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OZET

Karabeyeser S. Gentiana olivieri’ nin Noroprotektif Etkisi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmakognozi Program Yiiksek Lisans Tezi. Ankara, 2024. Gentiana
cinsi diinyada 400, Tiirkiye’de 12 tiire sahiptir ve bu cinse ait bitkiler uzun yillardir halk
tibbinda genis bir kullanim yelpazesine sahip olmuslardir. Bu tiirlerden Gentiana olivieri
Griseb. Glineydogu ve Dogu Anadolu’da halk arasinda istah agici, act tonik, antidiyabetik ve
asir1 korkmus kisilerde olusan tutuklugun, dona kalmanin giderilmesinde kullanilir. Bu bolgede
“Afat”, “Afat otu” ismiyle bilinmektedir. Anabilim Dalimizda yapilan calismalara devam
niteliginde olan bu ¢alismada Gaziantep bolgesinden ticari olarak yetistirilen Gentiana olivieri’
nin toprak stii kisimlarinin fitokimyasal iceriginin belirlenmesi ve noroprotektif etkilerinin
incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla G. olivieri’ nin dekoksiyon, etanol, su, kloroform ve n-
butanol ekstreleri hazirlanmis ve noéroprotektif etkileri SH-SYSY insan ndroblastoma hiicre
hattinda test edilmistir. LPS ile uyarilan hiicre ici sitokin seviyeleri tizerindeki etkileri
degerlendirildiginde etanol ve su ekstreleri IFN-o , sulu ekstre IFN-f , kloroform ve su
ekstreleri clg , n-butanol ve kloroform c3 ve sulu ekstre ¢9 seviyelerini anlamli seviyede
arttirmigtir. n-butanol ekstresinden gerceklestirilen kromotografik caligmalarla 1 sekoiridoit
glikoziti (svertiamarin) ve 1 oligosakkarit saflastirilmistir. Izole edilen bilesiklerin yapilari
cesitli spektroroskopik yontemler (}C NMR, H NMR, DEPT, COSY teknikleri) kullanilarak
aydinlatilmistir. Ayrica daha once Gentiana tiirlerinden elde edilmis olan svertiamarin,
sverozit, gentiopikrozit ve izoorientin metabolitleri LC-qTOF-MS ile G. olivieri ekstreleri

icinde tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Gentiana olivieri, sekoiridoit, ndroprotektif etki, izolasyon
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ABSTRACT

Karabeyeser S. Neuroprotective Effect of Gentiana olivieri. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Pharmacognosy Programme Master's Thesis.
Ankara, 2024. The genus Gentiana has 400 species in the world and 12 species in Tiirkiye,
and plants belonging to this genus have had a wide range of uses in folk medicine for many
years. Gentiana olivieri Griseb. used in Southeastern and Eastern Anatolia as an appetite
stimulant, bitter tonic, and antidiabetic, as well as for the relief of stiffness and frostbite in
terrified people. In this region, it is known as "Afat" or "Afat otu". In this study, which is a
continuation of the studies carried out in our department, the aim was to determine the
phytochemical content of the aerial parts of Gentiana olivieri obtained commercially from the
Gaziantep region and to investigate their neuroprotective effects. For this purpose, decoction,
ethanol, water, chloroform and n-butanol extracts of G. olivieri were prepared, and their
neuroprotective effects were tested on the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. When the
effects on intracellular cytokine levels induced by LPS were evaluated, ethanol and water
extracts significantly increased IFN-a, aqueous extract IFN-f, chloroform and water extracts
clqg, n-butanol and chloroform ¢3 and aqueous extract c9 levels. 1 secoiridoide glycoside
(svertiamarin) and 1 oligosaccharide were purified from n-butanol extract by chromatographic
studies. The structures of the isolated compounds were elucidated using various spectroscopic
methods (*C NMR, 'H NMR, DEPT, and COSY techniques). In addition, the metabolites of
svertiamarin, sveroside, gentiopicroside and isoorientin, which were previously obtained from

Gentiana species, were detected in G. olivieri extracts by LC-qTOF-MS.

Key words: Gentiana olivieri, secoiridoide, neuroprotective effect, isolation
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1. GIRIS

Gentiana L. cinsi diinyada yaklasik 400 tir ile temsil edilirken tilkemizde 12 tiir
yetismektedir(1). Gentian ismi bazi kaynaklara gore bu bitkiyi tanimlayip vebanin tedavisinde
kullandigina inanilan kral Gentius’ tan gelmektedir. Gentiana cinsine ait bitkiler yiizyillardan

beri siis bitkisi olarak ve halk ilaglar1 olarak kullanilmaktadir (1-4).

Geleneksel Cin tibbinda G. dahurica, G. crassicaulis ve G. manshurica gibi tiirler karaciger,
G. scabra ve G. macrophylla tiirleri sindirim sistemi rahatsizliklarinin, G. rhodentha ise zatiirre,
bronsit, tiiberkiiloz ve hepatit tedavisinde kullanilmaktadir (2, 3, 5-7). Tibet’te G. farreri zatiirre
tedavisinde kullanilmaktadir. Kore tibbinda G.scabra antidiyabetik olarak kullanilir. G. kurroo
Unani tip sisteminde agr1 kesici, ates diisiiriicli, anti-inflamatuvar ve hepatit tedavisinde
kullanilir. Sirp geleneksel tibbinda G. punctate sindirim sistemi ile ilgili problemlerin
tedavisinde yer almaktadir. Kafkasya’da G. asclepiadea, G. cruciata, G. gelida, G. paradoxa,
G. pneumonanthe ve G. septemfida gibi Gentiana tiirleri antidiyabetik, istah agic1 ve ates
diisiiriicti etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir. Ayurvedik tipta ates ve sarilik gibi durumlarin
tedavisinde, Sirp geleneksel tibbinda sindirim sistemi ile ilgili problemlerde italyan tibbinda ise
antiinflamatuvar olarak kullanilmaktadir (1, 4, 8). Tiirkiye’de yetisen Gentiana tiirlerinden G.
lutea Avrupa Farmakopesi basta olmak iizere cesitli farmakope ve monograflarda yer
almaktadir. G. Iutea gastrointestinal problemlerin tedavisinde, yara tedavisinde ayrica
antiromatizmal, antinevraljik, antienflamatuar, hepatoprotektif, ve antimikrobiyal olarak
kullanilmaktadir (1, 3, 4, 9-11). Anadolu’da ise 6zellikle G. asclepiadea, G. cruciata ve G.
olivieri olmak lizere Gentiana tiirleri ac1 tonik, ates diisiiriicli olarak ve mide rahatsizliklarinin

tedavisinde kullanilmaktadir (2-4, 12, 13).

Ulkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgesinde yetisen G. olivieri halk ilac1 olarak
istah agici, ac1 tonik, antidiyabetik ve asir1 korkmus kisilerde olusan tutuklugun, dona kalmanin

giderilmesinde kullanilir (14, 15).

Gentiana tiirleriyle yapilan farmakolojik calismalarda geleneksel kullanim1 destekleyen
etkilerin yam sira bu bitkilerin sahip oldugu farkli etkiler de ortaya konulmustur. Ornegin
Anadolu’da yetisen G. asclepiadea nin asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorii oldugu, G.
cruciata’min antiinflamatuvar, analjezik, antioksidan ve antigenotoksik etki gosterdigi, G.

lutea’nin antioksidan, antibakteriyel etki gosterdigi, G. septemfida’nin antitiimoral aktivite



gosterdigi ve G. olivieri’nin hepatoprotektif, antidiyabetik, antiepileptik, antidepresan,

immunmodiilator aktivite gosterdigi yapilan deneysel ¢aligmalarla kanitlanmistir (16-23).

Gentiana tirlerinde sekonder metabolit olarak iridoit, sekoiridoit biiyiik bir ¢ogunlugu
C glikoziti olmak {iizere flavonoit ve ksanton tlirevi bilesikler yer almaktadir. Bu gruplar

aktiviteden sorumlu olduklar1 gibi kemotaksonomik agidan da olduk¢a dnemlidir.

Anabilim dalimizda yapilmis olan Gentiana tiirleriyle ilgili ¢alismalarin devami
niteliginde planlanan bu tezde Gaziantep bdlgesinden ticari olarak elde edilen G. olivieri’ nin
toprak istii kisimlarinin fitokimyasal igeriginin belirlenmesi ve noroprotektif etkilerinin

incelenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Gentianaceae Familyasi

Gentianaceae familyas1 Gentianales takiminin en biiyiik familyalarindan birisi olup 91 cins
ve yaklasik 1700 tiirden olusan genellikle 1liman bolgelerde yetisen; agag, cali bir ya da ¢ok
yillik otsu bitkilerden olugmaktadir. Yapraklart ¢ogunlukla tiiysiiz, tam, sapsiz, karsiliklt ve
dekussat yerlesimliyken tabanda rozet seklinde yerlesim gdstermektedir. Cigekler aktinomorf
yapida olup hem kaliks hem korolla 4-8 pargalidir. Kaliks genellikle sinsepal formdadir ve
sepaller st liste gecmis veya bitisik durumdadir. Korolla ise sinpetal, rotat veya
salverformdadir. Stamenler petallerle ayn1 sayidadir ve tiip seklindeki korallanin igerisinde yer
almaktadir. Anterler genellikle filamentlere bazifiks baglanirlar. Ovaryum epigin (11) durumlu,
cok oviilldi, ¢ift karpelli ve genellikle tek gozlii nadiren ¢ift gozliidiir. Stilus ¢ogunlukla bir
tanedir ve terminal yerlesime sahiptir. Plasenta ¢ift cidarli, plasentalanma paryetal olup meyve
2 gozlii septisit kapsiil seklindedir. Ulkemizde 7 cins ve 80’ e yakin tiiriiyle genis bir yelpazede
bulunmaktadir (1, 3, 24-27).

2.1.2. Gentiana L. Cinsi

1700 yilinda Tournefort’un isimlendirdigi Gentiana icerdigi yaklasik 400 tiirle ait oldugu
Gentianaceae familyasinin en biiyiik cinsidir. Hem giiney hem kuzey yarim kiirede genis bir
dagilima sahip olup 6zellikle Asya, Glineydogu Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika'nin 1liman
bolgelerinin alpin habitatlarinda yetismektedir. Tiirkiye’de Gentiana cinsine ait 12 tiir 14 takson

mevcuttur.(2, 4, 11, 13, 16, 28, 29)

Gentiana cinsi genellikle ¢ok yillik nadiren tek yillik otsu bitkilerden olugsmaktadir. Bazi
durumlarda dalli, yatik kiimeler seklindeyken gévde bazi durumlarda da etli rizomdan yiikselen
bir veya daha ¢ok sayida siirgline sahiptir. Cigekler terminal yalniz veya aksiller salkim
formunda 4-5(6) parcalidir. Kaliks az ¢cok derin pargali, loblar kismen bir i¢ zar ile birlesiktir.
Korolla fazla derin olmayan borumsu sekilden huni sekline kadar degisen bi¢imlerdedir.
Petaller sari, krem rengi nadiren beyaz ya da soluk, koyu menekse-mavi rengindedir.
Cogunlukla ana loblarla birlikte alternan durumda ara loblar yer almaktadir. Korolla bogaz1 ise
icte tliysiizdiir. Anterler filamentlere bazifiks baglanir. Ovaryum epigin (7) durumlu, kisa

stiluslu veya stilussuzdur. Stigma kalic1 ve 2 tanedir. Nektaryum ovaryum tabaninda yer



almaktadir. Kapsula formundaki meyve degisik sekillerde (eliptikten oblonga kadar genisleyen
bir yelpazede) sapli veya sapsiz olabilmektedir. (1, 4, 16)

Tiirkiye Bitki Ortiisiinde Yetisen Gentiana Tiirleri I¢in Tayin Anahtar1 (1)

1. Taban yapraklar1 ¢cok biiyiik (40 x 25 cm’ye kadar); korolla yaridan fazlaya kadar boliinmiis,

parlak sar1 1. lutea

1. Taban yapraklar1 15 x 3 cm’ye kadar (¢cogunlukla daha kii¢iik); korolla yaridan daha az

boliinmiis, beyaz, soluk sar1, mavi veya menekse
2. Govdeler uzun, genellikle 30 cm’den daha uzun, ¢igekler yapraklarin koltuklarinda
3. Yapraklar akut; ¢icekler 5 parcali; anterler birlesmis 2. asclepiadea
3. Yapraklar obtus; cigekler 4 pargali; anterler serbest 3. cruciata
2. Govdeler kisa, genellikle 30 cm’den daha kisa, ¢icekler terminal veya terminal ve lateral
4. Bir yillik bitkiler
5. Korolla soluk mavi, loblar obtus; kapsula sapli 5. aquatica
5. Korolla parlak mavi, loblar akut; kapsula sapsiz 12. nivalis
4. Cok yillik bitkiler
6. Toprak alt1 govdesi tepede lifli bir kilifla kapli; govde dik, 10-40 cm 4. olivieri

6. Toprak alt1 govdesi tepede lifli bir kilifla kapl degil; gdvdeler genellikle yere yatik

veya 10 cm’den daha kisa
7. Korolla soluk sar1 9. gelida
7. Korolla mavi (nadiren beyaz)
8. Cicekler 3 veya daha fazla, terminal durumda; govdeler basit 7. septemfida

8. Cigekler genellikle tepede tek tek; govdeler basit veya dallanmis



9. Cigekli govdeler 11 veya daha fazla sayida internodyumlu; govdeler basit,

yatik 8. boissieri

9. Cicekli govdeler 11°den daha az sayida internodyumlu; govdeler genellikle

tabanda ¢ok dallanmuis, Ortii olusturmus

10. Korollanin ikincil loblar1 hemen hemen ana loblara esit, korolla 10 parcali;

internodlar hemen hemen esit 6. pyrenaica

10. Korollanin ikincil loblar kiigiik, ana loblarin yar1 uzunlugundan daha

kisa; noduslarin arasi ¢igceklenmeden sonra uzamis

11. En uzun rozet yapraklar govde yapraklarindan daha uzun; korolla boyu

(20-) 28 mm veya daha uzun 10. verna

11. Rozet yapraklar hemen hemen govde yapraklarina esit; korolla boyu

20 mm’den daha kisa 11. brachyphylla

2.1.3. G. olivieri Griseb.
1-3 dik ¢icekli, rozet yapraklar tabanda yer alan, boyu 10-40 cm olan govdeye sahip

cok yillik 350-2300 metre yiikseklikte yetisen otsu bitki. U¢ kismu tiiylii bir kilifla kapli rizom.
Nodyumlar aras1 mesafe (internodyum) tepede fazlayken diger kisimlarda azdir. Subakut, obtus
veya oblanseolat sekle sahip, boyu 15 cm’ ye kadar ¢ikan rozet yapraklar, lanseolat sekilli boyu
6 cm govde yapraklari, tabanlarda govdeyi kilif gibi sarmis perfoliat sekilli yapraklar. Govde
tilysiiz, ince ve diktir. Cigekler tam, i¢ kism1 beyaz, mor-mavi renkli, tepede terminal yerlesimli
(1-)3-10, aktinomorfik. Kaliks 12-15 mm yarisina kadar boliinmiis esit loblu 5 par¢adan olusur.
Korolla 20-30 mm boyunda 1/3 oraninda boliinmiis, yan loblar yaris1 kadar boya sahip.
Filamentler 6-8 mm boyunda dogrusal. Ovaryum epigin (7) durumlu. Kisa sapli kapsula meyve.

Nisan- Temmuz aylar1 ¢igeklenme donemi (1, 30, 31).



Sekil 2.1. Gentiana olivieri Griseb. - Tiirkiye bitki ortiisiindeki yayilis1 (A4, A6, B6, B8, B9,
Ceo, C7, C8, C9, C10)

[Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi (TUBIVES), http://turkherb.ibu.edu.tr/]
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Sekil 2.2. Gentiana olivieri Griseb. — Tiirkiye’de yetistigi sehirler

[Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi (TUBIVES), http:/turkherb.ibu.edu.tr/]
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2.2. Gentiana Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar

Daha once yapilmis olan “Gentiana olivieri Griseb. Uzerinde Farmakognozik
Arastirma” adl1 (H.U. Farmakognozi-doktora 1988), “Gentiana lutea ssp. symphyandra Murb.
(Hayek) Iridoitleri” (Anadolu Universitesi-doktora 1997) ve “Bazi1 Gentiana Tiirleri Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar” (H.U. Farmakognozi-doktora 2013) tezleri kapsaminda
yayimlanma tarihlerine kadar olan ¢aligmalar derlenmistir. Tekrara diismemek amaciyla bu tez

kapsaminda 2013 yil1 sonrasinda gercgeklestirilen ¢alismalar derlenmistir.

2.2.1. Gentiana Tiirleri Uzerinde Yapilmis Fitokimyasal Cahsmalar

Bu béliimde 2013°den itibaren olan fitokimyasal ¢aligmalar sonucunda elde edilmis
bilesikler; Iridoitler, Sekoiridoitler, Flavonoitler, Ksantonlar, Triterpenler, Steroller,
Kumarinler, Lignanlar, Fenoller ve Diger bilesikler altinda siniflandirlandiriimistir.

