunda yardimlarindan dolay1 Dr. Safinaz
ELMASULU ve Dr. Ahu CINAR’a,

Bitkinin teshisinde yardimlarmdan dolay1 Dr. Ismail Gokhan DENiZ’e,

Eczacilik Fakiiltesinde egitim goren, tiim caligmalarim sirasinda manevi destegini
gordiigiim tiim calisma arkadaslarima, BIBAM c¢alisanlarina ve Farmakognozi Anabilim
Dali’na,

Basaril1 olabilmem i¢in elinden geleni yapan ama her seyden Once iyi bir insan
olmam igin guzel bir ahlakin erdemin olmazsa olmaz oldugunu 6greten annecigim Hiisniye
Uyar YETIK ve babacigim Karani YETIK e,

Hayatimda oldugu igin her zaman siikrettigim canim agabeyim Mustafa YETIK e,

Her seye ragmen bugiinlere gelebilmem igin ¢aba sarf ettigim ve sabrettigim i¢in
kendime,

Tiim ictenligimle tesekkiirler

ve Allah'a sonsuz siikranlarimla. ..

Dyt. Ahsen YETIK
Agustos 2019

viii



ICINDEKILER

Sayfa
BASLIK SAYFASI .oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiintietistsesstcssesstosssssssssssscssssscssns i
JURI VE ENSTITU ONAYT .cccuuiiiiiiiiiiiieieerereeerieneeeeeeereennneeeeeeenennnes i
FINAL APPROVAL FOR THESIS ..iuiiiiiiiiiiiieiiinrnierncnsrinsssiesesnsnnes iii
4 1\
ABSTRACT Liiiiiiiiiiiiiiieitietarerntasnsnsesesssssrssnsssssasssssssssssssssssssssssnses Y
ETIK ILKE ve KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI ............... vi
STATEMENT OF COMPLIANCE WITH ETHICAL PRINCIPLES AND
L 1 vii
ONSOZ eniiieitieeie et eteeteetteetee et etne st sanesaesannsansssnssnessnsenesenssnnsnns viii
ICINDEKILER .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et e e e eeeeenee e e s eeerannaeene s iX
(VN33 00) DN 28 D) 7/ 1111 GO PRSPPI Xii
SEKILLER DIZINT ..covvuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiceceee et e et e e eeeees Xiii
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINT ...cccvvvuiiiiiiniiiiiiiieeneeeeceiieee e XVi
I € 121 Y/ =Y Vo 2 1
2. KAYNAK BILGIST ...ooviiiiiiiiiiiiiiccccceccecceee et 5
2.1. BOtaniKBIlgiler c.c.ccuieiniiniieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieiiernisniiesnesnssnsnses 5
2.1.1. Papatyagiller (Asteraceae/Compositae) familyasi .................. 5
2.1.2. Gynura Cass. cinsinin morfolojik dzelliKleri co.cevveeieeieininnnnen. 6
2.1.3. Gynura malaccansis bitkisinin morfolojik ozellikleri ............... 8
2.2. Kimyasal BIlGIIer c.uceuiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeecneenceecescnsensencnns 10
2.2.1. Gynura Cass. Tura bitkilerin kimyasal profili ....ccceeeeeeiiininanne. 10
2.3. Gynura Turu Bitkilerin Biyolojik EtKileri cocieeeieeiiiiieiiiiiiiinaennnnn. 18
2.3.1. Geleneksel ve ticari Kullanim ..........cccciiineiiiniiiieniinncencnns 18
2.3.2. Biyolojik aktivite iizerindeki bilimsel calismalar .................. 23
2.4. Antioksidan Aktivite Arastirmalarinin ONemi .......cceveveenvennennnnnnee. 32
2.5. Antidiyabetik Aktivite Arastirmalarimin Onemi ve Diyabet ............ 35
A B 1V 1o -] PPN 35
2.5.2. Antidiyabetik Aktivite Arastirmalarinin Onemi ..................... 35



3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. BitKiSEl Materyal cuccueeeeiiiieiieiieiniinteaeeereaceeceecsensencescscnsansones
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ......c.ceeveiiiiieiiiiiiiiiniiecnecniencennss
3.3. Kullanilan Aletler ve Cihazlar ......ccceviveiuiieiiiiieiniiiieninenecnnnenes

3.4. Bitki Yaprak Ekstrelerinin Hazirlanmasi ........ccccovvieiieniiniieciecnnnns
3.5. G. malaccensis Bitkisinin Ciceklerine Ait Ucucu Bilesenlerin
Ekstraksiyonu: MSD-SPME TeKnigi «...coevuviuiieiiiniieriecinnniecenes
3.6. Gaz Kromatografik ANaliZ ....ceeeeiieiiiiiiiiiiiiiieiiecniieieaceecnsensennns
3.6.1. GC-MS @NalizZi cecuvveieininiieiniiiieiniiiieiiiiiiiiieiiiiiieciineiacenenn
3.6.2. GC-FID analizZi cevuveiieruriieininineininiiesnisesninesasnrsssasnsessasnns
3.6.3. Ucucu bilesiklerin teshisi ....cccovviiieiiiniiiiiiiiieiiiiiineiennnennns
3.7. Sivi kromatografik Analiz (LC-MS/MS) ...ccuviiiniieiieiiiiniinceecennnss
3.8. Ekstrelerin Biyolojik Etkilerinin incelenmesi ...........ccccvveeevnnennnnnn.

3.8.1. Serbest radikal stpurtcu etkisinin belirlenmesi (DPPH testi) ....

3.8.2. Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Q=7 2N S TN

3.9. Toplam Fenolik MiKtar Tayini cccceceeeeeeeeenieneeneenceeceecnsensencescnsnns
3.10. Toplam Flavonoit MiKtar Tayini cc.eeceeeeeeeeieeeeecesensensessescnsensnnes
3.11. Ekstrelerinin Antidiyabetik Etkisinin Degerlendirilmesi ...............
4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. Ekstrelerin Verim Bilgileri coceeeeieeeieieiiiiieiiniiiieeniiniieceeceecsencnnes
4.2. G. malaccensis Cicek Ugucu Bilesenlerinin Kompozisyonu ...............
4.3. G. malaccensis Yaprak Ugucu Bilesenlerinin Kompozisyonu ............
4.4. Sivi Kromatografik Analiz Sonuglar: .......coccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieinnn,

4.5. Antioksidan AKLIVIte SONUGIATT ...cuvereeiniereriereneeieeinreneenecenceneennns
4.5.1. Ekstrelerin serbest radikal supdricu etkileri (DPPH deneyi) .....
4.5.2. Ekstrelerin Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesi (TEAK) ...
4.6.Ekstrelerin Toplam Fenolik MIKEart ....oovveeieiiniiniieeiecrenrenceecnsones

4.7. Ekstrelerin Toplam Flavonoit MIKtart ......eeeveeeieiiiiniieenecniencnnnn

4.8. Ekstrelerin Anti-diyabetik AKEVITEIENT ivuiiniiniieiieiniiniierierniearnnns
5. TARTISMA VE SONUC

37
37
38
39
40

42
42
43
43
43
43
44
44

45
47
48
49
51
51
52
55
58
60
60
61
62
63
65
67



5.1. Ekstrelerin Verim Degerlendirmeleri .........ccceevevuiiiieiiniiacininannnns

5.2. Bitki Cicek Ucucu Bilesenlerinin KOMpPOZISYONU ....cceeeeeniiniieenecnnnns

5.3. G. malaccensis Yaprak Ugucu Bilesenlerinin Kompozisyonu ............
5.4. LC /IMS-MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi ........ccccoevuiveiniiniiannnnn.
5.5. Ekstrelerin Antioksidan AKLIVItEleri c..ocvuveiniiieiniiiieiiiiiiininecnnnen

5.5.1. Ekstrelerin serbest radikal stpuricu etkilerinin
degerlendirilmesi (DPPH deneyi) .....ccoevvviiniiiinniiinicinninnnnns

5.5.2. Ekstrelerin Troloks’a esdeger antioksidan kapasitelerinin

degerlendirilmesi (TEAK) ....cccovviiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiniennnen..

5.6. Ekstrelerin Toplam Fenolik Miktarlarinin Degerlendirilmesi .........

5.7. Ekstrelerin Toplam Flavonoit Miktarlarinin Degerlendirilmesi ......

5.8. Ekstrelerin Antidiyabetik Aktivitelerinin incelenmesi .....................
6. SONUC VE ONERILER ......ccciittuiiitiiieiiiieeeuneeeenneeesneeeesneeessneseenes

KAYNAKCA
EKLER
OZGECMIS

Xi

67
68
70
73
74

74

77
78
80
82
85
88



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1. G. procumbens'e ait besin Ve Nem 1GeIiZi .....uevverueireririieiiereeieseesie e e 11
Tablo 2.2. G. bicolor sulu ekstre (SE) ve etanol ekstesindeki (EE) fenolik asitlerin ve
FlaVONOTLIETIN TGETIZT e uvvieiiieiiiiieiiiie ettt 11
Tablo 2.3. Gynura tirlerinden izole edilen sekonder metabolitler ..., 12
Tablo 2.4. Gynura tiirlerinin halk ilac1 olarak Kullanimi ..........c.cccoevveveeieiienicse e, 19

Tablo 2.5. Gynura tiirlerinin bilimsel ¢alismalarda arastirilmis biyolojik aktiviteleri ....... 28

Tablo 3.1. Kimyasal madde Dilgileri..........cccccovviieiiiiicecce e 38
Tablo 3.2. Alet ve Cihaz DIIGIIEIT........ccooiiie e 39
Tablo 3.3. G. malaccensis yapraklarindan hazirlanan ekstreler...........cccovvvvviienneieiiennnn, 41
Tablo 4.1. G. malaccensis yaprak ekstrelerinin verim bilgileri ..............cccoooeviiiiiiiiiennn 51
Tablo 4.2. G. malaccensis ¢igeklerinin ugucu bilesenleri........ocevveivriverieiiesiieinere e, 53
Tablo 4.3. G. malaccensis bitkisinin taze yapraklarinin ugucu bilesenleri..............c.......... 55
Tablo 4.4. G. malaccensis bitkisinin etlivde kurutulmus yapraklarinin ugucu

o3 (315311 ) o PO PRR 56
Tablo 4.5. G. malaccensis bitkisinin liyofilizatérde kurutulmus yapraklarinin ugucu

{03 (31311 ) PO PS 57
Tablo 4.6. G. malaccensis ekstrelerinin DPPH radikali tizerindeki inhibisyon degerleri... 60
Tablo 4.7. G. malaccensis ekstrelerinin Trolox’a esdeger antioksidan kapasitesi.............. 61
Tablo 4.8. G. malaccensis yapraklarina ait ekstelerin toplam fenol miktarlari .................. 63
Tablo 4.9. G. malaccensis yapraklarina ait ekstelerin toplam flavonoit miktarlart ............ 64

Tablo 4.10. G. malaccensis yaprak ekstrelerinin a-amilaz enzimi zerindeki

INNIDISYON AEGETIET ... 66

Xii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. Gynura tirt bitkilerin cicek agcma donemlerindeki gorselleri (A: G.
calciphila var. calciphila; B: G. calciphila var. dissecta; C: G. cusmbua; D:
G. PSEUAOCHING ) c.evieiecicee e 6
Sekil 2.2. G. divaricata (a), G. bicolor (b), G. procumbens (c), G. bicolor (d) ..........cc....... 7
Sekil 2.3. G. malaccensis bitkisi (a), yapragi (b), GIGEZi (C) vvvevvrrrvrreerueriierierieseeseeriesieesenas 9
Sekil 2.4. G. malaccensis bitkisinin diinyada yayiligi .........ccocvoireiiiiiiieineeee 10

Sekil 2.5. Web of Sciense kapsaminda yer alan Gynura tiirline ait ¢alismalarin yillara
AT AAZIIIML oo 10
Sekil 2.6. Gynura tiirlerinde bulunan bazi kimyasal bilesiklerin yapilari: stigmasterol
(2),izoarborinol (2),arborinol (3), zhebeiresinol (4), lumichrom (5), (2S,

3S, 4R, 8E) -2 - [(2R) -2-hidroksipalmitoilamino] -8-oktadesen-1,2,3-triol

(6), siringik asidi (7),vanillik asit (8), trans-p-hidroksisinamik asit (9............. 17
Sekil 2.7. Gynura tirl bitkilerin Tayland'daki yay1limi..........c.cooiiviiiiiinincnencceeeee, 18
Sekil 2.8. G. procumbens yapragma ait ekstrenin butanollii fraksiyonunda bulunan

flavonol glikozitlerin yapilari..........ccoooveiiiiiiiiiieieee e 25
Sekil 2.9. Flavon ve flavanon yapilari........ccoccoieiiiiiiiiiieiicee e 34

Sekil 3.1. G. malaccensis bitkisinden elde edilen ¢alisma materyali: a) Taze yapraklar,

b) Etiivde kurutulan yapraklar, ¢) Yapraklarin liyofilizatérde kurutulmasi

d) TAZE GIGEK ..t 37
Sekil 3.2. G. malaccensis yapraklarindan hazirlanan ekstreler ..........ccooovrvviniiieniiinninnen, 40
Sekil 3.3. Coziiciilerin diislik basing altinda rotavaporda uzaklastirilmast ..............c.......... 41
Sekil 3.4. Ekstraksiyon i¢in kullanilan MSD-SPME diizenegi .........cccoocvvviveiiiiiiniiiiiininens 42
Sekil 3.5. Antioksidan bilesik ve DPPH arasindaki tepkime semasi..........ccccooeevveeneennene 44
Sekil 3.6. ABTS™ reaktifinin elektron transferi ...........ccccvvviieieie e, 46
Sekil 3.7. Flavonoit bilesikler ve AICI3 arasindaki tepKIMe..........cccevveriviiiineniiniee e 48
Sekil 4.1. G. malaccensis yapraklarindan elde edilen ekstreler ..........c.ccovvvveveiiieinennenne. 51
Sekil 4.2. SPME Termal deSOrPSIYON.......ccouiiiiiieieiie et 52

xiii



Sekil 4.3. G. malaccensis bitkisinin ¢igeklerine ait ugucu bilesenlerinin kromatografik
[S1 0 1 1 SRR 53
Sekil 4.4. G. malaccensis bitkisinin taze yapraklarmin ugucu bilesenlerinin
Kromatografik Profili..........ccccceoeiioiii e 56
Sekil 4.5. G. malaccensis bitkisinin etiivde kurutulmus yapraklarinin ugucu
bilesenlerinin kromatografik profili........ccccccceviiiiiiiiiiii e 57
Sekil 4.6. G. malaccensis bitkisinin liyofilizatorde kurutulmus yapraklarinin ugucu
bilesenlerinin kromatografik profili.........cccccceviiiiiiiiiiii 58
Sekil 4.7. Taze G. malaccensis yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin genel
Kromatografik Profili..........cccceieiioiicc e 58
Sekil 4.8. Liyofilizatorde kurutulmus G. malaccensis yapraklarina ait metanolli

ekstrenin genel kromatografik profili (Rt:6.7 min: 3-kafeoilkinik asit

(Klorojenik asit), Rt: 11.5 min: 3,5-dikafeoilkinik asit)...........cccccoeovevieiiieeninns 59
Sekil 4.9. G. malaccensis yapraklarina ait metanollii ekstrede tespit edilen 3-5

kafeolkinik asit SPEKIrUMU .........ccviiiiiicce e 59
Sekil 4.10. Trolox Kalibrasyon €ZriSI.......ccoeiriiiiiiiiiiicsieieeeee e 62
Sekil 4.11. Gallik asit Kalibrasyon @8IiS1.......c.eeieriiuieiieriieiiesie e 62
Sekil 4.12. Rutin Kalibrasyon €ZTIS1.......ccurverriiiieiiiiieeieesiee e 65
Sekil 5.1. Ekstrelerin verimlerine ait grafik ..........ccccocoovveiiiiiiei e 67
Sekil 5.2. G. malaccensis ¢i¢ek ugucu bilesenlerinin madde dagilimi..........cccoeevvvervennnnne. 69
Sekil 5.3. Taze yapraklardaki ugucu madde gruplarinin dagilimi.........cccooeeeviiiiiiiieniinnns 70
Sekil 5.4. Etlivde kurutulan yaprak ugucu madde gruplarinin dagilimi ............ccoocveivennnne. 71
Sekil 5.5. Liyofilizatérde kurutulan yaprak u¢ucu madde gruplarinin dagilimai ................. 72
SekKil 5.6 KIOrOJENTK @SIt ........ooiiiiiiieie e 73
Sekil 5.7. G. malaccensis ekstrelerinin DPPH reaktifi Uzerindeki etkisi ............cccccoveene.ne. 74

Sekil 5.8. LKYME icin elde edilen konsantrasyon ve inhibisyon degerleri arasindaki
1lisKi I0ArTEMIK ©EIIST .vvviivviiiiiiiiiiie st 75
Sekil 5.9. LKYHE icin elde edilen konsantrasyon ve inhibisyon degerleri arasindaki

1lisKi [0@ArTtMIK €EITST ..vveuviieiiirieiviiiesieesiesee s ste e ste e e e e e e e snaenneas 75
Sekil 5.10. Ekstrelerin DPPH deneyine ait yiizde inhibisyon grafigi.........cccccccovviininnnnnn. 76
Sekil 5.11. G. malaccensis ekstrelerinin ABTSe+ reaktifi Uzerindeki etkisi....................... 77

Xiv



Sekil 5.12
Sekil 5.13
Sekil 5.14
Sekil 5.15
Sekil 5.16
Sekil 5.17
Sekil 5.18

. Ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan kapasitelerine ait grafik ...................

. G. malaccensis ekstrelerinin Folin-Ciocalteau reaktifi Uizerindeki etkisi..........

. Ekstrelerdeki toplam fenol miktarlar1 verileri.......

. G. malaccensis ekstrelerinin AICl3 UzerindeKi etkiSi..........oovvvveieviieieeeeiiieennne

. Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktarlar1 verileri

. G. malaccensis ekstrelerinin a-amilaz enzimi tGzerindeki etkisi..........ccccovee.....

. Ekstrelerin a-amilaz enzimi inhibisyon degerleri

XV



Abs

ABTS
ACF
AUBIBAM

BATEM
DM
DPPH

€

EE
EKYHE
EKYME
FCR
FID

GAE
GC
H202
1Cso

Inh

LC

LKYHE

LKYME

MS
MSD-SPME

SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Absorbans

2,2'-Azino-Bis

Aberrant Crypt Foci

Anadolu  Universitesi  Bitki, ilac ve Bilimsel
Arastirmalar Uygulama ve Aragtirma Merkezi

Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii

Diabetes Mellitus

1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil

Eser Miktarda

Etanollu Ekstre

Etiivde Kurutulmus Yapraklarin Hekzanli Ekstresi
Etiivde Kurutulmus Yapraklarin Metanollii Ekstresi
Folin-Ciocalteau Reaktifi

Flame Ionization Detector (Alev  lIyonlasma
Dedektori)

Gallik Aside Egdeger

Gas Cromatography (Gaz Kromatografisi)

Hidrojen Peroksit

Hiicrelerin ~ Canliliginin ~ Yarisim1  Inhibe  Eden
Konsantrasyon

Inhibisyon

Liquid Chromatography (Sivi Kromatografisi)
Liyofilizatorde Kurutulmus Yapraklarin Hekzanh
Ekstresi

Liyofilizatorde Kurutulmus Yapraklarmm Metanollii
Ekstresi

Kutle Spektrometresi (Mass Selective)

Micro Steam Distillation-Solid Phase Microextraction
(Mikro Buhar Damitma -Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon)

Xvi



NIST

OH’
ROS
RRI
SE
SOD
S.S.
T2DM
TEAK
TFC
TPC
TYHE
TYME
WHO

National Institute Of Standards And Technology
Slperoksit Anyon Radikal

Hidroksil Radikali

Reaktif Oksijen Turleri

Relative Retention Index

Sulu Ekstre

Sulperoksit Dismutaz

Standart Sapma

Tip 2 Diyabetes Mellitus

Troloksa Esdeger Antioksidan Kapasite
Toplam Flavonoit Igerik

Toplam Fenol Icerik

Taze Yapraklarm Hekzanli Ekstresi
Taze Yapraklarin Metanollii Ekstresi

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)

Xvii



1. GIRIS VE AMAC

Tibbi bitki, farmasotik amacli degerli maddeleri igeren bir bitki olarak tanimlanabilir
(Karim vd. 2011). Bitkiler, dzellikle geleneksel ilaclar icin, ila¢ Uretiminin temeli olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Hairon vd. 2016). Bitkisel ilag bazli geleneksel tibbi
tedavi sistemi, ekonomik Oneme sahip hizla biiyiiyen bir saglik sistemidir. GUnimizde
diinyanin bir¢ok iilkesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Afrika’da, niifusun neredeyse
%80’1 bitkisel geleneksel tip sistemini saglik-bakim ihtiyac¢larinin karsilanmasina yardimci
olmak igin kullanmaktadir. Asya ve Latin Amerika'da insanlar tarihi kosullar ve kiiltiirel
inan¢larindan dolay1 bitkilerle geleneksel tedaviyi kullanmaya devam etmektedir. Cin'de,
geleneksel tip, sunulan tiim saglik hizmetlerinin %40'1n1 olusturuyor. Arastirmalarda,
geleneksel bitkilerin agr1 kesici ve anti-enflamatuar ajan olarak halk arasinda kullanildig:
belirtilmistir (Jothimanivannan vd. 2010). Diger arastirmalar, bitkilerin fenolikler,
flavonoitler ve diger yiiksek miktardaki farmasdtik bilesikler gibi dogal antioksidan
kaynaklarini da igerdigini gostermistir (Barros vd. 2010; Li 2013; Skotti vd. 2014).

Gilinlimiizde, bitkisel ilaclarin ve diger bitkisel saglik iirlinlerinin kullanimi
artmaktadir. Gelismekte olan ve gelismis Ulkelerde, politikacilar, saglik uzmanlari ve
kamuoyu, bitkisel driinlerin glivenligi, etkinligi, kalitesi, bulunabilirligi, korunmasi ve
gelistirilmesi sorunlar1 ile ilgili endiselerini giderek daha fazla dile getiriyor. Ayrica,
bitkisel tiriinlerin ve geleneksel tip / alternatif tip uygulamalarinin giivenligi, etkinligi ve
kalitesi ile ilgili kanitlar icin kamu talebi de artmistir. Bu kaygilar1 gidermek ve halkin
taleplerini karsilamak igin farkli bitkisel ilaclar1 veya dogal bitkisel droglarin dogru bir
bicimde tanimlanmasi, toksik oOzelliklerinin belirlenmesi ve kimyasal ve biyolojik
profillerinin belirlenmesi gerekmektedir.