Tablolar ana iskeletler ilizerinden olusturulmus, farkli yapilar kendi iskeletleri ile
gosterilmistir. Tablolar bilesik ismi, degisken grup, Bitki ismi, bitkinin ¢alisilan kismi ve
kaynaklardan olusmaktadir.  Fitokimyasal g¢aligmalarda kullanilan bitki bdliimleri ifade
edilirken C: Cicek, K: K&k, R: Rizom, T.B: Tiim Bitki, T.U: Toprak Ustii, Y: Yaprag: temsil
edecek sekilde kisaltmalar kullanilmistir, e8er calismada hangi kismin kullanildigi

belirtilmemisse bos birakilmistir.



a) Iridoitler
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Tablo 2.1. Gentiana tiirlerinden izole edilen iridoitler

.. o ahsilan
Bilesik Ri R: Rs R. Bitki CKI‘;‘m Kaynak
Logg?'k H H H CH» G.rigescens K,R (32 33)
G. urnula T.B. (34)
G.dahurica K (35)
G. cruciata T.U. (17)

G.macrophylla
Pall ¢ @630
G. lutea K,C (38, 39)
G. algida (40)
7-

epiloganin H H CHs CHs G. urnula T.B. (34)
Loganin H H CHs CHs G.dahurica K (35)
G. scabra (41)
Karyoptozit H H CHs OH G. scabra (41)




R
o 1
OH
R, OH
Tablo 2.2. Gentiana tiirlerinden izole edilen iridoitler (devam)
Bilesik Ru R Bitki Cahsilan Kismm  Kaynak
O::\\/O_
Algidizit | OH C[ G. algida i (40)
OH

O%/O

Algidizit 11 @E OH G. algida i (40)
OH
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Tablo 2.3. Gentiana tiirlerinden izole edilen iridoitler (devam)
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OH
OH

Bilesik R1 R2 Bitki Cahisilan Kisim  Kaynak ‘
G
O;\Q/O
- H
GentiournozitB " ) Glu G. urnula B (34)
o]
HL H
o
o CH
OH
HO OH
OH OH
Gentiournozit E HO H G. urnula B (34)
0
HO CH
HO 0
o] o)
HO |
o)
HO OH I
OH CH; O

Gentikrazit A/ B (G. crassicaulis (K)) (42)



b) Sekoiridoitler
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Tablo 2.4. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler
Bilesik R Bitki Calisilan Kism Kaynak |
Svertiamarin H G. asklepiadea C, Y, K (16)
G. cruciata K (16)
G. olivieri C, Y, K (16)
G. septemfida C, K (16)
G.koru C (16)
G. rigescens K,R (33)
- (32)
G. dahurica K (35)
G. macrophylla C (36)
- (37)
G. purpurea K (43)
G. lutea C, K (38)
G. crassicaulis K (44)
2'-(2,3-dihidroksibenzoil) s G. rigescens K (45)

svertiamarin

S: [2-hidroksi-3-(1-B-D-glukopiranoziloksi)]benzoil
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\R3
Tablo 2.5. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
Bilesik R1 R2 R3 R4  Bitki Cahsilan Kisism  Kaynak
Triflorozit Ac OH Glu Ac G. scabra K (41)
2"-dehidroksi triflorozit  Ac H Glu Ac G. scabra K (46)
2,3- deasetil triflorozit H OH Glu H . scabra K (41)
3- deasetil triflorozit Ac OH Glu H . scabra K (41)
2- deasetil triflorozit H OH Glu Ac G. scabra K (41)
4"-O-B-d-glukopiranozil Glu-Glu

triflorozit Ac OH (41) Ac G. scabra K (41)
Deglukozil triflorozit Ac OH H Ac G. scabra K (41)

A
o & |
| CH,
7
CH,

Gentimilegenin A/ B (G. macrophylla (K)) (47)
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Tablo 2.6. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
Bilesik R1 R2 R3 R4 R5 Bitki Calisilan Kismi Kaynak

Olivierisekozit A H Ac Ac Ac H G.olivieri - (19)
TU (48)
Olivierisekozit B H Ac Ac Ac Glu G.olivieri - (19)
TU (48)
Olivierisekozit C H Ac Ac H H G.olivieri - (19)

OlivierisekozitE  OH Ac Ac Ac H G.olivieri - (29)



HO OH OH

HO

Olivierisekozit D (G. olivieri) (19)

OH
OH

OH

Tablo 2.7. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
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Bilesik Rl R2 R3 R4 Bitki Calisilan Kismm Kaynak
Olivierisekozit F H H Ac H G. olivieri - (19)
Olivierisekozit G H Ac Ac Glu G.olivieri - (19)
Olivierisekozit H Ac Ac Ac Glu G.olivieri - (29)
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OH

OH

Tablo 2.8. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)

Bilesik R1 R2 R3 R4 Bitki Calisilan Kismi Kaynak
Olivierisekozit J H OH H H G. olivieri - (19)
Olivierisekozit K H H OH H G. olivieri - (19)

(o) /O
Olivierisekozit L H > < H H G. olivieri - (19)
H,C 0
/
H,C

OlivierisekozitM  OH H H OCHs G.olivieri - (19)




OH
OH

Tablo 2.9. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
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Bilesik R Bitki Cahisilan Kism Kaynak
Kingizit H G. dahurica K (35)
2°-0-(2”, 3>’-dihidroksi
benzoil) kingizit S G. scabra K (46)
2’-0O-benzoil kingizit Benzoil G. scabra K (46)

S: 2”7, 3>’-dihidroksi benzoil




OH
OH

Tablo 2.10. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
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| Bilesik R Bitki Calisilan Kismu Kaynak |
Epikingizit H G. dahurica K (35)
6’ O-(3”’-hidroksi v i .
benzoil)- 8-epi- 3 h'dquS' G. scabra K (46)
L benzoil
Kingizit
6’ O-(4’’-hidroksi i .
benzoil)- 8-epi- 4 hldqu3| G. scabra K (46)
L benzoil
Kingizit
6’ O' 2,’, 3’,' 9 LR
ke 2,37
. . dihidroksi G. scabra K
benzoil)- 8-epi- b )
L enzoil
kingizit (46)
OH _
o Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
o) OH OH Bilesik Bitki Cahsilan Kismu  Kaynak
/o Amarogentin G. rigescens K (49)
o G. purpurea K (43)
S cwa ko
HO OH Y (50)




o) o)
=
H
OH
H
| CH,
o)
OH
HO OH

1-O-p-D-glukopiranozil ampleksin (G. dahurica (K)) (35)

O 40

OH
X

HO 0O

H

@]
o . OH
OH
HO OH

Tablo 2.11. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
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Bilesik R Bitki Cahisilan Kism Kaynak
Krukiatozit Benzoil G. cruciata TU (17)
Ostomoruzzit H G. cruciata TU 17)
0] O
“
OH
X
(@)
o H
O OH
O
OH
HO OH

Ostomozit ( G. cruciata (TU)) (17)




Tablo 2.12. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
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Bilesik R1 R2 R3 Bitki Cahsilan Kismm ~ Kaynak
SverimilegeninE~ OCHs CHs H G. crassicaulis K (44)
Sverimilegenin H H OH CHCHs G. crassicaulis K (44)
Sverimilegenin | H OCHs CHCHs G. crassicaulis K (44)
Sverimuslakton A H CHs H G. crassicaulis K (44)

OH

Rigenolit A (G. rigescens (TU)) (45)
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Rigenolit B/ C (G. rigescens (K)) (51)

OH

Tablo 2.13. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)

‘ Bilesik R Bitki Calisilan Kismi Kaynak ‘
Rigenolit D CH.OH G. rigescens TU (52)
Rigenolit E H G. rigescens TU (52)



HO o

Tablo 2.14. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
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Bilesik R1 R2 Bitki Calisilan Kismm Kaynak
Rigenolit F H Ac G. rigescens TU (52)
RigenolitG  Ac Ac G. rigescens TU (52)
RigenolitH  Ac 2’3bdei:;g;(t)k5i G. rigescens TU (52)

OH
OH
Tablo 2.15. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)
Bilesik R Bitki Calisilan Kismi Kaynak
Gentiananozit A OH G. crassicaulis - (53)
Gentiananozit B H G. crassicaulis - (53)




OH OH

Gentiananozit C (3a) (G. crassicaulis), Gentiananozit D (3p) (G. crassicaulis) (53)

(0] %O
\
O
| R,
cH, O 7o
P Jag o
O O\RZ | o © 0]
5 i HO OH R,
X
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Tablo 2.16. Gentiana tiirlerinden izole edilen sekoiridoitler (devam)

Bilesik R1 R2 Bitki Calisilan Kism Kaynak
Skabrazit H Ac G.scabra - (41)
4"-0-B-d-glukopiranozilskabrozit Glu Ac G. scabra - (41)
o 40
X
HO
O
i b :
H
2 5 o OH
o) N OH
0 0 | OM
F|2 R o HO OH
R: Ac

Gelidozit (G. scabra) (41)




(@] 40
X
o
1 4 i
2 5 o OH
(@] O—R |
\_O (@]
| N
=
R: Ac

De glukozil skabrazit (G. scabra) (41)

6B-hidroksi-3-svertiajapozit A (G. scabra (K)) (46)

O\\ CH,

/
@)
O =~

O
Angelone (G. purpurea (K)) (43)
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CH,

O
Gentiogenal (G. purpurea (K)) (43)

@) 40

=

OH

Gentiolakton (G. triflora (K)) (54)
OH

N
O

O

5-hidroksimetilizokromen-1-on (G. crassicaulis (K)) (44)

OH HO
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Algiolit A (G. algida (TU)) (55)

O O
=
H
X
@]
| R
CH, O ! OH
Rﬁo/ . OH
0 O—R | OM
—0 o HO OH
HO AN
_

HO

Makrofillozit A (G. rigescens (K)) (45)

H3C .. O
3 ,,//|/
@)
H
HoC O
H

Olivierigenin (G. olivieri (TU)) (48)
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¢) Diger Terpenik Bilesikler
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Tablo 2.17. Gentiana tiirlerinden izole edilen triterpenler

Bilesik R: R:

Bitki

Cahsilan Kismm  Kaynak

Roburik Asit
(3,4-sekoursa- C.
43 12-dien-  por” Noy,
. . 3 2
3-oik asit)

4-Hidroksi HiC  _-CHs
roburik asit CHs
metil ester OH

G. dahurica

G. macrophylla

K (35)

K 47)




Tablo 2.18. Gentiana tiirlerinden izole edilen triterpenler (devam)
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Bilesik R Bitki Calisilan Kismm Kaynak

2a,30,24-tri-hidroksi

olean- 12-en-28-0ik H G. dahurica K (35)
asit
G. macrophylla (56)
lo,2a,3B,24-tetra-
hidroksi olean-12-en- OH G. macrophylla (56)
28-oik asit

a-Amirin (G. algida ) (57)




Metil 3-epimaslinat (G. algida ) (57)

Arborinon (G. algida ) (57)
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S\ H
HsC  CHs

Bohmerol (G. algida ) (57)

d) Steroller

30

Tablo 2.19. Gentiana turlerinden izole edilen Steroller

| Bilesik Rl R2 Bitki Cahgsilan Kismi Kaynak |
Ajugasteron C H H G.dahurica K (35)
20-hidroksiekdison OH H G.dahurica K (35)

20-hidroksiekdison 3-asetat OH Ac G.dahurica

K (35)



HO

B -Sitosterol (G. algida, G. crassicaulis (K)) (44, 58)
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e) Fenolikler

Tablo 2.20. Gentiana turlerinden izole edilen fenolikler
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Calisilan
Bilesik R1 R2 R3 R4 Bitki Kismi  Kaynak
Glu-
Eleuterozit B CH:0 @) CHs0 CHCHCH:0H G. urnula B
G. scabra K
(2-hidroksifenil)-O-
B-D-glukopiranozit Glu-
OH O H H G. urnula B
0
0—Cty
0
o
Glu- 0 H
Eleuterozit E CHsO O CHsO ot ¥ G.dahurica K
0
B-hidroksi L .
propiovanilon 3-O- iy
B-D-glukopiranozit CHsO OH H o oH G. urnula B
G.
Siringik asit CH:0 OH CH:0 COOH purpurea K
G.
Ferulik asit CH:0O OH H CHCHCOOH crassicaulis K
etil 3-(B-D-
glukopiranoziloksi)- G.
2-hidroksibenzoat Glu-O OH COOCH:CHs H crassicaulis K




1-O-Kafeoil glukoz OH OH H G. scabra K

3-(B-D-
glukopiranozil
oksi)-2-hidroksi-
benzoik asit metil

ester COOCH;s H G. scabra K
Koaburazit CH:0 OH CHs0 G. scabra K
Benzil-O-B-D-
glukopiranozit H H H G. scabra K
(2S)-3-(4-hidroksi- OH
3-metoksifenil)-1,2- ~J o
propandiol H OH OH HO G. scabra K
OH
HO
e} HO o O
| o OH
HO o |
o) ol oH ©
OH

HO
Siklik 4-O-B-D-glukopiranozilkafeik asit dimer (Gentiana crassicaulis (K)) (44)



f) Flavanoitler

Tablo 2.21. Gentiana tiirlerinden izole edilen flavon-C6-glikozitleri
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Bilesik R1 | R2 R3 Bitki Cahisilan Kismu | Kaynak
[zoorientin OH OH H G. asklepiadea C,Y (16)
G. cruciata K, C, TU (16, 17)
G. olivieri Y (16, 48)
G. septemfida Y (16)
G.koru Y (16)
G. veitchiorum (59)
G. dahurica Y (60)
G. macrophylla Y (60)
Izoorientin-
2!!_0_
glukozit OH OH Glu G. dahurica Y (60)
G. macrophylla Y (60)
[zoorientin-
2!!_0_
arabinozit OH OH Ara G. dahurica Y (60)
Izoorientin-
4'2"-di-O-
glukozit OH Glu Glu G. macrophylla Y (60)
[zoorientin-
4'-0O-glukozit OH Glu H G. macrophylla Y (60)
HO
. ‘ ' HO \
Izoorientin- o:>
2"-O-kafeat OH OH pe G. macrophylla Y (60)
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HO OH O OH 0]

Tablo 2.22. Gentiana tiirlerinden izole edilen flavon-C6-glikozitleri (devam)

Calisilan
Bilesik R1 R2 R3 R4 Bitki Kismi Kaynak
[zoviteksin H OH H H G.septemfida Y (16)
G. cruciata TU (17)
G. lutea K, C (38)
G. dahurica Y (60)
G.
macrophylla Y (60)
[zosaponarin H OGlu H H G. urnula TB (34)
Izoviteksin 2"-(E)-
ferulat H OH H Feru G. cruciata TU a7
[zoviteksin 2"-O-
glukozit H OH H Glu  G. dahurica Y (60)
G.
macrophylla Y (60)
[zoviteksin-4'-O- G.
glukozit H Glu H H macrophylla Y (60)
Saponarin
(Izoviteksin-7-O G.
glukozit) H OH Glu H macrophylla Y (60)
Saponarin 2"-O-
arabinozit H OH Glu Ara G.dahurica Y (60)
[zoskoparin
(Izoorientin-3'-
metil eter) OCHs OH H H G. algida (58)
Izoskoparin 4'-O- G.
glukozit OCHs Glu H H macrophylla Y (60)
Izoorientin

(Homorientin) OH OH H H G. lutea K,C (38)



Saponarin-6"-O-kafeat (G. macrophylla (Y)) (60)

OH @)

Viteksin (flavon-C8-glikoziti) (G. asclepiadea (Y), G.koru (C)) (16)

OH

HO
HO OH

naringenin 4'-O- B-glukopiranozit (flavanon) (G. purpurea (K)) (43)

36

Ri: Glu
R»: Kafeik asit



OH O

Apigenin (flavon) (61)

g) Ksantonlar

CH, O  OH

e
@) OH

Izogentisin (G. lutea K,C ) ( 1,3,7-trisiibstitiie ksantonlar) (G. lutea (K,C)) (38)

37
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OH
T | O
HO O OH
R;

Tablo 2.23. Gentiana tiirlerinden izole edilen ksanton-C-glikozitleri

Bilesik Ri R: R3 Bitki Cahlisilan Kissmm~ Kaynak
Mangiferin Glu H OH  G.cruciata TU (17)

G. lutea K,C (38)

G. dahurica Y (60)
Neomangiferin Glu H OGlu G.dahurica Y (60)

Izomangiferin H Glu OH G. dahurica Y (60)



h) Lignanlar

OH

Tablo 2.24. Gentiana tiirlerinden izole edilen Lignanlar
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Calisilan
Bilesik R1 R2 Bitki Kism

Kaynak

8-Hidroksi-
larisirezinol-4'-O-
(6-O-p- H p-hidroksibenzoil ~ G. macrophylla K
hidroksibenzoil)--
D-glukozit

8-Hidroksi-
larisirezinol-4'-O- H Feruloil G. macrophylla K
(6-O-feruloil)-B-D-
glukozit
8-Hidroksi-
larisirezinol-4'-O-
[6-O-(4-O-B-D- H
glukozil)-kafeoil]-
B-D-glukozit

4-B-D-glukozil

Kafeoil G. macrophylla K

8-Hidroksi-

larisirezinol-4'-O- -D- _ _ _

[B-D-glukozil-(1 — gl p-hidroksibenzoil ~ G. macrophylla K
4)]-(6-O-p-

hidroksibenzoil)-p-
D-glukozit

8-Hidroksi-
larisirezinol-4'-O-  B-D-
[B-D-glukosil-(1 —  glu
4)]-(6-O-vaniloil)-
B-D-glukozit

Vaniloil G. macrophylla K

(62)

(62)

(62)

(62)

(62)
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Ri: 4-B-D-glukozil-kafeoil/ R2: Glu
Pinorezinol-4-O-B-D-glukozil-4" -O-[6-O-(4-O-B-D-glukozil)-kafeoil ]-B-D-glukozit
(G.macrophylla (K)) (62)

e O
< “CH,
/ 0
/
H,C
Tablo 2.25. Gentiana tiirlerinden izole edilen lignanlar (devam)
Bilesik R1 R2 Bitki Caligilan Kismi Kaynak ‘
Larisirezinol -4'-O-B-D-
glukopiranozit H H G. dahurica K (35)
7S,8R,8R'-(—)-

larisirezinol-4-O-B-D-
glukopiranozil-4'-O-(2-
O-p-D-glukopiranozil)-
B-D-glukopiranozit Glu  Glu-4'-(20) G. dahurica K (35)



41

CHj H3C_
/ 0
O 0
et OH
R_O Loy
O 0
o) /
H.C
3 HsC
R: Glu

Siringarezinol-O-glukozit (G. dahurica-(K)(35), G. urnula- (TB)(34), G. purpurea -(3,
43))

OH

R: Glu
Koniferin (G. urnula- (TB)(34), G. dahurica-(3, 35))

OH
R X O\
\ E : R
O T
O
O
O
\ \CH3

CHj

R: Glu
Dehidrodikoniferil alkol 4,y'-di-O-p-d-glukopiranozit (G. dahurica -(K)) (35)



CH,
/
0 0
H OH
HO H
OH o)
/
HyC

Berkemol (G. scabra - MeOH (K)) (63)

i) Kumarinler

H3C

Tablo 2.26. Gentiana tirlerinden izole edilen kumarinler
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Bilesik R Bitki Calisilan Kism1 ~ Kaynak
2-Hidroksianofinik asit OH G. crassicaulis K (44)
2-Metoksianofinik asit OCH3 G. macrophylla (37)

@) 40
R

Tablo 2.27. Gentiana tiirlerinden izole edilen kumarinler (devam)

Bilesik R Bitki Caligilan Kismi ~ Kaynak
Eritrosentaurin CHO G. purpurea K (43)
Eritrosentaurin dimetil asetal CH(OCHz3): G. purpurea K (43)




j) Diger bilesikler

HO OH
\ /OWO\ /
AR AN
o™ \ n / o
o) o!
HaC—N"—CH, Hy,C—N"—CH,
CH, CHy

Tablo 2.28. Gentiana tiirlerinden izole edilen Lipid bazli sekonder metabolitler

43

Bilesik n Bitki Calisilan Kism Kaynak
Gentianaline A 19 G. crassicaulis K (64)
Gentianaline B 21 G. crassicaulis K (64)
Gentianaline C 22 G. crassicaulis K (64)

NH,

N X

1)

Z

N
N
HO o

OH OH

Adenozin (G. crassicaulis) (K) (44)
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2.2.2. Gentiana Tiirlerinin Kullanihislar: ve Biyolojik Etkileri

Bu boliim Gentiana Tiirlerinin Halk lac1 Olarak Kullanislar1 ve Gentiana Tiirleri Uzerinde

Yapilan Farmakolojik Calismalar olmak iizere 2 kisimdan olusmaktadir.

a) Gentiana Tiirlerinin Halk flaci Olarak Kullamhslari

G. algida Cin’de pnomoninin ve atlet ayaginin geleneksel tedavisinde olarak

kullanilmaktadir (6, 65).

G. asclepiadea Anadolu’da istah agici, ates diisiirlicii ve mide {izerine etkilerinden
dolay1, Cin’de hepatoprotektif olarak, Kafkasya bolgesinde pndmoni, tiiberkiiloz, hepatit, mide
agrisi, hemoroid, sitma, anemi, bronsitin tedavisinde ve ates disiirlicii, antidiyabetik

etkilerinden dolay1 geleneksel olarak kullanilmaktadir (4, 13, 66, 67).

G. chirayita ve G. punctata Romanya’da geleneksel olarak istah agici olarak ve grip

tedavisinde kullanilmaktadir (68).

G. crassicaulis’ in kurutulmus koklerinden G. macrophylla, G. dahurica ve G.
straminea ile birlikte romatoid artrit, inme, artralji, sarilik, inflamasyon, malniitrisyon, spazm,
istahsizlik, agri, sislik, kabizlik, hipertansiyonun tedavisinde kullanilan "Qin-Jiao" ismi verilen

Cin Farmakopesi’nde kayitli olan geleneksel Cin ilact hazirlanmaktadir (2, 16, 28, 35, 47).

G. cruciata Anadolu’da istah acgici, ates diisliriicli ve mide iizerine etkilerinden dolayz,
Cin’de istah acic1 olarak, Kafkasya bolgesinde pndmoni, tiiberkiiloz, hepatit, mide agrisi,
hemoroid, sitma, anemi, bronsitin tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir (4, 13, 66,

67).

G. dahurica, Tibet’te romatoit artritin geleneksel tedavisinde kullanilirken, ¢igekleri
geleneksel Mogol ilact olarak akcigeri rahatlatmada, oksiirliik ve bogaz agrisinin tedavisinde

kullanilmaktadir (35).

G. dendrology, G. lhassica, G. robusta, G. siphonantha, G. tibetica ve G. waltonii
Cin’de geleneksel olarak hepatobiliyer sistem ile iligkili hastaliklarda kullanilmaktadir (3).

G. farreri Tibet’te geleneksel halk ilact olarak ates ve =zatlirrenin tedavisinde

kullanilmaktadir (2).

G. floribunda Himalayalarda yetisen endemik bir bitkidir. Hepato-biliyer sistem
hastaliklarinda, hipertansiyon, ndrolojik hastaliklarda, konjestif solunum, gastrointestinal

motilite bozukluklarinda bolgede geleneksel olarak kullanilmaktadir (69).
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G. kokiana Italya (Orta-Kuzey) da ve Giiney Avrupa’da yetisen endemik bir bitkidir.
Toskana’da geleneksel olarak kokleri kaynatilarak aci tonik olarak, spazmolitik ve antipiretik
ve antihipertansif etki i¢in kullanilmaktadir (70).

G. kurroo geleneksel Cin tibbinda balgam soktiiriicii, ac1 tonik, gaz giderici, anti-
helmintik ve mide rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilirken Unani tibbinda agr1, inflamasyon,

ates ve hepatit tedavisinde kullanilir (4, 12).

G. lutea diinyanin bir ¢ok yerinde kullanimi olan ve bir ¢ok farmakopede yer alan
Gentiana cinsine ait en bilindik tiirdiir. Avrupa ilag Ajansin’da da G.lutea’ ya ait monograf yer
almaktadir. Ayrica Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’nun sitesinde de 2019 yilindan beri
monografi yayimlanmaktadir. Anadolu’da istah agici, ates diisiiriicli, yara iyilestirici,
antianemik ve mide iizerine etkilerinden dolayi, Avrupa’da (orta ve giiney) karaciger
inflamasyonunda, ¢esitli géz ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde, bagisiklik sistemini
giiclendirmede, italya’da alkolde hazirlanan maseratinin haricen antinevraljik ve anti-
romatizmal olarak kullanilist  vardir.  Sirp  geleneksel tibbinda  sindirim  sistemi
rahatsizliklarinda, ayurvedik tipta ates diisiiriicli, sarilik ve c¢esitli karaciger hasar1 sonucu
olusan hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilir. Japon farmakopesinde sodyum bikarbonat ile

hazirlanmis formiilasyonu yer almaktadir (3, 4, 8, 11, 48, 66, 71).

G. macrophylla gastrointestinal sistem i¢in tonik olarak, safra kesesi ve karaciger ile
ilgili hastaliklarin tedavisinde Cin tibbinda, ates diisiiriicii, , hepatit, mide iltihabi, bagirsak
iltihab, kolesistiti tedavi edici olarak Mogol tibbinda kullanilmaktadir (3, 72, 73).

G. manshurica’nmin Kok ve rizomlarindan G. scabra, G. triflora ve G. rigescens ile
birlikte karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilan Cin farmakopesine kayitli “Longdan”

ismi verilen geleneksel Cin ilact hazirlanmaktadir(2, 4, 5).

G. olivieri Griseb. Tiirkiye’de 6zellikle Dogu ve Gilineydogu Anadolu’da “Afat” adiyla
ve “7 yillik korkuyu gideren bitki” olarak bilinmektedir. Herbasinin infiizyonu tonik (istah
acici), ates diisiiriicii ve mide ile ilgili hastaliklarin tedavinde kullanilirken, dekoksiyonu ¢esitli
ruhsal hastaliklarin ve korkularin tedavisinde kullanilmaktadir. Sulu maserat1 antidiyabetik
olarak tip-2 diyabetlilerde kullanilmaktadir. Karaciger ile ilgili hastaliklarda ve anemide de halk
arasinda kullanilmaktadir (15, 22, 67, 74). Pakistan’da {ilser, apse ve deri hastaliklariin
tedavisinde, idrar yolu enfeksiyonlarinda ve kokleri genital bolge enfeksiyonu olan ¢ocuklarda
kullanilmaktadir (30, 75). Ozbekistan'da karm agrisinin, soguk alginliginin tedavisinde, miishil

etkisiyle kabizligin giderilmesinde, hazimsizlig1 giderilmesinde ve yaralari iyilestirmekte
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kullanilmaktadir (30, 31, 48). Ayurvedik ve Unani tip sistemlerinde karaciger hastaliklarinin
tedavisinde, sudorifik (terletici), antidepresan, antiinflamatuar, gastroprotektif ve

antiiilserojenik etkileriyle yer almaktadir (30, 31, 76, 77).

G. paradoxa, G. pneumonanthe ve G. septemfida Kafkasya bolgesinde pndmoni,
tiiberkiiloz, hepatit, mide agrisi, hemoroid, sitma, anemi, bronsitin tedavisinde ve ates diisliriici,

istah agic1 ve antidiyabetik etkilerinden dolay1 geleneksel olarak kullanilmaktadir (13).

G. rhodantha’nmin herbasi Cin’de yasayan Miao halki tarafindan geleneksel olarak
tiiberkiiloz, okstiriik , pndmoni, sarilik, bronsit ve hepatit tedavisinde kullanilmakta olup Cin
farmakopesine kayitlidir. Tad1 diizenlemek i¢in Glycyrrhiza uralensis (meyan kokii) ile beraber

kullanilmaktadir (2, 4, 6, 48).

G. scabra geleneksel Cin tibbinda Vitiligo tedavisi ic¢in hazirlanan g¢esitli
formiilasyonlarin igerisinde yer almaktadir. Kore’de geleneksel olarak antidiyabetik olarak

Romanya’ da ise istah agic1 ve grip tedavisinde kullanilmaktadir (3, 4, 68).

G. straminea Tibet geleneksel tibbinda antimikrobiyal ve ates disiirlicii olarak

kullanilmaktadir (73).

a) Gentiana Tiirleri Uzerinde Yapilan Farmakolojik Calismalar
Hepatoprotektif Etki

G. asclepiadea L. toprak iistii ve koklerinin metanol ekstreleri farelerde CCl4 (Karbon

tetra kloriir) kaynakli karaciger hasarina kars1 koruyucu etki gdstermistir. Bu koruyucu etkiyi
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aminotransferazin serumdaki seviyesinin artisin1 Onleyerek, karacigerde olusan lezyonlari

iyilestirerek ve oksidatif stresi azaltarak gostermistir (78).

G. cruciata toprak iistii kistmlarimin metanol ekstresi farelerde CCls (Karbon tetra
kloriir) kaynakli karaciger hasarinda degisen biyobelirtecleri ( Serum AST, ALT, ALP, total
protein ve total bilirubin ) diizenlemis ve karaciger fonksiyonlarinin degisimini engellemistir.

Bu etkinin ekstrede yiiksek oranda bulunan gentiopikrozitten kaynaklandig diisiintilmiistiir

(18).

G. macrophylla kurutulmus koklerinin %70 EtOH ekstresinden elde edilmis olan 8-
Hidroksi-larisiresinol-4'-O-(6-Op-hidroksibenzoil)-B-D-glukozit, ~8-Hidroksi-larisiresinol-4'-
O-(6-O-feruloil)-B-D-glukozit, 8-Hidroksi-larisiresinol-4'-O-[ B-D-glukozil-(1—4)]-(6-O-
vanilloil)-B-D-glukozit, Pinoresinol-4-O-B-D-glukozil- 4' - O-[6-O-(4-O-B-D-glukozil)-
kafeoil]-p-D-glukozit bilesikleri MH7A hiicre hattinda IL-1 (proinflamatuar sitokin)’ nin

salimimint anlaml sekilde azaltmistir. Ayrica bu bilesikler D-galaktozamin uygulanarak
olusturulan AMLI12 hepatosit hasar modelinde anlamli derecede hepatoprotektif etki
gostermistir. 8-Hidroksi-larisiresinol-4'-O-[B-D-glukozil-(1—4)]-(6-O-vanilloil)-B-D-glukozit
silybin kadar etkili bulunmus olup anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunu arttirip pro

apoptotik protein olan Bax ekspresyonunu azaltarak hiicre apoptozunu diizenlemektedir (62).

G. olivieri EtOH ekstresinden elde edilen olivierisekozit M bilesigi L02 ve HepG2
hiicre hatlarinda ve loganin bilesigi HepG2 hiicre hattinda palmitik asit kaynakli olusan hasara

kars1 hepatoprotektif etki gostermistir (19).

G. olivieri %80 EtOH maserati ve elde edilen izoorientin CCl4 tarafindan hasar gormdiis
olan karaciger hiicreleri iizerinde giiclii hepatoprotektif etki gostermistir. (Antioksidan
aktivitelerinden otlirli oldugu disiiniilmektedir mekanizmanin aydinlatilmasi ig¢in ileri

caligmalara ihtiyag¢ vardir.) (23)

Antiinflamatuvar Aktivite

G. cruciata L. kurutulmus toprak iistii kisimlarinin MeOH ekstresinden elde edilen 10-
O-benzoilostomoruzit, gentiopikrozit, izorientin ve izoviteksin 2"-(E)-ferulat bilesikleri nitrit
ve IL-6 iizerinde giiclii sayilabilecek anlamli bir antiinflamatuvar aktivite gosterirken,

gentiopikrozit PGE-: seviyesini de diislirerek analjezik etki de gostermistir (17).

G. dahurica Geleneksel Cin formiilasyonu olan Qin-Jiao’da yer alan diger Gentiana

tirleriyle birlikte icerdikleri iridoit glikozitler COX-1/2 iizerinde inhibitor etki gdstermistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proinflammatory-cytokine
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(COX enzimine ana bilesikler olan loganik asit ve gentiopikrozitin yani sira mindr bilesiklerde

inhibitor etki gostermistir.) (35)

G. kurroo bitkinin tamamindan hazirlanan petrol eteri, etil asetat, su ve metanol
ekstreleri inflamasyon olusmus farelerde hiicresel immiin yaniti ve antikor olusumu tizerinde

denenmis ve metanol ekstresi en yiiksek etkiyi gosteristir (79).

G. macrophylla koklerinden %70 EtOH ekstresinde bulunan iridoitler IL-10 (
antiinflamatuvar sitokin) seviyesini arttirarak, IL-8 ve IL-1p (proinflamatuvar sitokin)

seviyesini azaltarak A549 hiicre hattinda antiinflamatuvar etki gostermistir (56).

G. macrophylla’den elde edilen gentiopikrozit farelerde %70 EtOH ile olusan mide
mukozasinda olusan hasara kars1 anlamli bir koruma olusturmustur. EGF ve VEGF seviyelerini
diizenlemis ve HSP-70 i yiikselterek antiinflamatuvar etki gostererek bu korumay1 sagladigi

diistintilmektedir (80).

G. purpurea bitkinin sicak suyla hazirlanmis ekstresinde bulunan amarogentin ve
gentiopikrozit ile birlikte bozulma {iriinleri olan gentiogenal ve eritrosentaurin TNF-a’ nin

salgilanmasini azaltarak gii¢lii bir antiinflamatuvar aktivite gostermektedir (43).

G. olivieri Griseb EtOH ekstraktindan elde edilen olivierozit B ve 6'-gentizoil-8- epi -
kingizit bilesikleri LPS ile indiiklenen RAW264 hiicrelerinde anlamli antiinflamatuvar yanit

olusturmustur (19).