20. yiizyilin sonlarina dogru, epidemiyolojik c¢alismalar ve ilgili meta-analizler,
bitkisel gidalar1 bakimindan zengin diyetlerin uzun siireli tiikketiminin; kronik hastaliklara,
Ozellikle kansere karsi bir miktar koruma sagladigini siddetle One siirmektedir.
Epidemiyolojik caligmalar, daha saglikli yasam ile bitkisel besinlerden zengin diyetlerin
uzun siireli tiiketimi arasindaki iliskiyi desteklemistir (Gould vd. 2006). Calismalar, bazi
bitkilerin gida olarak kullanilan bitkilerden daha gucli antioksidan aktiviteye sahip

oldugunu gostermistir (Cai vd. 2004). Bu nedenle, tibbi bitkilerin antioksidan



aktivitelerinin degerlendirilmesi ¢ok onemlidir, ¢linkii giiclii antioksidan aktiviteye sahip
bazi1 bitkiler, hem ham ekstrelerinin hazirlanmasi, hem de antioksidan bilesenlerin
izolasyonu i¢in dogal antioksidanlarin potansiyel kaynaklar1 olarak segilebilir (Gan vd.
2010).

Diabetes mellitus, metabolik disfonksiyon, bozulmus insiilin sekresyonu ve periferik
dokularin direncinin neden oldugu hiperglisemi ve dislipidemi ile karakterize en sik
goriilen kronik hastaliklardan biridir ve siklikla ciddi komplikasyonlara eslik eder (Islam
vd. 2018; Tandon vd. 2012). Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) bu hastaligin en yaygin
seklidir ve diinya genelinde 300 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir (Zimmet vd. 2001).
T2DM, pankreas fonksiyon bozuklugu nedeniyle anormal insiilin sekresyonu ve insulin
direnci ile karakterize insuline bagimli olmayan bir diyabettir (Kahn vd. 2006). Asirt kilo
ve hipoglisemi riski glisemik hedeflerin basarisini engellemektedir. Tip 2 diyabetin farkli
etki mekanizmalar1 Uzerinde etkili ¢esitli glikoz diisiiriicii ajanlar mevcuttur (Hassan vd.
2010).Su anda, mevcut tedaviler bir miktar basar1 elde etmislerdir, bunlar arasinda iniilin
ve hipoglisemik ilaglar yer almaktadir. Bununla birlikte, ila¢ direnci ve yan etkileri endise
verici iki unsurdur. Arastirmacilar, belirgin farmakolojik aktiviteleri, diisiik toksisiteleri ve
yan etkileri nedeniyle diyabetin 6nlenmesi veya tedavisi igin geleneksel Cin sifali bitkileri
gibi dogal iiriinler aramaktadirlar (Sharma vd. 2008; Tandon vd. 2012).

Yaygin olarak kullanilan oral hipoglisemik ajanlar, akarboz ve vogliboz gibi
o—glukozidaz inhibitorleri postprandiyal hiperglisemiyi dogrudan azaltir ve vaskiiler
komplikasyonlar1 onler (Derosa vd. 2012; He vd. 2014). Modern tipla tedavi bazen bu tiir
hastaliklar1 iyilestiremez ve istenmeyen yan etkilere de neden olabilir. Bu nedenle,
bitkilerden elde edilen dogal {iriinler hastaliklarin giderilmesinde 6nemli bir role sahiptir ve
Ozellikle Asya'da gesitli bolgelerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bodeker, 2000).
Bununla birlikte, bu ilaglarin uzun siireli kullanimi kusma, kilo alimi ve diyare dahil olmak
Uzere istenmeyen yan etkilere yol agabilir (Joshi vd. 2014; Katahira vd. 2002). Bu nedenle
caligmalar, yan etkileri olmayan a-glukozidaz ve o-amilaza ait dogal, bitki kaynakli
inhibitorler gelistirmeye odaklanmistir (Choi vd. 2016a).

Arastirmalar, farkli sebze, meyve ve bitki tiirlerinin tliketiminin saglik yararlar

sagladigini ve ¢esitli hastaliklarin riskinin azalmasi ile iliskili oldugunu bildirmistir (Deng



vd. 2013; Kaisoon vd. 2011; Khanam vd. 2012; Shahidi ve Zhong, 2010). Bu saglik
yararlari, bitkilerde, 6zellikle flavonoitler ve diger fenolikler gibi cesitli antioksidan
bilesiklerinden tiiretilen antioksidan potansiyeline atfedilir (Deng vd. 2013; Khanam vd.
2012; Pandey ve Rizvi, 2009; Shahidi ve Chandrasekara, 2013). Bu nedenle, sebze, meyve
ve sifal1 bitkilerden elde edilen antioksidan bilesiklerin arastirilmasina olan ilgi son yillarda
onemli 6l¢tide artmustir; bu durum, besin olarak diyetin bir pargasi oldugunda ya da gida
urtnleri olarak kullanildiginda saglik yararlarindan kaynaklanmaktadir (Deng vd. 2013;
Escobedo-Avellaneda, 2014; John ve Shahidi, 2010; Kaisoon vd. 2011).

Antalya bolgesinde yasayan halk balkon ve bahgelerinde Gynura turune ait bitkiyi
yetistirerek taze yapraklarini giinliik olarak tiiketmektedir. Halk arasinda bu bitkinin sekere
ve mide rahatsizliklarina iyi geldigi diistiniilmektedir. Botanik tespitlere gore bu bitkinin G.
malaccensis tiirii olup Anyalya'ya yurt disindan getirilmis oldugu diisiiniilmektedir. Tiirkiye
Florasi’nda bu bitki kayitli degildir. Asya iilkelerinde Gynura cinsinin baska bir tiirii olan
G. procumbens 6zellikle seker hastaligi, kanser, mide rahatsizliklar1 gibi pek ¢ok rahatsizlik
icin halk arasinda fitoterapotik amagla kullanilmaktadir. Antalya'da halk tarafindan
yetistirilip tiiketilen tiiriin G. procumbens tiriine ¢cok benzeyen G. malaccensis tiirii oldugu
tespit edildi. Kaynak taramasi sonucunda G. malaccensis tiirii hakkinda bilgilerinin kisith
oldugu tespit edildi. Bu sebeple bu tiir {izerinde fitokimyasal ve biyolojik aktivite
aragtirmalarin yapilmasi 6nem tagimaktadir.

Bu calismanin amaci, G. malaccensis Belcher bitkisinin Gzerinde fitokimyasal ve
biyolojik aktivite arastirmalarmin gergeklestirilmesidir. Bu dogrultuda asagidaki
aragtirmalar hedeflenmistir:

* Calisilacak bitkisel materyalin temin edilmesi. Bu amagla, Antalya’da BATEM'de
(Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii) yetistirilmekte olan bitki 6rnekleri Eskigehir’e
AUBIBAM (Anadolu Universitesi Bitki, Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi) merkezine getirilip saksilarda yetistirilecektir.

* Arastirma materyali olan bitki yapraklar1 toplanip kurutulacaktir. Toplanan
yapraklar kurutulup farkli polaritedeki ¢oziiciilerle (hekzan, metanol) ekstre edilecektir.

« Bitki ciceklenme déneminde iken toplanan ¢igeklerin ugucu profili arastirilacaktir.



* Ekstrelerin kimyasal profilleri kromatografik tekniklerle (GC-MS/FID, LC-MS/MS)
arastirilacaktir. (GC:Gaz Kromatografisi-MS:Kitle Spektrometresi FID:Alev Iyonlasma
Dedektori LC:S1vi Kromatografisi)

* Ekstrelerin tasidigi toplam fenol (TPC) ve toplam flavonoit icerikleri (TFC)
saptanacaktir.

* Ekstrelerin biyolojik potansiyellerini degerlendirmek amaciyla serbest radikal

stipiiriicti aktiviteleri ve antidiyabetik etkileri arastirilacaktir.



2. KAYNAK BILGISI

Calismanm konusu Gynura malaccensis bitkisi, Asteraceae familyasinin bir iyesi
olup Giineydogu Asya bolgesi kokenlidir. Tiirkiye’de bu bitki yetismemektedir ancak son
zamanlarda Antalya bolgesinde halk tarafindan bahgelerde ve saksilarda yetistirilip
tiiketilmektedir. Bu boliimde bitkinin ait oldugu familya ve tiirtin morfolojik 6zellikleri

aciklanmustir.

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Papatyagiller (Asteraceae/Compositae) familyasi

Asteraceae (Compositae) familyas1 yaklasik olarak 1100 cins ve 25000 tir ile
yerylziinde temsil edilmekte (Heywood, 1978) ve yeryiiziiniin hemen her yerinde yayilis
gostermektedir. Bununla birlikte, c¢icekli bitkilerin en zengin familyasi oldugu
bilinmektedir. Asteraceae familyasinin temsilcileri 6zellikle Amerika’nin glineybatisi ve
Meksika, Brezilya’nin glineyi, And Daglar1 boyunca, Akdeniz Bolgesi, Gilineybati Asya,
Orta Asya, Giiney Afrika ve Avustralya’ da yogun olarak bulunmaktadir (Oskay, 2015).
Tiirkiye'de 133 cins ve 1156 tiirii vardir.

Cogu otsu, az bir kism1 ¢ali veya agaclardir. Yapraklar alternan veya karsilikli veya
hepsi tabanda bulunur. Compositae familyasinin tipik ¢icek durumu bir kapitulumdur (Sekil
2.1.) ve kapitulum tabaninda braktelerden yapilmis bir involukrum vardir. Cigcekler erdisi
veya tek eseyli, aktinomorf veya zigomorftur. Kaliks bir papus seklinde, bazen bir halka
veya pul bigiminde, bazen eksiktir. Korolla 5 birlesik patelli, tiip veya dil seklinde. Stamen
5, flamentler serbest, anterler birlesik durumdadir. Ovaryum alt durumda 2 karpelli bir
ovillidar. Meyva, tepesinde bir papus, bir kaliks artigi veya tepede boyle bir organi

olmayan bir akendir.



Sekil 2.1. Gynura tlri bitkilerin cigcek agma donemlerindeki gorselleri (A: G. calciphila var.
calciphila; B: G. calciphila var. dissecta; C: G. cusmbua; D: G. pseudochina )

Bu familya temsilcileri, ugucu yag ve act madde tasidiklarindan dolay1 tibbi olarak
kullanilan, inulin ve sabit yag tasidiklarindan dolay1r gida maddeleri veren ve lateksinde

kauguk tagidiklarindan dolay1 sanayi degeri olan bitkilerdir (Baytop, 1996).

2.1.2. Gynura Cass. cinsinin morfolojik 6zellikleri

Gynura cinsi Asteraceae bitki ailesine aittir (Bhore vd. 2010). Sagligi koruma
etkinligi iyi olan ve 6zellikle tipta ve fonksiyonel gidada yaygin olarak kullanilan bir tiir
cok yillik bitki olan Gynura Cass cinsi (Xu vd. 2017) Giiney Afrika, Glineydogu Asya ve
Yeni Gine boyunca kuzey Avustralya'ya dogru tropikal Afrika'dan Giiney Asya'ya dagilim
gosterir (Vanijajiva, 2009). Biitiin tiirler ayn1 kromozom numaralarina sahiptir (2n = 2X =
20 E.1.1). Kromozom tanimlari, bu tirlerin, metasentrik ve submetasentrik
kromozomlardan olugan ayni simetrik karyotipte oldugunu gosterdi (Eksomtramage vd.
2010).



Genellikle Aralik ayindan Mayis ayma kadar yil boyunca ciceklenir. Tayland'da 10
takson var (Vanijajiva, 2009). Gynura Cass. homogamik disiform kapitiila, genellikle sari
korolla ve ¢ogunlukla uzun ve gelismis stilus kollar1 ile karakterize ¢ok yillik otsu bir
Asteraceae-Senecioneae cinsidir (Nordenstam, 2007). Tropikal Afrika'dan Giiney ve Dogu
Asya ve tropikal Avustralya'daki bir tiir ile birlikte Avustralya'ya kadar dagitilmaktadir. En
yiiksek spesifik ¢esitlilik Giineydogu Asya'da bulunur. Gynura tiirleri, agac bosluklar1 gibi
primer bitki ortiisiindeki agik yerlerde veya nehir kenarlari boyunca ya da yol kenarlar1 gibi
bozulmus veya sekonder bitki Ortiistinde yetisir. Deniz seviyesinden 3000 m yiikseklige
kadar bulunabilirler (Vanijajiva ve Kadereit, 2011). Compositac familyasina ait Gynura
Cass. cinsinin 10 tiirii vardir ve Cin'de genis capta yayilmistir. Cin'de G. divaricata
cogunlukla yabanidir ve G. bicolor bazi bolgelerde sebze olarak yetistirilmektedir (Li vd.
2009). Gynura cinsine ait baz1 tiirlerin goriintiileri Sekil 2.2.‘de gosterilmistir (http1, http-2,
http-3, Chao vd. 2014).

Sekil 2.2. G. divaricata (a), G. bicolor (b), G. procumbens (c), G. bicolor (d)



Omiir: Cok yillik

Yap1: Otsu

Cigeklenme: Aralik (ilk ¢igeklenme)-Mayis (son ¢iceklenme)
Habitat: Cam veya yaprak doken ormanlar, nemli alanlar

Y ukseklik: 3000 m kadar

Endemik: Endemik degil

Element: Tropik ortam

Tiirkiye dagilimi: Ozel yetistirme

Genel dagilimi: Giineydogu Asya

2.1.3. Gynura malaccansis bitkisinin morfolojik 6zellikleri

Gynura malaccensis tiirii iizerinde taksonomik calismalar ¢ogunlukla Davies (1978,
1979, 1980, 1981) tarafindan yaynlanmistir. Belcher tarafindan birkag yeni takson
tanimlanmistir (Belcher, 1988). Cinsin revizyonu 2011 yilina Vanijajiva ve Kadereit
tarafindan yapilmistir (Vanijajiva ve Kadereit, 2011).

Belcher daha once yaptigi calismalarda (Belcher, 1955) bu bitkiden E. hieracifolia
olarak bahseder (Tjitrosoedirdjo, 2002). Gynura malaccensis Belcher ismi, Gynura
cinsindeki bu bitkinin kabul edilen ismidir. Tutanaklar, TICA'dan (2012-02-11'de verilen
veriler), orijinal yayim ayrintilartyla birlikte kabul edilen bir ad (kayit 9AE14838-F94B-
4B95-823C-C93A53FCE700) oldugunu rapor eder: Kew Bull. 44 538 1989. Es anlamli: Bu
isim i¢in esanlamli kullanilan bir sinonim yok (http-5).

Kew Bull’da Vanijajiva’nin revizyonundaki bitkinin (Vanijajiva ve Kadereit, 2011)
Gynura malasica sensu F.G. Davies,. olarak yer alma sebebi R.O. Belcher’in bu bitkinin G.
malaccensis olarak tanimlanmadan onceki isimlerinin Gynura malasica (Ridl.) Ridl.,
(sinonim olarak, Erechtites hieraciifolius (L.) Raf eski DC.) olmasidir. (http-6). Robert O.
Belcher, F.G. Davies'in 1980 yilinda Gynura tiiriinii tanimlayan makalesini (Davies, 1980)
diizenleyerek revize edip 1989'da tekrar yayinlamis ve bu bitkinin yeni bir tiir oldugunu
ifade etmistir (Belcher, 1989): 35: 716. 1981. Gynura malaccensis R. O. Belcher. Kew
Bull'da 44: 538. 1988. Tip: Malezya, Malacca, Griffith 3235 (holotip ve izotip, K!).



Bitkiler 50-100 cm yiiksekliginde, lifli kokleri, dik, alti, seyrek tiiylii kaynaklaniyor.
Petioller 1-3 cm uzunlugunda, ciliz, tiiysiiz. Bigaklar mizrak seklinde, 5-10 X 2-3 cm,
tlysuz, baz kuneat, apeks akut, kenar boslugu iri ve uzak.

Lakap cymose salkimlarinda, capitula 3-8; pedinkuller ince, 5-10 ¢cm uzunlugunda,
tayld, 2-4, 3-6 mm uzunlugunda, tiiysiiz; 11-13 mm uzunlugunda, 3—6 mm ¢apinda; 3-5,
3-6 mm uzunlugunda kalikiiler baglar, tiiysiiz; filamentler 12-14, 1-2 mm genisliginde,
seyrek tuyld. Floretler 20-30; 9-11 mm uzunlugunda sar1 koroller, 3.5-4 mm. Anterler 2
mm uzunlugunda, anter yakalar1 uzamistir. Stil kollar1 3 mm uzunlugunda. 4 mm
uzunlugunda Cypselas, kahverengi, tliysiiz; carpopodyum silindirik, sarimsi; pappus 10-12
mm uzunlugunda, kirli beyazdan sarimsiya.

Tanimlama: G. malaccensis, ince uzun pedunceleri ve genellikle mizrak seklinde
yapraklar1 ile kaba ve uzak kenarlar1 belirsiz birakanlari ile taninir. Yapraklar genellikle
gOvdenin alt kisminda toplanir (Vanijajiva, 2011). G. malaccensis’e ait gorseller Sekil

2.3.’te yer almaktadir.

Sekil 2.3. G. malaccensis bitkisi (a), yapragi (b), ¢i¢egi (c)

Ekim ayinda ¢iceklenme. A¢ik giinesli bolgelerde yetisir, siis olarak yetistirilir. 300—
400 m. Sadece Malezya ve Endonezya'da bilinir (Vanijajiva ve Kadereit, 2011). Endemik
bir bitki oldugu rapor edilmistir (Tjitrosoedirdjo, 2002). G. malaccensis bitkisinin dinya
tizerindeki yayilis1 Sekil 2.4.'te yer almaktadir (Vanijajiva ve Kadereit, 2011).
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Sekil 2.4. G. malaccensis bitkisinin diinyada yayulist

2.2. Kimyasal Bilgiler
2.2.1. Gynura Cass. Turi bitkilerin kimyasal profili

Gynura cinsi tizerinde yapilan ¢aligmalar son yillarda artis gostermektedir. Web of
Scienceta yapilan tarama sonucunda bu tir lizerinde 300'e yakin bilimsel ¢alisma
bulunmaktadir. Sekil 2.5. incelendiginde son yillarda yapilmis bilimsel arastirma

calismalarinin sayisinda yiiksek ivmeli bir artis gozlemlenmektedir (http-7).
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Sekil 2.5. Web of Sciense kapsaminda yer alan Gynura tiiriine ait ¢alismalarin yillara ait dagilimi

Gynura cinsinin fitokimyasal profili iizerinde yapilan kimyasal arastirmalarin
sonucunda bitkilerde flavonoit, fenolik asit, serebrositler, polisakkarit, alkaloitler,
terpenoitler ve steroller gruplarinin temsilcileri saptanmustir. Ozellikle fenolik yapitast olan
bilesikler pek cok tiirde bulunmustur. Fenolik asit ve flavonoit grubu bilesikleri, Gynura

cinsinin ana bilesenleridir. Bununla birlikte, bitkinin kimyasal bilesenleri ve farmakolojik
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faaliyetleri hakkinda az bilgi bulunmaktadir (Liu vd. 2010). Kaynak taramasi sonucunda
fitokimyasal arastirmalarin G. procumbens tiirii tizerinde yogunlastigi gorilmiistir. G.
procumbens'e ait besin ve nem igerigi Tablo 2.1.'de yer almaktadir (Puangpronpitag vd.
2010). Bir baska calismada G. procumbens taze yapraklarinin protein igerigi 0.442 mg/g
olarak rapor edilmistir (Hew vd. 2011).

Tablo 2.1. G. procumbens’e ait besin ve nem igerigi

Ozellik Icerik

Nem 7,08 g/100 g kuru agirlik

Karbonhidrat igerigi 0,0537-0,1968 pg glukoz esdegeri
/100 g kuru agirlik

Protein 4,51 g/100 g kuru agirhik

Lipit 0,023 g/100 g kuru agirlik

G. bicolor sulu ekstre (SE) ve etanolli ekstresindeki (EE) fenolik asitlerin ve

flavonoitlerin igerigi Tablo 2.2.'de yer almaktadir (Chao vd. 2015).

Tablo 2.2. G. bicolor sulu ekstre (SE) ve etanol ekstesindeki (EE) fenolik asitlerin ve flavonoitlerin icerigi

SE EE

Bilesik (100 g kuru agirhk (100 g kuru agirhk

basina mg) basina mg)
Toplam fenolik asitler 1428 + 137 1569 + 95
Kafeik asit 839 105+ 8
Klorojenik asit 146+ 13 138+ 15
Kumarik asit 72+8 65+4
Ellajik asit 92+6 123+7
Ferulik asit 152 £10 174 £ 12
Gallik asit 28+5 44+ 6
Protokatesik asit 202 325
Rozmarinik asit 5345 75+6
Toplam flavonoitler 1934 £ 108 2175+ 135
Apigenin 160 + 14 203 +8
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Tablo 2.2. (Devam) G. bicolor sulu ekstre (SE) ve etanol ekstesindeki (EE) fenolik asitlerin ve flavonoitlerin

icerigi
SE EE

Bilesik (100 g kuru agirhk (100 g kuru agirhk

basina mg) basina mg)
Epikatesin 18 +2 24 +3
Kemferol 577 80+9
Mirsetin 127+ 9 877
Narenferin 93+9 85+ 5
Kersetin 221+16 269 +12
Rutin 13111 156 £ 13

Literatlr taramasi sirasinda g¢esitli Gynura tdrl bitkileri tizerinde yapilmig

fitokimyasal galigsmalara rastlanmistir. Bu ¢alismalarin sonuglari ile derlenen bilgiler Tablo

2.3'te Ozetlenmistir. Gynura tiirii bitkilerin c¢esitli fenolik bilesikleri, bazi1 proteinleri,

karbonhidratlari, ugucu bilesenleri, alkaloitleri, mineralleri, vitaminleri icerdigi rapor
edilmistir (Yin vd. 2018; Xu ve Zhang, 2017; Roeder vd. 1996; Wan vd. 2013) Ancak G.

malaccensis bitkisi ile yapilmig herhangi bir fitokimyasal ¢aligmaya rastlanamamastir.