G. scabra koklerinin CHCIs ektresinin  LPS ile uyarilmis RAW264 fare makrofaj
hiicrelerinde TNF-a, IL-6 ve NO iiretimini inhibe ederek antiinflamatuvar yanit olusturmustur.
(46) Baska bir calismada kok ve rizomlarinin %70 EtOH ekstresi IL-6, TNF-a, MCP-1 ve IFN-
vy liretimini azaltip antiinflamatuvar yanit olusturarak farelerdeki deri lezyonlarinin iyilesmesini
saglamistir. %70 EtOH ekstresinin Balb/c fareleriyle yapilan calismada farelerin cilt
yiizeyindeki soyulma, piiriizliiliik, kabuklanma gibi semptomlar1 diizelttigi, cildi sikilastirip
melanin ve eritem indeksini diisiirdigii, epidermal hiperplaziyi, hiperkeratozu , ve immiin hiicre
infiltrasyonunu engelledigi, MCP-1, IFN-y, TNF-a ve IL-6 iiretimi inflamatuvarli dokularda
inhibe ettigi gorilmiistiir(81). Ayrica yine kok ve rizomlarinin MeOH ekstresinin C57BL/6 fare
hiicre hattina uygulanmasiyla TNF-a, IL-6 ve IL-12 p40 {retimini inhibe ederek

antiinflamatuvar etki gostermektedir (41).

G. triflora koklerinin MeOH ekstresinin LPS ile uyarilmis RAW264 hiicrelerinde iNOS,

COX-2 ve TNF-a iiretimini inhibe ederek antiinflamatuvar aktivite gostermistir (54).
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Kolinesteraz inhibitor Aktivite

G. verna kok, yaprak ve c¢igeklerinden MeOH, EtOAc ve DCM ekstrelerinin
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktiviteleri degerlendirilmis ve giiclii kolinesteraz intibitori

ozelligi gosterdigi tespit edilmistir. (16).

Antioksidan Aktivite

G.asclepiadea koklerinin MeOH ekstresinden etil asetat, kloroform ve n -butanol
fraksiyonlar1 elde edilip bu fraksiyonlarin total antioksidan kapasitesi, DPPH radikal siipiiriicii
etkisine degerlendirilerek antioksidan aktivitesi degerlendirilmis olup etil asetat fraksiyonunun
antioksidan kapasitesi en yiiksek olan fraksiyon oldugu gosterilmistir. Etil asetat fraksiyonunun
fenolik bilesikler agisindan zengin olmasi antioksidan aktiviteden fenolik gruplarin asil sorumlu

grup olabilicegini gostermektedir (78).

G. cruciata toprak iistii ve kéklerinin MeOH ekstresinin , siiperoksit radikal temizleme,
DPPH, ABTSradikal siipiiriicii  etki, redoksiyon ve farkli sistemlerde lipid
peroksidasyon kapasitelerine bakilmistir ve toprak tistii kisminin antioksidan aktivitesinin daha
yiliksek oldugu gosterilmistir. Bunun fenolik 6zellikle flavanoid bilesiklerin miktariyla iligkili
oldugu diisliniilmektedir. Ayrica 1-9 pH araliginda 1 saatlik inkiibasyon ve 1sitma
uygulamasinda fenolik bilesiklerin azalmadig1 ve antioksidan kapasitenin arttig1 goriilmiistiir

(82).

G. lutea gigeklerin ve saplarin etanol ekstrelerine DPPH (2.2-Difenil-1-pikrilhidrazil
Radikal) testi uygulanmis olup ¢ok gii¢lii olmayan antioksidan etki gostermislerdir (83).

G. macrophylla  koklerinin MeOH ekstresinin antioksidan aktivitesine bakmak
icin NBT testi, DPPH (Askorbik asit ile karsilagtirmali) testi yapilmis ve toplam fenolik
icerigine bakilmis olup DPPH testinde askorbik asite benzer bir antioksidan aktivite gdsterirken
NBT testinde zayif etki gostermistir. Yaniktan olusan yaralarin iyilesmesinde antimikrobiyal

aktivitesiyle birlikte giiclii antioksidan aktivitesinin 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir (84).

G. scabra polisakkaritleri DPPH, Demir indirgeme kapasitesi, Hidroksil radikal
temizleme deneyi ve Siiperoksit anyon radikal temizleme kapasite testlerinde antioksidan etki

gostermislerdir (85).

G. scabra su ektresinden hazirlanan polisakkarit fraksiyonunun GSP Ia ve GSP II-b’ in

Hidroksil radikali, DPPH ve Siiperoksit anyon radikali tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
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DPPH testinde GSP Ia ve GSP II-b giiclii antioksidan aktivite gosterirken Stiperoksit anyon ve
Hidroksil radikal tizerinde etkileri diisiik kalmistir (86).

G. veitchiorum ¢iceginden elde edilen apigeninin hiperlipidemik sicanlarda karaciger
homojenatt ve serumda MDA (malondialdehit) icerigi ve SOD (siiperoksit dismutaz)
aktivitesine bakilarak antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Apigenin verilen sicanlarda

MDA degerinde anlamli azalmalar olurken SOD aktivitesinde anlamli artiglar gérilmiistiir (61).

G. verna kok, yaprak ve ciceklerinden MeOH, EtOAc ve DCM ekstrelerinin radikal
siiplirme, ferrik indirgeme, selasyon yapabilme kapasitelerine bakilarak antioksidan aktivitesi

gosterilmistir (16).

Anti-Artrit Etki

G. macrophylla koklerinin EtOH ekstresinden elde edilen 8-hidroksi-larisiresinol-
4'- O- (6- O - p -hidroksibenzoil) -5 -D-glukozit, 8-hidroksi-larisiresinol-4'- O- (6- O feruloil)-
B - D-glukozit, 8-hidroksi-larisiresinol-4'- O- [ f -D-glukozil-(1 — 4)]-(6- O -vanilloil) -5 -D-
glukozit ve pinoresinol-4-O-3-D-glukozil-4'-O-[6-O-(4-O-B-D-glukozil)-kafeoil |-B-D-glukozit
bilesikleri TNF-o tarafindan indiiklenen MH7A hiicrelerinde artan IL-1p miktarini

deksmetazon benzeri etki gostererek anlamli seviyede azaltmistir (62).

G. macrophylla ¢igeklerinin %75 EtOH ekstresi TNF-a, IL-6, IL-1B’y1 regiile edip
iINOS ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ederek siganlarda romatoit artritin patolojik gelisimini

engellemistir (36).

Apoptoz Regiilasyonu

G. macrophylla koklerinin EtOH ekstresinden elde edilen 8-hidroksi-larisiresinol-
4'- O- [ p -D-glukozil-(1 — 4)]-(6- O -vaniloil) -f -D-glukozit adl1 bilesik Bax (pro-apoptotik)
ekspresyonunu azaltirken Bcl-2 (antiapoptotik) ekspresyonunu arttirarak MH7A hiicrelerinde

apoptozunu regiile etmistir (62).

Antikoagiilan aktivite

G. scabra kokleriden elde edilen polisakkaritlerin antikoagiilan aktiviteleri PT
(protrombin zamani) analiziyle ekstrinsik pihtilagsma faktorlerininin ayirt edici 6zelliklerini
ortaya koymak , TT (trombin zamani ) analizifibrinin trombin tarafindan fibrinojenden
doniistiiriilmesinin 6lctilmesi ve APTT (aktive parsiyel tromboplastin zamani) analizi ile XII,

XI, IX, VII ve prekallikrein intrinsik pihtilasma faktorlerini degerlendirmek i¢in
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kullanilmiglardir. Elde edilen polisakkaritlerin PT, TT ve APTT’ yi uzattigin1 ve antikoagiilan
aktivite gosterdigi goriilmiistiir (87).

Antigenotoksik Aktivite
G. asclepiadea koklerinin MeOH ekstresinin elde edilen CHCIs, n -butanol ve EtOAc

fraksiyonlart EMS (etil metansiilfonat) ile indiiklenen DNA hasarina karsi antigenotoksik

aktivite gostermislerdir (88).

G. cruciata kok ve toprak istii kisimlar1 CCls karaciger hiicrelerinde neden oldugu DNA

hasar1 diizeylerini belirgin sekilde azaltmistir (82).

G. lutea ‘nin yaprak ve koklerinin %50 EtOH ekstresinin Hepatoma HepG2 hiicre
hattinda gida kaynakli mutajenler olan IQ ve PhIP’in (aromatik aminler) olusturdugu
genotoksik etkilere karsi ksenobiyotiklerden arandirmadan sorumlu olan Nrf2 transkripsiyon
faktoriinii arttirma, radikal siipiirme etkisi, antioksidan aktivitesiyle anti genotoksik aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (38).

immiinomodiilator Aktivite

G. crassicaulis koklerinin sulu ekstresinden saflastirilan polisakkaritler kompleman
sistemine etki ederek giiclii bir aktivite gosterip potansiyel birer immunmodiilator olduklari

tespit edilmistir (89).

G. kurroo nun petrol eteri, etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin Erkek albino Wistar
siganlarda yapilan DTH (Gecikmis Tip Asirt Duyarlilik) testi ve Hemagliitinasyon Antikor
Titresi (Ekstrelerin B hiicrelerindeki antikor {iretimine etkisininin incelenmesi i¢in yapilan test)
testler ile incelenmis olup 2 testte de metanol ekstresinin anlamli immiinomodiilatdr yanit

olusturdugu goriilmiistiir (79).

G. olivieri %80 etanol ekstresinin ve bu ekstrenin n-butanol fraksiyonunun Balb/C
farelerinde yapilan Humoral antikor titresi testi ve Gecikmeli asir1 duyarlilik cevabi testlerine
24. ve 48. saatteki yanitlar1 degerlendirilmistir. Humoral antikor testi sonuclarina gore n-
butanol fraksiyonu etanol ekstresinden daha etkili bulunmustur. Gecikmeli asir1 duyarlilik
cevabi testinin sonuglaria gore ise etanol ekstresinin de n-butanol fraksiyonunun da 48. saat

sonuglar1 etkili bulunmustur (77).

G. scabra su ektresi hazirlanip konsantre hale getirildikten sonra etanol eklenip santrifiij
edilip Sevag reaktifiyle proteinlerinden ayirilmigti. Daha sonra dondurulup c¢oziliip

cozlinmeyen higbir molekiil kalmayana kadar santrifiijlenerek cesitli kolonlar yardimiyla jel
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filtrasyon kromotografisiyle polisakkarit eliisyonu hazirlanmistir. Ayristirilan polisakkaritler
hem GSP Ia’in hem GSP II-b’ in lenfosit proliferasyonunu anlamli 6lciide arttirdig:

goriilmiistiir (86).

Antiaging Etki

G. rigescens koklerinin MeOH ekstresinden elde edilen amarogentin ¢esitli dozlarda (1,
3 ve 10 uM ) uygulandiginda K6001 maya hiicrelerinin replikasyon siiresini anlamli dlgiide
arttirdigi, SOD (stiperoksit dismutaz), CAT (katalaz), GPx (glutatyon peroksidaz) enzimlerinin
aktivitelerini ve gen ekspresyonunu arttirarak hayatta kalmasini (oksidatif stres altinda) 6nemli
Ol¢iide arttirdig1 ancak bu maya hiicresinin mutasyonu sonucu olusan SKN7, SOD1, UTHI ve
SOD2 in replikasyon siiresi iizerinde olumlu bir etkisi olmamustir. Biitiin bu sonuglar

amarogentinin antiaging aktivitede dnemli bir bilesik olacagini diisiindiirmiistiir (49).

Noroprotektif etki

G. rigescens koklerinin MeOH ekstresinden elde edilen amarogentin ¢esitli dozlarda (
1, 3 ve 10 uM ) H20: ile hasara ugratilmig PC12 hiicre hattina uygulandiginda bu hiicrelerin
canlilik oranini, SOD (siiperoksit dismutaz) ve SOD2’nin aktivitesini ve GPx (glutatyon
peroksidaz), CAT (katalaz), SOD2, Bcl-x1 ve Nrf2’nin gen ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide
arttirdig1 ve MDA (malondialdehit) ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) seviyerinin anlamli sekilde

azaltarak noroprotektif etki gostermistir (49).

G. scabra kok ve rizomlarimin MeOH ekstresinden elde edilen bilesiklerin antitiimoral
ve noroprotektif etkisi Kiniirenin yolaginin hiz sinirlayict basamagini katalize eden IDO
(indoleamin 2,3-dioksijenaz) inhibitor aktivitesi ile degerlendirilmistir. Elde edilen
bilesiklerden masilinik asit ve oleanolik asit yiiksek, tirginolik asit orta, skabranol ve
1B,2a,3a,24-tetrahidroksiolean-12-en-28-oik asit ise zayif inhibitor aktivite gostermislerdir

(90).

Antimikrobiyal Aktivite

G. lutea cicek, sap ve yapraklarin EtOH, petrol eteri, su ve kloroform ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢cin bu ekstreler cesitli bakteriyel suslara
(Gram pozitif: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Gram negatif: Escherichia coli,
Salmonella abony ve Candida albicans) uygulanmistir. Kloroform ekstrelerinin tiim suglara
kars1 en etkili olan ekstreler oldugu tespit edilmistir. Cigekten hazirlanan ekstrelerin Candida

albicans ve Salmonella abony’ ye kars1 belirgin etkileri vardir. Tiim EtOH ekstrelerinin biitlin
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suslar tizerinde anlamli etkileri varken su ekstrelerinin herhangi bir antimikrobiyal etkisi

bulunamamastir (83).

G. macrophylla koklerinin MeOH ekstresinin yanik yaralarindan elde edilmis bazi
bakteriyel suslar (Gram pozitif: Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Gram negatif: Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli) lizerindeki antimikrobiyal etkisi MIK
(Minimum inhibitoér konsantrasyon) ve MBK (minimum bakterisidal konsantrasyon)’ya
bakilarak degerlendirilmistir. G. macrophylla koklerinin MeOH ekstresi degerlendirilen tiim
suslara kars1 anlamli seviyede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Yanik yaralarindan izole
edilen bakterilere kars1 gostermis oldugu giiglii antimikrobiyal ve antioksidan aktivite yanik

yaralarini tedavisinde anlamli olabilecegini diisiindiirmiistiir (84).

G. olivieri nin EtOH ekstresinin, bu ekstreden izole edilen gentianin ve sulu
fraksiyonunun antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir. Baz1 bakteriyel suslara
(Gram negatif: Pseudornonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Pseudallescheria boydii ve
Escherichia coli) kars1 giiclii antibakteriyel aktivite gosterdigi bulunmustur. Etanol ekstresinin
ve gentianinin ¢esitli mantar suslarina (Nigrospora oryzae, Drechslera rostrata,

Epidermophyton floccosum ve Allescheria boydii) kars1 antifungal aktivite gdstermistir (75).

Antidiyabetik aktivite

G. kurroo etil asetat, metanol, petrol eteri ve %50 EtOH ekstrelerinin STZ
(Streptozotozin) ile pankreasinin B hiicrelerine zarar verilerek diyabetik hale getirilmis Albino
Wistar siganlardaki antidiyabetik etkisi ac¢lik kan glukoz seviyesindeki ve poliiiri, polidipsi,
polifaji gibi diyabetik semptomlardaki degisim degerlendirilmistir. Siganlarda ekstrelerin ALP,
ALT ve AST’yi onemli 6lgiide azalttig1 ve aglik kan glikozunu dengeledikleri biyokimyasal
sonuglar degerlendirildiginde goriilmiistiir ayrica ve poliiiri, polidipsi, polifaji gibi semptomlari

diizeltmistir (91).

G. olivieri su ve MeOH ekstrelerinin antidiyabetik etkisi saglikli ve CMC
(karboksimetilseliiloz) ¢ozeltisiyle diyabetik hale getirilmis Sprague-Dawley sicanlarinda kan
aclik glukoz seviyesi, kan trigliserit seviyesi ve OGTT (oral glukoz tolerans testi) ile
degerlendirilmistir. Su ekstresinin anlamli bir etki gostermedigi ve MeOH ekstresinin giiclii bir

antidiyabetik etki gosterdigi goriilmiistiir (22).

G. scabra su ekstresinin antidiyabetik etkisi NCI-H716 (Insan enteroendokrin hiicresi)

hiicre hattinda ve farelerde yapilan ¢alismalarda GPy yoluyla GLP-1 (glukagon benzeri peptid-
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1) salgilanmasini arttirdig1 goriilmiistiir. Farelerde yapilan OGTT (oral glukoz tolerans testi) ile

de antidiyabetik aktivite gosterdigi bulunmustur (92).

Kolestrol Diisiiriicii Aktivite

G. lutea koklerinin su ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen izoviteksinin kolestrol
diistirticii aktivitesinin RASMC (sigan aortik kas hiicresi) hiicre hattinda ve HUVEC (insan
gbbek damari endotel hiicresi) hiicre hattinda ROS (reaktif oksijen tiirlerinin) olusumunu ve
16kosit yapismasini engelledigi goriilmiistiir. Hem su ekstresi hem izoviteksin HUVEC hiicre
hattinda TNF-a ile indiiklenen VCAM-1 ve ICAM-1’in ekspresyonunu, fosfolipaz C- vy
aktivasyonu ve PDGF-BB (biiylime faktorii-BB) ile indiiklenen RASMC’in gog¢ii ve hiicre ici
kalsiyum artigin1 da inhibe edilmistir. STZ siganlarin diyetine toz olarak G. lutea eklendiginde
kandaki kolestrol miktarini azaltmistir. Aort damarmin duvarinda lipit birikimini azaltmistir. G.
lutea tedavisinden sonra iNOS (indiiklenebilir nitrik oksit sentaz), VE-kadherin (vaskiiler
endotelyal kaderin) ve VCAM-1 (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1) ekspresyonunu

azaltmistir (93).

G. veitchiorum ¢igeklerinin %95 MeOH, %70 MeOH ve su ekstrelerinin ve %70 MeOH
ekstresinden elde edilen apigeninin antihiperlipidemik aktivitesi SD sicanlariyla yapilan
caligmalarla degerlendirilmistir. Kanda TG (trigliserit) ve TC (toplam kolesterol) seviyeleri ve
MDA igerigi ve SOD aktivitesine sirasiyla si¢anlarin karaciger homojenatindan ve serumdan
bakilmistir. Apigenin serum TC ve TG seviyelerini anlamli 6lgiide azaltmistir. Ayrica MDA
seviyesini anlamli 6l¢iide azaltmistir ve SOD seviyesini 6nemli 6l¢iide arttirmistir. Apigeninin
antioksidan aktivitesi ABTS, DPPH ve FRAP yontemleriyle Olciilmiis olup dikkat gekici

seviyede antioksidan etki gdsterdigi bulunmustur (61).

Melanogenez Inhibisyonu
G. veitchiorum kok ve ¢icek su ekstrelerininden elde edilen izorientin B16F10 (fare
melanom hiicreleri) hiicre hattinin melanin miktarini tirozinaz enziminin hiicre igi

ekspresyonunu inhibe ederek azaltmistir (59).

UV Koruyucu Etki

G. lutea siirglin ve koklerinin ekstresinin Hs 294T (insan melanom hiicreleri) ve MRC-
5 (fetal akciger fibroblastlari) hiicre hatlarinin MTT testiyle toksik olmayan konsantrasyonlarini

belirlenmistir. Alkalin komet testi kullanilarak antigenotoksik etkisi doza bagimhidir. UV
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koruyucu etki giici UVC ve UVA nin oksidadif hasara neden olmasi nedeniyle hazirlanan
ekstrenin antioksidan kapasitesine bagli olup DPPH testiyle antioksidan kapasite dl¢iilmiistiir.
Stirgiin ekstresinin giiglii, kok ekstresinin orta derecede antioksidan aktivite gostermis olup

UVC ve UVA'’ ya kars1 anlaml1 derecede koruyucu etki gostermislerdir (94).

Antidepresan Etki

G. olivieri cigeklerinin %80 EtOH ekstresinin antidepresan aktivitesi 3 hafta hafif
kronik strese maruz kalan Sprague-Dawley sicanlarda davranissal ve biyokimyasal
parametreler incelenerek degerlendirilmistir. Ekstre si¢anlarin strese bagli azalan sakkaroz
tiiketimini diizenlemis, karaciger kortikosteron, proinflamatuvar sitokin TNF-o ve IL-6
seviyelerinin artisin1 engelleyip hipokampiiste azalan noradrenalin ve seratonin seviyelerini ve

antioksidan parametreleri onemli dlgiide arttirmistir (20).

Obezite Karsit1 Etki

G. scabra EtOH ekstresinden elde edilen gentiopikrozit giinde 1 defa olacak sekilde 12
hafta boyunca obez olan C57BL/6N farelerine verilmistir. Visseral (i¢ organ) ve epididimal
(testislerin arka tarafinda yer alan sperm depolama ve tagima gorevi olan tiip) yag kiitlesinde
azalmaya, 3T3-L1 adiposit hiicrelerinin boyutunu lipogenez/adipogenezde etkili genler
supresyonuyla lipid birikimini ve adiposit farklilasmasini inhibe ederek anlamli seviyede
kugulttiigi ve 3T3-L1’in inflamatuvar yanitini arttirdigi goriilmistiir. Tiim bu bulgular
gentiopikrozitin yiiksek yagli besinlerle beslenen faralerde obeziteye karst anlamli bir etkisinin

oldugunu gostermektedir (95).

Sitotoksite

G. dinarica invitro kiltir koklerinin Ei, E> ve Es ekstrelerinin (E:: degistirilmemis
koklerin MeOH ekstresi, E2: AAM70GUS susu ile inokiile olmus Agrobacterium rhizogenes ile
transformasyonu gerceklesmis koklerinin MeOH ekstresi, Es: 15834/P1 susu ile inokiile olmus
Agrobacterium rhizogenes ile transformasyonu gergeklesmis koklerinin MeOH ekstresi) U251
hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi degerlendirilirken kristal viyole ve MTT testiyle toksik
olmayan konsantrasyonlar belirlenmis, flow sitometrisiyle hiicre dongiisiiniin analizi, oksidatif
stres, otofaji seviyeleri ve farklilagma belirteglerinin ifadesi degerlendirilmis ve WB
(immunblotlama) ile otofaji ve bununla ilgili sinyal yolaklar1 analiz edilmistir. Ksanton
acisindan zengin (norsvertianin) Es ekstresi U251 hiicrelerinin biiyiimesini ve hiicre dongiistinii
inhibe edilmesini, oksidatif stresin ve farklilasma belirteclerinin artmasini, otofajinin

tetiklenmesini saglamistir ayrica norsvertianin de hiicre farklilagsmasini indiikleyip hiicre
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cogalmasini durdurmustur. Bu sonuclar degerlendirildiginde £5’lin anlamli antitiimoral aktivite

gosterdigi sonucuna ulagilmistir (96).

Antitiimoral Aktivite

G. scabra EtOH ekstresinden elde edilen polisakkaritlerin antitiimoral aktiviteleri
Sarcoma olusturulmus Erkek BALB/c farelere uygulanip sonrasinda kati tiimoriin tartilmasiyla
degerlendirilmistir. Kati timor agirliklart ekstreyle tedavi edilen grup ile kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli 6l¢lide fark olmasi ve Sarcoma 180 hiicreleri olan farelerde viicut
agirhigr azalirken ekstrenin viicut agirlhigini da dikkate deger Olgiide arttirmasi antitiimoral

aktiviteyi gostermistir (97).

G. septemfida toprak tstii kistmlarinin EtOH ekstresinin ¢esitli dozlariin (300, 200,
100, 50, 25, 10 pg/mL) HT-29 (kolorektal kanser hiicresi) hiicre hattinda antiproliferatif
aktivitesi (hiicre siklusunun G2 fazina etki ederek DNA sentezinin engellenmesi) XTT (2,3-
Bis-(2-Metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid, disodyum tuzu) hiicre
canliligi kiti kullanilarak degerlendirilmistir. HT-29’un canliligini1 azaltmistir. Apoptotik etkisi
ise kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10, Bid, Bcl-2 ve Bax’in aktivitelerine
bakilarak degerlendirilmistir. kaspaz-3, -7, -8 ve -10 ve Bax ekspresyonunu arttirmis, Bid ve

Bcl-2 ekspresyonunu azaltmistir (98).

Istah Acic1 Etki

G. olivieri %70 EtOH ekstresinin gentiopikrozit izerinden standardize edilerek formiile
edilerek istah acgic1 etkisi acilik degeri degerlendirilerek istah acici etkisi oldugu

degerlendirilmistir (99).

Antihipertansif Etki

G. olivieri EtOH ekstresinin ve EtOH ekstresinden saflastiran alkaloit gentianin Wistar
siganlarinin kalp atis1 hizinin diizenlemis ve kan basinini diisiirerek antihipertansif aktivite

gostermistir (100).
Antiepileptik Etki

G. olivieri %80 EtOH ekstresinin (200, 750 ve 1000 mg/kg) Isvicre albino farelerinde
MES kaynakli nobetlere kars1 Ca2 kanallarina ve GABA aminerjik mekanizmasiyla etki ederek
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antiepileptik aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir. PTZ ile olusturulan ndbete karsi ise aktivite

gostermemigtir. PIC ile olusturulan ndbete karsi farelerin %25’inde aktivite gostermistir (21).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Fitokimyasal Caliymalar

3.1.1. Bitkisel Materyal

G. olivieri Griseb. 2021 yilinda Gaziantep ilinden ticari olarak satin alinmstir.
Gaziantep yoresinde “Afat” ismiyle bilinmektedir. Calismamizda gblgede kurutulmus bitkinin
toprak {iistli kisimlarini kullanilmistir. Kullanilan 6rnek Prof. Dr. Funda Nuray Yalgin tarafindan

tayin edilmis ve laboratuvarimizda Yalcin F-2022-01 kodu ile numaralandirilarak

saklanmaktadir.
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3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Geregler

a) Kimyasal Maddeler

Solvan: n-Butanol, Etilasetat, Su, Kloroform, Metanol, Etanol
Adsorban:

Kolon kromotografisinde; Poliamit, Sefadeks, Normal faz silika jel ve Ters faz silika jel

Ince Tabaka Kromotografisinde (ITK); Hazir aliiminyum plaklar

Revelator: Vanilin/H2SO4 (vanilin’ in derisik stilfiirik asit igindeki % 1’ lik ¢ozeltisi).
Solvan Sistemleri: Asagida yer alan tabloda verilmistir.

Tablo 3.1. izolasyon asamasinda kullanilan solvan sistemleri

Kromatografik sistem Solvan sistemi
ITK CHCl5:MeOH: H-0 (61:32:7/ 80:20:2)
KK (Silika jel) CHCl5:MeOH: H20 (90:10:1 — 60:40:4)

CHCl5:MeOH (90:10/50:50)

KK (Poliamit) MeOH-H:z0 %(0:100 — 100:0)

KK (RP) MeOH-H:0 %(0:100 — 100:0)

KK (OBSK) H-0, MeOH-H:0 % (5:95/ 10:90/ 50:50)
KK (Sefadeks) MeOH

b) Gerecler

UV Spektrofotometresi : Agilent 8453, Biotek MQX 200 pQuant Universal Microplate
Spektroscopy

Kiitle Spektrometresi :

LC-MS/MS: Agilent

NMR Spektrometresi (1D ve 2D):

'H NMR: Agilent Premium Compact (600 Mhz)

13C NMR: Agilent Premium Compact (600 Mhz)
Liyofilizator : Virtis Freezemobile 6, Virtis 145 Mr Ba
Rotavapor : Buchi R-210, Vakum kontrol tinitesi V-850

Vakum pompas1 Buchi V-700
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Isitic1 su banyosu Buchi B-491
Su sogutucusu, sirkiilatorii Thermo EZ Cool 80
UV Lambasi : Camag (Tip: 29000)
Kromatografi Tanki : Camag (cam kiivet, 22 x 23 x 8 cm)
Vakum pompasi : Millipore
Ultrasonik banyo : Transsonic 570
Etiiv : Elektro-mag
Manyetik karistirici : Heidolph
3.1.3. Kromotografik Yontemler
Calismamiz boyunca fraksiyonlama, ayrim ve saflastirma amaciyla dolgu maddesi olarak
poliamit, sefadeks, normal faz silika jel ve ters faz silika jel gibi materyaller igeren kolon

kromotografisi yontemi kullanilmistir ayrica fraksiyonlarin takibi yapilirken Ince Tabaka

Kromotografi (ITK) yonteminden yararlanilmistir.

a) Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Adsorban : Aliiminyum hazir plak (Silika jel 60 F254)

Solvan Sistemi : 61:32:7, 80:20:2 (Kloroform: Metanol: Su)

Numune Tatbiki : Numune, plagin alt ucunun 1 cm yukarisina pastor pipeti kullanilarak ve

tatbik noktalar1 arasinda en fazla 1 cm araliklar bulunacak sekilde tatbik yapilir.
Siiriiklenme Mesafesi : 7-10 cm
Lekelerin belirlenmesi : 2 Yontem kullanilir:

1. UV 254 ve 366 nm’deki (Camag UV lambasi) floresanin gozlenmesi
2. Derisik siilfiirik asitteki vanilinin % 1°lik ¢ozeltisi piiskiirtiilerek uygulandiktan sonra
1-2 dk 105 °C’ de 1s1tma

b) Poliamit Kolon Kromatografisi

Tez calismamizda hazirlamis oldugumuz ekstrenin 6n fraksiyonlama islemi i¢in poliamit kolon

kromatografisi yontemi kullanilmigtir.
Adsorban : Poliamit (Polyamide 6, 50-160 pm)

Solvan Sistemleri : %100 HO —%100 MeOH
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Kolonun Hazirlanmasi : Yeterli miktarda distile su kullanilarak siispande edilmis olan 50-100
g poliamit manyetik bir karigtiricida 10-12 saat karistirilarak sismesi saglanir. Hazirlanmis olan
stispande haldeki karigim, alt kismina pamuk yerlestirilen cam kolona aktarilir. Dolgu materyali

tam olarak yerlesene kadar distile su ile yikanir.

Numunenin Tatbik Edilmesi : Yeterli miktarda distile su ile ¢oziinmiis numune pipet
yardimiyla kolona tatbik edilir. Numune adsorbe edildikten sonra iist ylizeye pamuk

yerlestirilerek distile su ile fraksiyonlama islemi baslatilir.

¢) Silika Jel Kolon Kromatografisi

Calismamizda 6n fraksiyonlama sonrasinda ayrim ve saflastirma islemleri i¢in silika jel kolon

kromatografisi kullanilmistir.
Adsorban : Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, 0.063-0.2 mm)

Kolonun Hazirlanmasi : Yeterli miktarda tartilmis olan silika jel ve eliisyona baslanacak
solvan sistemi silispansiyon haline getirilir. Stispansiyon haldeki bu karisim alt ucuna pamuk
yerlestirilen cam kolona aktarilir. Dolgu maddesinin kolondan yeterli miktarda solvan sistemi
gegirilerek yerlesmesi saglandiktan sonra adsorban {izerinde birkag mm solvan kalincaya kadar

beklenir.
Numunenin Tatbik Edilmesi :

Yas Tatbik: Solvan sisteminde ¢oziilerek hazirlanmis olan numune pipet yardimiyla kolona
tatbik edilir. Numune adsorbe olduktan sonra tlizeri pamuk ile kapatilip dikkatlice eklenen

solvan sistemi ile eliisyona baglanir.

Kuru Tatbik: Numune iyi ¢6ziindiigli bir ¢oziiciide ¢oziillip yeterli miktarda adsorban ile
karistirilir. Adsorbsiyon gergeklestikten sonra tamamen kuruyup toz haline gelen karigim
iizerinde az miktarda solvan olan kolona tatbik edilir ve ist kistm pamuk ile kapatilip eliisyona

baslanir.

d) Sefadeks Kolon Kromatografisi

Calismamizda ayrim ve saflastirma islemleri i¢in sefadeks kolon kromatografisi

kullanilmastir.
Adsorban : Sephadex LH-20

Solvan Sistemleri : %100 MeOH
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Kolonun Hazirlanmas : Yeterli miktarda adsorban uygun miktarda metanol ile karistirilarak
siispande edilir. Karigim alt ucuna pamuk yerlestirilmis kolona aktarildiktan sonra adsorban

oturuna kadar kolon yeterli miktarda MeOH ile yikanir.

Numune Tatbiki : Metanolde ile ¢6ziinmiis numune pipet yardimiyla kolona tatbik edilir.
Numune adsorbe edildikten sonra iist yilizeye pamuk yerlestirilerek metanol ile eliisyon islemi

baslatilir.

e) Vakumlu Sivi Kromatografisi (VSK)

Calismamizda 6n fraksiyonlama sonrasinda ayrim ve saflastirma islemleri i¢in vakumlu

stv1 kromatografisi (VSK) kullanilmistir.
Dolgu Materyali : LiChroprep C18
Kolon: Cam kolon (600 cm?)

Solvan Sistemleri : H.O, H.O- MeOH % (90:10/ 80:20/ 70:30/ 50:50/ 40:60/30:70/ 20:80/
10:90), MeOH

Kolonun Hazirlanmasi : Yeterli miktarda adsorban G4 filtre tagiyan kolona (cam) kuru olarak
doldurulup vakum yardimiyla sikistirilir. Adsorban doygunlugunu saglamak i¢in kolondan 100-
150 ml MeOH gegirilir. Kolondan ilk olarak yeterli miktarda su sonrasinda da eliisyona

baslanacak solvan sistemi gegirilerek sartlandirilir.