Tablo 2.3. Gynura tiirlerinden izole edilen sekonder metabolitler

Tur

Ana Madde

Kaynak

G. segetum (Lour.)
Merr.

Steritler (Stigmasterol)

Triterpen (izoarbarinol, Arbarinol)

Lignan (Zhebeiresinol )

Lumikrom,

Fenolik asitler: (trans-p-Hidroksisinamik asit,
Siringik asit )

Serebrositler, Vanillik asit

Pirolizidin alkaloitleri, Seskiterpenler

Flavonlar

Zhua vd. 2013
Seow vd. 2014a
Lin vd. 2011
Seow vd. 2013

Undekan, Neophytadiene

Yag asitleri: (Hekzadekanoik asit,
Oktadekanoik asit,9,12-Oktadekadienoik,
9,12,15-oktadekatrienoik asit)

Fitol, Tetradekanol, Y-sitosterol

Seow vd. 2011
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Tablo 2.3. (Devam) Gynura tirlerinden izole edilen sekonder metabolitler

Tar Ana Madde Kaynak
Tanen Seow vd. 2014a
Saponin Seow vd. 2013
Flavonoitler

G. segetum (Lour) o
Pirolizidin Alkaloitleri

Merr. . Seow vd. 2014b
Triterpenler, ]
) . Lin vd. 2011
Seskiterpenoitler
Steritler
Mono ve seskiterpenler
Ren vd 2014a

o-pinen, y-pironen, y-elemen, 6-kadinen, o, [3-
(@p ) P ! P Ren vd 2014c
karyofilen, (E)-p-farnesen)

_ ) ) o Wu vd. 2015
FenoI|I.<Ier: kersetin, rutin, gallik asit Lu vd. 2012
Klorofil Yin vd. 2017
B'karo_ten _ Shimizu vd 2010a
Antosiyanin Shimizu vd 2010b
Demir

Ren vd. 2014b

Sifingolipitler (serebrositler) Chen vd. 2009
Flavonoit
Alkaloit
Seker Wu vd. 2011

G. bicolor DC Protein
Fenolik bilesik:
(dikaffeoilkinik asit, klorojenik asit,
kampferol-3-O-rutinosid-7-O-p-D-
glikopiranozit, 3,5-dikaffeoilkinik)
C Vitamini Yinvd. 2018
Protein Xu ve Zhang, 2017
Lif Roeder vd. 1996
Mineraller Wan vd. 2013

Polisakkaritler

Terpenoitler,

Yag Asitleri,

Alkaloitler (pirolizidin grubu)
Serebrositler
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Tablo 2.3. (Devam) Gynura tirlerinden izole edilen sekonder metabolitler

Tar Ana Madde Kaynak

Terpenler

(Okaliptol, 1-undesen, perilla aldehit,

2-undekanon, o-kubeben, kopaen,

naftalin, 2,3,4,4a, 5,6-hekzahidro-1,4a-

dimetil-7- (1-metiletil),

B-karyofilen, B-farnesen, a-karyofilen,

o-farnesen, serden, y-elemen,

Xu ve Zhang, 2017

G. bicolor DC. 8-kadinen, fitol, spatulenol, ledol,

kubenol, aromadendren oksit,

bisiklo (3,1,0) heksan-6-metanol, 2-hidroksi-

1,4,4-trimetil, 2-undekanon,

6,10-dimetil, 1-dekanol)

Yag asiti:

2-heksiln-heksadekanoik asit

Pirolizidin alkaloitleri Roeder vd. 1996

[ridoit
Terpenil kumarin

o Spirostanol steroit
G. elliptica Yabe &

Pirolizidin, Lin vd. 2000
Hayata .
Purin,
Pirimidin
Kromanon
) Fenolik bilesikler
G. formosana Kiamnra o Hou vd. 2004
Flavonoit glikozitleri
G. formosana Kromanon Jong vd. 1997
Polifenolikler
Flavonoitler
. . Ma vd. 2018
G. formosana Kitam Alkaloitler
Ma vd. 2017
Terpenler
Saponinler
Serebrositler Lin vd. 2004
. . B kinonoit Terpenoit
G. japonica (Thunb.) )
Kromanon Lin vd 2003

Steroitler
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Tablo 2.3. (Devam) Gynura tirlerinden izole edilen sekonder metabolitler

Tar Ana Madde Kaynak

Flavonoit
fenolik asitler
(kemferol, kersetin,
glikozitler:
kersetin-3-O-rutinozit, )
] Liu vd. 2010
kaempferol-3-0O-glukozit),
G. medica ] Tan vd. 2013
Serebrositler
Polisakkarit
Alkaloitler
Terpenoitler

Steroller

Polisakkaritler Li vd. 2016

Fenolik bilesikler:
protokatesik asit-0-hekzosit,
kafeol kinik asit izomer1,
klorojenik asit,
1zobavakalkon,
feruoil glukozit,
apigenin, Moektiwardoyo vd.
kafeol glukozit, 2014
kafeol kinik asit izomeri, Sukadeetada vd. 2018
propilmalat, Mongkhonsin vd.
dihidrobenzaldehit, 2016
G. pseudochina (L)DC o
p-kumaril kinik asit,
kafeik asit, rutin,
kaempferol rutinozit,
disikolil kinik asit izomeril,
disikolil kinik asit izomeri,

disikolil kinik asit izomeri3

Saponin,

Steroit .
Mongkhonsin vd.

Triterpenoit
2016

Monoterpen

Seskiterpen
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Tablo 2.3. (Devam) Gynura tirlerinden izole edilen sekonder metabolitler

Tar Ana Madde Kaynak
Saponin
Tanen Rahman vd. 2013
Terpenoit, Dwijayanti vd. 2015

G. procumbens (Lour.)
Merr

triterpenler

Stigmasterol,

steroller

Fenolik bilesikler:
(kaempferol-3-0-neohesperidozit,
kaempferol-3-glukozit, kersetin,
kersetin-3-ramnozil, galaktozit,
kersetin-3-o-ramnosil glukozit,
protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit,
korojenik asit, gallik asit,

vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit)
Ucgucu yaglar

Sterol glikozitleri

Kaewseejan vd. 2014
Hassan vd. 2010
Bhore vd. 2010
Sunarwidhi vd. 2014
Akowuah vd. 2002
Mahmood vd. 2010
Wang vd. 2013
Algariri vd.2014
Lokhande vd. 2014
Livd. 2017

Iskander vd. 2002
Shwter vd., 2014
Rosidah vd. 2008

Kaffeolkinik asit tlirevleri
Fitosteril glukozitler

Glikogliserolipitler

Jarikasem vd. 2013

Alkaloitler
Kumarinler
Flavonoitler,
Saponin,
Triterpenler,

Valepotriatlar

Tan ve vd. 2016
Ibrahim vd. 2017
Pramita vd. 2018

Arabinoz, galaktoz, glikoz, ksiloz

galakturonik asit

Livd. 2017

Klorofil,

o—, B—Karotenoitler,
Alkaloitler,

Ugucu yag

Kaewseejan vd. 2012
Lokhande vd. 2014

Flavonoitler

(Kaempferol, Mirisetin, Kersetin)

Choi vd. 2016
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Tablo 2.3. (Devam) Gynura tirlerinden izole edilen sekonder metabolitler

Tar Ana Madde Kaynak

Sterol,

S Sadikun vd. 1996
sterol glikozitleri

G. procumbens Notr seker,
(Lour.) Merr Uronik asit, _
] Pramita vd. 2018
Protein,
. ] Hew vd. 2013
Monosakkarit (Arabinoz, Galaktoz, Glukoz,
Ksiloz, Galakturonik asit )
Flavonoit, sterol, steroit, bazi proteinler Jeong ve Kim, 2015

Gynura tiirlerinde bulunan bazi kimyasal bilesiklerin yapilar1 Sekil 2.6.'da verilmistir

(Lin vd., 2000; Lin vd. 2004; Zhu vd. 2013).

Q&g\g
1 2

3
OCH; OH
H =
HO oL -
N D I v
o NH NH OH !
H,CO NZ 2
o HO\/\‘/\/\/\/\@/
OH 6
4 0N 5 6
COOH COOH
® o
H5CO OCH, OCH; HO
7 OH OH o 9

Sekil 2.6. Gynura tiirlerinde bulunan bazi kimyasal bilesiklerin yapilari: stigmasterol (1),izoarborinol

(2),arborinol (3), zhebeiresinol (4), lumichrom (5), (2S, 3S, 4R, 8E) -2 - [(2R) -2-

hidroksipalmitoilamino] -8-oktadesen-1,2,3-triol (6), siringik asidi (7),vanillik asit (8),

trans-p-hidroksisinamik asit (9
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2.3. Gynura Turu Bitkilerin Biyolojik Etkileri
2.3.1. Geleneksel ve ticari kullanim

Gynura tirii bitkiler, Tayland, Endonezya, Malezya gibi Glineydogu Asya
ulkelerinde yayilis gostermektedir. Cesitli kaynaklar, bitkinin Tayland'da G. bicolor, G.
pseudochina, G. elliptica, G. japonica gibi bir¢ok tiiriniin yayilis gosterdigini rapor
etmistir (Davies, 1979). Bu bolgelerin yodresel bitkisi olan Gynura bitkilerine ulagim kolay
ve tliketim fazladir. Cesitli Gynura tiirlerinin Tayland'daki yayilimi Sekil 2.7.'de
gosterilmektedir (Vanijajiva, 2009).

A B G bicolor. A G. calciphila var_ calciphila. ® G. calciphila var. dissecta:

B. A G cusimbua. B G. hmopaengensis. @ G. imtegrifolia:
C. A G. nepalensis_. B G_ procumbens: D. @ G. psendochina. B G_ sp_

Sekil 2.7. Gynura tird bitkilerin Tayland'daki yayiluimi
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G. formosana Kitam. bitkisi Cin'de diyabet, kanser ve enflamasyonun 6nlenmesi igin
Ming hanedanindan beri geleneksel ve yaygin olarak kullanilmisti. Halk ilaci olarak
Gynura cinsinin pek ¢ok bitkisi bronsit, akciger tiiberkiilozu, bogmaca, goz agrisi, dis
agrisi, romatizmal artralji ve diyabet (Liu vd. 2010) kanser, iltihaplanma, ve viral
enfeksiyonlar, bobrek hastaligi, migren, hipertansiyon tedavisinde ikincil metabolitlerin
iceriginden dolayi, (Tan vd. 2016) yaygin olarak besin ve geleneksel ila¢c olarak
kullanilmistir (Wang vd. 2013).

G. procumbens yapraklar1 Malezya'da yillardir salata olarak tiiketilmistir (Ibrahim vd.
2017). Ayn sekilde G. segetum da Malaylar tarafindan Ulam isimli salatada sebze olarak
tiketilmistir (Shimizu vd. 2010a).

Geleneksel olarak Orta Asya’da halk ilac1 olarak tiiketilen Gynura cinsleri halk
arasinda farkli isimlerle adlandirilmaktadir. G. divaricata DC. dogrudan c¢evrildiginde
“hepatit otu” veya “ganyan cao” geleneksel adiyla tipta hepatit tedavisi i¢in kullanildigini
acik¢a gosterilmektedir (Yena vd. 2018). Aymi zamanda Cin Cumhuriyeti'nde - bai bei $an
gi olarak da geleneksel isimlendirmesi mevcuttur (Roeder vd. 1996; Yin vd. 2018). G.
pseudochina (L) D.C “dewa yapraklar1” (Moektiwardoyo vd. 2014), G. procumbens (Lour.)
Merr. (Hassan vd. 2010), Malay dilinde “sambung nyawa” (Hassan vd. 2010) ve Cince
dilinde “bai bing ca” (Bhore vd. 2010), G. segetum- Malay dilinde “daun dewa”, (Seow vd.
2011) olarak kullanilmaktadir.

Gynura turune ait bitkilerin halk arasinda kulanim bilgileri Tablo 2.4'te yer

almaktadir.

Tablo 2.4. Gynura tiirlerinin halk ilact olarak kullanimi

Kulanim amaci Bitki Ulke Kaynak

Bronsit
Pulmoner tiiberkiiloz

Bogmaca oksiiriigii

) G. divaricata DC. Cin Chen vd. 2009
Dis agrisi, Diyabet
Romatizmal artralji
Goz agrist
Hepatit ve karaciger kanseri gibi o
G. divaricata DC. Tayvan Yena vd. 2018

karaciger bozukluklar
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Tablo 2.4. (Devam) Gynura tiirlerinin halk ilaci olarak kullanimi

Kulanim amaci Bitki Ulke Kaynak
. G. divaricata DC. . Yin vd 2018
Diyabet Cin
Xu vd. 2017
G. elliptica Yabe & ]
Kan dolagimini arttirmak Tayvan Lin vd. 2000
Hayata
Hipertansiyon, Diabetes mellitus, .
G. formosana Kiamnra  Tayvan Hou vd. 2005
Serebral enfarktiis
Diyabet, kanser ve enflamasyonun ) ) Ma vd. 2018,
. G. formosana Kiamnra ~ Cin'de
Onlenmesi Ma vd. 2017
Travma, yaralanmalar G. japonica (Thunb.) Cin Lin vd. 2004
) o ) G. divaricata DC. . Li vd. 2009,
Diyabet, ¢iban, siglik, hemostazis . Cin, Japon
G. bicolor DC. Chen vd 2015
) Cin'in giineydogu )
Saglig1 korumak G. medica g yeos Li vd. 2016
bolgesi
Eruptif ates,
Kizariklik,
Bobrek hastaliklari, G. procumbens (Lour.) Rahman vd.

] Giineydogu Asya
Migren, Kabizlik, Merr 2013
Hipertansiyon,

Diyabet, Kanser
] . ] Jarikasem vd.
Antienflamatuvar ilag G. procumbens Merr. Cin
2013
Eriiptif Ates,
Dokantd,
Bobrek Hastaligl, Singapur )

. Jarikasem vd.
Migren, Kabizlik, G. procumbens Merr. Malezya 2013
Hipertansiyon, Endonezya
Diabetes mellitus,

Kanser

Gastrointestinal bozukluklar

[ltihaplanma, Romatizma, Deride Giineydogu Asya Mahmood vd.
G. procumbens Merr. )

Viral hastaliklar, Bobrek hastaliklari, Ulkeleri 2010

Kizarikliklar, Ates, Migren,
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Tablo 2.4. (Devam) Gynura tiirlerinin halk ilaci olarak kullanimi

Kulanim amaci Bitki Ulke Kaynak
Enflamasyon, , Eriiptif Ates,
Kizariklik, Bobrek Hastaligi, Giineydogu Asya
) ) G. procumbens Merr. ) . Wang vd. 2013
Migren, Kabizlik, Romatizma, Ulkeleri
Viral Enfeksiyonlar
Kanser, Diyabet )
) Ibrahim vd.
Bobrek Hastaligi, Migren, G. procumbens Merr. Giineydogu Asya 2017
Hipertansiyon, tlkeleri
Ates, kabizlik, Malezya
bobrek hastaliklari, Tayland
romatizma, G. procumbens Metr. Endonezya Bhore vd. 2010
deride viral hastaliklar, dokiintiiler, Kore
migren, kanser Filipinler
Borneo
Bobrek hastaliklari,
Java
Kizariklik, Ates, G. procumbens Metr. e Hoe vd. 2011
) ) Filipinler
Hipertansiyon
Malezya
Giineydogu Asya Algariri vd.
Ates, Bobrek hastaligi, Migren, .
(6zellikle 2014
Kabizlik, Hipertansiyon, Diabetes G. procumbens Metr.
] Endonezya, Lokhande vd.
Mellitus, Kanser
Malezya, Tayland) 2014

[ltihaplanma, herpes simpleks viriisii,

Kaewseejan vd.

dokiintii, ates, romatizma, bobrek Tayland
) ) G. procumbens Merr. 2012
hastaligi, migren, kabizlik, diyabet, Giineydogu Asya
) ] Perry, 1980
kanser ve hipertansiyon
Bobrek hastaliklari,
eriiptif ates, dokiintii,
hipertansiyon, G. procumbens Merr. Endonezya Abrika vd. 2013
diabetes mellitus,
hiperlipidemi
Endonezya
[ltihaplanma, kanser, Tayland _
. ] ) Li vd. 2017
diyabet, hipertansiyon, G. procumbens Metr. Malezya
S . Tan vd. 2016
hiperlipidemi Vietnam
Cin
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Tablo 2.4. (Devam) Gynura tiirlerinin halk ilaci olarak kullanimi

Kulanim amaci Bitki Ulke Kaynak
Enflamasyon, romatizma, deride
G. procumbens Merr. Tayland
viral rahatsizliklar
Iskander vd.
Ates, deri dokiintiileri ve sagkiran
. . procumbens Merr. 2002
enfeksiyonu Endonezya
Yaralar ve yilan 1siriklari (harici) . formosana
Giineydogu Shwter vd.,
Dokiinti, ertiptif ates, migren, Asya'da; 6zellikle 2014,
bobrek bozuklugu, kabizlik, diabetes . procumbens Merr. Malezya, Rosidah vd.
mellitus hipertansiyon, kanser Endonezya, 2009
Tayland Haion vd. 2016
Diyabet . procumbens Merr. Cin Choi vd. 2016
Eriptif ates, kizariklik, bobrek Giineydogu
hastaligi, migren, kabizlik, Asya'da, ozellikle Rosidah vd.
. . . . . procumbens Merr.
hipertansiyon, diabetes mellitus, Endonezya, 2008
kanser Malezya, Tayland
] ] o Endonezya ]
Ldsemi, uterik ve meme kanseri gibi Agustina vd.
. procumbens Merr. Magelang,
baz1 kanserler 2006
Jawa Tengah
Karacigeri korumak ve hepatiti
hafifletmek Jeong ve Kim,
ve iltihaplanma, bobrek rahatsizligi, . procumbens Merr. Giineydogu Asya'da 2015
yuksek kolesterol seviyesi, diyabet, Hew vd. 2013
kanser, yiiksek tansiyon tedavisi
Anti-enflamatuar, kanser,
. . . . Endonezya
iltihaplanma, diyabet, hipertansiyon, . segetum Merr. Seow vd. 2014a
Malezya
cilt rahatsizliklar
o ] Seow 2013
Kanser, iltihaplanma, diyabet, Endonezya
) ) ) . segetum Merr. Yuan vd. 1990
hipertansiyon ve cilt rahatsizliklar Malezya
Yuan 1990
) ) ) Endonezya
Kanser, diyabet ve hipertansiyon . segetum Merr. Seow vd. 2011
Malezya
Antikoagtilan, yilan 1siriklari, Endonezya
. segetum Merr. Seow vd. 2012
iltihaplar, cilt rahatsizliklar Malezya'da
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Calismalarda, G. procumbens'in yapraklarinda bol miktarda bulunan peroksidaz olan
bir protein tanimlanmustir. Ticari degeri yiiksek bir protein olan mirakulin (Hew vd. 2011),
G. procumbens'in tibbi 6zellikteki yerlesik degerinin yani1 sira endiistriyel kullanim igin de
yararli bir dogal kaynak olarak kabul edilmesini saglamaktadir (Hew vd. 2010).

G. procumbens ile ilgili mevcut patentlerin ¢ogunlugu, rahim kanseri, servikal
spondiloz ve kronik cilt iilseri gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisine yonelik geleneksel Cin
tibbinin mistahzarlar1 igindir. Ayrica, kalp ve karaciger hastaliklarn gibi tibbi
rahatsizliklar1 olan hastalar i¢cin 6zel diyetlerde bir bilesen olarak kullanilmistir. Gida
endustrisinde, cay, kimchi, kahve, ¢ikolata, seker ve sakiz gibi iirlinlere katilmistir. G.
procumbens'in kisisel bakim ve kozmetik {irinlerindeki uygulamalar1 da, el yikama
sollisyonu, el dezenfektani, agiz spreyi, yliz maskeleri ve cilt bakim kremleri dahil olmak
tizere rapor edilmistir. Bu patentler G. procumbens'in yiiksek ticari degerini ve gesitli

endiistrilerde kullanim gesitliligini gostermistir (Tan vd. 2016).

2.3.2. Biyolojik aktivite iizerindeki bilimsel cahsmalar

Gynura tiirleri lizerinde yapilan arastirmalar sonucu pek ¢ok tiirde fenolik bilesenlerin
varhigl gozlenmistir. Yiiksek bitkilerde genis bir sekonder metabolit grubu olan flavonoit
bilesiklerin (Gattuso vd. 2007) antioksidan (Gould vd. 2006; Heim vd. 2002), antikanser
(Cibin vd. 2010; Fang vd. 2009) ve antibakteriyel aktiviteden (Kouam vd. 2007; Naeem vd.
2010) sorumlu olduklar1 bilinmektedir. Flavonoitler, fizyolojik (Cai, 2004) ve farmakolojik
rolleri (Chen vd. 2009) ve saglik yararlar1 (Chen, 2010) nedeniyle 6nemli olarak kabul
edilen aromatik ikincil bitki metabolitleridir (Xu vd. 2017).

Biyolojik aktivite aragtirmalarinda 6zellikle antioksidan aktivite ile TFC arasinda
giiclii bir pozitif korelasyon bulunmustur; bununla birlikte, TPC ile iliski bulunmadig
gosterilmistir (Kaewseejan vd. 2014).

Antienflamatuar aktivite ve icerik iliskisi:

Yapilmis testlerde, steroitlerin G. procumbens bitkisinde bir sinif antienflamatuar

bilesik olabilecegini gosterilmistir (Iskander vd. 2002).
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Antimikrobiyal aktivite ve icerik iligkisi:

G. segetum bitkisinde fenolik bilesiklerin varligi, bu bitkinin anti-mikrobiyal
olabilecegini gostermektedir (Seow vd. 2012). Antibakteriyel aktivite, bitkideki (G.
procumbens) toplam fenolikler, toplam flavonoitler ve saponin miktari ile iliskilidir. Daha
yiiksek bir sekonder metabolit iceriginin de bitkideki antibakteriyel etkinligi arttirdig1 rapor
edilmistir (Ibrahim vd. 2017).

Antidiyabetik aktivite ve icerik iliskisi:

Caligmalar, G. procumbens etanolik yaprak ekstresinin, kan glukozunu diisiirmede ve
Langerhans adacik ve P hicrelerinin (o hiicreleri glukagonu, B hucreleri ise insulini
salgilar, pankreasta bulunurlar) morfolojisini arttirmada sinerjik bir etkiye sahip oldugunu
(Sunarwidhi vd. 2014) ve streptozotosin ile indiiklenen siganlarda glisemiyi 6nemli 6l¢iide
azalttigini bildirmistir (Zhang vd. 2000). Bu hiicrelerin bir kismi, kandaki seker miktarinin
denetiminden sorumlu olan insiilin ve glukagon adli hormonlar1 salgilar. Bu hiicrelerde
insiilinin yapilamamasi seker hastaligina neden olur. (Bosco vd. 2010). G. procumbens'in
flavonoitler, tanenler ve terpenoitler gibi ¢esitli bilesikler igerdigi ve diyabetik hastalar icin
kan sekeri diisiiriicii potansiyel bir madde oldugu bildirilmektedir (Akowuah vd. 2002;
Akowuah vd. 2001). G. procumbens'te de bulunan glikozitler, flavonoitler, tanenler ve
alkaloitler gibi ¢esitli bilesiklerin hipoglisemik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir
(Orhan vd. 2007; Sharma vd. 2008). Literature gore G. divaricata (L.) DC'deki polisakkarit
ve flavonoitler alloksan kaynakli diyabetik farelerde etkilidir ve anti-anoksi kabiliyetini
artrrabilir (Jiang vd. 2009). Ayrica G. divaricata bitkisinde o-amilaz ve a-glikozidaz
inhibisyonu igin aktif bilesiklerin flavonoitler ve alkaloitler oldugu rapor edilmistir (Wu vd.
2011). Yaygin olarak kullanilan akarboz ve vogliboz gibi oral hipoglisemik ajanlar, p-
glukosidaz inhibitorleri, postprandiyal hiperglisemiyi dogrudan azaltir ve vaskiiler
komplikasyonlar1 6nler (He vd. 2014; Derosa vd. 2012). Bununla birlikte, bu ilaglarin uzun
stireli kullanim1 kusma, kilo alimi1 ve diyare dahil olmak {izere istenmeyen yan etkilere yol
acabilir (Joshi vd. 2014; Katahira ve Ishida 2002). Ayrica G. procumbens’in bitkisinin sulu
ekstresinde kampferol-3-O-rutinozit ve astragalin tespit edilmistir. Flavonoitlerin o-

glukozidaz ve a-amilaz aktivitelerini inhibe ettigi saptanarak (Yang vd. 2004) kandaki
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glukoz seviyesini diisiiren etken madde grubu oldugu bulunmustur (Chattopadhay vd.
1999). G. procumbens'in n-butanolli fraksiyonu, en vyiiksek fenol ve flavonoit
kompozisyonlar1 ile orantili olarak en yiiksek anti-hiperglisemik aktiviteyi gdstermistir. Bu
nedenle, G. procumbens'in n-biitanollii fraksiyonu antidiyabetik dogal {irlinler veya standart
dozaj formlar1 igin umut verici bir potansiyel kaynagi olarak gorilmistir (Algariri
vd.2014). G. procumbens yapragi n-biitanol fraksiyonunda bulunan flavonol glikozitlerin
yapilar1 Sekil 2.8.'de yer almaktadir (Akowuah vd. 2002).