Numune Tatbiki : Solvan sisteminde ¢oziilerek hazirlanmis olan numune pipet yardimiyla
kolona tatbik edilir. Numune adsorbe olduktan sonra iizeri pamuk ile kapatilip dikkatlice
eklenen solvan sistemi ile vakum acilarak fraksiyonlar vakum erleninde toplanacak sekilde

eliisyona baslanir.

f) Orta Basingh S1ivi Kromatografisi (OBSK)
Adsorban : LiChroprep C18 (40-63 um, Merck)

Kolon : Prep Elut Kolon 53 ml (44035)
Biichi cam kolon (3 x 25 cm)
Peristaltik Pompa : Biichi 681

Enjeksiyon Unitesi : Sepacore® Injection Unit
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Sample Loop 20 ml (44852)

Solvan Sistemi : H-O, MeOH-H:0 % (5:95/ 10:90/ 50:50)
Akis Hizi : 10 ml/dk

Basing : 5-15 bar

Fraksiyon Hacmi : ~ 45 ml

Fraksiyon Toplayici : Biichi 660

Kolonun Hazirlanmasi : Yeterli miktarda adsorban kolona doldurulur ve basingla sikistirilir.
Kolondan adsorbanin doygunlugu saglanana kadar metanol gegirilir. Kolondan ilk olarak yeterli

miktarda su, sonrasinda da kullanilacak solvan sistemi gecirilerek sartlandirilir.

Numune Tatbiki : Numune birka¢ mL solvan sisteminde ¢6ziiliir ve bir enjektdr yardimryla

kolona enjekte edilir.

g) LC-qTOF-MS

%0.1 Formik Asit (FA) cozeltisi: 1 mL derisik FA (%98) cozeltisiyle su ile seyreltilerek 1 L
hazirlanmis FA ¢ozeltisi.

%0.1 FA iceren asetonitril c¢ozeltisi: 1 mL derisik FA (%98) ¢ozeltisiyle asetonitril ile
seyreltilerek 1 L hazirlanmis FA ¢ozeltisi.

MeOH’da ¢oziindiiriilen 6rnekler dogrudan analizlerde kullanilmistir. Metabolit analizleri
CI18 (2.1 x 100 mm, 2.7 um) kolonlar kullanilarak negatif ve pozitif iyonizasyon modunda
olmak iizere LC-qTOF-MS ile analizler gerceklestirilmistir. Analizler 0.3 mL/dakika akis
hizinda gradient eliisyon (Tablo 3.2) ile %0.1 formik asit iceren su (A) ve % 0.1 formik asit
iceren asetonitril (B) hareketli fazlariyla 30 dakikada C18 (100 mm x 2.1 mm, 2.7 pm) kolon
kullanilarak gerceklestirilmisti. qTOF-MS ile hem negatif hem de pozitif iyonizasyon
modunda calistlmistir (Tablo 3.3). Her iki kromatografik sistemde gradient eliisyon
uygulanarak analizler 30 dakikada gerceklestirilmistir. Elde edilen kompleks kromatogramlar

Agilent MassHunter yazilimi kullanilarak pikler ayristirilmistir. (106)

Tablo 3.2. LC-qTOF-MS analizlerde kullanilan gradient eliisyon programa.

Zaman (dakika) % Hareketli faz B*
0 10
1 10

14 90



15 90
20 10
25 10

*960.1 formik asit i¢eren asetonitril

Tablo 3.3. Metabolomiks analizler i¢in optimize edilmis LC-qTOF-MS analiz kosullar1 ve

cihaz parametreleri

Pozitif iyonizasyon Negatif iyonizasyon
Kiitle arahg 50-1700 amu 50-1700 amu
Tarama hizi
(spektrum/sn) 2 2
Sprey voltaji(kV) 3500 3500
Skimmer voltaji (V) 65 65
Gaz sicakhg (°C) 325 325
Gaz akis1 (L/dakika) 10 10
Nebulizer (psig) 45 45

3.1.4. Ekstraksiyon ve izolasyon Cahsmalar:

a) Ekstraksiyon
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Gaziantep’ten ticari olarak satin alinan Gentiana olivieri nin toprak iistii kisimlar1 agik

havada ve golgede kurutulmustur. Kurutulmus bitki (356,39 g) toz haline getirildikten sonra

bir miktar1 (10,01 g) ileri ¢calismalar i¢in ayrilmistir kalan kisimdan 10,08 g kadar1 dekoksiyon

yapmak i¢in ayrilmistir.
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Dekoksiyon yontemiyle hazirlanan ekstre aktivite ¢aligmalarinda kullanilmistir. Kalan
toz haline getirilmis numune 4 L etanol ile 40° C’ de rotavaporda 3 saat boyunca ekstre
edilmistir. Pileli slizge¢ kagidi yardimiyla siiziiliip kalan kisima 2,5 L etanol ile ayni islemler
uygulanmis ve siiziilmiistiir. Kalan bitki kismina 2 L etanol ile yeniden ayni islemler
uygulanmigtir. Elde edilen ekstreler birlestirilerek darasi alinmis balona aktarilmistir.
Rotavapor yardimiyla algak basing altinda 40° C’ de ugurularak yogunlastirilmistir. Kuru etanol
ekstresinden (91,11 g) bir miktar (9,95 g) yedek olarak ayrilmigtir.

Kalan kuru etanol ekstresi (81,16 g) 200 mL distile suda ¢oziilerek ayirma hunisine
alimmis 3 kez 200’er mL kloroformla s1vi-sivi ekstraksiyon islemi yapilmistir. Bu islem klorofil
gibi apolar maddeleri uzaklastirmamizi saglamistir. Kloroform fazi rotavapor yardimiyla algak
basing altinda 40° C’ de kuruluga kadar ugurularak yogunlastirilmistir (Kloroformlu
ekstre:19,36 g).

Kalan sulu faza 3 kez 200’er mL n-butanol ile s1vi-sivi ekstraksiyon iglemi yapilmistir.
Kalan sulu faz rotavapor yardimiyla algak basing altinda 40° C’ de kuruluga kadar ugurularak
yogunlagtirilmigtir (Sulu ekstre 30,47 g). Sulu ekstrenin ve kloroform ekstresinin sivi kisimlari
ucurulduktan sonra az miktarda su ile ¢oziiliip liyofilize edilmistir. (Sekil 3.2)

n-butanol ekstresi rotavapor yardimiyla algak basing altinda 40° C’ de kuruluga kadar
ucurularak yogunlastirilmistir (n-butanollii ektre 33,14 g). ileri ¢alismalar igin kuru n-butanol

ekstresinden bir miktar (2,68 g) ayrilmistir. ITK ile ekstreler karsilastirilmis ve kalan #-butanol

ekstresi ile fitokimyasal ¢alismalar yapilmaya baslanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. G. olivieri su, kloroform ve n-butanol ekstrelerinin ITK yéntemi ile karsilastiriimasi

G.olivieri 'nin toprak iistii

kisimlar (356,39 g)

EtOH ile ekstraksiyon (4 L+ 2,5 L+ 2 L)

(407 C*de disitk basing altinda ugurma)

EtOH kuru ekstresi

(91,11 g) ED:I H20 (200 mL) —
Eloroform ile srvi-sivi
ekstraksiyon

Kloroform ekstresi
(19,39 g)

(40° C"de dusiik basing

#-butanol ile s1vi-smn altnda ugurms)
ekstraksiyon

n-butanol ekstresi
(33,14 g)

H>0 ekstresi (30,47 g)

(40° C"de digiik basing
alimda ucurma)

(40° C"de digiik basing
altinda ugurma)

Sekil 3.2. G.olivieri ekstraksiyon semasi

a) Izolasyon Calismalari
Gentiana olivieri’nin 33,14 g kadar olan n-butanol ekstresi poliamit kolona (120 g) bir
miktar distile suda coziilerek tatbik edilmistir. Bu kolondan 54 fraksiyon elde edilmistir.
Kolonda MeOH-H-O (0:100— 100:0) solvan sistemi kullanilmistir. Fraksiyonlarin takibi Ince
tabaka kromotografisi kullanilarak yapilmistir. ITK plag1 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir.
Plaktaki leke olusumuna UV 254°te, UV 366’ da ve %] vanilin siilfiirik asit pliskiirtiiliip 105°C”
de 1sitilarak bakilmistir. Fraksiyonlarin igerdigi fitokimyasallar géz Oniine alinarak yapilan

birlestirmeler sonucunda 18 ana fraksiyon olusturulmustur. ITK plaklarinin incelenmesi
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sonucunda benzer madde gruplar tasidigi tespit edilen fraksiyon 3 ile fraksiyon 4-5
birlestirilmistir (21,04 g). Fitokimyasal calismalarin devami bu fraksiyon iizerinden devam

etmistir.

Fraksiyonlar n-butanol ekstresinden elde edildigi i¢in N ve ilk fraksiyonlardan olan 3-5
ile calismaya devam edildigi i¢in NA koduyla isimlendirilip sonraki isimlendirmelerde bunun

iizerinden yapilmstir. (Tablo 3.4)

Tablo 3.4. Poliamit kolon fraksiyonlar1 (N ekstresi)

Fraksiyon Miktar (g) Eliie edildigi mobil faz
(% MeOH)
< 3 16,8 % 0
4=5 4;24 %5
6-9 0,25 % 10
10-13 0,19 % 15
14-16 0,15 % 20
17-18 0,20 % 25
19-20 0,13 % 30
21-22 0,12 % 50
23-24 0,11 % 55
25-27 0,63 % 60
28-29 0,79 % 65
30-32 0,20 % 70
33-34 0,22 % 75
35-39 0,45 % 80
40-42 0,24 % 85
43-45 0,18 % 90
46-49 0,10 % 95
50-54 0,12 % 100

Fraksiyon 3-5 (21,04 g) RP-18 (ters faz) kolona tatbik edilmeden 6nce kolon (%100
MeOH’ dan %100 H-O’ ya giden solvan sistemleri ( %100-80-60-40-20 MeOH) birer kolon
boyu (600 cm?) gegirilerek kolon sartlanmistir. Tatbik yapildiktan sonra %100 H.O’ dan %100
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MeOH’ a kadar gradient olarak %10 MeOH miktar1 arttirilarak hazirlanan solvan
sistemlerinden 500’er mL gegirilmistir. ITK plag1 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir ve UV
254’te, UV 366 nm’de ve %! vanilin siilflirik asit puskiirtiiliip 105°C* de isitilarak leke

olusumuna bakilmistir. (Tablo 3.5)

Tablo 3.5. Ters Faz kolon fraksiyonlar1 ( NA ekstresi)

Fraksiyon Miktar (mg) Eliie edildigi mobil faz | NA Ekstre ismi
(% MeOH)

0-23 130 % 0 NAA
24-26 540 % 0 NAB
27-41 1800 % 0 NAC
42-50 160 % 0 NAD
51-74 280 % 0 NAE
75-106 180 % 0 NAF

107-135 1240 % 10 NAG
136-150 200 % 10 NAH
151-166 3980 % 10 NAI

167-198 1500 % 20 NAK
199-212 3210 % 20 NAL
213-230 130 % 30 NAM
231-237 60 % 30 NAN
238-240 300 % 50 NAO
241-244 70 % 60 NAO
245-246 530 % 70 NAP
247-251 70 % 80 NAR
252-256 50 % 90 NAS
257-261 80 % 100 NAT
262-266 50 % 100 NAU
267-272 50 % 100 NAV
273-277 80 % 100 NAZ
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e Fr NAB (540 mg) Sefadeks kolona (mx(1,65cm)’x31,2 cm) tatbik edilmistir. Solvan
sistemi olarak 200 ,mL MeOH kullanilmistir. ITK plagi 61:32:7 sisteminde
striiklenmistir ve UV 254°te, UV 366’ da ve vanilin siilfiirik asit piiskiirtiiliip 105°C” de
bakilmistir. Buradan saf olarak NAB-30-34 (80 mg) bilesigi elde edilmistir.

e FrNAD (160 mg) Sefadeks kolona (266 cm? tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak 150
mL MeOH kullanilmistir. ITK plag1 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir ve UV 254’te,
UV 366’ da ve vanilin siilfiirik asit piiskiirtiiliip 105°C’ de bakilmistir. Buradan saf olarak
NAD-2/17-18 (5 mg)bilesigi elde edilmistir.

e Fr NAG (1240 mg) Silikajel kolona kuru tatbik yontemiyle tatbik edilmistir. Solvan
sistemi olarak CHCI13-MeOH-H-0 (90:10:1—75:25:2,5) kulanilmistir. Sonrasinda %100
Metanolle yikanmstir. ITK plaklar1 61:32:7/ 80:20:2 sistemlerinde siiriiklenmistir ve UV
254’te, UV 366’ da ve vanilin siilfiirik asit puskiirtiiliip 105°C” de bakilmistir. NAG’a ait
fraksiyon bilgileri asagidaki tabloda yer almaktadir. (Tablo 3.6)

Tablo 3.6. Silikajel Faz kolon fraksiyonlari1 ( NAG ekstresi)

Fraksiyon Miktar (mg) Eliie edildigi mobil faz | NAG Ekstre ismi
(%CHCI13-MeOH-H:20)

9-10 3,5 % 90:10:1 NAG-a
11-12 47,5 % 90:10:1 NAG-b
13-14 45 % 90:10:1 NAG-c
15-16 41,7 % 90:10:1 NAG-d
17-19 49,9 % 90:10:1 NAG-e
20-21 48,3 % 90:10:1 NAG-f
22-25 44,4 % 90:10:1 NAG-g
26-28 48,6 % 90:10:1 NAG-h
29-33 59 % 90:10:1 NAG-1
34-39 56,2 % 90:10:1 NAG-x
40-45 61 % 90:10:1 NAG-j
45-46 61,1 % 90:10:1 NAG-k
arasi

46-47 59,5 % 90:10:1 NAG-1
48-51 58,5 % 90:10:1 NAG-m
52-59 115,6 % 80:20:2 NAG-n




60-63 76,7 % 80:20:2 NAG-o
64-70 146,7 % 80:20:2 NAG-q
71-73 104,3 % 80:20:2 NAG-p
74-76 94,7 % 80:20:2 NAG-r
77-78 71,9 % 80:20:2 NAG-s
79-86 104,6 % 80:20:2 NAG-w
87-89 60,8 % 80:20:2 NAG-t
90-96 73,4 % 80:20:2 NAG-u
97-104 62,3 % 75:25:2,5 NAG-a
105-119 69,4 % 75:25:2,5 NAG-v
120-154 86,7 % 75:25:2,5 NAG-y
155-168 87,8 % 75:25:2,5 NAG-z
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» Fr NAG’ dan elde edilen NAG-n (115,6 mg) fraksiyonu Sefadeks kolona

(mx(1,2cm)?x28,6 cm) tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak 160 mL MeOH
kullanilmistir. Ayrim saglanamadigi i¢in solvan kismi ugurulduktan sonra yeniden
Sephadex kolona (nx(1,2cm)*x28,6 cm) tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak 190
mL MeOH kullanilmistir. ITK plagi 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir ve UV
254°te, UV 366’ da ve vanilin siilfiirik asit piiskiirtiiliip 105°C’ de bakilmistir.

v" NAG-n’den elde edilen NAG-n/14-17 (23 mg) fraksiyonu Sefadeks kolona
(124 cm? tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak 160 mL MeOH
kullanilmistir. ITK plagr 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir ve UV 254°te,
UV 366’ da ve vanilin siilfiirik asit piiskiirtiiliip 105°C” de bakilmigtir.
Buradan NAG-n/14-17a (10 mg) ve NAG-n/14-17b (3 mg) maddeleri elde
edilmistir.

Fr NAG’ dan elde edilen NAG-q (146,7 mg) fraksiyonu Sefadeks kolona
(mx(1,2cm)?x28,6 cm) tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak 150 mL MeOH
kullanilmugtir. ITK plagi 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir ve UV 254°te, UV 366
da ve vanilin siilfiirik asit piiskiirtiiliip 105°C’ de bakilmustir.

Fr NAG’ dan elde edilen NAG-p (104,3 mg) fraksiyonu Sefadeks kolona
(mx(1,2cm)?x28,6 cm) tatbik edilmistir. Solvan sistemi olarak 150 mL MeOH
kullanilmugtir. ITK plagi 61:32:7 sisteminde siiriiklenmistir ve UV 254°te, UV 366
da ve vanilin siilfiirik asit piiskiirtiiliip 105°C’ de bakilmustir.
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Gentiana olivieri bitkisinden izole edilen bilesikler:

NAB-30-34: Gentiana olivieri’nin n-butanol ekstresinin (N) (33,14 g) poliamit kolona
tatbik edilmesinden elde edilen Fr-3-5 (NA) (21,04 g) RP-18 kolona tatbik edilmistir.
Bu kolondan elde edilen Fr 24-26 (NAB) (540 mg) Sefadeks kolona tatbik edilmistir.
Bu kolondan %100 MeOH solvan sistemi ile kahverengi renge sahip NAB-30-34
bilesigi elde edilmistir.

NAD-2/17-18: Gentiana olivieri’nin n-butanol ekstresinin (N) (33,14 g) poliamit
kolona tatbik edilmesinden elde edilen Fr-3-5 (NA) (21,04 g) RP-18 kolona tatbik
edilmistir. Bu kolondan elde edilen Fr 42-50 (13) (160 mg) Sefadeks kolona tatbik
edilmistir. Bu kolondan %100 MeOH solvan sistemi ile kahverengi renge sahip NAD-
2/17-18 bilesigi elde edilmistir.

NAG-n/14-17a ve NAG-n/14-17b: Gentiana olivieri’nin n-butanol ekstresinin (N)
(33,14 g) poliamit kolona tatbik edilmesinden elde edilen Fr-3-5 (NA) (21,04 g) RP-18
kolona tatbik edilmistir. Bu kolondan elde edilen Fr 107-135 (NAG) (1240 mg) Silikajel
kolona kuru tatbik edilmistir. Silikajel kolondan elde edilen Fr 52-59 (NAG-n) (115,6
mg) fraksiyonu Sefadeks kolona tatbik edilmistir. Beyaz amorf bir toz halinde olan
NAG-n/14-17a ve  NAG-n/14-17b bilesikleri elde edilmistir. Yapilan yap1 tayin
caligmalarinda bu 2 bilesigin ayni bilesik oldugu bulunmustur. (Sekil 3.3)
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Proliamit K

hMeOH-H20 (0100 — 1007}
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¥ 2B 3034 @0mp)
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Sephadex K MAD-X'17-18 (5 mg)
heOH

Silika jel EF
CHCI3- MMeCH- H2O

k101 — 7322525

Sephadex K

Sekil 3.3. G. olivieri lizerinde yapilan izolasyon ¢alismalari
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3.1.5. Biyolojik Etki Calismalari

a) Noroprotektif Etki

Gentiana olivieri nin etanolle hazirlanan ana ekstresinin ve bu ekstreden elde edilen
kloroform, n-butanol ve su ekstrelerinin néroprotektif etkilerinin tayininde SH-SY5Y insan
ndroblastoma hiicre hattinda optimal dozlarin (hiicrelerin canliligin1 degistirmeyen doz)
belirlenmesi i¢in MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] hiicre
canliligr testi kullanilmistir. Deneysel hatalar1 azaltmak ve istatiksel hesaplamalarin

yapilabilmesi i¢in 3 kuyucuk, 2 tekrarli (n=2) olacak sekilde ¢alisilmistir (Sekil 3.4).

MTT Yontemi

MTT 1983’de Mossman ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen hiicre canliligini ve
cogalma yetenegini Olgmek icin hiicrenin mitokondriyal ve metabolik aktivitelerinin
degerlendirildigi kolorimetrik bir yontemdir. Ydntemin esas1 sar1 renkli tetrazonyum tuzu olan
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] bilesiginin mitekondriyal bir
enzim olan siiksinat dehidrogenaz araciligiyla mor renkli kristal formdaki formazana
dontismesine dayanir (101) (102).

e Dimetil Siilfoksit (DMSO): Yogunlugu 1,1 g/cm® olup deney sirasinda gerekli
miktarlarda kullanilmastir.

e MTT Cozeltisi: 24 saat igerisinde kullanilmak iizere deneyden hemen Once
hazirlanmistir. Hazirlanan MTT ¢o6zelti konsantrasyonu 0,5 mg/mL olup 20 mg toz
haldeki MTT 4 mL DPBS’de ¢oziilerek hazirlanmistir.

e DMEM-F12: DMEM ve Ham's F12 besiyerinin 1:1 oranda birlesiminden elde edilmis
olan besiyeridir.

e Penisilin/streptomisin (%1 (h/h)) antibiyotik igeren DMEM-F12 (spesifik olarak L-
glutamin 15 mM HEPES igerir.) vasati1 kullanilarak hiicre siispansiyonu hazirlanmistir.
%1 penisilin/streptomisin iceren DMEM-F12 vasatinda hiicre silispansiyonu
hazirlanmustir.

e Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 100’er pl (1 ul’de 200 hiicre olacak sekilde) 96
kuyucuklu plakalara ekilmistir. Sonrasinda % 95 nem, %5 CO: ve 37 °C sicakliga sahip
inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda hiicrelerin iizerinde yer alan ¢dzelti kisimlari

hiicreleri yerinden oynatmayacak sekilde aspire edilmistir.
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e Aspire edilen hiicrelerin lizerine 100’er ul farkli konsantrasyonlardaki numune
cozeltilerini iceren vasat ilave edilerek % 95 nem, %5 CO: ve 37 °C sicakliga sahip
inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda hiicrelerin iizerinde yer alan ¢dzelti kisimlari
hiicreleri yerinden oynatmayacak sekilde aspire edilmistir.

e 100 pl taze olarak PBS igerisinde hazirlanmig MTT ¢dzeltisi (0,5 mg/mL) kuyucuklara
eklenmistir. Ayn1 kosullarda inkiibatorde 3 saat inkiibe edilmistir. (MTT ¢ozeltisi 1s1ktan
bozulabilecegi i¢in bu asamada hem plak hem MTT ¢ozeltisi 1siktan korunarak
caligilmistir.)

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda formazan kristalleri yerinden oynatmayacak sekilde
MTT ¢ozeltisi aspire edilmistir.

e Formazan kristallerinin 150 pl DMSO’da 5 dk calkalayiciyla ¢alkalanarak
kuyucuklarda ¢ozeltisi hazirlanmastir.

e 570 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Sonuclar kaydedilmistir. (Sekil 3.4)

Hiicre ekimi

MTT cozeltisinin eklenmesi 3-4 saat inkiibasyon

Kolorimetrik yontemle hiicre canhihiginin dl¢iilmesi
570 nm'de absorbans élciimii

mitokondriyal N
rediiktaz

Formazan

Sekil 3.4. MTT yontemi ile sitotoksisite deneyinin basamaklari.

Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi

Sonuglarin daha saglikli olabilmesi i¢in her bir ekstre ile 2 tekrarli olacak sekilde

caligilmistir.
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Hiicre canlilig1 hesaplanirken herhangi bir ekstrenin uygulanmadigi kontrol grubu her
bir ekstrenin (dekoksiyon, etanol, n-butanol, su ve kloroform ekstreleri) uygulandig: hiicre
gruplariyla ayr1 ayr karsilastirilmistir. Biitiin ekstrelerin negatif kontrole kars1 10, 25, 75, 100,
200 pg/mL konsantrasyonlarinin hiicre canliligi tizerindeki etkisi degerlendirilmistir ve hiicre

canliligimi degistirmeyen optimal dozlar belirlenmistir.

e Kontrol grubunun absorbsiyon degerlerinin ortalamasi alinmistir. Bu degerde hiicre
canlilig1 %100 olarak kabul edilmistir.

e Istatiksel degerlendirmeler SPSS 22.0 (Chicago, IL) programi kullanilarak yapilmistir.

e Anlamlilik diizeyleri negatif kontrole kars1 (p), * p<0,05 olarak belirlenmistir. 0,05 den
daha kiiciik p degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

Deney Hiicre Gruplan

K (Kontrol grubu): Sadece besiyeri uygulanan hiicre grubu
L (LPS grubu): Lipopolisakkarit (LPS) eklenen besiyeri uygulanan hiicre grubu

C (Kloroform ekstresi grubu):24 saat LPS + 50 ug/mL G. olivieri kloroform ekstresini

iceren besiyeri uygulanan hiicre grubu

D (Dekoksiyon grubu): 24 saat LPS + 75 ug/mL G. olivieri dekoksiyonunu igeren besiyeri

uygulanan hiicre grubu

E (Etanol ekstresi grubu): 24 saat LPS + 10 pg/ml G. olivieri etanol ekstresini igceren

besiyeri uygulanan hiicre grubu

N (n-butanol ekstresi grubu): 24 saat LPS + 50 pg/mL G. olivieri n-butanol ekstresini

igeren besiyeri uygulanan hiicre grubu

S (Sulu ekstre grubu): 24 saat LPS + 50 pg/mL G. olivieri sulu ekstresini igceren besiyeri

uygulanan hiicre grubu

Hiicre Ici Sitokin (Ifn-o, Ifn-p, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2)
Seviyelerinin Ol¢iimii

Sitokinler bagisiklik, inflamasyon gibi durumlarn  diizenleyen kiiciik yapili
proteinlerdir(103). Hiicre igi sitokin (Ifn-a, Ifn-p, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-
2) salinimini uyarmak i¢in endotoksin 6zellige sahip LPS (Lipopolisakkarit) kullanilmigtir.
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Hiicre i¢i sitokin (Ifn-a, Ifn-f, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2) seviyelerini
6lgmek igin sandvi¢ ELISA (Enzim Baglantili Immiinosorbent Testi) prensibine dayali bir kit
kullanilmistir. Bu kitte yer alan plaka sitokin antikoru ile kaplanmigtir. Antikor, konjugat iceren
numune ve tamponun birlesmesi esasiyla ¢alisir. Bu yontemde renkli bir kompleks olugsmakta
ve renk olusumunu durdurmak i¢in durdurma soliisyonu kullanilmaktadir. Renk yogunlugu

antikor konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Yontemin Uygulamsi

e 96 kuyucuklu ELISA plaginda 6nceden belirlenen kuyucuklara 100 pL standart veya
deney oOrneklerinden eklenmistir. Kontrol kuyusuna 100 pL PBS (pH 7,0-7,2)
eklenmistir.

e Ornek kuyucuklarina 10 pL Denge Soliisyonu eklenerek karistirilmistir.

e Biitiin kuyucuklara (kontrol kuyucugu disinda kalanlar) 50 pL ekstre eklenerek
karistirilmigtir. Uzeri kapatilan plak 1 saat 37 °C' de inkiibasyona birakilmistir.

e Ardindan plaka 5 defa tampon ile yikanmis ve her yikama islemi yapildiginda tampon
(300 pL) 60 sn bekletilmistir. Sonrasinda kuyucuklar bosaltilmig ve plak kurulama
kagidi ile kurutulmustur.

e Biitlin kuyucuklara 50’ser uL Substrat A ve B eklenip plagin iizeri kapatilarak 20 dk 37
°C' de inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon 1siktan etkilenebilecegi icin plak 1siktan
korunarak calisilmistir.

e Durdurma Soliisyonu tiim kuyucuklara 50 pL olarak eklenmis ve renk degisimi
durdurulmustur.

e 450 nm’de absorbans degerleri dl¢lilmiistiir.

e (Calismada hem pozitif kontrol (L) hem negatif kontrol (K) gruplar: kullanilmistir.

Hiicre I¢i Sitokin (Ifn-o, Ifn-p, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2)
Seviyelerinin Hesaplanmasi

Tiim ornek ve standartlar i¢in ¢ift okuma yapilip ortalama degerleri alinmistir. Koriin
ortalama absorbans degeri biitin O6rnek ve standartlardan ¢ikarilmistir. Standart
konsantrasyonlar (x ekseni) absorbans degerleriyle (y ekseni) iligkilendirilerek grafikler

olusturulmustur.

istatiksek Analiz
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SPSS 22.0 (Chicago, IL) programi kullanilarak veriler istatistiksel olarak analiz edilmistir.
Karsilagtirmalar Kruskal-Wallis varyans analizi yapilip farkliliklar Student-t testi ile

belirlenmistir. 0,05’ den daha kiigiik P degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

4. BULGULAR

Tez calismamizin bulgulart G. olivieri’nin n-butanol ekstresine uygulanan degisik

kromotografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin yapilarimin tayin edildigi “Fitokimyasal
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Calismalara Ait Bulgular” ve G. olivieri nin su dekoksiyonu, etanol, su, kloroform ve n-butanol
ekstrelerinin noroprotektif etkilerinin degerlendirildigi “Farmakolojik Caligmalara Ait

Bulgular” olmak tizere 2 alt baslik altinda toplanmustir.

4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

G. olivieri nin toprak iistii kistmlarinin #-butanol ekstresi poliamit kolana tatbik edilerek
fraksiyonlanmis bu fraksiyonlardan yapilan izolasyon g¢aligmalar1 sonucunda 4 bilesik saf
olarak elde edilmistir. Izole edilen bilesiklerin yap1 aydinlatma ¢alismalarinda 1D-NMR ('H,
3C NMR ve DEPT) ve 2D-NMR (COSY) spektroskopilerinden faydalanilmistir. Bu sonuglara
gore NAG-n/14-17a ve NAG-n/14-17b bilesiklerinin ayni bilesik oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.1). Sonuglar degerlendirildiginde bilesiklerden 1 tanesi sekoiridoit glikozit diger 2
tanesinin oz yapisinda bilesikler oldugu bulunmustur. Sekoiridoit glikozit yapisinda olan bilesik
svertiamarin (NAG-n/14-17a ve NAG-n/14-17b) olarak belirlenmistir. Oz yapisindaki
bilesiklerin (NAB-30-34) ve (NAD-2/17-18) spektrumlarindaki girisimler nedeniyle yapilari

aydimnlatilamamistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. NAG-n/14-17a (NAG-n-13-18) ve NAG-n/14-17b (NAG-n-19-24) bilesiklerine ait
ITK plag

Sekil 4.2. NAB-30-34 ve NAD-2/17-18’ ¢ ait ITK plag:

Ayrica daha Once diger Gentiana tiirlerinden elde edilen standart bilesiklerden
gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin ve izorientinin bizim calistigimiz tiir olan Gentiana
olivieri’de de bulunup bulunmadigini saptamak iizere hazirlanan ekstreler i¢inde ITK ve LC-
qTOF-MS ile analizleri yapilmistir. Bu analizlere gore dekoksiyon, n-BuOH, EtOH ve su
ekstrelerinde sverozit, svertiamarin ve izoorientin bilesiklerinin bulundugunu gdstermistir

(Sekil 4.3, 4.4, 4.5).



Sekil 4.3. Sverozit, svertiamarin, izorientin ve gentiopikrozit ile dekoksiyon, etanol, su,
kloroform ve n-butanol ekstrelerinin ITK yontemi ile karsilagtirilmasi
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Sekil 4.4. LC-qTOF-MS G. olivieri dekoksiyon, etanol, su, kloroform ve n-butanol ekstreleri

temel pik kromotogramlari
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Sekil 4.5. LC-qTOF-MS ile G. olivieri dekoksiyon, etanol, su, kloroform ve n-butanol
ekstrelerinin fitokimyasal icerik karsilagtirilmasi

4.1.1. izole Edilen Bilesiklerin Yap: Tayinleri

Svertiamarin (NAG-n/14-17a ve NAG-n/14-17b)

Ci6H22010

(Molekiil agirligt: 374 g/mol)
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Svertiamarin bilesigi G. olivieri bitkisinden, beyaz amorf bir toz seklinde elde edilmistir.
Bilesigin kapali formiilii, MS spektrumunda elde edilen pozitif iyon piki (m/z 375 [M+H]+)
piki ile 1H NMR, 13C NMR, DEPT, COSY, spektrumlarinda gozlenen sinyaller yardimiyla
C16H22010 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) NAG-
n/14-17b bilesigin NMR spektrumlarinda 6H 4.62 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-1") ve 6C 98.76 (C-
1")’de gozlenen anomerik proton ve karbon rezonanslari ile diger oz sinyalleri (6H 3.15-3.65 ve
0C 61.16-73.05) yapmin monoglikozidik oldugunu ve bilesigin bir glukoz tinitesi tasidigini
gostermektedir. Anomerik protonun kenetlenme sabiti degeri (J= 7.9 Hz) B seklindeki bag
konfigurasyonu igin karakteristiktir. Bilesigin '°C NMR ve DEPT-135 spektrumlar1 birlikte
degerlendirildiginde gozlenen 16 karbon rezonansindan glukoza ait 6 sinyal ¢ikarildiginda,
aglikona ait 3 metilen (6C 32.30, 6C 64.50 ve 6C 119.72) ve dort metin (0C 97.66, 153.28,
132.40 ve 50.55) ve ii¢ katerner (6C 107.54, 62.87 ve 6C 166.55) karbon rezonansi bilesigin
iridoit oldugunu gostermektedir. 'H NMR ve COSY spektrumlarmin birlikte yorumlanmast ile
bilesigin yapisinda aglikona ait 10 proton bulundugu goriilmiistiir. 6H 5.43 (d, J/=7.3 H8), 6H
5.35 (m, H-10a) ve dH 5.28 (m, H-10b) sinyalleri 3 vinilik protona ait sinyaller olarak
yorumlanmigtir. Bu sinyallerin goriilmesi molekiiliin sverozit ya da sekologanin tipte bir
sekoiridoit olabilecegini diisiindiirmektedir. C-3 protonunun, sverozite ait sinyalle
karsilastirildiginda, bir singlet (6H 7.51) seklinde gozlenmis olmasi, C-5’te bir siibstitiisyon
olduguna isaret etmektedir. C-3 karbonunun kimyasal kayma degeri de gdz Oniinde
bulunduruldugunda (8C 64.50) bu karbona bagl bir -OH grubuna isaret etmektedir. 'H NMR
ve HMQC spektrumlarinda C-7 konumuna atfedilen H-7a ve H7p (8H 4.26, dd, J=10.2/ 4.1;
O0H 4.57, m) 20 numarali bilesigin sverozit tipte bir sekoiridoit yapis1 gosterdigini belirtir. 6H
5.72 (d)’de gozlenen sinyal aglikonun H-1 protonunun sinyalidir. 8H 4.62 (d, J= 7.9 Hz)’de
goriilen sinyal yapidaki B glukopiranozit linitesinin H-1' anomerik protonuna aittir. Literatiir

verileriyle karsilastirildiginda bilesigin yapisi svertiamarin olarak tespit edilmistir (130).