Bilesik R R1
1 Glukoz H
2 Glukoz (6> 1) ramnoz H
3 Galaktoz (2 1) ramnoz OH
4 Glukoz (6> 1) ramnoz OH

R1
OH
HO (0]
‘ D
Z R
OH 0]

Sekil 2.8. G. procumbens yapragina ait ekstrenin butanollii fraksiyonunda bulunan flavonol

glikozitlerin yapilart

Bununla birlikte bitkilerden elde edilen polisakkaritlerin hem antioksidan hem de

hipoglisemik biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Li vd. 2016).

Antioksidan aktivite ve icerik iligkisi:

Onemli bir fitokimyasal kategori olarak, fenolik bilesikler bitkilerde yaygin olarak
bulunan diyet bilesenleridir ve yiiksek antioksidan kapasiteye ve serbest radikal temizleme
kapasitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir (Kahkonen vd, 2001; Robards vd. 1999).
Fenolik bilesikler, oksidatif strese bagl hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi icin potansiyel
ajanlar olarak giderek daha fazla dikkat cekmektedir. Bazi ¢alismalar, fenolik bilesiklerin,

bazi sifali bitkilerde ana antioksidan igerik maddeleri oldugunu gostermistir (Cai vd. 2004;
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Liu vd, 2008). Calismalar, sifali bitkilerin ana antioksidan 6zellik gosteren maddesi olarak
diistiniilen fenolik bilesiklerin, antioksidan kapasite ile TPC arasinda pozitif bir dogrusal
iliski oldugunu gostermistir (Gan vd. 2010). Antioksidanlarin mide mukozasinin gesitli
nekrotik ajanlara karsi korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi da bildirilmistir (Trivedi ve
Rawal, 2001). Buna dayanarak bitkinin antioksidan kapasitesi sayesinde anti-ilserojenik
etkisi agiklanabilmektedir. Gastrointestinal sistem iizerindeki bu etki ve diger kardivaskiiler
caligmalar organ koruyucu aktiviteye de 1sik tutmaktadir. (Mahmood vd. 2010) G.
procumbens'in ham etanolli ekstresinden elde edilen bdtanolli fraksiyonunun, in vivo
deney sonuglarina gore si¢anlarda kuvvetli, doza bagli ve akut bir hipotansif etki gosteren

bilesikler igerdigi rapor edilmistir (Hoe vd. 2011).

Antikanser aktivite ve icerik iligkisi-

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, bitkilerden elde edilen bir¢ok biyoaktif bilesigin,
cogunlukla polifenolikler ve flavonoitlerin, timor hiicrelerinin inhibisyon etkisinde 6nemli
bir rol oynadigin1 gostermistir (Ma vd. 2018). Epidemiyolojik caligmalarda, flavonoitlerin
tiketiminin baz1 kanserlerin riskini veya insidansini1 azaltmaya katkida bulundugu rapor
edilmistir (Wang vd. 2009). Fenolik bilesikler, antioksidan etkileri, detoksifiye edici
enzimlerin aktivasyonu ve hiicreler arasi iletisimi arttirma gibi farkli mekanizmalar yoluyla
kanseri inhibe edebilir (Malin vd. 2003). G. procumbens'in fenolik igeriginin kanserin
onlenmesinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (Shwter vd. 2014).

G. procumbens yapraklarinin protein igeriginden kaynaklanan gucli anti-kanser
Ozelligi, protein bazli bir kemoterapotik madde olarak, meme kanseri tedavisi icin
potansiyel olarak kullanilabilecegini rapor etmistir (Hew vd. 2013). Ayrica fitoliin meme
kanseri (zerinde iyilestirilmis sitotoksik aktivite potansiyeline sahip bir ajan olabilecegi de
rapor edilmistir (Pejin vd. 2014). Azoksimetan kaynakli ACF (aberrant crypt foci) modeli
kolon kanseri i¢in en yaygin kullanilan hayvan modeli olmustur (Zhang vd. 2000). Gynura
fitokimyasal igeriginin varhigindan dolayr ACF insidansini azaltabilir ve kanser gelisimini
onleyebilir (Agustina vd. 2006; Shwter vd., 2014). Kardiyovaskuler ve serebrovaskuler
hastaliklar kismen reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif strese baglanabilir (Gan

vd. 2010).

26



Antitrombosit aktivite ve icerik iliskiSi:
G. japonica tiirtinden izole edilmis karyofillen oksit, 6-asetil-2,2-dimetilkroman-4-on,
vanilin, 2,6-dimetoksi-1,4-benzokinon ve benzoik asit, gibi bilesiklerin birgogu, in vitro

olarak énemli anti-trombosit topaklagsma aktivitesi gosterdi (Lin vd. 2003).

Organ koruyucu etki ve igerik iliskisi:

Flavonoit yapidaki bilesikler, G. procumbens'in kalsiyum kanallarin1 bloke ederek
vazodilator etkilere neden oldugu ayrica G. procumbens'in vazodilator etkisinin, potasyum
kanallarmin agilmasi ve prostasiklin iiretiminin uyarilmasindan da kaynaklanabilecegini

gostermektedir (Ng vd. 2013).

Endofitik mikroplar varligi ve etkileri:

Endofitik mikroplar (bakteri ve mantarlar), bitki gelisimini arttirmak i¢in cesitli
uygulamalarda kullanilabilir ve tarimsal biyoteknolojide hayati katki saglayabilir. Endofitik
bakteriler, bitki biliylime diizenleyicileri iireterek konake¢i bitkilerin biiylimesine ve
gelismesine katkida bulunduklar1 bilinmektedir. Bakteriyel endofitlerin, konake1 bitkilerin,
bitkilerin patojenlerine ve parazitlerine Kkars1 direncini arttirdigi, biyolojik azot
fiksasyonunu tesvik etmek ve antibiyotik Uretmesi de bilinmektedir. Endofitler ayrica,
farmasotik olarak 6nemli biyoaktif bilesiklerin {imit verici bir kaynagidir; ve son otuz yilda
gelistirilen en 6nemli ve etkili antitimor ajani olan taksol drettikleri bilinmektedir. Bu
potansiyel yararlar1 sebebiyle incelenen bakteri tiiri G. procumbens yapraklarinda da
Psuedomonas resinovorans, Paenibacillus polymaxa ve Acenitobacter calcoaceticus

bakteri turlerinin varhigi gézlenmistir (Bhore vd. 2010).

Antihiperlipidemik etki ve icerik iligkisi:

Ferulik asit, rutin ve diger fenolik asitlerin yiiksek yag igeren diyet kaynakli karaciger
steatozuna kars1 anti-lipojenik etkileri bildirilmistir (Gao vd. 2013; Chiu vd. 2014;
Naowaboot vd. 2016). Ferulik asidin, yag asidi sentaz gibi lipojenik genlerin
ekspresyonunu baskilayarak anti-lipojenik etki gergeklestirdigini; ve enerji harcamasindan
sorumlu genlerin ekspresyonunu tesvik ederek lipit birikimini diisiirdiigii rapor edilmistir.

Kronik etanol tiiketiminin, bu lipitlerin salgilanmasinm1 ve etkilerini bozdugu, dolayisiyla
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lipit metabolizmasini etkiledigi ve lipit biyosentezi ve birikimini destekledigi belirtilmistir
(Xu vd. 2003; Ge vd. 2010). G. bicolor yapraklarinin sulu ekstresinin bu 2 aktif bilesigi
icerdiginden, ekstrenin etanole karsi gozlenen lipit diigiirlicii etkisi kismen agiklanabilir.
Daha onceki veriler ayrica ekstre takviyesinin karacigerde lipit birikimini etkili bir sekilde
azalttigini da bildirmistir (Yin vd. 2017).

Gynura tiirlerinin yapilan bilimsel c¢alismalarda arastirilmig biyolojik aktiviteleri

Tablo 2.5.'da 6zetlenmistir.

Tablo 2.5. Gynura tiirlerinin bilimsel ¢alismalarda arasturilmis biyolojik aktiviteleri

Biyolojik Etki Gynura tird AKtif Kisim Kaynak
Ren vd 2014
G. bicolor D.C Toprak {istii kism1 Shao vd. 2015
Lu vd. 2012
G. bicolor D.C Etanolli ekstresi Zhou vd. 2016
G. divaricata D.C vin vd 2018
Xuvd. 2017
G. formosana Kitam. Etilasetath ekstresi Ma vd. 2018
G. medica Liu vd. 2010
G. segetum Merr. Metanolll ekstre Seow vd. 2014 a
Antioksidan Tan vd. 2016,

G. procumbens (Lour.)

Merr.

Dwijayanti vd. 2015
Kaewseejan vd. 2014
Wang vd. 2013
Ibrahim vd. 2017

Li vd. 2017

G. procumbens Merr.

Etanolli ekstre

Shwter vd., 2014
Puangpronpitag vd. 2010
Rahman vd. 2013

Antienflamatuar

. segetum Merr.

Metanolli ekstre

G. procumbens Merr. Metanolll ekstre Rosidah vd. 2008
G. divaricata D.C Xuvd. 2017

G. bicolor D.C Etanollu ekstre Zhou vd. 2016
G. formosana Kitam. Etil asetatli ekstre Ma vd. 2018

G. medica Liu vd. 2010

G

Seow vd. 2014 a
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Tablo 2.5. (Devam) Gynura tiirlerinin bilimsel ¢alismalarda arastirilmis biyolojik aktiviteleri

Biyolojik Etki

Gynura tari

Aktif Kisim

Kaynak

Antienflamatuar

G. procumbens (Lour.)

Merr.

Hassan vd. 2010
Mahmood vd. 2010
Wang vd. 2013
Ibrahim vd. 2017
Bhore vd. 2010
Lokhande vd. 2014

G. procumbens Merr.

Etanolli ekstre

Iskander vd. 2002
Shwter vd. 2014
Rosidah vd. 2008

G. procumbens Merr. Etanollu ekstre Dwijayanti, vd. 2015
Anjiogenik G. procumbens Merr. Butanolli fraksiyon Hoe, vd. 2011
G. segetum Merr. Kloroformlu ekstre Seow, vd. 2011
G. divaricata Yaprak iistl kisim Wu vd. 2011
G. divaricata Yaprak iistl kisim Xuvd. 2017
G. procumbens (Lour.)
Sulu ekstre Kim vd. 2006

Antihipertansif

Merr.

G. procumbens Merr.

Rahman vd. 2013
Hassan vd. 2010
Mahmood vd. 2010
Ibrahim vd. 2017
Bhore vd. 2010
Tan vd. 2016

Kim vd. 2011

G. procumbens Merr.

Butanollu fraksiyon

Abrika vd. 2013

Ham etanolli

ekstresinden elde

G. procumbens Merr. ) Hoe vd. 2011
edilen bitanollu
fraksiyon
Hoe vd. 2007
G. procumbens Metrr. Etanollu ekstre
Poh vd. 2013

Anti Anoksi

G. divaricata D.C

Jiang vd. 2009

Anti-Hipertrofik

G. procumbens (Lour.)

Merr.

Wang vd. 2013
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Tablo 2.5. (Devam) Gynura tiirlerinin bilimsel calismalarda arastiriimis biyolojik aktiviteleri

Biyolojik Etki

Gynura tard

Aktif Kisim

Kaynak

Antihemorajik

G. procumbens

Iskander vd. 2002

Antihiperglisemik

Etil asetat ve n-

G. bicolor Li vd. 2009
bltanolll ekstreleri
G.bicolor Sulu ekstre Chen vd. 2012
G. divaricata D.C Yaprak iistii kisim Wu vd. 2011
G. divaricata D.C Kok, govde, yaprak Yin vd 2018
G. divaricata D.C Xu, vd. 2017
Li vd. 2018

G. divaricata D.C

Sulu ekstre

Chen vd. 2012

G. medica Etanollii ekstre Liu vd. 2010,m2
G. medica Alkolli ve sulu ekstre  Li vd. 2016,m4
Tan vd. 2016;

G. procumbens (Lour.)

Merr.

Wang vd. 2013;
Yusoff vd. 2015
Dwijayanti vd. 2015
Mahmood vd. 2010
Ibrahim vd. 2017
Bhore vd. 2010

Antihiperglisemik

G. procumbens

Sulu ekstre

Hassan vd. 2010
Choi vd. 2016

G. procumbens

n-butanol fraksiyonu

Algariri vd. 2014

G. procumbens (Lour.)
Merr.

Etanolli ekstre

Zhang vd. 2000;
Rahman vd. 2013;
Sunarwidhi vd. 2014;
Algariri vd. 2013

Anti-Tumor/

Antikanser

G. divaricata D.C

Yaprak iistl kisim

Yena vd. 2018

G. divaricata D.C Xuvd. 2017
G. formasana Kitam. Ma vd. 2018
G. medica Liu vd. 2010

G. procumbens

Etanolli ekstre

Agustina vd. 2006
Rahman vd. 2013

G. procumbens

Tan vd. 2016
Yusoff vd. 2015
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Tablo 2.5. (Devam) Gynura tiirlerinin bilimsel ¢alismalarda arastirilmis biyolojik aktiviteleri

Biyolojik Etki Gynura tart Aktif Kisim Kaynak
Dwijayanti vd. 2015
G. procumbens
Hassan vd. 2010
Anti-Tumaor/
) G. procumbens Etanolli ekstre Wang vd. 2013
Antikanser

G. procumbens

Etanolli ekstre

Nisa vd. 2012

G. procumbens

Etanolli ekstre

Shwter vd. 2014

Anti-Alerji Ajani

G. procumbens(Lour.)
Merr.

Bhore vd. 2010

Anti-Trombosit

G. pseudochina (L) D.C)

Moektiwardoyo vd. 2014

Topaklagsma

Aktivitesi G. elliptica Yabe&Hayata Lin vd. 2000-2003
Anti-Piretik G. pseudochina - Moektiwardoyo vd. 2014
Didretik G. pseudochina - Moektiwardoyo vd. 2014
Eriiptif Ates G. procumbens Hassan vd. 2010

Organ Koruyucu

G. procumbens (Lour.)
Merr.

Tan vd. 2016
Hassan, vd. 2010
Mahmood vd. 2010

G. bicolor D.C Sulu ekstre Yinvd. 2017
G. segetum Merr. Wang vd. 2018
Bobrek hastaliklar G. procumbens Metrr. Sulu ekstre Lee vd. 2007
o Yusoff vd. 2015
Yara iyi edici G. procumbens Merr. Etanollu ekstre

Zahra vd. 2011

Hipokolesterolemik

G. procumbens Merr.

Lokhande vd. 2014

Antihiperlipidemik
Etki

G. divaricata D.C

Xu vd. 2017

G. procumbens Merr.

Rahman vd. 2013
Dwijayanti vd. 2015
Mahmood vd. 2010
Bhore vd. 2010

Antiproliferasyon

G. divaricata D.C

Yaprak tsti kisim

Xu vd. 2017

G. procumbens Merr.

Rahman vd. 2013

Antimikrobiyal /
Antibakteriyel

G. procumbens (Lour.)

Merr.

Tan vd. 2016
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Tablo 2.5. (Devam) Gynura tiirlerinin bilimsel ¢alismalarda arastirilmis biyolojik aktiviteleri

Biyolojik Etki Gynura tart Aktif Kisim Kaynak
Antimikrobiyal / G. procumbens (Lour.) Rahman vd. 2013
Antibakteriyel Merr. Ibrahim vd. 2017
Shwter vd. 2014
Nawawi 1999
Tan vd. 2016
Rahman vd. 2013
Anti-Herpes G. procumbens (Lour.) Metanollii ve sulu Hassan vd. 2010

Simpleks Virlisu

Merr.

ekstre

Jarikasem vd. 2013
Mahmood vd. 2010
Wang vd. 2013
Bhore vd. 2010
Nawawi, 1999

Cinsel ve Ureme
Fonksiyon

Gelistirme Aktivitesi

G. procumbens (Lour.)
Merr.

Tan vd. 2016

Anti-Ulserojenik

G. procumbens (Lour.)

Merr.

Etanollu yaprak

ekstresi

Mahmood vd. 2010
Rahman vd. 2013
Shwter vd. 2014
Yusoff vd. 2015

G. procumbens (Lour.)

Antifungal Rahman vd. 2013
Merr.
G. procumbens (Lour.) Dwijayanti vd. 2015

. Etanollu ekstre __ )

Immiinsiipresan Merr. Dwijayanti ve Rifa’i 2014
G. bicolor Sulu ekstre Hsieh vd. 2013

Fenilalanin

. G. procumbens (Lour.) )
Amonyak Liyaz Ibrahim vd. 2017
L. Merr.
Aktivitesi

2.4. Antioksidan Aktivite Arastirmalarmm Onemi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) yiiksek oranda reaktif molekiillerdir; bunlar arasinda
hidroksil radikal (OH"), siiperoksit anyon radikal (O2") ve hidrojen peroksit (H202) bulunur.
ROS, hiicre zarlarinda veya DNA'da lipitlere saldirabilecek metabolik {iriinler {iiretir.

Serbest radikal zincir reaksiyonlari, DNA hasari, karsinojenez ve yaslanma ile ilgili
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hiicresel dejenerasyon dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik hasarlarla iligkilidir. ROS iireten
ve tutucu sistemler arasindaki dengesizlik hicrelere zarar verebilir. Bu nedenle, ROS
kanser, arteriyoskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak {izere insan
hastaliklarinin patogenezinde énemli bir rol oynar (Kawanishi vd. 2001). ROS'larin ¢ogu,
katalaz, stiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz / glutatyon sistemi gibi endojen savunma
sistemleri tarafindan temizlenir, ancak bu sistemler, dis kaynakli antioksidanlarin dogal
kaynaklardan izole edilmesini arzu eder. Antioksidan aktivite igin ¢esitli bitki kaynaklar1
degerlendirilmistir. Bu bitkilerin bilesenlerinin oksidatif stresleri ortadan kaldirmasi,
sagliga yararli besinlerin, besin takviyelerinin ve bitkisel ilaglarin gelistirilmesinde ilgi
konusudur. Son zamanlarda yapilan arastirmalar ayrica flavonoitler, antrakinonlar
(Traganos vd.1983), tanenler, proantosiyanidinler ve diger fenolikler dahil olmak iizere
bir¢ok bitki liriiniinlin yan1 sira meyve, sebze ve cesitli bitki veya bitki 6zlerinden elde
edilen maddelerin radikal temizleyici aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Xie vd. 1993;
Formica vd. 1995).

Antioksidanlar, insan viicudundaki oksidatif hasari azaltan olas1 koruma ajanlar
olarak tanimlanir. Bu nedenle, insan ve hayvan organizmalarinin gida bilesenleri veya
spesifik farmasotikler olarak mevcut olan antioksidan 6zellikleri iceren maddelere artan bir
ilgi vardir (Rosidah vd. 2008).

Bitki bazli diyetlerdeki antioksidanlar, oksidatif strese ve insan sagliginin
korunmasina karsi savunmada onemli bir rol oynamaktadir (Bahorun vd. 2004). Bu
koruyucu etkiler temel olarak farkli bitki bazli diyetlerin, 6zellikle polifenolik bilesiklerin
ve flavonoitlerin antioksidan bilesenlerinden kaynaklanmaktadir (Baltes, 2000).
Antioksidan bilesenler ve antioksidan aktivite, sebze ve meyve kalitesi i¢in dnemli kriterler
haline gelmistir (Shao vd. 2015). Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresin,
ateroskleroz, iskemik kalp hastaligi, kanser, gastrik iilser, diabetes mellitus, nérodejeneratif
hastaliklar ve yaglanma gibi bir¢ok kronik ve dejeneratif hastaliklarin patogenezinde dnemli
bir rol oynadigina dair ¢ok sayida kanit vardir (Azizova 2002; Young ve Woodside, 2001).
Ote yandan, meyve ve sebzelerdeki dogal antioksidanlarin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser gibi bir¢ok kronik hastalik riski ile ters iliskili oldugu bildirilmistir (Duthie vd.
2000; Leifert ve Abeywardena, 2008; Gan vd. 2010).
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Bir flavonoit iskeleti, flavon durumunda bir piron halkas: (C) veya Sekil 2.9.'da
gosterildigi gibi, flavon durumunda bir piron halkasi (C) ile baglanan iki aromatik halkadan

(genellikle A ve B olarak adlandirilir) olusur (Gattuso vd. 2007).

© o

o
Flavon iskeleti Flavanon iskeleti

Sekil 2.9. Flavon ve flavanon yapilart

Flavonoitler, fizyolojik ve farmakolojik rolleri ve saglik yararlart nedeniyle dnemli
olarak kabul edilen aromatik ikincil bitki metabolitleridir (Gould vd. 2006). Flavonoitler
glcli bir antioksidan ve radikal temizleme aktivitesi gosterir ve bazi kronik hastaliklar,
baz1 kardiyovaskiiler bozukluklarin ve bazi kanserli islemlerin 6nlenmesinde azalmis risk
ile iligkili goriinmektedir. Flavonoitler ayrica antiviral (Asres vd. 2005), antimikrobiyal
(Cushnie vd. 2005 ) ve anti-enflamatuar aktiviteler (Kim vd. 2004), kilcal kirilganlik
(Benavente-Garcia vd. 1997) ve insan trombosit agregasyonunu (Tijburg vd. 1997),
antitlser ve antialerjenik (Middleton vd. 1992) inhibe etme kabiliyetini de gosterir. Bazi
aragtirmalarda flavonoitlerin damar hastaliklarina veya bazi kanser tiirlerine karsi olas1 bir
koruyucu etkisi oldugunu ortaya konulmustur. Benzer sekilde, lignanlarin (veya
metabolitlerinin) ve izoflavon tliketiminin artmasi, Ostrojen ile iligkili kanser ve damar
hastaliklari riskindeki azalmayla da iliskilendirilmistir (Gattuso vd. 2007).

Onceki vaka kontrol calismalari, toplam flavonoitler, flavonoit alt gruplar1 veya
bireysel flavonoitlerin aliminin akciger kanseri (Cui vd. 2008), mide kanseri (Garcia-Closas
vd. 1999; Lagiou vd. 2004), kolorektal kanser (Theodoratou vd. 2007), meme kanseri (Fink
vd. 2007), yumurtalik kanseri (Rossi vd. 2008), endometriyal kanser (Horn-Ross vd. 2003)
ve Hodgkin dis1 lenfoma (Frankenfeld vd. 2008) riskinin azalmasi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, bazal diyet flavonoit alimi ve ileriki kanser riski arasindaki
iliskiye dair prospektif kohort ¢alismalarindan elde edilen kanitlar tartismalidir (Wang vd.
2009). G. medica bitkisinden izole edilen polisakkaritler DPPH (1,1-difenil-2-
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pikrilhidrazil) ve ABTS (2,2'-azino-bis) radikalleri tzerinde gugclu antioksidan aktiviteler
gostermistir (Li vd. 2016).

2.5. Antidiyabetik Aktivite Arastirmalarmm Onemi ve Diyabet
2.5.1. Diyabet

Diabetes mellitus (DM), pankreas veya iiretilen insiilinin etkisizligi nedeniyle insiilin
iiretiminde kalitimsal ve / veya kazanilmis eksiklikten kaynaklanan kronik bir hastaliktir.
Bu tiir bir eksiklik, kandaki glikoz konsantrasyonlarinin artmasina neden olur ve bu da
viicudun bir¢ok sistemine, 6zellikle de kan damarlarina ve sinirlere zarar verir (Nagappa
vd. 2003).

Tip 2 diyabet (T2DM), endiistriyel ve gelismekte olan iilkelerde ciddi ve giderek
artan bir hastaliktir. (Hamza vd. 2019). Tip 2 diyabetin ortak 6zellikleri, insulin direncinin
ve karacigerde artmis glukoneogenezin neden oldugu kronik hiperglisemidir (Goyal vd.
2014). T2DM tedavisi, insiilin duyarliligini artirmayr ve hiperglisemiyi azaltmay1
amaclamaktadir. Bununla birlikte, T2DM i¢in farmakolojik tedaviler, yan etkiler de dahil
olmak iizere bir dizi smirlama sergilemektedir (Choi vd. 2016) ve farmasotik tedavisi
tamamen tatmin edici degildir ve genellikle diyabetin ilerlemesini ve komplikasyonlarini
onlemez. Ilac gelistirilmesine ragmen, bircok iilkede bitkisel ilaglar diyabeti tedavi etmek

veya gelisimini sinirlamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Hamza vd. 2019).

2.5.2. Antidiyabetik Aktivite Arastrmalarmm Onemi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Diabetes mellitus (DM) hizla artmaya devam eden
kiresel bir saglik problemi oldugunu belirtmektedir (WHO, 2000). Ancak, su anda mevcut
olan DM tedavisi nispeten pahalidir ve hastalarda alternatif tedavilere ihtiya¢ duyan yan
etkilere neden olabilir (Sunarwidhi vd. 2014).

a-Glukozidaz inhibitérleri, diyabet tedavisi i¢in kullanilan nispeten 6nemli bir ilag
kategorisidir. Ancak bazi a-glukosidaz inhibitor ilaglarinin toksik yan etkilere sahip oldugu
bilindiginden, dogal kaynaklardan elde edilen giivenli a-glukozidaz inhibitorlerinin

bulunmasina ilgi artmaktadir.
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Flavonoitler sik sik meyvelerde, sebzelerde ve tahillarda bulunur (Gattuso vd. 2007).
Ayn1 donemde, ¢esitli ¢calismalar diger diyet fenollerinin tiiketimlerinin artmasina bagh
olarak yararli etkiler 6ne siirdiiler. Ornegin, artmis kahve tiiketimi, tip II diyabet
insidansinin azalmasi ile iliskilendirilmistir (Gould vd. 2006).

Literatiir arastirmasina gore flavonoit icerdigi bilinen Gynura sagligi korumak icin
demlenip cay olarak tiiketilir, diisiik toksisite ve dolayisiyla insan tiiketimi i¢in giivenli
olma avantajina sahiptir. Literatiir arastirmalart 1s18inda Gynura tiirlerinin  dogal
antioksidan ve antidiyabetik olarak kullanimi giivenli sayilmaktadir. Gynura tlrlerinde
bulunan polisakkaritlerin o-glukozidaz aktivitesini inhibe edebildigini gosterilmistir (Li vd.
2016).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak G. malaccensis bitkisinin toprak tstii kismi kullanilmistir.
Tiirkiye'de Antalya bolgesinde BATEM’de yetistirilen bitki Ornekleri tedarik edilerek
vejetatif iireme yontemiyle AUBIBAM’da cogaltilarak proje arastirma calismalarinda
kullanilmistir. Bitkinin botanik teshisi Dr. Ismail Gokhan Deniz (Akdeniz Universitesi
Egitim Fakiiltesi) tarafindan gerceklestirilmistir. Bitkisel materyal olarak G. malaccensis
bitkisinin asagidaki kisimlar1 kullanilmistir (Sekil 3.1.).

a. Taze yapraklar

b. Etlivde 50 °C’de 2 saat kurutulan yapraklar

134

Liyofilizatérde kurutulan yapraklar

o

. Taze cicekler

Sekil 3.1. G. malaccensis bitkisinden elde edilen ¢alisma materyali: a) Taze yapraklar, b) Etiivde
kurutulan yapraklar, ¢) Yapraklarmn liyofilizatorde kurutulmasi d) Taze ¢icek
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1°de yer almaktadir.

Tablo 3.1. Kimyasal madde bilgileri

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddelere ve ¢oziiciilere ait bilgiler Tablo

No Kimyasal Madde Kimyasal Formil ~ Mensei

1. 2’2’-AZIHO-PIS (3 etil o ABTS Sigma-Ald., Almanya
benztiyazolin-6-siilfonik asit

2. Akarboz CasHisNO1g Sigma-Ald., Almanya
3. a-Amilaz (porcine pankreatic)
4, Alliminyum klor(r AICl; Merck, Almanya
5. Asetik asit CH3;COOH Sigma-Ald., Almanya
6. Asetonitril ACN Sigma-Ald., ingiltere
7. Borontrifloriir BF; Merck, Almanya
8. Coziiniir nisasta Sigma-Ald., Ingiltere
9. Biitillenmis hidroksi toluen BHT Sigma-Ald., Almanya
10. Kalsiyum klorur CaCl; Fluka, Almanya
11. Difenil pikril hidrazil DPPH Sigma-Ald., ABD
12. Dietil eter CsH100 J.T. Baker, Hollanda
13. Etanol C,HsOH Sigma-Ald., Almanya
14, Formik asit HCOOH Sigma-Ald., Almanya
15. Folin-Ciocalteu reaktifi FCR Sigma-Ald., Isvigre
16. Gallik asit GA Sigma-Ald., Cin
17. Hidroklorik asit HCI Sigma-Ald., Almanya
18. n-Hekzan CeHia Merck, Almanya
19. Izopropil alkol IPA Sigma-Ald., Almanya
20. Iyot I Sigma-Ald., Almanya
21. Kersetin CisH1007 Sigma- Ald., Almanya
22. Kloroform CHCl; Sigma-Ald., Fransa
23. Potasyum hidroksit KOH Sigma-Ald., Almanya
24, Potasyum iyodur Kl Sigma-Ald., Almanya
25. Potasyum persulfat K2S20s Sigma-Ald., Almanya)
26. Rozmarinik asit C1gH160s Sigma-Ald., Fransa
27. Rutin Ca7H30016 Sigma-Ald.,Fransa
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Tablo 3.1. (Devam) Kimyasal madde bilgileri

No Kimyasal Madde Kimyasal Formdl Mensei

28. Susuz sodyum siilfat NazSO04 Sigma-Ald., Almanya

29. Sodyum klorlr NaCl Riedel de Haen, Almanya

30. Trolox C14H1504 Sigma-Ald., Almanya

- Tip 1 ultra saf su ) Direct-Q® Water Purification

System (Germany).

3.3. Kullamilan Aletler ve Cihazlar

Proje kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz ve aparey bilgileri
Tablo 3.2.°te verilmistir. Sivi ekstrelerin kurutulmasi diisiik basing altinda rotavapor
kullanilarak  gergeklestirilmistir. Taze yapraklarin kurutulmast i¢in liyofilizator
kullanilmistir.  Yapraklarin bir kismi etlvde kurutulmustur. Miktotiter ve dilisyon
caligmalarinda Eppendorf 8-12 uclu otomatik pipetdr kullanilmistir. Spektrofotometrik
Olctimler icin mikroplak okuyucu cihazi kullanilmistir. Cigek Orneklerinden ugucu
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in SPME holder apareyi kullanilmigtir. Gaz kromatografisi
analizlerinde bilesiklerin teshisi ve bagil bolluk miktarlar1 tespiti i¢in hem kiitle spektrum
hem alev iyonlasma dedektorleri kullanilmistir. Ekstrelerin kimyasal kompozisyon analizi
icin kiitle spektrum dedektér donanimli sivi kromatografisi sistemi kullanilmistir. Enzim

Ornegi buzdolabinda eksi 80 derecede muhafaza edilmistir.

Tablo 3.2. Alet ve cihaz bilgileri

Cihaz Cihaz bilgileri

Etlv WTB Binder

GC/FID Agilent 6890N SEM Ltd, istanbul, Tiirkiye
GC/MSD sistemi Agilent 5975 (USA; SEM Ltd.,istanbul, Tiirkiye
Hassas Terazi Metler Toledo, NewClassic MS

20A HPLC system, Shimadzu) ve Applied Biosystems 3200 Q-

LC MS/MS sistemi Trap instrument,negatif iyon modda ¢alisan donaniml
ESI kaynagi, Absciex 3200 Q trapMS/MS dedektor

Manyetik karistirict IKO KS260

Mikro-plak okuyucu Biotek Powerwave XS

39



Tablo 3.2. (Devam) Alet ve cihaz bilgileri

Cihaz

Cihaz bilgileri

Otomatik pipetdr
pH Metre
Rotavapor sistemi
Santrifij
Spektrofotometre

Ultrasonik su banyosu
Liyofilizator

SPME holder
SPME fiber

8-12 kanall1 Eppendorf Research plus

WTW series, InoLab, pH720

Heidolph Instrument, Laborota 4010-Digital

Eppendorf, 5804

UV-PharmaSpec1700,Shimadzu

Elma, S100H

Labconco FreeZone 2.5 Litre Tezgahtstii Dondurularak Kurutma
Sistemi

Supelco, USA

65 um, “blue-tip”, polydimethylsiloxane—divinylbenzene

3.4. Bitki Yaprak Ekstrelerinin Hazirlanmasi

G. malaccensis bitkisinin yaprak kisimlar1 ayrt ayri metanol ve hekzan ile oda

sicakliginda (24 saat) calkalayicida maserasyon islemine tabi tutulmustur. G. malaccensis

yapraklar1 iki farkli polaritedeki ¢oziiciilerle ekstre edilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. G. malaccensis yapraklarindan hazirlanan ekstreler

Stire sonunda ekstreler siiziilerek, c¢oziiciiler diisiik basing altinda rotavaporda

uzaklastirildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Coziiciilerin diisiik basing altinda rotavaporda uzaklastirilmasi

Kuru ekstreler buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi. Bu islem sonunda deneylerde
kullanilmak tizere 6 adet kuru ekstre elde edildi. G. malaccensis yapraklarindan hazirlanan

ekstreler Tablo 3.3.’te listelenmistir.

Tablo 3.3. G. malaccensis yapraklarindan hazirlanan ekstreler

NO  Ekstre turii Aciklama

1 TYME Taze yapraklarin metanollii ekstresi

2 TYHE Taze yapraklarin hekzanl ekstresi

3 EKYME Etlivde kurutulan yapraklarin metanollii ekstresi

4 EKYHE Etiivde kurutulan yapraklarin hekzanli ekstresi

5 LKYME Liyofilizatorde kurutulan yapraklarin metanollii ekstresi
6 LKYHE Liyofilizatorde kurutulan yapraklarin hekzanli ekstresi
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3.5. G. malaccensis Bitkisinin Cigeklerine Ait Ucucu Bilesenlerin Ekstraksiyonu:
MSD-SPME Teknigi
Cicek acma doneminde taze cicekler toplanarak ugucu bilesenler, MSD-SPME
teknigi ile ekstre edildi. Bu amagla 0,5 g taze cicekler cam balona konuldu, izerine 3 mL su
eklenerek MSD-SPME teknigi uygulandi. Ugucu bilesenlerin ekstraksiyonu igin 65um
“mavi” fiber ucu (adsorban: polidimetilsiloksan-divinilbenzen) kullanildi. Ekstraksiyon
stiresi 3 dakika olarak uygulandi. Ekstraksiyon i¢in kullanilan MSD-SPME diizenegi Sekil

3.4.'te gosterilmistir.

Sekil 3.4. Ekstraksiyon icin kullanilan MSD-SPME diizenegi

3.6. Gaz Kromatografik Analiz

G. malaccensis yapraklarinin ugucu bilesenleri hekzanla ekstre edilerek kimyasal
kompozisyonlar1 gaz kromatografisi yontemiyle analiz edildi. Bunun yami sira, G.
malaccensis ¢igeklerinin ugucu bilesenleri MSD-SPME ile ekstre edilerek kimyasal
kompozisyonlar1 gaz kromatografisi yontemiyle analiz edildi. Ugucu bilesenlerinin
kimyasal kompozisyonlar1 Gaz Kromatografisi- Kitle Spektrometresi (GC-MS) ve Gaz
Kromatografisi-Alev Iyonlasma Dedektorii (GC/FID) teknikleri kullanilarak aydmlatildi.
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3.6.1. GC-MS analizi

Bu analiz i¢in HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 um film kalinlig1) ve
tastyic1 gaz olarak helyum gazi kullanildi. Firin 60 °C’de 10 dakika kalarak 220 °C’ye
dakikada 4 °C ile ¢ikacak sekilde ve 220 °C’de 10 dakika kalip, 240 °C’ye dakikada 1 °C
ile ¢cikmak iizere programlandi. Split orant 40:1 olarak uygulandi ve enjektor 250 °C’de

tutuldu. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle aralig1 35-450 m/z olarak secildi (Seow vd. 2012).

3.6.2. GC-FID analizi

Bu analiz i¢in HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 mm, 0.25 um film kalinlig1) ve
tastyict gaz olarak helyum gazi kullanildi. Firm 60 °C’de 10 dakika kalarak 220 °C’ye
dakikada 4 °C ile ¢ikacak sekilde ve 220 °C’de 10 dakika kalip, 240 °C’ye dakikada 1 °C
ile ¢ikmak tizere programlandi. Split oran1 40:1 olarak uygulandi, alev iyonlagsma detektorii

ve enjektor 250 °C’de tutuldu.

3.6.3. Ucucu bilesiklerin teshisi

Maddelerin tanimlanmasi; tutunma zamanlari, kiitle spektrumlar1 standartlara ve
literatiir bilgilerine gore degerlendirildi. Wiley GC/MS kutuphanesi (Wiley, New York,
NY, USA), MassFinder 4.0 yazilimi (Dr. Hochmuth ScientificConsulting, Hamburg),
Adams kuttiphanesi, NIST (National Institute of Standards and Technology) kuttuphanesi ve
Baser Ucucu Bilesikler kiitiiphanesi kaynak olarak kullanildi. Madde miktarlarin

belirlenmesinde alev iyonlagsma detektdriinden elde edilen piklerin yiizde alanlar1 kullanildi.

3.7. Stv1 kromatografik Analiz (LC-MS/MS)
Ekstrelerin sivi kromatografi analizi asagida belirtilen sartlarda gergeklestirildi:
Sistem: Shimadzu 20A HPLC - ABSciex 3200 Q trap MS/MS
Metod: Negatif Iyonlasma Metodu
Kolon: GL Science Intersil ODS 4.6 X 250 5pu
Kolon Sicakligt: 40 °C
Hareketli Faz: (A) Su: Asetonitril: Formik asit (89:10:1)
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(B) Asetonitril: Su: Formik asit (89:10:1)
Akis Hizi: 0.5 mL/dk
B ¢oziiciisiiniin konsantrasyonu %10’dan baglanarak 40 dk.’da %100 olacak sekilde

gradient olarak ayarlandi.

3.8. Ekstrelerin Biyolojik Etkilerinin incelenmesi
3.8.1. Serbest radikal stipuricu etkisinin belirlenmesi (DPPH testi)

G. maaccensis'in yapraklarmin metanollii ve hekzanli ekstrelerinin serbest radikal
temizleme aktivitesi, Kumaran ve Karunakaran tarafindan tarif edilen DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) metodu kullanilarak kiiclik modifikasyonlarla degerlendirildi. Test
numuneleri metanol iginde ¢ozuldi (1-10 mg/mL) ve dilisyon yontemiyle seyreltilerek test
edildi (Kumaran ve Karunakaran, 2006).

DPPH deneyine ait tepkime semasi1 Sekil 3.5.'da yer almaktadir.

NO,

. Antlok5|dar E
N —N

DPPH serbest radikali DPPH'in indirgenmis formu

Sekil 3.5. Antioksidan bilesik ve DPPH arasindaki tepkime semast

Deneyde, 96 kuyucuklu mikroplak kuyularina numunelerden her biri 200 uL ¢oklu
otomatik mikropipetor ile aktarildi. Diliisyon islemi yapildiktan sonra tiim kuyucuklara 100
pL DPPH c¢ozeltisi ilave edildi. Kontrol kuyucuguna numune yerine ¢oziiciisii olan metanol
konuldu. Standart inhibitor olarak gallik asit ¢ozeltisi kullanildi. Plak 30 dak. karanlikta
inkibe edildi. Stre sonunda numunelerin serbest radikal supurict etkisi spektrofotometrik

olarak 517 nm'de Olgiildii. Absorbans degerleri oOlgiildiikten sonra numunelerin yiizde
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inhibisyon degerleri hesapland1 (Seow vd. 2014 a). Numunelerin DPPH radikal supiirme

aktiviteleri asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:

Inh 0 = (Abskunrrni_-‘lbsnnmnne} % 100 (31)

AbBSyanrrol

ADbSontrol:  kontroliin  absorbansi (test numunesi olmadan bos), AbShumune: test

numunelerin absorbans degeri Inh: Inhinhibisyon

Reaktiflerin hazirlanmasi:

DPPH ¢ozeltisi (% 0.008): 2 mg DPPH tartilarak 25 mL metanolde ¢6ziildii ve amber
cam kabin i¢inde +4 °C’de muhafaza edildi.

Gallik asit ¢ozeltisi (1 mg/mL): 1 mg gallik asit tartilarak 1 mL metanolde ¢ozildii.
Bu stok ¢ozeltiden 0.1 mg/mL ¢6zelti hazirlandi.

3.8.2. Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesinin belirlenmesi (TEAK)

G. malaccensis'in yapraklarinin metanollii ve hekzanl ekstrelerinin ABTS radikal
katyonu slpurme aktivitesi Bekir ve arkadaslarinin rapor ettigi yontem kullanilarak dl¢iildii
(Ma vd. 2017). Deneyde kullanilan tepkime Sekil 3.6.'de yer alan elektron transferi
tepkimesine dayalidir (Huang vd. 2005). Deney 6ncesi ABTS ve potasyum persulfat suda
cOziilerek 16 saat bekletilir. Bu siire sonunda ABTS"" olusur. Numunede bulunan potansiyel
antioksidan etkili bilesikler ABTS™" ile tepkimeye girerek onu molekiil formuna doniistiiriir
ve rengini soldurur. Trolox (vitamin E’nin suda ¢oziinen formu) bilinen etkili bir
antioksidan bilesiktir. Deneyde trolox’un degisik konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanarak
ABTS"" {izerindeki inhibisyon yiizdeleri saptanir. Daha sonra, trolox’un kalibrasyon egrisi
cizilir ve egri denklemi kullanilarak test numunelerinin (ekstreler) troloxa esdeger

antioksidan kapasitelerinin (TEAK) degerleri hesaplanir.
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Sekil 3.6. ABTS*+ reaktifinin elektron transferi

Deney icin standart olarak trolox c¢ozeltileri (mM) 3; 2; 1; 0.5; 0.1
konstantrasyonlarinda hazirlandi (absolii etanolde). Deneyde, 96 derin kuyucuklu plak
kuyularinda 10 uL trolox ¢ozeltisi 990 uL ABTS ile karistirildi ve30 dakika karanlikta
inklibe edildi. Siire sonunda kuyucuktaki karisimdan 300 pL alimarak 96 kuyucuklu
mikroplak kuyularma ¢oklu otomatik mikropipetor ile aktarildi. Absorbans degerleri
mikroplak okuyucuda spektrofotometrik olarak 734 nm'de Slgiildii. Absorbans degerleri
Olculdikten sonra numunelerin yizde inhibisyon degerleri hesaplandi. Numunelerin
troloksa esdeger antioksidan kapasiteleri DPPH deneyinde kullanilan denklem kullanilarak
hesaplandi: Trolox icin lineer dogru denklemi elde edildi. Bu dogru denklemi kullanilarak
numunelerin 30. dakikada ortaya koydugu inhibisyon etkileri ile trolox’a esdeger

antioksidan stipiiriicti etki hesapland1 (Kaewseejan vd. 2014).

Reaktiflerin hazirlanmasi:
ABTS reaktifi: 36 mg ABTS (7 mM) ve 6.6 mg (2.5 mM) K>S,0g tartilip 10 mL suda
¢oziilerek 16 saat boyunca karanlik ortamda reaktifin aktif hale gelmesi icin bekletildi.

Potasyum persulfat etkisi ile ABTS oksitlenip aktif ABTS™ radikal katyonu olustu.
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Hazirlanan stok ¢dzelti karanlik serin ortamda kapali halde muhafaza edildi. Daha sonra bu
stok c¢oOzeltiden 1 mL alinarak spektrofotometrede 734 nm’de absorbansi 0.700-0.800
arasinda olana kadar absolii etanol ile seyreltildi.

Gallik asit ¢ozeltisi (0.1 mg/mL): 1 mg madde tartildi ve 10 ml metanolde ¢oziilerek
stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra, bu stok ¢ozelti 0.1 mg/mL olacak sekilde seyreltildi.

3.9. Toplam Fenolik Miktar Tayini

G. malaccensis'in yapraklarinin metanollii ve hekzanli ekstrelerinin toplam fenolik
icerigi gallik asit’e esdeger olarak, Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR) kullanilarak
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Ebu Bakar, Mohamed, Rahmat ve Fry, 2009).

Folin-Ciocalteau tahlili, sebzelerde, meyvelerde ve sifali bitkilerde toplam fenolik
icerigi belirlemek icin gelistirilen en eski yontemlerden biridir. Bazik durumdaki fenolik
bilesik, i¢inde 750nm'ye yakin maksimum absorpsiyon ile mavi renkli bir molibden oksit
olusturan molibdatin azaltildigi FCR'yi azaltabilen fenolat anyonuna ayrisir (Krishnan vd.
2015). Folin-Ciocalteau reaktifi bilesimi Mo ve W metallerinin fosfat tuzlari karigimindan
ibarettir. Deneyde FCR'de bulunan agir metaller numunedeki fenolik bilesiklerle elektron
transferine dayal1 tepkimeye girerek rediiklenir:

Mo* + & — Mo*® (3.2)

Tepkime sonunda ortaya ¢ikan mor-mavi rengin absorbans degerinin
spektrofotometrik yontemle olgllerek tepkimeye giren fenolik bilesiklerin miktarimi tespit
etmek mumkdindur.