Tablo 4.1. Svertiamarinin '"H-NMR ve *C- NMR spektral degerleri (MeOH, 1H: 460 MHz,
13C: 600 MHz).

1 CH 97.67 5.71*
3 CH 153.23 7.60s
4 C 107.22
5 C 62.86

1.9 ddd/ 5.25
6 CH2 32.26

1.39d /6.6
4.73 dd/4.08, 10.8
7 CH 64.48
4.73*

8 CH 132.42 5.35*
9 CH 50.55 2.90dd/9.2,1.1
10 CH 119.60 5.28*, 5.35*
11 C 166.49
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1 CH 98.73 4.62d/7.8

2' CH 72.99 3.15-3.39*

3 CH 77.10 3.15-3.39*

4 CH 69.94 3.15-3.39*

5 CH 76.35 3.15-3.39*

3.88

6' CH: 61.12 dd/12.19,2.47

3.68 d/5.5

*Girisim nedeniyle 6l¢iilememistir.
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Sekil 4.6. Svertiamarin (Nag-2-19-24)’in 1*C NMR Spektrumu (MeOH, 600 MHz).
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Sekil 4.7. Svertiamarin (Nag-2-19-24)’in DEPT Spektrumu (MeOH, 600 MHz).
SEVDAKARABEYESER_NAG-2-19-24_MEOH-PROTON_01
500
+450
400
1350
300
1250
200
150
100
50
K
| .Jldi; ay . ls
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4.8. Svertiamarin (Nag-2-19-24)’in 'H NMR Spektrumu (MeOH, 600 MHz).
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Sekil 4.9. Svertiamarin (Nag-2-19-24)’in 2D 'H,"H-Homoniikleer Korelasyonlu Spektrumu

(COSY).
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Tez kapsaminda G. olivieri bitkisinin toprak Ustii kisimlarinin dekoksiyon, etanol, su,

kloroform ve n-butanol ekstrelerinin néroprotektif etkilerinin aragtirilarak halk arasindaki

kullanilisinin bilimsel olarak kanitlanan etkilerle iligkisinin arastirilmasi planlanmistir. Halk

arasinda asirt  korkmus kisilerde olusan tutuklugun, dona kalmanin giderilmesinde

kullanilmaktadir. Bu etkinin bitkinin néronlar {izerindeki pozitif etkisi ile iligkili oldugu

diistintildiiglinden ndroprotektif etkisinin tespiti onem tagimaktadir. Bu kapsamda néroprotektif

etki ile ilgili degerlendirmede bulunmak i¢in;

e MTT testleri ile etkinin tayininde SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicre hattinda

uygulanacak G.olivieri bitkisinin toprak {iistli kisimlarmin kisimlarinin dekoksiyon,

etanol, su, kloroform ve n-butanol ekstrelerinin optimal dozlari(hiicrelerin canliligim

degistirmeyen doz) secilmistir. Bu optimal dozlar ekstrelerin hiicre canliligin

artirmadigi ya da azaltmadigi yani degistirmedigi konsantrasyonlar

belirlenmistir.

olarak
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e LPS ile hasara ugratilmis tayininde SH-SY5Y insan noroblastoma hiicreleri tarafindan
tiretilen bazi sitokin ( Ifn-a, Ifn-p, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2)

seviyeleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

4.2.1. MTT Testleri

MTT hiicrelerin mitokondriyal enzim aktivitesini dl¢gmek icin kullanilir. Klorimetrik bir
yontemdir. Calismamizda MTT testleri hiicre igi sitokin (I1fn-a, Ifn-p, Kompleman protein Clq,
C3, C6 ve C9, Nrf-2) seviyeleri dl¢lilmeden 6nce SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hattina
uygulanacak ekstrelerin optimal dozunun (hiicrelerin canliligin1 degistirmeyen doz)
belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Belirlenen dozlar; Dekoksiyon: 75 pg/mL, Etanol ekstresi: 10
pg/mL, Sulu ekstre: 50 pg/mL, Kloroform ekstresi: 50 pg/mL ve n-butanol ekstresi: 50 pg/mL
seklindedir. (Sekil 4.10 ve Tablo 4.2)

MTT testi

O0mcg/mL 10 mcg/ml 25 mcg/ml 75 mcg/ml 100 mcg/ml 200 mcg/ml
Konsantrasyon mcg/mL

140

120

10

o

8

o

Canlilik

6

o

4

o

2

o

o

W Dekoksiyon ®mn-BuOH ®CHCI3 ®mEtOH mH20

Sekil 4.10. G.olivieri ekstrelerinin SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde hiicre canliligi-
konsantrasyon grafigi

Tablo 4.2. G.olivieri ekstrelerinin SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicrelerinin canliligina
optimal etki eden doz (hiicrelerin canliligini degistirmeyen doz) tablosu



Dekoksiyon 75 ug/Ml
Etanol 10 pg/mL
Sulu 50 pg/mL
Kloroform 50 pg/mL
n-butanol 50 pg/mL
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4.2.2. Hiicre ici Sitokin (Ifn-o, Ifn-p, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2)

Seviyeleri

SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicreleri LPS ile uyarilmistir. LPS (lipopolisakkarit),

endotoksin 6zelligiyle SH-SYS5Y insan néroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin (Ifn-a, Ifn-

B, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2) seviyelerini arttirmaktadir. G. olivieri

ekstrelerinin uygulandigi LPS ile uyarilmis SH-SYSY insan ndroblastoma hiicrelerinin hiicre

ici sitokin (Ifn-a, Ifn-p, Kompleman protein Clq, C3, C6 ve C9, Nrf-2) seviyeleri dlgiilerek
ekstrelerin noroprotektif etkisi saptanmistir ( Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16 ve 4.17).

IFN-alfa

| |
¢ Lr xx v =z

Ssapma
C |32,84067 |3,1212057
L ]27,86139|3,2103206
LX |32,35314|0,8513173
LY |34,655396,6737249
Lz |37,71866|2,7754074
LT |38,24625|4,1090857
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Sekil 4.11. G. olivieri ekstrelerinin SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i Ifn-a

seviyesindeki degisime etki grafigi,

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.

LT: LPS ve sulu ekstre.

IFN-BETA

120

100

[
80 T
| I I
0
C L X Ly 1z LT

IFN-B (ng/L)
=

=

[ =}
[=]

Ssapma

C | 66,2160357

7,505657

L |76,32898821

4,083141

LX{81,34375063

3,412141

LY |83,36832856

13,34228

LZ |93,27942332

13,16625

LT [84,69535139

7,586452

Sekil 4.12. G. olivieri ekstrelerinin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i Ifn- 8

seviyesindeki degisime etki grafigi,

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.

LT: LPS ve sulu ekstre.

pg/ng Ssapma

Clqg

0,55359 |0,02996094

-0

0,361352|0,04751095




Clq
07
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-
'|' T
05
E T
0
% T T
£
o 03
—
o
0.2
0,1
0
C L LX LY 1z LT

LX

0,407465

0,08364874
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LZ

0,348476

0,04555226

Sekil 4.13. G. olivieri ekstrelerinin SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i Clq

seviyesindeki degisime etki grafigi,

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.

LT: LPS ve sulu ekstre.

3

C L X Ly iz T

C3 (mg/ml)
o o 2 2 2 2 9 ©
a a =N [4,] on =~ [==]

(=]
T

mgglg SSapma
C 10,676918]0,059628
L ]0,4179650,058712
LX |0,57202 |10,061573
LY ]0,620339|0,091412
LZ |0,4432090,014997
LT [0,510552|0,021434

Sekil 4.14. G. olivieri ekstrelerinin SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i C3

seviyesindeki degisime etki grafigi,

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.

LT: LPS ve sulu ekstre.




cb

0,25

02

[
0,15 | T
0,
0,0
0
c L X LY 1z LT

C6 (mikrog/ml)

wu

90

Ssapma
C 10,200963|0,011207
L 0,152638|0,016152
LX 0,140102|0,018466
LY 0,1867590,050994
LZ 10,172574|0,007838
LT ]0,194383|0,037671

Sekil 4.15. G. olivieri ekstrelerinin SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i C6

seviyesindeki degisime etki grafigi,

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.

LT: LPS ve sulu ekstre.

c9

03

0,25

0,2 [ W w
0,15
01
0,05
0
C L X LY Lz LT

c9 ( ng/L)

Ssapma
C 0,192877|0,031759
L 0,171143|0,031648
LX [0,200542|0,039527
LY [0,1951210,037023
LZ | 0,18852 |0,019229
LT 10,250741|0,013814

Sekil 4.16. G. olivieri ekstrelerinin SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i C9

seviyesindeki degisime etki grafigi,

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.

LT: LPS ve sulu ekstre.
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NRF-2

80 T -

70 T |

6 Ssapma
5 66,21604 | 7,505657
40 76,32899|4,083141
30 LX ]83,29548|0,655605
20 LY |71,95353|7,294473
10 LZ |85,67863|0,260764
0 LT |[84,69535|7,586452

C L X LY LZ LT

Sekil 4.17. G. olivieri ekstrelerinin SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i Nrf-2
seviyesindeki degisime etki grafigi,

[=]

[=]

o

NRF-2 { ng/ml)

C: Kontrol. L:LPS. LX: LPS ve n-butanol ekstresi. LY: LPS ve kloroform ekstresi. LZ: LPS and EtOH ekstresi.
LT: LPS ve sulu ekstre.

Sonuglar genel olarak incelendiginde G. olivieri ekstrelerinin uygulandigi LPS ile
uyartlmis SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinin hiicre i¢i sitokin seviyeleri lizerinde sulu
ekstre diger ekstrelere gére daha giiclii bir etki gostermistir. LPS ile uyarilan hiicre i¢i sitokin
seviyeleri lizerindeki etkileri degerlendirildiginde etanol ve su ekstreleri IFN-a (p deg LZ:
0.015 ve p deg. LT: 0.026), sulu ekstre IFN-B (p deg LT: 0.016), kloroform ve su ekstreleri c1q
(p deg. LY:0.033 ve p deg. LT:0.018) , n-butanol ve kloroform ¢3 (p deg LX:0.034 ve p deg.
LY:0.032) ve sulu ekstre ¢9 (p deg. LT:0.048) seviyelerini anlaml seviyede arttirmistir.

n-butanol ekstresinden gerceklestirilen kromotografik caligsmalarla 1 sekoiridoit

glikoziti (svertiamarin) ve 1 oligosakkarit saflastirilmistir.
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5. TARTISMA

Gentiana L. cinsi diinyada yaklasik 400 tir ile temsil edilirken {ilkemizde 12 tiir
yetismektedir.(1). Gentiana tiirleri diinya genelinde istah agic1 olarak, antidiyabetik,
antiinflamatuvar olarak, ayrica sindirim rahatsizliklar1 tedavisinde ve tonik olarak yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir (2-4).

Gentiana lutea’nin sonbaharda toplanip gilineste kurutulmus kok ve rizomlar1 “Radix
Gentianae” drogunu verir. G. lutea Avrupa Farmakopesi basta olmak iizere ¢esitli farmakope
ve EMA, WHO ve ESCOP monograflarinda istah acic1 6zelligi nedeniyle yer almaktadir. Drog,
Anadolu’da, halk arasinda istah acici, ates diisiiriicli, antidepresan ve yara iyi edici amaglarla
kullanilmaktadir (14).

G. olivieri Gaziantep, Erzurum ve Urfa yoresinde “afat” adiyla “yedi y1llik korkuyu alan
bitki” olarak taninmakta ve c¢icekli toprak iistii kistmlarinin % 2-3’liikk infiizyonlar1 korku ve
hafif depresyon gibi durumlarda halk ilac1 olarak kullanilmaktadir (14).

Gentiana tiirleri 6zellikle sekoiridoit, iridoit, ksanton ve C-flavonoit yapili bilesikler
tastyan bitkilerdir. Bu bilesiklerden sekoiridoitlerin antikolinerjik ve hepatoprotektif etkileri
oldugu; ksanton bilesiklerinin ise MAO inhibisyonu yapmak suretiyle MSS {izerinde stimiilan
etki  gosterdikleri, ayrica antienflamatuvar ve hipoglisemik etkilerinin  oldugu
bilinmektedir(104). Bununla birlikte, o6zellikle ksanton sinifindaki bilesiklerin Gentiana
cinsinin kemotaksonomisi i¢in 6nemli bir anahtar rolii oynadig1 da kabul edilmektedir (105).

Gentiana olivieri bitkisinin toprak iistii kisimlar1 tizerinde bir kism1 anabilim dalimizda
olmak iizere fitokimyasal igerigi ve biyolojik etkisi ile ilgili baz1 ¢aligmalar gergeklestirilmistir.
Bu calismalarda bitkiden 6zellikle sekoiridoit yapidaki gentiopikrozit, svertiamarin, izorientin,
sverozit basta olmak iizere cesitli sekonder metabolitlerin izolasyon ve yap1 tayini
gerceklestirilmistir. Bitkinin toprak iistii kismlarinin biyolojik etkileri i¢in ¢ogunlukla in vivo
caligmalar bulunmaktadir. 2020 yayinlanan bir calismada bitkinin antidepresan etkisi siganlarda
test edilmistir(20). Bu tez kapsaminda Anabilim Dalimizda yapilmis olan Gentiana tiirleriyle
ilgili ¢alismalarin devami niteliginde G. olivieri’ nin toprak iistli kisimlarinin fitokimyasal

iceriginin belirlenmesi ve ndroprotektif etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Bu noktadan hareketle Gaziantep’te ticari iiriin olarak satilan Afat otu satin alinarak,
halk arasindaki kullanilisina uygun bir sekilde dekoksiyonu, etanol, su, kloroform ve n-butanol
ekstreleri hazirlanmis ve noroprotektif etkileri SH-SYSY insan noroblastoma hiicre hattinda

test edilmistir. LPS ile wuyarilan hiicre i¢i sitokin seviyeleri Tlzerindeki etkileri
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degerlendirildiginde etanol ve su ekstreleri 1FN-a , sulu ekstre IFN-B , kloroform ve su
ekstreleri c1q, n-butanol ve kloroform c3 ve sulu ekstre ¢9 seviyelerini arttirmistir. Bu sonuglar
2022 yilinda Anabilim Dalimizda yapilmis olan Gentiana olivieri ile benzer sekonder metabolit
icerigine sahip bazi1 Gentianella tiirleri olan G. caucasea, G. ciliata ve G. holosteoides tiirleriyle
yapilmis olan “Bazi Gentianella Tiirlerinin Fitokimyasal Analizleri ve Sekonder
Metabolitlerinin Bdnf (Beyin-Tiirevli Norotrofik Faktdr) Uzerindeki Etkileri” doktora
calismasiyla oOrtiisen sonuglar elde edilmistir. G. olivieri’nin su dekoksiyonu, etanol, su,
kloroform ve n-butanol ekstreleri ile daha 6nce diger Gentiana tiirlerinden elde edilen standart
bilesikler olan gentiopikrozit, sverozit, svertiamarin ve izoorientin karsilastirilmis ve ITK ve
LC-qTOF-MS yontemleriyle su dekoksiyonu, etanol, su ve n-butanol ekstrelerinde sverozit,
svertiamarin ve izoorientin oldugu kanitlanmistir. Ayrica elde edilen n-butanol ekstresinden
gerceklestirilen kromotografik calismalarla 1 sekoiridoit glikoziti (svertiamarin) ve 1

oligosakkarit saflastirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda;

e G. olivieri’ nin dekoksiyon, etanol, su, kloroform ve n-butanol ekstreleri
hazirlanmistir.

e Ekstrelerin noroprotektif etkileri SH-SYSY insan néroblastoma hiicre hattinda
test edilmigstir. MTT testi ile hiicrelerin canliligin1 degistirmeyen optimal doz
belirlenmistir. LPS ile uyarilan hiicre i¢i sitokin seviyeleri lizerindeki etkileri
degerlendirildiginde etanol ve su ekstreleri IFN-a , sulu ekstre IFN-§ ,
kloroform ve su ekstreleri c1q , n-butanol ve kloroform c3 ve sulu ekstre c9
seviyelerini arttirmistir.

e n-butanol ekstresinden gerceklestirilen kromotografik calismalarla 1
sekoiridoit glikoziti (svertiamarin) ve 1 oligosakkarit saflastirilmistir.

e Aktif olan ekstrelerin sekoiridoitlerce zengin ekstreler oldugu ITK ve LC-
qTOF-MS yontemleriyle tespit edilmistir.

e Gentianaceae familyasi bitkilerinden Gentianella tiirleri iizerinde Anabilim
dalimizda gerceklestirilen ¢alismalarda sekoiridoitlerin BDNF ekspresyonunu
artirdiklart tespit edilmistir. Bu nedenle daha ileri ¢alismalarda bitkinin

sekoiridoitlerinin tek tek bu aktivite testlerinde denenmesi gerekmektedir.
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