Deneyde, 96 derin kuyucuklu plak kuyularinda 20 uL numune ¢0zeltisi Uzerine 1,56
mL saf su ve 300 uL Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. 1-8 dakika beklendikten sonra 300 uL
%20’lik Na2COgz ¢Ozeltisi ilave edilip, 2 saat 25 °C’de inkiibe edildi. Elde edilen mavi
renkli ¢Ozeltinin absorbansi, spektrofotometrik olarak 760 nm'de ol¢tildii. Sonuglar, g kuru
agirlik basina mg gallik asit esdegerleri (GAE) olarak ifade edildi (mg GAE/g kuru agirhik).
Absorbans 6lciimleri kullanilarak gallik asit ¢ozeltileri (1-0,1 mg/mL) igin kalibrasyon
egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrisinin denklemi kullanilarak numunelerdeki TPC degerleri
hesaplandi. Sonuglar 3x3 tekrar {izerinden hesaplandi (Singleton vd. 1999; Kosar vd.
2008).
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Reaktiflerin hazirlanmasi:

Gallik asit cozeltileri ( 1-0,1 mg/mL): Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda
cozeltisi hazirlanip 0,8, 0,6, 0,4, 0,2, 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltildi.

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20): 20 gr Na2COs tartilip 100 mL suda ¢ozuld.

3.10. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Toplam flavonoit bilesiklerin miktar tayini AlCls reaktifi kullanilarak modifiye
edilmis kolorimetrik yontemle (Abu Bakar vd 2009) belirlendi. Numunelerde bulunan
flavonoit yapitasina sahip bilesikler AlClz ile renkli kompleksler olusturur. Deneyde yer
alan tepkime mekanizmasi Sekil 3.7°de gosterilmistir (Miliauskas vd. 2004; Kosar vd.
2008):

OH 0
\ @
Al
HO 0 HO 0 /
OH 0
_—>
AlCl
OH O o\g 0

Sekil 3.7. Flavonoit bilesikler ve AICI3 arasindaki tepkime

Deneyde, 96 derin kuyucuklu plak kuyucuklarina 80 uL numune (ekstre, rutin)
tizerine sirasiyla 80 uL AICI3 ¢ozeltisi ve 1,84 mL absolii etanol eklendi. Kor deneyde 80 pl
numune Uzerine AICIs yerine birkag damla asetik asit (%15) ve 1,9 mL absolu etanol ilave
edildi. Plaklar karanlikta 25 °C’de 40 dak bekletildi. Sire sonunda kuyucuklardaki
karistimdan 300 pL alinarak 96-kuyucuklu mikroplaga aktarildi ve plak okuyucuda
absorbans degerleri 415 nm’de okundu.

Standart flavonoit olarak rutin ve kersetin ¢ozeltileri kullanildi (1-0,1 mg/mL).

Standart flavonoit ¢ozeltileri igin kalibrasyon egrisi ¢izilerek denklem ve r? degerleri elde
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edildi. Deney 3x3 tekrar yapilarak sonuglar rutine esdeger olarak hesaplandi (Kosar vd.
2011).

Reaktiflerin hazirlanmast:

Allminyum Klorir ¢ozeltisi (%2): 2,0 gr susuz AlClIs3 tartilarak 100 mL suda ¢oziildii.

Rutin ¢ozeltileri (1-0,1 mg/mL): 1 mg/mL'lik konsantrasyonda ¢6zeltisi hazirlanip
0,8, 0,6, 0,4, 0,2, 0,1 mg/mL'lik konsantrasyonlara seyreltildi.

Kersetin ¢ozeltileri (1-0,1 mg/mL): Maddenin 1 mg/mL’lik konsantrasyonda ¢ozeltisi
hazirlanip 0,8, 0,6, 0,4, 0,2, 0,1 mg/mL’lik konsantrasyonlara seyreltildi.

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20): 20 g Na2COzs tartilip 100 mL suda ¢oziildii.

3.1.1. Ekstrelerinin Antidiyabetik Etkisinin Degerlendirilmesi

G. malaccensis ekstrelerinin antidiyabetik etkileri a-amilaz enzimini inhibe etme
Ozelligine 6lgen Caraway-Somogyi iyodlr/ potasyum iyodir (I/KI) yontemi ile arastirildi
(Zengin vd. 2014). o-amilaz enzimi karbonhidratlarin daha kiglk molekillere kadar
(glukoz) parcalanma siirecini katalize eden bir enzimdir. Ancak, gesitli dogal maddeler bu
enzimin aktivitesini inhibe ederek polimer karbonhidratlarin pargalanmasini engeller.
Dolayisiyla kandaki glukoz seviyesinin artmasi engellenmis olur. Bu tiir maddelerin
arasinda bir¢cok dogal inhibitdr rapor edilmistir (fenolik bilesikler, akorboz vb.).

Deneyde, 96 kuyucuklu mikroplak kuyucuguna 25 pL numune ¢ozeltisi ve 50 pL a-
amilaz (0,8 U/mL 20 mM fosfat buffer, pH=6,9) c¢ozeltisi otomatik pipetorle (8-kanall,
Eppendorf) ilave edildi. Karisim10 dakika boyunca 37 °C'de inkibe edildi. Slre sonunda
kuyucuklara 50 pL substrat (nisasta ¢ozeltisi, %0,05) eklenerek 37 °C'de 10 dakika ikinci
kez inklbe edildi. Sure sonunda reaksiyonun durdurulmasi 25 pL HCI (1 M) ilavesiyle
saglandi. Belirte¢ olarak kuyucuklara 100 pL I/KI c¢ozeltisi ilave edildi. Absorbans
degerleri mikroplak okuyucu ile 630 nm’de okundu. Deneyde pozitif kontrol olarak
akarboz cozeltisi (0,1 mg/mL, fosfat tampon ¢ozelti iginde) kullanildi. Deney 3%3 tekrar
uygulandi.

a-Amilaz aktivitesinin yiizde inhibisyonu (Inh%) asagida verilen denkleme gore

hesaplandu:

49



OpInh = [':Absknntrni_Abfkunrrnihiunk}_':Abfnumune_*‘lb-‘?numuneh[unk}] %100 (3 3)
' ’

ABSypnrrol —AVSponeroibiank

ADbSiontrol:  kontrol kuyucuktaki absorbans degeri, AbSkontroiblank:  Kontrol blank
kuyucugun absorbans degeri, ADShumune: numunenin bulundugu kuyucuktaki absorbans

degeri, AbSnumuneblank: numunenin blank kuyucuktaki absorbans degeri.

Reaktiflerin hazirlanmasi:

Belirteg reaktif: 1,5 gr KI ve 0,5 g I- tartild1 ve 50 mL distile suda ¢6zuldi. Reaktif
amber renkli cam erlende muhafaza edildi.

Tampon ¢ozelti (pH 6,9): 0,150 gr NaH2PO4 ve 0,185 gr Na2HPO;4 tartildi ve 100 mL
distile suda ¢ozildu. pH-metre ile 6l¢iimle yapilarak ¢ozeltinin degeri 6,9 olarak ayarlandi.
Hazirlanmis bufferin iizerine 35 mg NacCl ilave edildi.

Enzim: 1,23 mg porcine pancreas a-amilaz (Type VI-B, >10 unite/mg kat1) tartildi ve
20 mL buffer icerisinde ¢ozuldu.

Standart inhibitér: 1 mg akarboz tartilip 1 mL tampon ¢Ozeltisi igcinde ¢ozuld.

Substrat: Coziiniir nisasta 0,02 gr olarak tartildi ve 40 mL distile su iginde ¢ozuldi.
Cozelti 10 dak kaynatilmadan isitildi. Hazirlanmis ¢6zelti oda sicakligina gelene kadar
sogutuldu.
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4. DENEYSEL BULGULAR
4.1. Ekstrelerin Verim Bilgileri

G. malaccensis yapraklari taze halde ve iki farkli yontemle kurutularak (firin ve
liyofilizator) arastirma materyalleri hazirlandi. G. malaccensis yapraklarindan elde edilen

ekstreler Sekil 4.1.'de gosterilmistir.

Sekil 4.1. G. malaccensis yapraklarindan elde edilen ekstreler

Hazirlanmis yapraklardan elde edilen sivi ekstreler kurutularak verim bilgileri

hesaplandi. TUm ekstrelerin verim bilgileri Tablo 4.1°de verilmistir:

Tablo 4.1. G. malaccensis yaprak ekstrelerinin verim bilgileri

Ekstre turi* Verim, %
TYME 6,8
TYHE 2,8
EKYME 7,1
EKYHE 3,7
LKYME 7,5
LKYHE 4,3

*Ekstrelerin agiklamalar1 Tablo 3.4.’te verilmistir.
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4.2. G. malaccensis Cigek Ugucu Bilesenlerinin Kompozisyonu

G. malaccensis bitkisi cicek agcma doneminde taze cicekleri toplanarak ucgucu
bilesenleri MSD-SPME teknigi ile ekstre edildi. Bu amagla 0,5 g taze cicekler cam balona
konularak tzerine 3 mL su eklenip MSD-SPME teknigi uygulandi. Ugucu bilesenlerin
ekstraksiyonu icin 65 um “mavi” fiber ucu (adsorban: polidimetilsiloksan-divinilbenzen)

kullanildi. Ekstraksiyon stiresi 3 dakika olarak uygulandi. Ekstraksiyon i¢in kullanilan

MSD-SPME diizenegi Sekil 4.2.'de gdsterilmistir.

- EPMNE wu

‘ (az wansfen hath

l Czm lainar

Teatiorug enpeltor mvdasi

4——— Kapilardolenle zilika lolonu

l

Dradaktfr

Sekil 4.2. SPME Termal desorpsiyon

SPME ucundaki absorbe olan ugucu bilesenler termal desorpsiyon yolu ile gaz
kromatografisi sistemine enjekte edildi ve analizi gergeklestirildi. G. malaccensis

cigeklerinin ugucu bilesenlerinin kromatografik profili Sekil 4.3.’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.3. G. malaccensis bitkisinin ¢igeklerine ait ucucu bilesenlerinin kromatografik profili

Cicek ugucu bilesenlerinin analizi polar HP-Innowax kolonda gradient sicaklik
program: uygulanarak gerceklestirildi. Kolonda ayrilan bilesiklerin teshisi MS detektorden
alinan kiitle spektrum bilgileri, RRI (relative retention index) ve alikonma zamani bilgileri
kullanilarak gergeklestirildi. Bilesiklerin bagil bolluklari, FID detektorden c¢ikan alan
degerleri kullanilarak saptandi. Tablo 4.2.’de maddelerin polar kolondaki ¢ikis sirasi, bagil

yuzdelikleri ve RRI degerleri verilmistir.

Tablo 4.2. G. malaccensis ¢igeklerinin u¢ucu bilesenleri

No RRI Bilesik %
1. 1032 o-Pinen 4,5
2. 1118 B-Pinen 2,8
3. 1132 Sabinen 0,7
4, 1145 1-Undesen 13
5. 1159 5-3-Karene 0,3
6. 1174 Mirsen 2,4
7. 1203 Limonen 0,3
8. 1218 B-Fellandren e

9. 1266 (E)-B-Osimen 2,2
10. 1290 Terpinolen 0,3
11. 1386 Oktenil asetat e

12. 1400 Nonanal e

13. 1460 2,6-Dimetil-1,3(E),5(E), 7-oktatetraen e

14. 1466 a-Kubeben 0,7
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Tablo 4.2. (Devam) G. malaccensis ¢igeklerinin ugucu bilesenleri

No RRI Bilesik %
15. 1493 a-Ylangen e
16. 1495 Bisikloelemen 2,9
17. 1497 o-Kopaen 1,5
18. 1549 B-Kubeben e
19. 1589 B-Ylangen 0,2
20. 1600 B-Elemen 0,8
21. 1604 2-Undekanon 0,1
22. 1612 B-Karyofillen 34
23. 1628 Aromadendren 14
24. 1658 Sabinil asetat 0,2
25. 1668 (2)-p-Farnesen 0,6
26. 1677 epi-Zonaren 0,3
27. 1687 a-Humulen 1.8
28. 1704 y-Muurolen e
29. 1708 Leden 0,7
30. 1726 Germakren D 0,6
31. 1732 Kadina-3,5-dien 0,5
32. 1743 Eremofilen 3,3
33. 1755 Bisiklogermakren 2,6
34. 1773 3-Kadinen 36,4
35. 1799 Kadina-1,4-dien (=Kubenen) 0,4
36. 1853 cis-Kalamenen 0,2
37. 1868 (E)-Geranil aseton e
38. 1941 a-Kalacoren e
39. 2050 (E)-Nerolidol 0,1
40. 2051 Gleenol 2,6
41. 2058 10-epi-Elemol 0,5
42, 2088 1-epi-Kubenol 22,4
43, 2144 Spatulenol 0,1
44, 2145 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0,1
45, 2161 Hekzahidro-farnesilaseton 0,3
46. 2173 Kopaborneol 0,2
Toplam 99,7

e: eser, <%0,1; RRI: relatif alikonma indisi.
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4.3. G. malaccensis Yaprak Ucucu Bilesenlerinin Kompozisyonu

G. malaccensis yapraklarimin ugucu bilesenlerinin analizi gaz kromatografisi
yontemiyle gerceklestirildi. Bu amagla yapraklardan elde edilen hekzanli ekstreler GC-
MS/FID sistemine enjekte edildi. G. malaccensis yapraklarinin ugucu bilesenlerinin analizi
polar HP-Innowax kolonda gradient sicaklik programi uygulanarak gergeklestirildi.
Kolonda ayrilan bilesiklerin teshisi MS detektdrden alinan kiitle spektrum bilgileri, RRI
(relative retention index) ve alikonma zamani bilgileri kullanilarak gerceklestirildi.
Bilesiklerin bagil bolluklar1 FID detektérden ¢ikan alan degerleri kullanilarak saptandi. G.
malaccensis bitkisinin taze yapraklar1 (Tablo 4.3.), etiivde kurutulan yapraklar1 (Tablo
4.4.), ve liyofilizatorde kurutulmus yapraklarindan (Tablo 4.5.), elde edilen ugucu
bilesiklerin polar kolondaki ¢ikis sirasi, bagil yiizdelikleri ve RRI degerleri asagida yer

almaktadir.

Tablo 4.3. G. malaccensis bitkisinin taze yapraklarinin ugucu bilesenleri

No RRI Bilesik %
1. 1386 Oktenil asetat 0,6
2. 1497 o-Kopaen 0,8
3 1599 (E,Z)-Nonadienal 1,0
4. 1612 B-Karyofilen 2,1
5 1687 o-Humulen 2,6
6. 1726 Germakren D 1,6
7. 1743 Eremofilen 19
8. 1755 Bisklogermakren 7,4
9. 1773 8-Kadinen 17,4
10. 2051 Gleenol 6,3
11. 2088 1-epi-Kubenol 53,3
12. 2144 Spatulenol 2,3
13. 2145 Muurola-4,10(14)-dien-1-ol 0,7
14. 2157 Khavibetol 0,7
15. 2173 Kopaborneol 0,7
Toplam 99,4

RRI: relatif alikonma indisi.
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G. malaccensis bitkisinin taze yapraklarmin ugucu bilesenlerinin ait kromatogram
Sekil 4.4.'te yer almaktadir.
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Sekil 4.4. G. malaccensis bitkisinin taze yapraklarinin ugucu bilesenlerinin kromatografik profili

Tablo 4.4. G. malaccensis bitkisinin etiivde kurutulmug yapraklarimin u¢ucu bilegenleri

No RRI Bilesik %

1. 1213 1,8-Sineol 1,8
2. 1426 Heptil izobtirat 1,7
3. 1450 trans-Linalool oksit (Furanoit) 4,9
4, 1478 cis-Linalool oksit (Furanoit) 43
5. 1532 Kafur 57
6. 1553 Linalool 17,6
7. 1565 Linalil asetat 11,5
8. 1590 Bornil asetat 1,0
9. 1591 Lavandulil asetat 0,6
10. 1612 B-Karyofillen 0,7
11. 1631 Hekzil tiglat 0,6
12. 1706 a-Terpineol 17
13. 1719 Borneol 49
14. 1770 trans-Linalool oksit (Pyranoit) 0,7
15. 1755 Bisiklogermakren 1,6
16. 1765 Geranil asetat 1,0
17. 1773 5-Kadinen 5,7
18. 1896 Neofitadien izomer | 57
19. 1949 (2)-3-Hekzenil nonanoat 2,0
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Tablo 4.4. (Devam) G. malaccensis bitkisinin etiivde kurutulmug yapraklarinin ugucu bilegenleri

No RRI Bilesik %
20. 1961 3,7-Dimetil-1,5-oktadien-3,7-diol 1,0
21. 2088 1-epi-Kubenol 3,0
22. 2622 Fitol 21,0

Toplam 98,7

RRI: relatif alikonma indisi.

G. malaccensis bitkisinin etiivde kurutulmus yapraklariin ugucu bilesenlerinin ait

kromatogram Sekil 4.5."te yer almaktadr.
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Sekil 4.5. G. malaccensis bitkisinin etiivde kurutulmus yapraklarimin u¢ucu bilesenlerinin

kromatografik profili

Tablo 4.5. G. malaccensis bitkisinin liyofilizatorde kurutulmus yapraklarinin u¢ucu bilesenler

No RRI Bilesik %
1. 1755 Bisiklogermakren 2,1
2. 1773 d-Kadinen 6,1
3. 1896 Neofitadien izomer | 27,7
4. 1956 Neofitadien 6,9
5. 2088 1-epi-Kubenol 7,6
6. 2622 Fitol 49,6

Toplam 100

RRI: relatif alikonma indisi.
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Liyofilize G. malaccensis yapraklarinin ugucu bilesenlerine ait kromatogram Sekil

4.6.'da yer almaktadir.
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Sekil 4.6. G. malaccensis bitkisinin liyofilizatorde kurutulmus yapraklarmmin u¢ucu bilesenlerinin

kromatografik profili

4.4. Sivi Kromatografik Analiz Sonuclan

G. malaccensis yapraklarindan elde edilen metanolli ekstrelerinin  kimyasal
kompozisyon bilgileri LC-MS/MS teknigi ile arastirildi. G. malaccensis taze
yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin genel kromatografik profili Sekil 4.7.’de

gosterilmistir.

Absorbance, mAU

Sekil 4.7. Taze G. malaccensis yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin genel kromatografik
profili
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Etlivde kurutulan G. malaccensis yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin LC-
MS teknigi ile gerceklestirilen analizinde iyonlasan madde bulunmamistir. Bu sebeple bu
ekstrenin kromatografik profil goriintiisii sunulmamustir. Liyofilize edilerek kurutulduktan
sonra ekstre edilen G. malaccensis yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin genel

kromatografik profili Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

Absorbance, mAU
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Sekil 4.8. Liyofilizatorde kurutulmus G. malaccensis yapraklarima ait metanollii ekstrenin genel

rrrrrrrrrrrr

kromatografik profili (Rt:6.7 min: 3-kafeoilkinik asit (klorojenik asit), Rt: 11.5 min: 3,5-
dikafeoilkinik asit)

G. malaccensis yapraklarindan elde edilen metanollii ekstresinde sivi kromatografisi
teknigiyle birka¢ fenolik bilesik kolonda ayrilarak kiitle spektrum bilgilerine gore teshis
edilmistir. Fenolik bilesiklerin arasinda 3-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) ve 3,5-
dikafeoilkinik asit tespit edilmistir. Teshis edilen klorojenik asidin kiitle spektrumu Sekil

4.9°da gosterilmistir.

AL e ]

Sekil 4.9. G. malaccensis yapraklarina ait metanollii ekstrede tespit edilen 3-5 kafeolkinik asit

spektrumu
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4.5. Antioksidan Aktivite Sonugclar
45.1. Ekstrelerin serbest radikal sipurucu etkileri (DPPH deneyi)

Tum ekstrelerin serbest radikal supurict etkileri model DPPH" radikali kullanilarak
spektrofotometrik yontemle arastirildi. Deney mikrotiter plak teknigi kullanilarak
gerceklestirildi. Ekstrelerin inhibisyon degerleri Tablo 4.6.”da verilmistir.

Tablo 4.6. G. malaccensis ekstrelerinin DPPHeradikali iizerindeki inhibisyon degerleri

Inh**

(Ort£SS, %)

Ekstre tiri*

10,28
TYME *
15

22,87
TYHE +
1,4

12,84
EKYME +
0,2

43,48
EKYHE +
1,4

61,17
LKYME +
15

46,64
LKYHE +
29

88,54
Gallik asit (1 mg/mL) +
0,2

*Ekstrelerin ~ kisaltma  isim  agiklamalari  Tablo 3.4’te
aciklanmistir; **% inhibisyon degerleri 2.5 mg/mL derisimdeki

ekstreler igin verilmistir. Ort: ortalama deger; SS: standart sapma.
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45.2. Ekstrelerin Troloks’a esdeger antioksidan kapasitesi (TEAK)

Tim ekstrelerin serbest radikal stptrict etkileri model ABTS™ radikal katyonu
kullanilarak spektrofotometrik yoOntemle arastirildi. Deney mikrotiter plak teknigi
kullanilarak gergeklestirildi. Numunelerin antioksidan etkileri Trolox un (standart inhibitor
madde) ABTS™ radikalini siipiirme etkisi ile karsilagtirilarak belirlendi. Ekstrelerin

inhibisyon degerleri Tablo 4.7.”de verilmistir

Tablo 4.7. G. malaccensis ekstrelerinin Trolox a esdeger antioksidan kapasitesi

TEAK**
(Ort£SS, mM)

Ekstre tiri*

0,41
TYME +
0,04

0,36
TYHE +
0,02

0,76
EKYME +
0,06

0,38
EKYHE +
0,04

1,41
LKYME +
0,35

0,95
LKYHE +
0,05

*Ekstrelerin kisaltma isim agiklamalar1 Tablo 3.4’te
aciklanmistir; **TEAK degerleri 10 mg/mL derisimdeki
ekstreler i¢in verilmistir, Ort: ortalama deger; SS:

standart sapma.
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Hesaplamalarda kullanilan Trolox maddesinin kalibrasyon egrisi Sekil 4.10.’da

gosterilmistir.

100
y=31,14x+1,793 =9
80 R*=0,990
..
£ 060
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Sekil 4.10. Trolox kalibrasyon egrisi

Ekstrelerin icerdikleri Trolox’a es deger antioksidan kapasitesi trolox i¢in elde edilen

kalibrasyon egrisi denklemini kullanilarak hesaplandi:
y =31,14x + 1,793 (r? = 0,990) (4.1)

4.6. Ekstrelerin Toplam Fenolik Miktari
G. malaccensis yapraklarindan elde edilen ekstrelerde TPC Folin-Ciocalteau
reaktifiyle spektrofotometrik olarak 6lgildii. Sekil 4.11.'de yer alan kalibrasyon egrisi gallik

asit ¢ozeltisi kullanilarak elde edilmistir.

1,40
1.20
1,00 _
0.80 o
0,60 e

0.40

0,20
0,00

y = 1.186x+ 0,085 e
R==0.993 :

Absorbans

0 0,5 1 L.5
Kongantrasy on, mg/imL

Sekil 4.11. Gallik asit kalibrasyon egrisi
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Ekstrelerin icerdikleri TPC degerleri gallik asit i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi

denklemini kullanilarak hesaplandi:
y =1,186x + 0,085 (r? = 0,993) 4.2)

Gallik asite esdeger olarak hesaplanan sonuglar Tablo 4.8.’da yer almaktadir.

Tablo 4.8. G. malaccensis yapraklarina ait ekstelerin toplam fenol miktarlar:

Toplam Fenol Miktari,
(O rtiSS, GAEmg/gekstre)

Ekstre tiri*

10,6
TYME *
0,6

3,1
TYHE *
0,7

6,9
EKYME *
0,8

6,0
EKYHE +
1,1

19,7
LKYME *
0,9

13,2
LKYHE *
1,5

*Ekstrelerin  kisaltma isim aciklamalarni Tablo 3.4’te
aciklanmustir; Ort: ortalama deger; SS: standart sapma; GAE:
mg/g 1 g ekstredeki Gallik asit’e esdeger fenol miktari

4.7. Ekstrelerin Toplam Flavonoit Miktar:

G. malaccensis bitkisinin yapraklarindan elde edilen polar ve apolar ekstrelerdeki
TFC AICI3 ile olusturdugu kompleksin renginin spektrofotometrik olarak oOlgiilmesi ile
tespit edildi.

63



Flavonoit miktarlar1 kersetin’e esdeger olarak elde edilen kalibrasyon egrisi
denklemini kullanilarak hesaplandi:

y =0,773x - 0,0007 (r? = 0,999) 4.3)

Rutine esdeger olarak hesaplanan toplam flavonoit miktarlarina ait veriler Tablo

4.9.°da yer almaktadir.

Tablo 4.9. G. malaccensis yapraklarina ait ekstelerin toplam flavonoit miktarlar

Toplam Flavonoit Miktari,
(Ort£SS, KE mg/g ekstre)

Ekstre turi

TYME -

1,5
TYHE +
0,1

EKYME *

EKYHE +

LKYME +

5,0
LKYHE +
0,7

*Ekstrelerin  kisaltma isim ac¢iklamalari Tablo 3.4’te
aciklanmustir; Ort: ortalama deger; SS: standart sapma; KE:

mg/g kersetin’e esdeger flavonoit miktari

Rutin ¢ozeltileri (0-1 mg/mL) igin elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 4.12.'de yer

almaktadir.
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Sekil 4.12. Rutin kalibrasyon egrisi

4.8. Ekstrelerin Anti-diyabetik Aktiviteleri

G. malaccensis bitkisinin yapraklarinin karbonhidrat metabolizmasi tizerinde etkili
olan a-amilaz enzimini inhibe etme potansiyeli proje kapsami igerisinde mikrotiter plak
teknigi ile degerlendirilmistir. G. malaccensis yaprak ekstelerinin o-amilaz enzimi

Uzerindeki inhibisyon degerleri Tablo 4.10.'da yer almaktadir.
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Tablo 4.10. G. malaccensis yaprak ekstrelerinin a—amilaz enzimi iizerindeki inhibisyon degerleri

*Ekstre tiirii **[nh% (Ort£SS)

12,68
TYME *
1,2

21,98
TYHE *
2,4

46,12
EKYME +
4.4

53,07
EKYHE *
4,5

19,98
LKYME *
18

39,60
LKYHE *
3,3

93,56
Akarboz* +

1,9

*Ekstrelerin  kisaltma isim agiklamalar1 Tablo 3.4°te
aciklanmistir; **Inh % Yiizde degerleri 5 mg/mL
derisimdeki ekstreler icin verilmistir Ort: ortalama deger;

SS: standart sapma; *Standart enzim inhibitori
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5. TARTISMA VE SONUC
5.1. Ekstrelerin Verim Degerlendirmeleri

G. malaccensis yapraklarindan arastirma kapsaminda polar ve apolar ¢oziiciiler
kullanilarak alt1 farkli ekstre elde edildi. Verim bilgilerine bakildiginda metanollii liyofilize
ekstrenin verimi (%7,5) en yiiksek olarak saptanmistir. Verime ait bilgilere gore metanollii
ekstreler daha yuksek verime sahiptir. Apolar ¢ozucu ile elde edilen ekstrenin verimleri tim
kurutma yontemleri i¢in daha diisiik olarak saptanmistir.

Tiim ekstreler icerisinde TYHE daha acik sarims1 renkte ve daha diisiik verimdedir.
Diger ekstreler birbirine benzer sekilde klorofile has koyu yesil rengindedir.

Ekstrelerin verimlerine ait grafik Sekil 5.1'de yer almaktadir.

6
5
3
2
1
0

TYME TYHE FKYME FEKYHE TKYME T.KYHE

Verim %
.

Sekil 5.1. Ekstrelerin verimlerine ait grafik

Literatiirde bulunan Gynura tiirti bitkilerle yapilan ¢alismalarda ¢6ziicli olarak su,
etanol, hekzan, metanol, etil asetat, kloroform ve diger alt fraksiyonlar kullanilmistir.
Arastirma kapsaminda elde edilen verim bilgileri kaynak bilgileri ile karsilastirildiginda,
¢oziicii ve tiir farki sebebiyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilen farkliliklar gézlemlenmistir. Gynura

yapraklarinin verimi kaynaklarda %0,3-%84,5 arasinda degismektedir (Wu vd. 2015;
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Puangpronpitag vd. 2010). Gynura bitkilerine ait verimlerdeki u¢ farkliliklarin ¢oziicii ve
tiir farki sebebiyle ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir.

Bir ¢alismada G. procumbens yapraklarina ait kloroformlu, etil asetatli ve n-biitanolli
fraksiyonlarinin verimleri sirasiyla %1,68, %6,40 ve %8,64 ve ham etanolli ekstre verimi
%27,83 (Kaewseejan vd. 2014), metanollli ekstre verimi ise %12,2 (kuru agirlik bazinda)
olarak (Rosidah vd. 2009) tespit edilmistir.

G. bicolor yapraklari ile yapilan bir ¢aligmada alkolli ekstrenin verimi %0,9 sulu
ekstrenin %4,2 ve eterli ekstrenin verimi de %0,3 olarak tespit edilmistir (Wu vd. 2015).

Bir bagka calismada, 40 °C'de firinda kurutulan G. procumbens yapraklariin etanollii
ekstresi %1,4 (Wang vd. 2013) ve etanolli ekstrenin butanollu fraksiyonu %2'lik (Hoe vd.
2011) verimle elde edilmistir. 45 °C firinda kurutulan G. segetum yapraklarin petrol eterli
(%13,2), kloroformlu (%15,3) ve metanollii (%21,5) ekstreleri ise daha ylksek verime
sahip olarak rapor edilmistir (Seow vd. 2011; Seow vd. 2012). G. segetum yapraklarindan
Soxhlet apareyi kullanilarak elde edilen petrol eterli (%6,2), kloroformlu (%7,4) ve
metanolli (%10,4) ekstrelerinin verimleri daha diisiik rapor edilmistir (Seow vd. 2014 a).
G. segetum yapraklari icin de su ile ekstraksiyon, etanol ile ekstraksiyona kiyasla daha
yiiksek verim vermistir (Seow vd. 2013). Liyofilize edilerek kurutulan G. procumbens
yapraklar1 tizerinde yapilmis bir ¢alismada polar ¢ozlcl ile en yiiksek miktarda bilesen
ckstre edilmistir: Su, butanol ve etil asetat ile elde edilen ekstrelerin verimleri sirasiyla
%33, %23 ve %2 olarak bildirilmistir (Algariri vd.2014). G. procumbens yapraklarinin
tizerinde yapilan baska bir arastirmada, en ylksek ekstraksiyon verimi, (%84,51)
damitilmis su elde edilmistir (Puangpronpitag vd. 2010).

G. formosana Kitam. yapraklarinin arastirildigi baska calismalarda, petrol eteri,
kloroform, etil asetat ve butanol ile elde edilen ekstrelerin verimleri sirasiyla %9,9, %2,3,
%3,2 ve %5,8 olarak rapor edilmistir (Ma vd. 2018; Ma vd. 2017).

5.2. Bitki Cicek Ucucu Bilesenlerinin Kompozisyonu
G. malaccensis bitkisi cicek agma doneminde toplanan taze cicgeklerinin ugucu

bilesenleri MSD-SPME teknigi ile ekstre edilerek gaz kromatografisi teknigi ile analiz

edildi. G. malaccensis bitkisinin gigeklerinin kimyasal bilesimi Tablo 4.2.’de listelenmis,
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kromatografik profili ise Sekil 4.3.‘te gosterilmistir. Cicek ugucu bileseninin %99,7’sini
olusturan toplam 46 bilesik tespit edilmistir. Cigek ucucu bilesiminde basta 5-kadinen
(%36,4) ve 1-epi-kubenol (%22,4) olmak Uzere seskiterpen maddeler ana bilesikler olarak
saptanmigtir. Diger Onemli Dbilesiklerin arasinda, monoterpen; a-pinen (%4,5),
seskiterpenler; B-karyofillen (%3,4), eremofilen (%3,3) ve bisikloelemen (%2,9) tespit
edilmistir. Genel madde gruplari dagilimina bakilinca, ¢i¢cek ugucu bilesenleri arasinda
agirlikl olarak sirasiyla oksijensiz seskiterpenler (%58,3), oksijenli seskiterpenler (%26,3),
oksijensiz monoterpenler (%13,5) ve oksijenli monoterpenler (%0,2) bulunmustur. G.

malaccensis ¢igeklerindeki ugucu bilesenlerinin madde dagilimi Sekil 5.2.’de gosterilmistir.
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Oksijensiz Oksijenli Oksijensiz Oksijenli
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Sekil 5.2. G. malaccensis ¢igek ucucu bilesenlerinin madde dagilimi

Kaynak taramasi sirasinda Gynura tiirlerinin  ¢igek ugucu bilesenlerinin
kompozisyonuna rastlanmamustir. Ancak, yaprak ugucu bilesenleri {izerinde bir¢ok ¢aligma
yapilmis olup (Lokhande vd. 2014), sadece birka¢ Cin kaynakli Gynura tiiriiniin yapraklari
iizerinde SPME c¢alisma sonuglar1 mevcuttur. Ornegin, G. bicolor; p—karyofillen (175-
203,4x10°%), a-karyofillen (49-42x10°), a-kopaen (51,6-33,5x10°) ve a-pinen (2-72x10°)
acisindan zengin olup, G. divaricata; B—karyofillen (43,7-48,2x10°), a—pinen (49,7-
1,6x108) ve a-kopaen (23,3-17,6x10°) icermektedir. G. medica ise y-kadinen (80,8x105),
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B—karyofillen (38,7x10°), eliksen (21,1x10% ve velimonen (20,1x10%) acisindan zengin
bulundugu daha 6nceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Chen vd. 2012; Ren vd 2014).

5.3. G. malaccensis Yaprak Ucucu Bilesenlerinin Kompozisyonu

G. malaccensis yaprak ugucu bilesenleri hekzan ile ekstre edilerek kimyasal
kompozisyonu gaz kromatografisi yontem kullanilarak incelendi. Yaprak ugucu
bilesenlerinin kimyasal bilesimi Tablo 4.3., 4.4. ve 4.5.’te listelenmis ve kromatografik

profilleri Sekil 4.4., 4.5. ve 4.6.”da gosterilmistir.

Taze yapraklar:

Ugucu bilesenlerin %99,4’iinii olusturan toplam 15 bilesik saptanmustir. Cigek ugucu
bilesenine benzer sekilde taze yapraklarda ana bilesikler olarak 5-kadinen (%17,4) ve 1-epi-
kubenol (%53,3) en yiiksek bagil yiizdeliklere sahiptir. Diger dnemli bilesiklerin arasinda
oksijenli seskiterpenler; spatulenol (%2,3) ve gleenol (%6,3), oksijensiz seskiterpenler;
bisikloelemen (%7,4), a-humulen (%2,6), eremofilen (%1,9), germakren D (%1,6) ve B-
karyofillen (%2,1) tespit edilmistir. Genel madde gruplar1 dagilimina bakilinca, taze
yapraktaki ucucu bilesenleri arasinda agirlikli olarak oksijensiz seskiterpenler (%33,8) ve
oksijenli seskiterpenler (%57,7) bulunmustur (Tablo 4.3.). Taze yapraktaki ucucu madde

gruplarimin dagilimi Sekil 5.3.°te gosterilmistir.
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Sekil 5.3. Taze yapraklardaki u¢ucu madde gruplarimin dagilimi
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Etiivde kurutulmus yapraklar:

Ugucu bilesenlerin % 98,7’sini olusturan toplam 22 bilesik saptanmustir. Elde edilen
ucucu bilesikler igerisinde fitol (%21,0), linalool (% 17,6) ve linalil asetat (%11,5) en
yiiksek bagil yiizdelige sahiptir (Tablo 4.4.). Diger 6nemli bilesiklerin arasinda oksijenli
monoterpenler; kafur (%5,7), borneol (%4,9), trans-linalool oksit (furanoit) (%4,9), cis-
linalool oksit (furanoit) (%4,3), oksijensiz seskiterpenler; &—kadinen (%5,7) ve
bisiklogermakren (%21,6), oksijenli seskiterpenler; 1-epi-kubenol (%3,0), diterpenler;
neofitadien izomer | (%5,7) tespit edilmistir. Genel madde gruplar1 dagilimina bakilinca
etitvde kurutulan yaprak ugucu bilesenleri arasinda agirlikli olarak sirasiyla oksijenli
monoterpenler (%55,0), diterpenler (%26,7), oksijensiz seskiterpenler (%7,3), oksijenli
seskiterpenler (%3,0) ve esterler (%0,6) bulunmustur. Etivde kurutulan yaprak ugucu

madde gruplarinin dagilimi Sekil 5.4.’te gosterilmistir.

60
50
40

30

%

20

10

. I

Oksijenli Oksijensiz Oksijenli Diterpen
monoterpen seskiterpen seskiterpenler

Sekil 5.4. Etiivde kurutulan yaprak ucucu madde gruplarinin dagilimi

Liyofilizatorde kurutulmus yapraklar:

Ucgucu bilesenlerin %100’iinii olusturan toplam 6 bilesik saptanmistir. Elde edilen
sonuclara gore, fitol (%49,6) ve neofitadien izomer | (%27,7) ekstredeki en yiiksek bagil
yiizdelige sahiptir (Tablo 4.5.). Diger 6nemli bilesiklerin arasinda oksijensiz seskiterpenler;
d—kadinen (%6,1), bisiklogermakren (%2,1), oksijenli seskiterpenler; 1-epi-kubenol
(%7,6), diterpenler; neofitadien (%6,9) tespit edilmistir. Genel madde gruplar1 dagilimina

71



bakilinca liyofilizatorde kurutulan yapraklarin ugucu bilesenleri arasinda agirlikli olarak
sirasiyla diterpenler (%84,2), oksijensiz seskiterpenler (%8,2), oksijenli seskiterpenler
(%7,6) bulunmustur. Liyofilize yaprak ugucu madde gruplarinin dagilimi Sekil 5.5.’te

gosterilmistir.
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Sekil 5.5. Liyofilizatérde kurutulan yaprak u¢cucu madde gruplarimin dagilimi

Daha oOnceki ¢alismalarda G. cusimbua bitkisinin toprak Usti kisimlarindan izole
edilen ugucu yagin GC ve GC/MS ile analizleri yapilmis ve ugucu bilesenler tanimlanmigtir
(Rana vd. 2007). Verilerde yer alan a-humulen (%6,20), a-kopaen (% 5,61), fitol (%3,21),
germakren D (%3,0), a-pinen (%1,33), a-kadinen (%1,26), ve B-karyofilen (% 1,08)
bilesenleri sonuglarimizla benzerlik gosteren bilesenlerdir.

Kaynak taramasinda, bir ¢alismada, G. divaricata yaprak ekstrelerindeki ugucu yagin
bilesenleri, GC/MS teknigi ile belirlenmistir. G. malaccensis ugucu bilesenlerine benzer
sekilde kubenol (%19,8), 6-kadinen (%11,79), spatulenol (%12,2), sedren (%6,38), p-
karyofilen (%5,77), y—elemen (%4,93), fitol (%4,88), a-karyofillen (%4,77), a-kubeben
(%0,22), 1-undesen (%0,21) gibi mono ve seskiterpen grubu ugucu bilesenlere rastlanmigtir
(Qin vd. 2006).

Firinda 45 °C'de kurutularak hazirlanan G. segetum yapraklarmin GC/MS teknigi ile
analiz edildigi bir ¢alismada, kloroformlu ekstrede yuksek oranda fitol (%14,2) ve
neofitadien (%13,7), ayrica da 9,12-oktadekadienoik asit (%6,62), hekzadekanoik asit (%
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6,01), 9,12,15-oktadekatrienoik asit (%5,59) ve undekan (%1,69) tespit edilmistir (Seow
vd. 2011).

G. bicolor koklerinin iizerinde yapilmig bir ¢alismada da, mono- (B-fellandren, o-
fellandren, B-mirsen) ve seskiterpenler (d-elemen, B-elemen, y-elemen, B-karyofilen, o-

kopaen, d-kadinen, germakren D, eliksen) tespit edilmistir (Ren vd. 2014).

5.4. LC/MS Sonuglarinin Degerlendirilmesi

G. malaccensis bitkisinin metanollti ekstrelerinin sivi  kromatografisi analizi
sonuglarina gore yapraklarda fenolik bilesikler tespit edildi. Ana bilesik olarak klorojenik
asit ve dikafeolkinik asit (kafeol kinik asit) varlig1 teshis edilmistir. Klorojenik asit 6nemli

biyolojik aktiviteleri olan fenolik bir bilesiktir (Sekil 5.6).

OH

HO

Sekil 5.6. Klorojenik asit

Klorojenik asit iizerinde yapilan arastirmalar, antienflamatuvar ve analjezik aktivite
(Dos Santos vd. 2006) ve antioksidan aktivite (Nakatani vd. 2000) ile iliskili oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte ¢aligmalar klorojenik asitin  viicut agirhigmi, lipit
metabolizmasimm1 ve obezite ile ilgili hormonlarin diizeylerini diizenledigini de rapor
etmistir (Cho vd. 2010).

Literatiir ile kiyaslanabilecek G. malaccensis yapraklarina ait veri saptanamamuistir.
Diger Gynura tiirii bitkileri ile daha 6nce yapilan aragtirmalara gére Gynura cinsi bitkilerin
yapraklarinda fenolik bilesiklerin varhigi rapor edilmistir. Fenolik bilesikler ve

izoflavonoitlerden; dikafeolkinik asit, gallik asit, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit,
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mirsetin, kersetin, kemferol tespit edilmistir (Zhu vd. 2013 ; Wu vd. 2015; Yin vd. 20018;
Liu vd. 2010; Mongkhonsin vd. 2016; Hassann vd. 2010; Wan vd. 2013).

5.5. Ekstrelerin Antioksidan Aktiviteleri
5.5.1. Ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkilerinin degerlendirilmesi (DPPH deneyi)

G. malaccensis yapraklarina ait ekstrelerin antioksidan aktivitesine ait deneyde,
elektron transferine dayali DPPH test sistemi kullanildi. Sonuclar spektrofotometrik olarak
degerlendirildi. Test edilen ekstreler belli bir konsantrasyonda uygulanarak mikroplak titer
teknigiyle deneye tabi tutuldu. Sekil 5.7.’de G. malaccensis ekstrelerinin DPPH reaktifi

tizerindeki etkisi ile gozlemlenen renk degisimi gosterilmistir.

Sekil 5.7. G. malaccensis ekstrelerinin DPPH reaktifi Gzerindeki etkisi

Test numunelerinin ylzde inhibisyon degerleri standart antioksidan madde olan gallik
asitin degerleriyle kiyaslandi. inhibisyon degerleri %50’den biiyiikk olan numuneler igin
ICso (Hiicrelerin Canliiginin Yarisim inhibe Eden Konsantrasyon) degerleri SigmaPlot
12.0 programi kullanilarak hesaplandi. Test edilen ekstrelerin arasinda LKYME ve
LKYHE numuneleri digerlerine gére daha yiiksek yiizde inhibisyon etkisi sergiledi (Tablo
4.6.). En ylksek inhibisyon etkisinin (% 61,17) LKYME tarafindan gosterildigi saptandi.
Hesaplanan 1Cso degeri 0,53+0,02 mg/mL olarak belirlendi. LKYME icin elde edilen
konsantrasyon ve inhibisyon degerleri arasindaki iliski logaritmik olarak cizilen egride

Sekil 5.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.8. LKYME icin elde edilen konsantrasyon ve inhibisyon degerleri arasindaki iligki logaritmik

egrisi

Kayda deger inhibisyon verileri (%46,64) liyofilize hekzanl ekstre (LKYHE) igin de
elde edilmistir. SigmaPlot programi ile hesaplanan ICsg degeri 0,38+0,02 mg/mL olarak
belirlenmistir. LKYHE i¢in elde edilen konsantrasyon ve inhibisyon degerleri arasindaki

iliski logaritmik olarak ¢izilen egride gosterilmistir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. LKYHE i¢in elde edilen konsantrasyon ve inhibisyon degerleri arasindaki iligki logaritmik
egrisi

Taze yapraklardan elde edilen ekstreler ise en diisiik inhibisyon degerine sahiptir.

Ekstrelerin DPPH (zerindeki inhibisyon yiizdeleri Sekil 5.10.°da yer alan grafikte

verilmistir.
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Sekil 5.10. Ekstrelerin DPPH deneyine ait yiizde inhibisyon grafigi

Kaynak taramas1 sirasinda diger Gynura tiirlerinin ¢esitli ekstrelerinin inhibisyon
degerleri rapor edilmistir. G. procumbens etil asetatli ekstresi (0,1 mg/mL) ~ %80,
butanollu fraksiyonu ise =~%40 inhibisyon degerlerini gostermistir (Rosidah vd. 2008). Bir
calismada da G. procumbens yapraklarin etanollii ekstresi ve fraksiyonlarinin serbest
radikal slpuricu etkisi DPPH yontemiyle 0,22-3,33 mg/mL (Kaewseejan vd. 2015) ve
1,86-82,71 mg/mL (Murugesu vd. 2017) ICso degerleri arasinda rapor edilmistir. G.
procumbens'in  farkli  konsantrasyondaki etanollii  eksetrelerinden elde edilen
polisakkaritlerin 1000 mg/mL'de serbest radikal stipirici etkisinin %10 ile %40 arasinda
oldugu rapor edilmistir (Li vd. 2017).

G. formasana Kiamnra yapraklarindan %70’lik asetonla elde edilen ekstrenin bir
fraksiyonu, 25 pg/mL konsantrasyonda ~%80 inhibisyon degeri gostermistir (Hou vd.
2004). Baska bir ¢alismada, G. formasana yapraklarinin etil asetatli ekstresi icin elde edilen
ICso degeri 20 pg/mL dir (Ma vd. 2017). G. bicolor bitkisi floresan ve sodyum lambalari
altinda yetistirildigi kosullarda sulu alkollii ekstreleri %~80’lik inhibisyon degeri
gostermisken, LED lambasi altinda yetisen bitki ekstresinin inhibisyon degeri ise %60
olarak rapor edilmistir (Shao vd. 2015).

G. divaricata yapraklarindan elde edilen %45 etanolli ekstrelerin DPPH
yontemleriyle farkli sicakliklarda 6lgiilen serbest radikal temizleme kapasitesinin % 46,10
ile % 89,67 arasinda degistigi rapor edilmistir (Wan vd. 2011).
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5.5.2. Ekstrelerin Troloks’a esdeger antioksidan kapasitelerinin degerlendirilmesi (TEAK)
Tum ekstrelerin serbest radikal stpuricu etkileri model ABTS™ radikal katyonu
kullanilarak spektrofotometrik yontemle hesaplandi. Deney mikrotiter plak teknigi
kullanilarak gergeklestirildi. Numunelerin antioksidan etkileri Trolox’un (standart madde)
ABTS'" radikalini siipiirme etkisi ile karsilagtirilarak belirlendi. Sekil 5.11.°de G.

malaccensis ekstrelerinin ABTS™ reaktifi tizerindeki etkisi gosterilmistir.

Sekil 5.11. G. malaccensis ekstrelerinin ABTS+ reaktifi iizerindeki etkisi

Ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan kapasitelerine ait grafik Sekil 5.12'de yer

almaktadir.
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Sekil 5.12. Ekstrelerin troloksa esdeger antioksidan kapasitelerine ait grafik
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Ayni1 kurutma islemine tabi tutulan yaprak ekstreleri arasinda metanollii ekstrelerin,
hekzanli ekstrelerden daha yiiksek serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu gozlendi
(Sekil 5.12.). Liyofilize edilerek kurutulma islemine tabi tutulan yaprak ekstreleri daha
yiksek antioksidan etki gosterirken, en diisiik antioksidan aktiviteyi ise 3 kat daha diisiik
aktivite sergileyen kurutma islemine tabi tutulmayan yaprak ekstreleri gostermistir. Tiim
yaprak ekstreleri icerisinde en ylksek etkiyi liyofilize edilerek kurutulan polar ¢6zicl olan
metanolde ¢ozilen ekstre gostermistir (TEAK 1,41 mM). Gozlenen yiiksek antioksidan
etki, metanoliin polar yapida olmasi ile yapraklardaki polar karakterli fenolik bilesiklerin
ekstreye gecebilmesi sayesinde elde edilmistir.

Kaynak taramasinda diger Gynura turl bitkileri ile yapilan arastirmalara (G.
procumbens) gore trolox'a es deger antioksidan kapasitesi etil asetatli fraksyonlarinda
yiksek, etanollii ekstrede en diisiik deger olmak tizere 1,45-11,75 mg TEAK/Qekstre
araliginda saptanmistir (Kaewseejan vd. 2014). Bir calismada da G. procumbens
yapraklarin etanollii ekstresi ve fraksiyonlarmin troloks'a esdeger antioksidan kapasitesi
0,06-0,94 mg/mL (Kaewseejan vd. 2015) ve ICso degerleri 4,35-118,06 mg/mL (Murugesu
vd. 2017) arasinda rapor edilmistir.

G. divaricata yapraklarindan elde edilen %45’lik etanolli ekstrelerin  ABTS
yontemleriyle farkli sicakliklarda Olciilen serbest radikal temizleme kapasitesinin %28.65

ile % 68.27 arasinda degistigi rapor edilmistir (Wan vd. 2011).

5.6. Ekstrelerin Toplam Fenolik Miktarlarmmn Degerlendirilmesi

Ekstrelerin TPC degerleri bir toplam fenolik ayiraci olan FCR kullanilarak
spektrofotometrik metot ile Ol¢ildu. G. malaccensis ekstrelerinin FCR lzerindeki etkisi,

Sekil 5.13.'te gosterilmistir.
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Sekil 5.13. G. malaccensis ekstrelerinin Folin-Ciocalteau reaktifi Gizerindeki etkisi

Ekstrelerdeki toplam fenol miktarlarini gosteren grafik Sekil 5.14.'te yer almaktadir.
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Sekil 5.14. Ekstrelerdeki toplam fenol miktarlar: verileri

Hekzanli ekstrelerin icerdikleri fenolik bilesiklerin aynm1 kurutma islemine tabi
tutulan metanollii yaprak ekstreleri ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu saptandi
(Sekil 5.14.). G. malaccensis ekstrelerinin farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile elde edilen
ekstrelerinde en yiiksek toplam fenolik bilesik miktarinin LKYME’de oldugu tespit edildi
(0,106 mg GAE/g). Metanollii ekstreler igerisindeki en diisiik TPC, 1sitma islemine tabi
tutularak kurutulan EKYME’de tespit edildi. Bu dogrultuda, 1sitma isleminin toplam
fenolik bilesiklerin miktarinda azalmaya sebep oldugu gozlemlendi (Sekil 5.14). Kaynak

taramasinda yapilan arastirmada da TPC ve TFC, tiim yaprak ekstreleri arasinda,
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dondurularak kurutulmus ve mikrodalgada kurutulmus G. pseudochina numunelerinde
firinda kurutulan numunelerden daha yiksek TPC ve TFC rapor edilmistir (Sukadeetada
vd. 2018).

Diger Gynura tiirii bitkileri ile yapilan arastirmalara gére (G. procumbens) gore
TPC miktar1 etil asetat fraksyonlarinda yiiksek, etanollii ekstrede en diisiik deger olmak
Uzere 16,08-78,36 mg GAE/Qekste araliginda saptanmustir (Kaewseejan vd. 2014). G.
procumbens yapraklari ile yapilan bir baska ¢alismada ise etanollii ekstrenin toplam fenolik
icerigi, 64,7 mg GAE/g olarak rapor edilmistir (Shwter vd. 2014). G. procumbens
yapraklarin etanollii ekstresi (16,08+0,38 mgGAE/g) ve fraksiyonlarinin toplam fenolik
icerikleri sirastyla 0,8-24,4 mgGAE/g (Kaewseejan vd. 2015) ve 20,48-104,93 mgGAE/g
(Murugesu vd. 2017) arasinda rapor edilmistir. Benzer bir ¢alismada, farkli
konsantrasyonlardaki etanollii G. procumbens yaprak ekstrelerinin TPC degerleri (35,11-
76,14 mg/mL GAE) olarak rapor edilmistir (Algariri vd. 2013).

G. divaricata yapraklarindan elde edilen %45 etanollii ekstrelerin FCR yontemiyle
farkli sicakliklarda oOlgiilen TPC miktarmin 13,95-36,68 mg GA/Qkuru materyal arasinda
degistigi rapor edilmistir (Wan vd. 2011).

Gynura bitkisinin farkli kisimlarmin kullanildigi bir baska ¢aligmada, FCR
yontemiyle belirlenen TPC, 0,483-4,957 GAEMQ /g tue ageik arasinda degismistir. G.
procumbens yaprak kallusu, kok kallusu ve kok kallus ekstresi, sirasiyla 0,483, 0,559 ve
0,891 GAEMQ/Qtaze agrik ile en diisiik fenolik icerigi gostermistir. Ortalamada G.
procumbens ve G. bicolor kokleri 4,957 ve 4,389 GAEMQ/Q taze agrik ile en yiksek TPC
gOstermektedir (Krishnan vd. 2015).

5.7. Ekstrelerin Toplam Flavonoit Miktarlarmm Degerlendirilmesi

G. malaccensis yapraklarina ait polar ve apolar ekstrelerde bulunan TFC, toplam
flavonoit yapidaki bilesiklerin miktar1 ekstrelerin AlICI3 ile olusturdugu renkli bilesenlerin
UV alanindaki (415 nm) absorbanslar1 spektrofotometrik olarak olgiilerek kersetine esdeger
olarak tespit edildi. G. malaccensis ekstrelerinin AlClz ile reaksiyonu sonucu olusan renk

degisimleri, Sekil 5.15.'te gdsterilmistir.
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Sekil 5.15. G. malaccensis ekstrelerinin AICI3 (izerindeki etkisi

Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktarlarin1 gosteren grafik Sekil 5.16'da yer
almaktadir.
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Sekil 5.16. Ekstrelerdeki toplam flavonoit miktarlar: verileri

Tiim ekstrelerin icerdikleri flavonoit bilesiklerin iki farkli polaritedeki sonuglarina
bakildiginda taze yaprak ekstrelerinde kurutulmus yaprak ekstrelerinden ¢ok daha diisiik
flavonoit miktar1 belirlendi (Sekil 5.16.). G. malaccensis ekstrelerinden en yuksek flavonoit
icerige sahip ekstrenin EKYME (0,143mgKE/g); belirgin bir farkla en diisiik flavonoit
icerige sahip ekstrenin ise TYHE (#0 mgKE/g) oldugu belirlendi. TPC miktarlarina
benzer sekilde metanollii ekstreler icerisindeki en yiiksek TFC, liyofilizatérde kurutulan G.
malaccensis yapraklarina ait ekstrelerden elde edildi. Taze yaprak ekstreleri ile
karsilastirildiginda etiivde kurutulan yapraktaki kiyasen yiiksek flavonoit miktarina

bakilarak, i1sitma isleminin toplam flavonoit miktarinda olumsuz rol oynadigi ifade
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edilememektedir. Diger deneylerde elde edilen polarite farkina ve kurutma yontemine bagh
tutarl sonuglar net bir sekilde bu deneyde elde edilememistir.

Kaynak taramasinda Gynura tiirii bitkileri ile yapilan arastirmalar incelendiginde,
TFC c¢alismalarmin  G. procumbens iizerinde yogunlastigi goriilmektedir. Bir G.
procumbens yaprak ekstre ¢alismasinda TFC miktar: etil asetatli fraksyonlarinda yiiksek,
ctanollii ekstrede en diisiik deger olmak tizere 10,33-94,08 mg KE/Qekste araliginda
saptanmistir (Kaewseejan vd. 2014). G. procumbens yapraklart ile yapilan baska
caligmalarda ise etanollii ekstrenin toplam fenolik igerigi, kersetine esdeger olarak 40,7 mg
KE/g olarak rapor edilmistir (Shwter vd. 2014). G. procumbens yapraklarin etanollii
ekstresi (10,33+0,88 mgCE/g) ve fraksiyonlarinin TFC 0,1-17,3 mgCE (katesin)/g
(Kaewseejan vd. 2015) ve 14,37-82,71 mg KE/g arasinda tespit edilmistir (Murugesu vd.
2017). Benzer sekilde, farkli konsantrasyonlardaki etanollii G. procumbens yaprak
ekstrelerinin TFC degerleri 2,53-26,26 mg/mL kesretin esdegeri olarak rapor edilmistir
(Algariri vd. 2013).

5.8. Ekstrelerin Antidiyabetik Aktivitelerinin incelenmesi

G. malaccensis bitkisinin yapraklarina ait metanollii ve hekzanli ekstrelerin o-amilaz
enzimini inhibe etme potansiyeli proje kapsami icerisinde degerlendirilmistir. Tim
ekstrelerinin anti a-amilaz etkileri spektrofotometrik olarak tayin edildi. Test numunelerine
ait inhibitor etkileri domuz pankreasindan elde edilen a—amilaz enzimi tUzerinde mikrotiter
plak teknigi ile akarboz ¢dzeltisi standart alinarak test edildi. G. malaccensis ekstrelerinin

o-amilaz enzimi tizerindeki etkisi Sekil 5.17.'da gosterilmistir.

Sekil 5.17. G. malaccensis ekstrelerinin a-amilaz enzimi tzerindeki etkisi
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Tum ekstrelerin a-amilaz enzimi {izerindeki yiizde inhibisyon degerleri Sekil

5.18.'de yer almaktadir.
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Sekil 5.18. Ekstrelerin a—amilaz enzimi inhibisyon degerleri

G. malaccensis'in yapraklarindan elde edilen ekstrelerin a-amilazi inhibe etme
aktivitesi proje kapsaminda gergeklestirilen deney sonucunda tespit edilmistir. Liyofilize
ekstrelere gore etivde kurutulan yaprak ekstrelerinin daha yiksek inhibisyon ve taze
yaprak ekstrelerinin daha diisiik inhibisyon sonuglari gozlemlenmistir. G. malaccensis
yapraklarinin metanollii ekstrelerinin ise aymi kurutma islemine tabi olmus hekzanlh
ekstrelere gore o-amilaz enzimi iizerinde daha diisiik inhibisyon gosterdigi saptanmistir
(Sekil 5.18.). Tum ekstreler icerisinde EKYHE (% 53,07) en yiiksek ve TYME en diisiik
(%12,68) antidiyabetik etkiyi gostermistir. Literatiirde hekzanli ekstrelerin igeriklerinde
tespit edilen fitol maddesinin antidiyabetik etkisini gosteren calismalar mevcuttur (Islam
vd. 2018; Elmazar vd. 2013).

Literatiirde diger Gynura tiirii bitkileri ile yapilan antidiyabetik etkilerini agiga
cikaran, karbonhidratlarin sindiriminde gorevli enzimlerin inhibisyon deneylerine ait
arastirmalarda G. divaricata yapraklarinin sulu, etil asetatli ve n-bitanollli ekstrelerinin in
vitro a-amilaz (1Cso 1.36 mg/mL) ve a-glikozidaz (ICso 2,17 mg/mL) yoluyla orta derecede
potansiyel bir hipoglisemik etki gésterdi (Wu vd. 2011).
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G. medica'dan izole edilen kempferol-3-O-rutinosit (0,38 mg / mL), rutin (0,20 mg /
mL), ve 3,5-dikaffeoilkinik asit methil ester ( 0,53 mg/mL) bilesikleri a—glukozidaz enzimi
Uzeinde, ICso degerleriyle umut verici aktivite gostermistir. a-Amilaz ve o-glikosidaz

enzimlerini inhibe edebildigi rapor edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, Giineydogu Asya iilkelerinde besin ve halk ilaci olarak tiiketilen basta G.
procumbens olmak (izere Gynura cinsi bitkilerden ilham alinarak yapilmistir. Kaynak
taramasi sonucunda Gynura cinsi tizerinde Tiirkiye’de yapilmis arastirmaya rastlanamadi.
Bununla birlikte, G. malaccensis iizerinde yapilmis biyolojik aktivite ve kimyasal profili
aydinlatan bir bilimsel veriye de rastlanamamistir. Son zamanlarda Turkiye’nin Antalya
bolgesinde G. malaccensis bitkisi yetistirilip kKullanilmaya baslanmistir. Fakat bitkinin
kullanim amacina yonelik kaynak bilgisi, kapsamli kimyasal ve biyolojik aktivite profilini
ortaya koyan, dzellikle G. malaccensis bitkisinin karbonhidrat sindiriminde énemli olan a-
amilaz enzim Uzerindeki etkisinin arastirilmasiyla ilgili ¢alismalarin heniiz yapilmamis
olmast 6nemli bir eksikliktir. Bu ¢alisma kapsaminda, diger Gynura cinsi bitkileri ile
yapilip yayimlanmis arastirma sonuglar1 baz alimarak G. malaccensis bitkisinin kimyasal
kompozisyonu ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri (antioksidan ve antidiyabetik) acisindan ele
alinarak bitkinin fitokimyasal ve biyolojik profilleri aydinlatilmas1 hedeflenmistir.

Belirlenmis hedefler dogrultusunda G. malaccensis bitkisi yetistirilerek yaprak
kisimlarindan farkli polaritedeki ¢oziiciiler ile ekstreleri elde edildi ve verimleri saptandi.

Tiim ekstrelerinin kimyasal kompozisyonlar1 kromatografik tekniklerle arastirildi
(GC-FID, GC/MS, LC-MS/MS).

Tum ekstrelerin antioksidan aktiviteleri in vitro deneylerle degerlendirildi.

Ekstrelerinin igerdigi toplam fenol ve flavonoit miktarlari tespit edildi.

Ekstrelerin ai-amilazi inhibe etme etkileri arastirildi.

G. malaccensis ciceklerinin aromatik profili MSD-SPME teknigi ile arastirildi.

G. malaccensis yapraklarmin aromatik profilleri hekzan ile elde edilen ekstrelerin
GC-MS/FID analiz sonuglarina gore degerlendirildi.

Yaprak ekstrelerinin arasinda liyofilizasyon teknigi ile kurutulmus yapraklarin
metanollii ekstresinde en yiiksek verim saptanmustir (% 7,5).

G. malaccensis ¢igeklerin kokusunu belirleyen aromatik major bilesiklerin arasinda
oksijensiz seskiterpenlerden, &-kadinen (%36,4) ve oksijenli seskiterpenlerden, 1-epi-
kubenol (%22,4) yiiksek oranda saptanmustir. Yapilan ¢alismanin sonuglart Gynura tirinin

ciceklerinin ucucu bilesenleri lizerinde yapilan ilk arastirma niteligindedir.
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Taze ve iki yontemle (etiivde ve liyofilizatorde) kurutulmus yapraklarin ugucu
bilesenlerini arastirmak amaciyla hekzan ile elde edilen yaprak ekstrelerinin GC-FID ve
GC/MS analizleri gerceklestirildi. Taze yapraklarda ana bilesikler olarak &-kadinen (%
17,4) ve 1-epi-kubenol (% 53,3) tespit edilmistir. Etiivde (50 °C’de) kurutulan yapraklarda
diterpenik bilesik olan fitol (%21) ve oksijenli monoterpen grubundan linalool (%17,6)
bulunmusken, liyofilizatorde kurutulan yapraklarda ise fitol (% 49,4) ve neofitadien izomer
I (% 27,7) saptandi. Bu bulgular yapraklara uygulanan kurutma sartlarmin (sicaklik, siire)
yapraklarin igerigindeki ucucu profillerinin etkilendigini gdstermistir. Kaynaklarda
rastlanan diger Gynura tiirlerine ait ugucu bilesenlerle kiyaslandiginda ¢ogunlukla
seskiterpen ve diterpen gruplarinin temsilcileri rapor edilmistir (Seow vd. 2011; Ren vd.
2014; Qin vd. 2006).

Metanollii yaprak ekstrelerinin sivi kromatografisi analizi sonuglarinda kinik asit
tirevleri tespit edilmistir. Diger Gynura tiirlerine ait yayimlanan analiz sonuglarina
bakildiginda benzer madde grubu temsilcileri rapor edilmistir (Yin vd. 2018; Mongkhonsin
vd. 2016; Sukadeetad vd. 2018).

Ekstrelerin ihtiva ettigi TPC miktarlarint  kurutma yonteminin etkiledigi
gozlemlenmistir. Liyofilizasyon teknigi ile kurutulan yapraklar en yiiksek miktarda fenol
bilesikleri icermektedir (19,7 GAE mg/gekstre). Etlivde kurutma islemi yapraklardaki TPC
miktarmin 3 kat azalmasina sebep olmustur. Ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢6ziicii polaritesi
de fenol miktarlarmi belirgin derecede etkilemistir. Hekzanla elde edilen tiim ekstrelerde
TPC degerleri 3,1-13,2 GAE mg/gekstre arasinda iken metanolle elde edilen ekstrelerde 6,9-
19,7 GAE mg/Qekstre arasinda bulunmustur.

Ekstrelerin tagidigi flavonoit miktarlarinin, genel olarak diisiik miktarlarda oldugu
tespit edilmistir. Hekzanin ¢ok az miktarda flavon ekstre ettigi goriilmiistiir. Metanollii
ckstrelerde TFC degerleri 0-14,3 RE mg/Qekstre arasinda bulunmustur. Oysaki hekzanli
ckstrelerde bu degerler 1,5-5,0 RE mg/Qekstre araliklarinda saptanmustir.

Ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri DPPH radikali iizerinde denendiginde
LKYHE icin ICso 0,38 mg/mL ve LKYME icin ICso 0,53 mg/mL olarak hesaplanmustir.
Diger ekstreler ise diisiik yiizde inhibisyon degerinde aktivite sergiledi. Benzer sekilde

liyofilize ekstrelerde yiiksek TEAK degerleri saptanmistir (0,95 mM ve 141 mM,
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sirastyla). Ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri genel olarak orta diizeyde
bulunmustur.

Proje kapsaminda ekstrelerin in vitro sartlarda o-amilaz Gzerindeki etkileri
spektrofotometrik yontemle olgiildii. Genel degerlendirmede, hekzanla elde edilen
ekstrelerin daha yiiksek inhibisyon degerlerine sahip oldugu goriilmektedir (%22-%53).
Metanolli  ekstrelerin  inhibisyon degerleri %13-%46 arasinda degismektedir.
Kaynaklardaki verilere gore G. divaricata ekstrelerinin orta derecede hipoglisemik
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir (ICso 1,36 mg/mL). G. procumbens yapraklarinin
sulu etanollli (%25) ekstresi in vivo sartlarda gergeklestirilen deneylerde belirgin derecede
hipoglisemik aktivite saglamistir (Algariri vd. 2013).

Bu ¢alisma sonuglar1 G. malaccensis bitkisi i¢in ilk defa elde edilmis olup 6zgiin bir
nitelige sahiptir. Proje kapsaminda yapilan arastirmalar sonucunda G. malaccensis
bitkisinin ¢i¢cek ve yaprak ugucu bilesenleri, fenolik yapidaki sekonder metabolitleri,
toplam fenol ve flavonoit miktarlari, antioksidan aktivite ve a-amilaz inhibisyon degerleri
aragtirildi.

Tiirkiye’de halk tarafindan yetistirilip kullanilan G. malaccensis bitkisinin degerli
sekonder metabolitlere sahip oldugu, orta derecede antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve
orta derecede a-amilaz enzimini inhibe ettigi saptanmustir. Elde edilen sonuglar bilim
diinyasina katki saglamis olup bundan sonra yapilacak yeni arastirmalara 1sik tutmaktadir.
Bununla birlikte bitki Gzerinde daha fazla fitokimyasal ve biyolojik aktivite

aragtirilmalarina gerek duyulmaktadir.
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EKLER

E.1.1. 2n=2x=20
— (AP onerol —APSny mune
E.3.1. Inh % = ( i ) x 100

ADbSkontrol:  kontroliin absorbansi (test numunesi olmadan bos), AbShumune: test

numunelerin absorbans degeri

E.3.2. Mo*® + & = Mo™
(ABS: mpral —ABSpan eralbiany ) — LABS —Abs= .
E.3.3. opInh = [ Eontrol kontrolblonk NAMUTLE numuneblank ] %100
Absypnirol ~AYSyontroiblank

Abskontrol:  kontrol  kuyucuktaki absorbans degeri, AbSkontroiblank: kontrol blank
kuyucugun absorbans degeri, AbSnymune: numunenin bulundugu kuyucuktaki absorbans

degeri, AbSnumuneblank: numunenin blank kuyucuktaki absorbans degeri.

E. 4.1, y = 31,14x + 1,793 (12 = 0,990)
E. 4.2, y = 1,186x + 0,085 (12 = 0,993)
E. 4.3 y = 0,773x - 0,0007 (2 = 0,999)
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